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RESUMEN

El virus del Dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus, que
presenta 4 serotipos denominados: DENV-1-4. Tiene una estructura esférica de 40-50
nm, con una envoltura lipidica, una nucleocapside isométrica y un genoma de RNA de
cadena sencilla de polaridad positiva, que codifica para tres proteinas estructurales y
siete no estructurales, dentro de las cuales se encuentran las enzimas necesarias para
su replicacion. El Dengue es la enfermedad viral transmitida por vectores (mosquitos
del género Aedes como A. aegypti, A. albopictus) de mayor prevalencia en el mundo.
La OMS reporta anualmente 100 millones de personas infectadas a nivel mundial y mas
de 500 000 casos de dengue severo, con una tasa de mortalidad del 2 al 15 %. La
enfermedad presenta un espectro clinico muy amplio que va desde una forma benigna,
auto-limitada con presencia de fiebre indiferenciada llamada Fiebre por Dengue (FD) 0
Dengue Clasico, hasta las formas severas como; La Fiebre Hemorragica por Dengue
(FHD) y/o el Sindrome de Choque por Dengue (SCD) que en su conjunto se conocen
como Dengue severo, que presenta una letalidad muy elevada (40% de los casos). En
el Dengue severo se presentan alteraciones importantes en los sistemas de
coagulacion- inflamacion, con la presencia de niveles incrementados de citocinas pro-
inflamatorias (IL-8, TNFa), ocasionando dafio a nivel del endotelio vascular. Se sabe
gue las citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-8 en diferentes procesos infecciosos
favorecen el incremento en la expresion de glicanos de superficie (principalmente acido
sialico).

Por otro lado, en las interacciones tempranas de los microorganismos patégenos con su
célula diana involucran el reconocimiento de moléculas de superficie (carbohidratos,
proteinas) que les permiten ya sea internalizarse 0 iniciar diferentes tipos de
respuestas (pro-adherente, pro-inflamatoria, entre otras). Recientemente, se ha
reportado la importancia de la participacion de los carbohidratos (glicoproteinas) en las

interacciones tempranas del DENV con células blanco.
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En trabajos previos de nuestro grupo, observamos la participacibn de moléculas
sialidadas durante las interacciones tempranas del virus dengue (DENV) con células del
mosquito Aedes aegypti. En el presente trabajo nos propusimos evaluar la posible
participacion de moléculas sialidadas en células humanas infectadas con el virus
dengue. Los monocitos humanos son células diana para el DENV, las cuales presentan
este tipo de azucares en su superficie. Asi mismo, se conoce que durante la activacion
de los monocitos humanos por diferentes agonistas como el LPS o citocinas pro-
inflamatorias, se presenta una modificacion de moléculas sialidadas, en la superficie
celular del monocito. Con base en lo anterior, evaluamos la modulacion de glicanos
superficiales, tanto durante la infeccion de monocitos humanos por el DENV, como por
la accion de las citocinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-a, las cuales juegan un papel
importante en la patogénesis del Dengue severo.

Evaluamos la infeccién in vitro de monocitos humanos con el DENV. Inicialmente
establecimos las condiciones necesarias para obtener los monocitos aislados de sangre
periférica de donadores sanos, mediante la separaciéon por densidad de gradientes con
ficoll. Determinamos que la infeccion por DENV tiene un comportamiento dosis-
respuesta dependiente.

Posteriormente, evaluamos mediante microscopia electronica la expresion de glicanos
de superficie tanto de células infectadas como no infectadas., Encontramos que los
monocitos infectados por el virus dengue mostraban mayor afinidad al rojo de rutenio,
observando un aumento en la intensidad de contraste de la membrana tefiida, es decir.
un aumento en la presencia de oligosacaridos que contienen acido sialico. Estos datos
se confirmaron paralelamente mediante ensayos de interaccion con lectinas,
observando un aumento en la union de la lectina SNA en los monocitos infectados.
Ademas de evaluar la presencia del sidlico en la superficie de los monocitos humanos,
estudiamos la posible modulacion de diferentes glicanos de la superficie celular, por lo
gue elegimos diferentes lectinas especificas Utiles en la deteccion tanto de glicanos
simples como complejos. Pudimos determinar que los monocitos contienen una gran
variedad de glicanos superficiales simples y complejos tanto N como O-glicanos.
Observamos que ésta células presentan gran cantidad de manosas y que expresan

mas &cido sialico a2-6 que a2-3. También detectamos la presencia de fucosa y de O-
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glicanos. Al analizar los monocitos infectados con DENV en comparacion con las
células control, no observamos cambios significativos tanto en los niveles de fucosa
como de O-glicanos. Sin embargo, encontramos un incremento considerable en los
niveles de acido sialico a2-6, una tendencia a la disminucién de &cido sialico a2-3 y una
disminucién en los niveles de manosa.

Asimismo, con el objetivo de evaluar el posible papel de las citocinas pro-inflamatorias
secretadas durante la infeccién por el DENV en la modulacién de glicanos de superficie,
estimulamos los monocitos primarios con TNFa e IL-8. Observamos que en cultivos
celulares estimulados con TNFa, los niveles de acido sialico a2-6 en la superficie celular
se incrementan, mientras que los niveles de expresion de a2-3 disminuyen.

Con base en nuestros resultados, proponemos que durante la infeccion por el virus
dengue de monocitos humanos, la modulacion de glicanos superficiales depende tanto
del DENV como de moléculas efectoras del huésped secretadas en respuesta a la
infeccion (citosinas pro-inflamatorias) y que posiblemente la suma de ambos estimulos

es la que de como resultado la modulacién de los glicanos de superficie del monocito.
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INTRODUCCION

SITUACION ACTUAL DEL DENGUE

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por artropodos mas importante a nivel
mundial que constituye una de las prioridades de Salud Publica en los paises tropicales
y subtropicales del mundo, predominantemente en areas urbanas y semiurbanas.

El Dengue es una infeccidn viral autolimitada y sistémica transmitida a los humanos por
mosquitos. El vector primario, el mosquito Aedes aegypti, ha alcanzado una amplia
distribucion a través de las latitudes tropicales y subtropicales. Emergié en Africa
durante la trata de esclavos en el siglo XV, se expandié a Asia en los siglos XVIIl y XIX
durante los intercambios comerciales y se ha propagado globalmente con el incremento
del turismo y del comercio en los ultimos 50 afios.

Actualmente el Dengue es endémico en méas de 100 paises en Africa, América, Medio
Oriente, Sur-este Asiatico, y el Pacifico Occidental. Por lo que se estima que el 55% de
la poblacién mundial esta en riesgo, siendo el Sureste Asiatico y el Pacifico Occidental
las regiones mas seriamente afectadas. Antes de 1970 soOlo nueve paises habian
experimentado epidemias de Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD), para 1995 el
numero habia incrementado a mas del cuadruple.

Aunqgue no se ha determinado con exactitud la presencia real de la enfermedad (ya que
existe sub-notificacion), la Organizacion mundial de la Salud (OMS) reporta que de 50 a
100 millones de personas se infectan anualmente, de las cuales, 500 000 presentan la
forma severa de la enfermedad y requieren hospitalizacion, una gran porcién de ellos
son nifios, y cerca del 2.5 % mueren (1).

POSGRADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 12
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Figura 1. Riesgo global de contraer Dengue. Las diferentes tonalidades indican el nivel de riesgo que
los habitantes de cada zona afrontan de infeccion por dengue. (Adaptado de Cameron P. Simmons 2012)

La diversidad antigénica del virus dengue es importante, ya que la falta de inmunidad
protectora cruzada contra los cuatros serotipos virales, permite multiples infecciones
secuenciales. La propagacion del Dengue, ilustra como el comercio (el transporte del
mosquito vector), el incremento del turismo entre los paises (el movimiento de
personas viremicas), las masas urbanas (lo cual lleva a mdultiples infecciones por un
mosquito infectado) y estrategias poco efectivas del control del vector, han propiciado
una pandemia en la era moderna (2).

En las epidemias de Dengue, la tasa de infeccién en personas que no habian sido
expuestas anteriormente al virus, es frecuentemente del 40% al 50%, pero pueden
presentar una tasa del 80% - 90%. Sin diagndstico temprano y/o tratamiento oportuno,
las tasas de mortalidad pueden exceder el 20%. Un acceso eficiente a cuidado médico
y personal de salud adecuadamente preparado par el reconocimiento de sintomas y
tratamiento del Dengue, pueden reducir la tasa de mortalidad a menos del 1.5%.

La FHD, una complicacion potencialmente letal, fue reconocida por primera vez en los
afnos 50’s durante una epidemia de Dengue en Filipinas y Tailandia. Desde entonces,
la incidencia y las epidemias de Dengue severo han aumentado exponencialmente en
los ultimos 35 afios, no soélo por el incremento en el nUmero de casos, sino también en
los brotes de FHD que han ocurrido. Sélo en el 2007 se reportaron mas de 890 000

casos de Dengue en América, de los cuales 26 00 fueron casos de FHD.
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En América latina se ha observado que el numero de enfermos de dengue aumenta
ciclicamente de forma epidémica cada 3-5 afios, siempre con una tendencia
ascendente. La mayor incidencia en la region se observé en el 2002, con mas de 1
millon de casos, entre ellos, 14 000 de FHD. Segun datos la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), en noviembre del 2005, 27 paises habian notificado
casos de Dengue y en 14 de ellos circulaban dos o tres serotipos simultaneamente. A
partir de 1984 se registraron casos de FHD en el pais, siendo Nuevo Le6n, Tamaulipas,
Veracruz, Colima y Guerrero los estados mas afectados.

El Dengue en México

En el periodo de 1998 a 2002 se reportan 69,082 casos de Dengue, incluyendo 3,222
de DHF. De los cuales, el estado de Nuevo Leon notificd 15,444 casos (22.4%);
Tamaulipas 11,733 (17.0%); Veracruz 10,100 (14.6%); Oaxaca 4,468 (6.5%); Guerrero
3,659 (5.3%); Colima 2,985 (4.3%); Tabasco 2,465 (3.6%) y los restantes 18,228 casos
(26.3%), corresponden a 23 entidades.

Los estados con mayor promedio de casos de Dengue Hemorragico de 1998 a 2002
fueron: Colima con 22.5 casos por 100 mil habitantes, seguido en orden decreciente por
los estados de Guerrero (3.2), Yucatan (2.8), Nayarit (2.7), Quintana Roo (2.2), Chiapas
y Nuevo Leodn (1.6 c/u), y Tamaulipas (1.3).

En cuanto a grupos de edad, el mas afectado (en el periodo 1998-2002) fue el de 25 a
44 afos de edad, con 33.3% del total de casos, seguido por el de 15 a 24 (22.2%) y por
el de 5 a 14 (20.3%); el restante 24.2% corresponde a los otros grupos etareos.
Respecto al Dengue severo se observo el mismo patrén de comportamiento en 1998 y

1999, pero a partir de 2000 el grupo mas afectado fue de 5 a 14 afios.

En México como en otras partes del mundo, la presencia del Dengue esta condicionada
a la existencia del vector. Los estados de la Republica que tienen menor riesgo a
presentar Dengue son: Baja California, Chihuahua, Durango, Zacatecas,

Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, Tlaxcala y el D.F.
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Los estados con mayor riesgo para la enfermedad son: Sonora, Nuevo Leon,
Tamaulipas, Sinaloa, Veracruz, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Guerrero, Oaxaca,
Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Figura 2).

La Secretaria de Salud en su reporte emitido, en el 2008 indica que se confirmaron
25040 casos de FD y 6114 de FHD, asi como 115417 probables casos durante ese afio

3).

Riesgo de transmisidn de Dengue en México

Figura 2. Riesgo de transmision de Dengue en México. Las diferentes tonalidades indican el nivel de
riesgo que los habitantes de cada zona afrontan de infeccién por dengue. (Tomado de Secretaria de
Salud 2012)

Los factores determinantes para la aparicion y la re-emergencia del Dengue son
complejos y no se han estudiado completamente. En general, la propagacion del
Dengue es atribuida a la expansion de la distribucion geogréafica de los cuatros
serotipos del virus y de los mosquitos vectores, el mas importante de ellos es la
especie, predominantemente urbana, Aedes aegypti .El rapido crecimiento urbano de la
poblacién de mosquitos ha dado como resultado un mayor numero de personas
expuestas al contacto con este mosquito, especialmente en areas favorables para la
reproduccion del mismo (1-5).
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Se ha propuesto que la propagacion del Dengue se debe a una combinacién de los
siguientes factores: el incremento de la urbanizacion, el crecimiento poblacional, la
migracion, los viajes internacionales y las dificultades del control efectivo del vector. El
cambio climatico también puede ser un factor que contribuya a la propagaciéon del
Dengue. Sin embargo, las investigaciones globales a cerca del Dengue, no han recibido
el mismo nivel de fondos como en otras enfermedades tropicales de origen infeccioso.
Actualmente no hay farmacos disponibles ni una vacuna autorizada y el diagnéstico en

areas endémicas es, en gran medida, clinico.

EL AGENTE ETIOLOGICO

El virus Dengue pertenece a la familia Flaviviridae del género Flavivirus, al cual
también pertenecen alrededor de 70 virus relacionados antigenicamente, entre ellos, el
virus de la Fiebre Amarilla y el Virus del Oeste del Nilo, entre otros. Existen 4 serotipos
diferentes denominados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4.

Figura 3. El virus dengue. Micrografia de transmision electrénica con color aumentado. (Tomado de
Rigou-Pérez 2006)
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El viribn maduro presenta tres proteinas estructurales, la proteina de capisde C, la
proteina de membrana M, y la proteina de envoltura E. Mdltiples copias de la proteina C
(11kDa), encapsulan el genoma del virus de RNA de cadena sencilla de polaridad
positiva, para formar la nucleocapside viral de 30 a 35 nm de diametro. La
nucleocapside esta rodeada por una bicapa lipidica derivada de la célula hospedera, en
la que 180 copias de las proteinas M y E estan ancladas, su estructura es similar a la
de otros Flavivirus, tiene forma esférica de 40 a 50 nm de diametro. La proteina M es un
pequefio fragmento proteolitico (aproximadamente de 8 kDa) de su forma precursora
prM (aproximadamente 21kDa). La proteina E es de 53 kDa y tiene tres distintos
dominios estructurales. El dominio | esta estructuralmente posicionado entre el dominio
II, el dominio de homodimerizacion, y el dominio Ill, tipo inmunoglobulina. Los analisis
estructurales de los viriones maduros del DENV revelan que el virus posee una

neuclocapside con organizacion icosahédrica y una envoltura esférica.

Figura 4. Estructura del virién. Representacion de la conformacion estructural de las particulas virales.
En la figura se muestra la ubicacién estructural de la proteina de la capside (C), de la membrana (M) y de
la envoltura (E), asi como la organizacién superficial de la proteina E en dimeros. (Tomado de la base de
datos “Viral pathogen resourse”)

El genoma del virus es un RNA de cadena sencilla de aproximadamente de 11 kb que
codifica para una polipropteina que presenta regiones cortas no traducibles 5’ y 3’, el
RNA funciona como mensajero y codifica para 3 proteinas estructurales (capside, pre-

membrana y envoltura) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
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NS4B and NS5) entre las que se encuentran las enzimas necesarias para su
replicacion. De las proteinas no estructurales del virus, las mas caracterizadas son
NS3, su cofactor NS2B, y NS5. NS3 contiene diferentes dominios (con funciones
distintas, incluyendo una serin-proteasa, la cual requiere su cofactor NS2B. NS3
también presenta las funciones de trifosfatasa de nucleosidos y helicasa, necesarias
para la sintesis del RNA viral; asi como, actividad de 5’ trifosfatasa. La proteina NS5
funciona como RNA polimerasa dependiente de RNA, asi como, metiltransferasa. La
glicoproteina NS1 se expresa en tres formas: La forma residente en el reticulo
endoplasmico, una forma anclada a la membrana y una forma soluble. En el diagndstico
de laboratorio del Dengue, es comun la determinacién de NS1 en el suero de los
pacientes. NS1 esta glicosilada en dos sitios, recientemente se ha demostrado que
esta glicosilacion es necesaria tanto durante la replicacion del virus en células del
mosquito como para la expresion de neurovirulencia en ratoén (8). La forma soluble de
NS1 es otro blanco dominante para la inmunidad humoral y podria jugar un papel
significativo en la patogénesis del DHF/SCHD. Las proteinas hidrofébicas (que
funcionan como co-factores de NS3) NS2A, NS4A y NA4B (cofactor de NS5) estan
menos caracterizadas. Recientemente se ha demostrado que son capaces de bloquear
la transduccion de sefiales mediadas por interferén. Mientras que las tres proteinas en
combinacion son mas efectivas, NS4B, sola, es un potente inhibidor de la sefializacion
del interferon By y (INF-B, INF-y) (9).

Se han identificado diferentes genotipos (virus altamente relacionados en la secuencia
de nucleétidos) para cada serotipo, dando como resultado la amplia variabilidad

genética de los tipos del DENV.

La RNA polimerasa dependiente de RNA viral, presenta baja fidelidad, por lo que, la
incorporacion de mutaciones dentro de las hebras de los RNAs progenie, acoplado con
la ausencia de una segunda hebra para lectura de prueba (proofreading), resulta en la
generacion de una gran cantidad de especies de RNAs virales, denominadas quasi-
especies. Debido a la existencia de quasi-especies, se ha planeado la asociacién de la

patogénesis viral al grado de diversidad de secuencias intra-hospedero o a secuencias
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particulares. Actualmente se realizan esfuerzos de secuenciacion a gran escala del

RNA del DENV para intentar responder este planteamiento. (5-10)
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Figura 5. Diagrama esquemaético del genoma y la poliproteina del virus dengue. El genoma viral es
una cadena de RNA de polaridad positiva que contiene un cap en el extremo 5’ pero carece de una cola
de poliA en el extremo 3’.Las proteinas estructurales estan codificadas en el extremo 5’ seguidas de las
proteinas no estructurales. (Tomado de Rushika and Richard J. Kuhn 2008)

Ciclo de replicacion viral

El ciclo de vida intracelular de los Flavivirus es muy similar. La infeccion con un
Flavivirus transmitido por artrépodos inicia cuando el vector se alimenta de sangre y el
virus se transmite al hospedero. Durante la infeccion natural, las células del linaje
mononuclear-fagocitico (monocitos, macrofagos y células dendriticas), incluyendo las
células de Langerhans residentes de la piel, son los blancos primarios durante la
infeccion por DENV. Aunque actualmente existe controversia en referencia del tipo de
células que sirven como blanco primario del DENV en humanos. En insectos, se ha
encontrado que la infeccién por DENV inicia en el intestino medio, a partir del cual se
propaga y se replica en varios compartimentos y 6rganos. In vitro se ha mostrado que
el DENV es capaz de infectar varios tipos de células humanas incluidas las células
dendriticas, monocitos/macrofagos, células B, células T, células endoteliales,

hepatocitos, células neuronales y recientemente células del muasculo esquelético y
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cardiaco (in vivo) (13); asi como varias lineas celulares utilizadas para su propagacion
(12), incluidas las lineas celulares humanas (K562, U937, THP-1, HepG2, HUVEC,
ECV304,Raji, HSB-2, Jurkat, LoVo, KU812), de mosquito (C6/36), de mono (Vero, BS-
C-1, CV-1, LLC-MK2), de hamster (BHK), asi como de macréfagos de murino (Raw,
P388D1, J774). El amplio rango de células permisivas para el DENV indica que el virus
debe unirse a una molécula de superficie celular ubicua, internalizarse mediante un
complejo del receptor 6 utilizar multiples receptores durante la infeccion celular (14).

Sin embargo, no se ha caracterizado un receptor especifico. Recientemente se han
hecho esfuerzos significativos por caracterizar los receptores celulares utilizados por el
DENV. Se han propuesto diferentes receptores y co-receptores en células de en
mamifero, incluido el heparan sulfato, la proteina del choque térmico 70 (Hsp 70, por
sus siglas en inglés) y Hsp90; CD14, asi como, la mejor caracterizada, DC-SIGN entre
otros (15).

Se sugiere que el DENV a nivel de la superficie celular interacciona con diferentes
receptores, un receptor ubicuo de baja afinidad como DC-SING, que inicialmente
captura el virus en la superficie celular, incrementando su concentracion local y otro de
alta afinidad que participa durante la internalizacién viral.

El virus interacciona y entra a una célula permisiva del hospedero mediante endocitosis
mediada por receptor (Figura 6). Posterior de la internalizacion y acidificacion del
endosoma, la fusion de las membranas viral y vesicular permite la entrada de la
nucleocapside al citoplasma y la liberacién del genoma viral. Se conoce que el pH acido
del endosoma favorece la disociacion de los homodimeros de la proteina E, lo cual
permite la proyeccion al exterior del dominio Il y la exposicion del péptido de fusion
hidrofébico hacia la membrana. Subsecuentemente los dominios hidrofébicos en el asa
de fusion se insertan dentro de la regiobn mas exterior de la membrana blanco,
desencadenando el ensamblaje de los trimeros de la proteina E. Después, se asume
gue el dominio Il se modifica en su conformacion y se dobla hacia el péptido de fusién
en una conformacion tipo horquilla. EI mecanismo de repliegue podria forzar la
membrana blanco y la membrana viral para dirigirse una hacia la otra y, eventualmente

fusionarse, liberando la nucleocépside y el genoma viral dentro del citosol.
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La traduccion y replicacion de las hebras positivas virales ocurren en asociacion con
estructuras membranosas intracelulares, especificamente el genoma del DENV es
traducido en asociacion con la membrana derivada del reticulo endoplasmico. La
estructura del genoma es similar a la del RNA mensajero celular, contiene una
estructura tipo 5’ 7-metil-guanosina (cap), una regién 5 sin traducir (UTR), un marco
Unico de lectura y una regién 3'UTR; Sin embrago, a diferencia de los mensajeros
celulares, no esta poli-adenilado. La ausencia de una cola de poli A, implica que este
virus no utiliza el mismo mecanismo de traducciéon que el mMRNA mensajero. Ademas,
se ha demostrado que la traduccién de los Flavivirus ocurre bajo circunstancias que
inhiben la traduccién celular. La habilidad de los Flavivirus para la traduccion de su
genoma bajo diferentes condiciones, refleja la adaptacion a las respuestas antivirales
celulares, o a diferentes tipos celulares que contienen diferentes niveles de factores de
traduccion. Se conoce que diferentes cepas de DENV difieren en habilidades para
replicarse en diferentes tipos celulares.

Una vez que el RNA viral recluta la maquinaria de traduccion, la transicion del inicio de
la traduccion a la elongacion debe ocurrir cunado la subunidad pequefia ribosomal se
ha colocado al inicio de la region 5. Inicia la traduccién del genoma con un
intermediario de RNA de polaridad negativa, que sirve como templado para la
produccion de multiples copias de RNA de polaridad positiva. Las moléculas de RNA
son transcritas en una sola poliproteina, la cual es procesada post-traduccionalmente
tanto por proteasas celulares como del virus. Rondas sucesivas de traduccion
producen niveles elevados de proteinas virales. Las proteinas estructurales junto con el
genoma viral se ensamblan para formar nuevos viriones, los cuales son transportados a
través de los compartimentos del aparato de Golgi y finalmente secretados. (8-12)
Después de la traduccion y el plegamiento de las proteinas, las proteinas no
estructurales inician la replicacion del genoma viral. EIl nuevo RNA sintetizado es,
subsecuentemente, empacado por la proteina C para formar la nucleocapside. La
proteina prM y la proteina E forman heterodimeros que son orientados dentro de la luz
del reticulo endoplasmico. Las particulas inmaduras formadas en el reticulo

endoplasmico, maduran mientras viajan a través de la via secretoria.
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Figura 6. Esquema del ciclo de replicacién viral. El virus se una a receptores celulares de alta afinidad
gue concentran las particulas virales en la superficie, un receptor de alta afinidad es el encargado de
internalizar el virus a través de endocitosis mediada por receptores. L a disminucién del pH endosomal
y la liberacién del genoma, se lleva a cabo la traduccién del RNA
viral y el procesamiento de la poliproteina. Se traduce el genoma a través de un intermediario antisentido.
Se ensambla la particula viral y se excreta a través del tréfico del aparato de golgi. (Adaptado de

permite la fusion de las membranas

Watowich 2010)
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TRANSMISION DEL DENV

El virus Dengue tiene un ciclo de hospederos de humano-mosquito, mosquito-humano,
en donde el humano actia como hospedero y reservorio para el virus y el mosquito es
el principal y extremadamente eficiente vector (Figura 7). El hospedero inicial para el
virus es el humano. Cuando una hembra de mosquitos del género Aedes (Aegypty,
Albopictus) se alimenta de un humano infectado, adquiere al virus. EI DENV se replica
dentro del mosquito y durante una nueva alimentacién el mosquito transmite el virus a

otros humanos por el resto de su vida (por lo cual es altamente eficiente).

El mosquito se realimenta [
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Figura 7. Esquema del ciclo de transmisién del virus. La transmision se lleva acabo a través de la
picadura del mosquito siguiendo un ciclo de hospederos humano-mosquito-humano. (Tomado del Center
for Disease Control (CDC))

El DENV es transmitido a las personas necesariamente por los mosquitos vectores, los
cuales se presentan en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. Los
sintomas de la infeccion, usualmente, inician entre los 4 y 7 dias posteriores a la
picadura del mosquito y terminan aproximadamente en 10 dias. Para que la transmision
ocurra, el mosquito debe alimentarse de una persona virémica, cuando existe una gran
concentracion de virus en la sangre; este periodo usualmente inicia un poco antes de

gue comiencen los sintomas. Algunas personas (el 95% de los casos) nunca presentan
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sintomas significativos (asintomaticos). Pero el 5%de las personas manifiestan las

formas graves de la enfermedad.

 Aedes albopictus

Aedes aegypti

Figura 8.El mosquito vector. El vector primario para la transmision del virus dengue al humano, son los
mosquitos del género Aedes, principalmente A. aegypti y A. albopictus. (Tomado del Center for Disease
Control (CDC))

En casos raros, el DENV puede ser transmitido en trasplantes de érganos o sangre
provenientes de donadores infectados, asimismo, existe evidencia de transmision viral
de una mujer embarazada a su feto. Pero en la gran mayoria de las ocasiones, la
transmision viral se lleva a cabo mediante la picadura del mosquito.

En los tropicos y sub-tropicos, el dengue es endémico y ocurre cada afo, usualmente
durante la temporada en la que la poblacion de los mosquitos Aedes es alta,
frecuentemente cuando la lluvia favorece su reproduccion. Las epidemias de dengue
requieren una coincidencia de una elevada densidad del vector, un gran nimero de
personas sin inmunidad a uno de los cuatro serotipos y la circulacién de los serotipos

virales. (16)
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MANIFESTACIONES CLINICAS DEL DENGUE

El dengue tiene un amplio espectro de presentaciones clinicas, frecuentemente con
evolucidn clinica y resultados impredecibles. Mientras que la mayoria de los pacientes
se recuperan (90-95% de los casos) siguiendo un curso clinico no severo auto-limitado,
una pequefia proporcion (5-10% de los casos) progresa a una forma severa de la
enfermedad, principalmente caracterizada por extravasacion de plasma con o sin
hemorragia (que es letal en el 20-40% de los casos). La rehidratacion intravenosa es la
terapia de eleccién; esta intervencion puede reducir la tasa de letalidad a menos del 1%
de los casos severos. El grupo que progresa de la forma no severa a la forma severa es
dificil de definir, pero este es un problema importante ya que el tratamiento oportuno y

adecuado puede prevenir el desarrollo de condiciones clinicas mas severas 6 la muerte.

Tanto el tratamiento, como la decision del sitio en donde debe ser administrado este
tratamiento (en una instalacion de cuidado de la salud, o en casa) estan influenciados
por la clasificacion del caso de dengue, agrupandose en tres categorias: Fiebre
indiferenciada, fiebre por dengue (FD) y fiebre hemorragica por dengue (FHD). FHD fue
adicionalmente clasificada en cuatro grados de severidad, con los grados Il y IV
definidos como Sindrome de Choque por Dengue (SCD). Existen diferentes reportes
referentes a las dificultades en el uso de esta clasificacion ya que no llenan el estricto
criterio de la FHD. Con base en lo anterior, la OMS actualmente modificé los criterios de
clasificacion en Dengue severo y no severo, aunque la clasificacion en FD/FHD/SCD
continua siendo ampliamente usada. Estudios dirigidos por la OMS, confirmaron que
utilizando una serie de parametros clinicos y/o de laboratorio se observa una clara
diferencia entre los pacientes con dengue severo y con dengue no severo (Figura 9).
Sin embargo, era conveniente dividir al extenso grupo de pacientes con dengue no
severo en dos grupos: pacientes con signos de alarma y aquellos que no los tenian. Los
criterios para el diagnostico de dengue (con o sin signos de alarma) y del dengue
severo se presentan en la siguiente tabla extraida de la “Guia para el diagnostico,
tratamiento, prevencioén y control del dengue” que emitié la OMS en el ano 2009 (la mas

reciente).
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DENGUE + SENALES DE ALARMA DENGUE GRAVE

1. Extravasacién del plasma

Con signos de

2. Hemorragia grave
alarma gag

3. Compromiso grave de érganos

CRITERIOS PARA EL DENGUE CON SIGNOS DE ALARMA Y SIN ELLOS CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Dengue probable Signos de alarma* Extravasacion grave de plasma que conduce
vivir en dreas endémicas de * Dolor abdominal intenso 0 abdomen a
dengue /viajar a ellas doloroso a la palpacion * Choque (SCD)
Fiebre y dos o mas de los siguientes ~ * Vomitos persistentes + Acumulacidn de liquidos con insuficiencia
criterios: * Acumulacién clinica de liquidos respiratoria
+ MNauseas, vomilo + Sangrado de mucosas
* Erupcidn cuianea » letargia, agitacidn Sangrado intenso
+ Molestias y dolores + Hepatomegalia =2 cm segiin la evaluacion del médico tratante
+ Prueba de toriquete positiva + Laboratotio: aumento del hematocrito
* Leucopenia concurrente con rdpida disminucion Compromiso orgdnico grave
+ Cualquier signo de alarma del nimero de plaquetas + Higado: ASTo AIT 1000
* Sistema nervioso central: Alteracion de la
Dengue confirmado por laboratorio  *{requiere estricta observacion e conciencia
(importante cuando no hay signos intervencion médica) = Corazén y ofros 6rganos

de extravasacion de plasma)

Figura 9. Criterios para el diagnostico del dengue. La OMS sugiere la clasificaciéon del dengue en dos
grandes grupos: Dengue no severo, con o sin signos de alarma, y Dengue severo. (Tomado de la “Guia
para el diagnostico, tratamiento, prevencion y control del dengue” 2009)

Expertos concuerdan con que “El Dengue es una enfermedad con diferentes
presentaciones clinicas y frecuentemente con resultados y evolucién clinica
impredecibles” La clasificacién en niveles de severidad tiene un gran potencial para ser
usada en el uso préactico de las decisiones de los clinicos, asi como en reportes mas
consistentes para una sistema de vigilancia internacional, y como una medida final en

las pruebas para vacunas y farmacos contra el dengue.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 26



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Curso de la enfermedad

Posterior al periodo de incubacién del DENV en el humano, la enfermedad inicia

abruptamente, presentandose tres fases: la fase febril, la critica y la de recuperacion.

Dias de enfermedad |1 2 3 4 5 6 7 8 9 [0

40°
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f IgM/1gQ
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Curso de la enfermedad del dengue: Febril Critica Fases de convalecencia

Figura 10. Curso de la enfermedad. Se reconocen tres fases en el curso de la enfermedad del Dengue:
La fase febril, la critica y la de convalecencia. (Tomado de la “Guia para el diagnostico, tratamiento,
prevencion y control del dengue” 2009)

El manejo del dengue severo (Sindrome de choque por dengue) es relativamente
simple econémico y muy eficiente salvando vidas, siempre y cuando exista un
diagndstico temprano y un tratamiento oportuno. La clave es el rapido reconocimiento y
comprension de las diferentes fases de la enfermedad, conduciendo a un acercamiento
racional del manejo del caso y un buen resultado clinico.
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FASE FEBRIL

Generalmente los pacientes desarrollan una fiebre repentina muy elevada. Esta fase
febril aguda, usualmente, dura de 2 a 7 dias y es frecuentemente acompafiada de
enrojecimiento facial, eritema cutaneo, dolor de cuerpo generalizado, mialgia, artralgia y
dolor de cabeza. Algunos pacientes pueden presentar dolor de cabeza, anorexia,
nausea y/o vémito. Puede ser dificil distinguir clinicamente entre el dengue y otras
enfermedades febriles 6 exantematicas (como Sarampeodn, Rubeola, entre otras).
Asimismo, estas manifestaciones clinicas son indistinguibles entre los casos de dengue
severo y no severo. Por lo que, el monitoreo de los signos de alarma es crucial para

reconocer la progresion a la fase critica.

Manifestaciones hemorragicas leves como petequias y sangrado de mucosas (por
ejemplo, nariz o encias) deben también ser observadas. Un sangrado vaginal masivo
(en mujeres en edad fértil) y sangrado gastrointestinal puede ocurrir durante esta fase
pero no es comun. El higado suele agrandarse y volverse sensible después de pocos

dias de la fiebre.
FASE CRITICA

Durante la defervescencia, cuando la temperatura desciende de 38.5 a 37.5 ° C y de
37,5 0 menos y se mantiene por debajo de este nivel, por lo general entre los dias 3-7
de la enfermedad, puede presentarse abruptamente un aumento de la permeabilidad
capilar en paralelo con el aumento de los niveles de hematocrito (2,9). Esto marca el
inicio de la fase critica. El periodo clinicamente significativo de extravasacion de plasma
usualmente dura de 24 a 48 horas. Una leucopenia progresiva, seguida de una rapida
disminucién en la cuenta de plaguetas, usualmente precede a la extravasacion de
plasma. En este punto los pacientes sin incremento en la permeabilidad vascular
mejoran, mientras aquellos con un incremento en la permeabilidad vascular, pueden
progresar a Dengue severo como resultado de la pérdida del volumen plasmatico. El
grado de extravasacion de plasma varia. El derrame pleural y la ascitis pueden ser
clinicamente detectables dependiendo del grado de la extravasacion y el volumen

puede sustituirse mediante terapia con fluidos.
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El grado en el incremento del hematocrito por arriba de los niveles basales,
frecuentemente refleja la severidad de la extravasacion plasmatica. El choque
hipovolémico ocurre cuando un volumen critico de plasma se pierde en el espacio
intersticial. Esto se manifiesta con signos de alarma. La temperatura del cuerpo puede
estar disminuida cuando ocurre el choque. En choque prolongado, se presenta una
hipoperfusion de 6rganos, resultando en insuficiencia de érganos, acidosis metabdlica y
coagulacioén intra-vascular diseminada. Esto a su vez favorece la instalacion de una
coagulopatia por consumo (manifestada por la presencia de hemorragias graves). La
cuenta total de células blancas puede incrementar en pacientes con sangrado severo.
Ademas el deterioro severo de los érganos, ocasiona manifestaciones graves como
hepatitis, encefalitis 0 miocarditis, y/o sangrado severo, el cual se puede desarrollar sin

la presencia de choque.

Los pacientes que mejoran pasando la etapa de defervescencia, generalmente
presentan dengue no severo. Sin embargo, algunos pacientes progresan a la fase
critica con extravasacion de plasma sin defervescencia. En estos pacientes, cambios en
la cuenta completa de sangre podrian usarse para guiar el inicio de la fase critica y la
extravasacion de plasma. Los pacientes que se deterioran, manifestaran signos de
alarma. Esto se llama dengue con signos de alarma. Los casos de Dengue con signos
de alarma, se pueden recuperar con rehidratacion intravenosa temprana. Pero en

algunos casos se progresara a Dengue severo (falla multi-organica y muerte).
FASE DE RECUPERACION

Si el paciente sobrevive a las 24-48 horas de la fase critica, se puede iniciar una
reabsorcion gradual de liquido extravascular en las siguientes 48-72 horas. En general
los pacientes se recuperan y estabilizan su estado hemodinamico y diuresis. Algunos p
pueden presentar salpullido conocido como “islas blancas en el mar rojo” (Figura 11).
Durante esta fase también se puede presentar prurito generalizado, bradicardia y
cambios electrocardiograficos. El hematocrito se estabiliza o puede ser menor debido al
efecto de dilucién de los liquidos reabsorbidos. La cuenta de las células blancas

usualmente aumenta, pero la recuperacion de la cuenta de plaquetas es generalmente
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tardia. Durante la fase critica y/o de recuperacion, la terapia excesiva de fluidos se

asocia con edema pulmonar o insuficiencia cardiaca congestiva.

Figura 11. Manifestaciones hemorragicas de la enfermedad. A) Tipicas petequias en un infante con
Dengue. B) Sangrado alrededor del sitio de inyeccién, compoén en los casos con Dengue. C) Hematoma
en un paciente con Dengue Severo. D) Salpullido comun que aparece después de una recuperacion de

una enfermedad aguda en un paciente adulto con Dengue.
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DENGUE SEVERO

El Dengue severo es definido por una o mas de las siguientes condiciones: (i)
extravasacion de plasma que puede llevar a choque por Dengue y/o acumulacion de
fluido con o sin dificultades respiratorias, y/o (ii) sangrado severo, y/o deterioro severo
de organos. Mientras la permeabilidad vascular del Dengue progresa, se agrava la
hipovolemia que puede conducir a choque. Generalmente ocurre cerca de la
defervescencia, durante el dia 4 05 (en un rango de 3 a 7 dias) de la enfermedad,
precedida por signos de alarma. Durante la etapa inicial de choque hipovolémico, el
mecanismo compensatorio, el cual mantiene una presion sanguinea sistélica normal,
también produce taquicardia y vasoconstriccion periférica con perfusion cutanea
reducida, resultando en extremidades frias y retraso en el tiempo de llenado capilar.
Unicamente la presion diastolica aumenta cerca de la presion sistélica y la presion del
pulso se hace mas estrecha mientras que la resistencia vascular periférica aumenta.
Los pacientes en choque por Dengue frecuentemente permanecen conscientes y
lGcidos. Finalmente hay una descompensacion y ambas presiones desaparecen
abruptamente. La presencia de choque hipotensivo prolongado e hipoxia pueden llevar
a deterioro multiorganico y un curso clinico extremadamente dificil. Se considera que el
paciente presenta choque si la presion de pulso (diferencia entre las presiones sistélica
y diastdlica) es menor o igual a 20 mmHg en nifios o si el paciente presenta signos de
perfusion capilar pobre (extremidades frias, retraso del llenado capilar, o pulso rapido).
En adultos la presion del pulso de menos de 20 mmHg puede indicar choque severo.
La hipotension esta, generalmente, asociada con choque prolongado el cual

frecuentemente se complica con la presencia de sangrado.

Los pacientes con Dengue severo pueden tener alteraciones en la coagulacion, pero
gue no son suficientes para causar un sangrado mayor. Cuando ocurre un sangrado
importante, generalmente se presenta choque profundo, mientras que esto en
combinacién con trombocitopenia, hipoxia y acidosis puede resultar en deterioro
multiorganico y coagulacién intra-vascular diseminada. Si se ha ingerido acido acetil

salicilico, ibuprofeno o cortico-esteroides puede presentarse un sangrado profundo.
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Las manifestaciones inusuales incluyen falla aguda del higado y encefalopatia, incluso
en ausencia de extravasacion de plasma o choque. También se han reportado casos
esporadicos de Dengue con cardiomiopatia y la encefalitis. Sin embargo, la mayoria de
las muertes por Dengue ocurren en pacientes con choque severo, particularmente si la
situacion se complica por sobrecarga de liquidos. ElI Dengue severo puede ser
considerado si el paciente es originario de un area endémica para Dengue, presentando
fiebre de 2 a 7 dias de evolucién, mas alguna de las siguientes manifestaciones:

e Evidencia de extravasacion plasmatica como:
- Hematocrito alto o0 en aumento progresivo
- Efusion pleural o ascitis

- Compromiso circulatorio o choque (taquicardia, frio, extremidades humedas,
retraso en el tiempo de llenado capilar mayor a tres segundos, debilidad o pulso

indetectable, estrechamiento en la presion del pulso o en choque tardio
e Sangrado importante
e Un nivel de consciencia alterado (letargia o inquietud, como, convulsiones)

e Implicacion gastrointestinal severa (vOmito persistente, incremento o intenso

dolor abdominal, ictericia).

e Se presenta un severo deterioro organico (falla hepatica aguda, falla renal aguda,

encefalopatia o encefalitis, u otras manifestaciones inusuales, cardiomiopatia).(1)
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PATOGENESIS

La patogénesis del Dengue es resultado de una compleja interaccion de factores
virales, epidemioldgicos y del huésped. Los factores de riesgo asociados con el
desarrollo de las formas severas de la enfermedad incluyen: la edad, el serotipo, el
genotipo viral, la informacion genética del hospedero, alta densidad del vector,
inmunidad previa, hiperendemicidad regional (mas de un serotipo circulando en un
brote), entre otros. Estudios retrospectivos y prospectivos en humanos han demostrado
gue una infeccion secundaria con un serotipo diferente al de la primoinfeccién, es un
factor de riesgo importante para la instalacion de las formas severas del Dengue,

aunque se han descrito casos de Dengue severo en el curso de una infeccion primaria.

Un factor patognoménico del Dengue severo es la pérdida de la integridad del endotelio
vascular (favoreciendo la presencia del choque). Se propone que los complejos del
DENV con anticuerpos heterotipicos no neutralizantes favorecen la internalizacion viral
en las células portadoras de receptores Fc (FcR), como monocitos, macrofagos y
células dendriticas. El resultado de esto es una infeccién potenciada con produccion
elevada de carga viral, resultando en una activacion celular con liberacién de grandes
cantidades tanto de citosinas pro-inflamatorias como de mediadores quimicos (aminas
vasoactivas), lo cual resulta en el dafio a las células endoteliales con la subsecuente

extravasacion de plasma.
RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION
Inmunidad innata

La primera linea de defensa contra el DENV es la produccién de interferones (IFNs).
Como ya se menciondé anteriormente, el DENV infecta principalmente células
dendriticas intersticiales, las cuales inducen la produccion de INFy. Se ha reportado
gue tanto el INF tipo | (a,B) como tipo Il (y) son cruciales para la proteccion contra la
infeccion por DENV. Ademas de presentarse una activacion temprana de las células

asesinas naturales (NK por sus siglas en ingles’natural killers”), siendo las principales
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productoras de de INFy durante la clarificacion viral. Las moléculas de INF secretadas,
interaccionan con los receptores de INF presentes en las células del linaje mieloide
activando la via de sefalizacion JAK/STAT que resulta en la expresion de mas de 100
proteinas efectoras. Estas respuestas iniciales promueven la respuesta inmune
adaptativa, a través tanto de la estimulacion de células dendriticas como de la
activacion de células B y T. Sin embrago, diferentes estudios han demostrado que el
DENV es capaz de inhibir la respuesta del INFy. En particular, se conoce que las
proteinas virales NS2A, NS4A, NS4B y NS5, pueden bloquear la sefializacion de INF,
reduciendo la activacion de STAT (13).

Respuesta inmune mediada por anticuerpos

La respuesta humoral humana se desarrolla en aproximadamente 6 dias posterior a la
picadura del mosquito. La respuesta mediada por anticuerpos esta principalmente
dirigida contras las glicoproteinas E y M, presentes en la superficie del virus. También
se generan anticuerpos contra NS1, ya que esta proteina ademas de ser expresada en

la superficie de las células infectadas es secretada como un factor soluble.

Los anticuerpos pueden tanto neutralizar como potenciar la infeccion por el DENV, in
Vivo e in vitro, por lo tanto, los anticuerpos juegan un papel dual para controlar la
infeccion viral. Asimismo, mediante estudios epidemiolégicos se ha demostrado que en
una infeccion secundaria con un serotipo heterdlogo o infecciones primarias en nifios
gue nacen con inmunidad de la madre contra el DENV, significativamente incrementan
el riesgo a desarrollar la forma severa de la enfermedad. Estas observaciones clinicas
han permitido la aceptacién extensa de la hipdtesis de la potenciacién dependiente de
anticuerpos (ADE por sus siglas en inglés “antibody-dependent enhanced”) en el
Dengue. Se propone que los anticuerpos especificos dirigen a las particulas virales a
las células portadoras del FcR, como los monocitos, macréfagos y células dendriticas
gue son permisivas para la infeccion por DENV, resultando en una mayor carga viral y

eventualmente en la potenciacion de la enfermedad. La entrada del virus a la célula por
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facilitacibn mediada por anticuerpos, suprime la respuesta inmune antiviral y promueve

la produccion de particulas virales.

Tormenta de citocinas

En estudios clinicos se ha demostrado que los niveles de citocinas y mediadores
inmunes como TNF-a, IL-183, IL-2, IL-4, IL-6,IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, MCP-1 e IFN-
Y , € IFN-a estan significativamente incrementados en FHD/SCD.

Diferentes autores (17-21) proponen que en Dengue severo se puede presentar una
tormenta de citocinas que puede ser inducida por la activacién de un gran namero de
células T con baja avidez y con reactividad cruzada al DENV, causando una activacion
inmune masiva. Especificamente la quimiocina IL-8, que es producida abundantemente
por monocitos, células endoteliales y hepatocitos, esta sistematicamente incrementada
debido al dafio en las celulas endoteliales del higado. La activacion del sistema de la
coagulacion, resulta en un incremento en la expresion de IL-6 e IL-8 por monocitos,
mientras que la via anticoagulante APC-PS desregula la produccion de IL-8 por las
células endoteliales. Mientras que TNF-a es un potenciador de la células endoteliales,
aumentando la permeabilidad vascular. EI TNF-a favorece el incremento en la
expresion del Factor Tisular en monocitos y regula a la baja la expresion de
Trombomodulina en las células endoteliales. También activa el sistema de la fibrindlisis;

aumenta la expresion de oxido nitrico; e induce la muerte de células T.
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Figura 12. Modelo de la inmunopatogénesis del Dengue severo. Propuesta de un modelo integral de
inmunopatogénesis, sefialando el dafio inducido por la respuesta inmune del huespéd. (Tomado de
Rodenhuis-Zybert 2010)

Una importante fuente de produccién de citosinas pro-inflamatorias son las células
monociticas y los macrofagos, las cuales al igual que la respuesta inmune en general,
juegan un papel dual durante la infeccién por DENV, ya que por un lado favorecen la
eliminacién viral por diferentes mecanismos: digestion y eliminacion del DENV
(fagocitosis), por secrecion de citocinas que inhiben la replicacion del DENV,
presentacion de antigenos del virus a células T y B para generar respuesta inmune
especifica, generaciéon de respuesta tipo Thl (expresion de IL-12 e INF-y); Sin

embrago, por otro lado, potencian la infeccion debido a la entrada del virus por
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facilitacion inmune, activando linfocitos T citotoxicos que pueden generar dafio tisular,

incrementando la permeabilidad, dando como resultado edema y choque hipovolémico.

Por otro lado, en relacion a la activacién de las células que participan en el sistema
inmune y la expresion diferencial del glicocalix de las mismas, en 2009 Frangois
Trottein y colaboradores observaron que durante el proceso de diferenciacién monocito-
macréfago, monocito-dendritica, la expresién de glicanos superficiales y de epitopes
gllicosiladas se modifica a nvel de la superficie celular. Especificamente, se ven
incrementados los niveles de &cido sidlico en su conformacion o2-6, evaluados
mediante el reconocimiento por la lectina Sambucus nigra, asi como, los niveles de las
epitopes de sialil LewisX. Estos mismos autores mostraron que no sélo durante la
diferenciacion, sino que también durante la maduracion de macrofagos y células
dendriticas activadas con LPS se expresan transcritos para la biosintesis de glicanos y
glicosaminoglicanos de manera diferencial. La expresion de genes involucrados en la
biosintesis de glicanos fueron los que codifican para glicosiltransferasas (GT’s) (25). En
la tabla I, se muestran los resultados obtenidos por este grupo, en donde se puede
observar que existen diferencias en los marcadores superficiales de las células
maduradas y las células activadas con LPS en relacion con las células no activadas

(analizados mediante citometria de flujo).
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CD36 2309 871=1.37 276.1 3505 173365 879=x2123
HLADER 37=x11 80=81 2327=219 66396 T4Tx£135
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Le¥ 24+14 5747 54=29 218193 235=x194
SNA 57T7T=195 1514 = 447 1756 + 585 1531714 1422+ 524
Giygs 42=+3 132=42 19=11 11=62 23=36
Gps 017=015 14=08 0E8=11 21=22 3£352

Tabla 1. Evaluacion del fenotipo superficial de monocitos-macréfagos-células dendriticas durante
los procesos de diferenciacién y maduracidon. Se observa la modulaciéon de glicanos de superficie
durante la diferenciacion de monocitos a macréfagos y células dendriticas, asi como durante la activacién
con LPS. (Tomado deTrottein 2009)

De manera similar, Videira y colaboradores (2008), reportaron la modulacion de
glicanos superficiales, especificamente de acido sidlico, durante el proceso de
diferenciacion de monocitos a células dendriticas, asi como durante la activacion de los
monocitos con citocinas pro-inflamatorias como TNFa, INF-y e IL-18, y finalmente con la
activacion mediante un agonista como el LPS. En este ensayo la evaluacion se llevé a
cabo con lectinas de unidon a glicanos Sambucus nigra (SNA) que reconoce acido
sialico a2-6, Mackia amurensis (MAA) que reconoce acido sidlico a2-3 y Peanut

aglutinin(PNA) que reconoce O-glicanos asilidados (26).
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Figura 13. Expresion de &cido sialico superficial durante la diferenciacion y maduracion de las
células dendriticas. Se observa la modulacion de &cido sialico de superficie durante la diferenciacion y
activacion de células dendriticas. (Tomado de Videira 2008)

En general, la glicosilacion de proteinas juega un papel crucial en numerosos procesos
biologicos, incluyendo la regulacion de la respuesta inmune e inflamatoria. En
condiciones fisiologicas, los azucares ejercen diversas funciones en el sistema inmune:
Son ligandos para proteinas que se unen a glicanos, o funcionando como moléculas de
adhesion y lectinas que median la diferenciacion celular, sobrevivencia, adhesion, y
trafico. Durante condiciones de estrés o infeccion, los glicanos también juegan un papel
importante, desencadenando o controlando diferentes vias de sefializacion, migracion,

expansion y/o funciones efectoras de las células del sistema inmune.

Los carbohidratos expuestos en la superficie de las células presentadoras de antigenos
(APC’s), también juegan un papel crucial en diferentes aspectos de la respuesta
inmune, ya que pueden participar durante la interaccién huésped-patégeno, influyen en
el tropismo y migracion de patdégenos, y modelan sus funciones biolégicas después del
contacto célula-célula. Por ejemplo, los azlcares toman parte en el dialogo cruzado
entre las APC’s y los linfocitos T para modular la intensidad y la calidad de la respuesta
inmune adquirida. Ademas, de participar durante las interacciones de las APC’s con las
células del sistema inmune innato, incluyendo las células asesinas naturales que son

apoyadas por interacciones entre receptores y moléculas portadoras de glicanos.
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Se sabe también que la diferenciacion y activacion de las APC’s, incluyendo monocitos
y macrofagos, esta acompafada de una remodelacion programada de moléculas de la

superficie celular (glicosilacién) con consecuencias biologicamente importantes.

La biosintesis de disacéridos, oligosacéridos y polisacaridos involucra la accion de
diferentes glicosiltransferasas (GT’'s), que son las enzimas que catalizan Ila
transferencia de motivos de azlcar a partir de moléculas donadoras activadas a
moléculas aceptoras especificas, formando esqueletos glicosidicos. Las GT’s se han
clasificado en familias por sus similitudes en la secuencia de aminoacidos, y por el

azucar que utilizan como donador.

Los acidos sialicos son un grupo de azlcares negativamente cargados, que usualmente
aparecen en la region terminal de la estructura de carbohidratos de los glicoconjugados.
Debido a su posicion expuesta, los acidos sialicos estan involucrados en varios
procesos biolégicos que van desde la adhesion celular, la comunicacién celular, las
interacciones huésped-patdégeno y la metastasis, asi como durante la modulacion de la

respuesta inmune.

Recientemente, Sophie Groux-Degroote y colaboradores observaron (2008), que en la
exposicion de mucosa bronquial con interleucinas pro-inflamatorias, favorece la
sobrexpresion de epitopes de Lewis X sialidados, como modelo de estudio para
pacientes con fibrosis quistica, enfermedad en la cual la respuesta inmune/inflamatorio
se encuentra exacerbada, las citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-8) aumentan la
expresion de GT'’s y sulfotransferasas involucradas en la biosintesis de epitopes de

Lewis” sialidadas o sulfatadas en la mucosa bronguial humana (28).

El incremento en la expresion de epiitopes de Lewis X sailidadas en glicoproteinas
bronquiales, después del tratamiento con citocinas, es relevante biologicamente, ya
gue este epitope es un receptor preferencial para Pseudomonas aeruginosa, bacteria
responsable de la cronicidad de la infeccion de las vias respiratorias, involucrada en la

mortalidad de pacientes con fibrosis quistica.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Dengue constituye un problema importante de Salud Publica a nivel mundial, y
actualmente no se cuenta con un antiviral ni con una vacuna efectiva contra el DENV,
ademas de que no existe un modelo animal en el que se logre reproducir la enfermedad
para su estudio in vivo. En trabajos previos de nuestro grupo, observamos la
participacion de moléculas sialidadas durante las interacciones tempranas del DENV
con células del mosquito Aedes aegypti. En el presente trabajo evaluamos la posible
participacion de estas moléculas en células humanas. Los monocitos humanos son
células diana para el DENV, las cuales presentan este tipo de azUcares en su
superficie. Asi mismo, se sabe que durante la activacion de los monocitos humanos se
presenta una modificacion de moléculas sialidadas en la superficie celular del monocito
(Videira 2008, Delannoy 2009). Asimismo, se ha descrito que la exposicién de las
células a citocinas pro-inflamatorias (IL-8, IL-6)) favorece la expresion superficial de
epitopes sialidados, como el antigeno sialilLewis X. En el presente estudio, nos
propusimos evaluar la modulacion de glicanos superficiales, tanto durante la infeccion
de monocitos humanos por el DENV, como por la accion de las citocinas pro-

inflamatorias IL-8 y TNF-a, las cuales juegan un papel importante en el Dengue severo.

Con base en lo anterior, nos planteamos la siguiente hipotesis de trabajo:
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HIPOTESIS

Durante la infeccibn de monocitos humanos por el virus dengue se presenta una
remodelacion del glicocalix celular, lo cual puede ser importante durante las

interacciones tempranas del virus dengue con los monocitos humanos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de glicanos de superficiales en monocitos humanos durante la

infeccion por el virus dengue.

OBJETIVOS PARTICULARES
% Obtencion de monocitos humanos y establecimiento de cultivos primarios.

% Determinar los posibles cambios en la expresion de glicanos superficiales de las
células infectadas en comparacion con las no infectadas (mediante microscopia

electronica y citometria de flujo)

% Evaluar la participacion de IL-8 y TNF-a (recombinantes), en la remodelacion del

glicolalix de los monocitos humanos.
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MATERIALES Y METODOS

1- MATERIAL BIOLOGICO

Los monocitos humanos se obtuvieron a partir de paquetes de concentrados de sangre
completa de donadores sanos del banco de sangre del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” con la colaboracion de la Doctora Monica
Viveros Rogel.

La cepa viral utilizada es un aislado prototipo del serotipo 2 llamada Nueva Guinea C
(ya que se aisl6 de esta region), y se obtuvo del CDC (Center for Disease Control), Fort
Collins, Colorado E.U.A.

1.1- Obtencion de monocitos humanos a partir de sangre completa de

donadores sanos.

De la sangre completa de donadores sanos (con serologia negativa para los virus de
inmunodeficiencia humana, VIH, Hepatitis By C, y para VDRL, prueba serolégica de los
laboratorios de investigacion de las enfermedades venéreas, Venereal Disease
Research Laboratory por sus siglas en inglés) se separ0 el paquete celular del suero
autdlogo después de una centrifugacion a 2500 rpm durante 30 minutos.

La obtencion de las PBMC’s (células mononucleares de sangre periférica, siglas en
inglés) se llevo a cabo mediante centrifugacion por gradiente de densidad. Para llevar a
cabo este procedimiento se utiliz6 un medio de separacion de linfocitos: Lymphoprep,
también conocido como Ficoll Hypaque, que es un polisacarido neutro hidrofilico de
peso molecular alto, que se utiliza para separar a los componentes de la sangre
(glébulos blancos, glébulos rojos o eritrocitos). El procedimiento que se realizd para
separar a las PBMC'’s fue el siguiente: se partié de una muestra de sangre completa
(se solicité al banco de sangre del INCMNSZ un paquete o concentrado leucocitario)

de un donador con resultados de serologia negativa para el VIH, para los virus de
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Hepatitis B 'y C y para la prueba de VDRL. La muestra de sangre completa se
centrifugd a 2500 rpm durante 30 minutos. Con una pipeta se separd el plasma,
cuidando de no tomar células para no contaminar el plasma. El paquete celular
restante se diluyé 1:2 con una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS: Phosphate
Buffer Solution por sus siglas en inglés) y se transfirié a un tubo para centrifuga de 50
mL con aproximadamente 15 ml de Ficoll en cada tubo. Sobre la capa de Ficoll se
agregan lentamente de 25 a 30 ml de las suspension 1:2 del paquete celular, por cada
tubo, cuidando de no mezclar las fases. La mezcla se centrifug6 durante 30 min 3300
rpm sin freno ni aceleracion para que las fases se separen mejor. Después de la
centrifugacion en el Ficoll, se pueden observar las células mononucleares separadas en
la interfase, en forma de una nata delgada de color blanco, la cual se separé y se
transfirid con ayuda de una pipeta serolégica o de una pipeta de transferencia a un
tubo para centrifuga nuevo que contiene aproximadamente 30 ml de PBS para
remover el exceso de ficoll. Las PBMC’s se lavan con aproximadamente 40 ml de PBS
2 veces y se centrifugan 10 minutos a 2000 rpm en cada lavado. Finalmente se
incubaron las células en 5 ml de una solucion de lisis de eritrocitos durante 3 minutos
en hielo con agitacion constante, para eliminar los eritrocitos que quedaron. Al término
de la incubacion, se completé el volumen a 50 mL con PBS y se centrifugd la
suspension durante 5 min a 1500 rpm. Se decantd el sobrenadante para eliminar los
restos de eritrocitos y de solucién de lisis y se repitié 2 veces el lavado con PBS.

Las PBMC’s se resuspenden y mantienen en medio RPMI suplementado con 20% de
Suero Fetal Bovino, y 1% de antibidticos penicilina/estreptomicina (10 000 U/mL y 10
mg/mL respectivamente); en placas de 24 pozos, colocando 1mL de suspension celular
por pozo.

Después de 24 horas de cultivo, se separan los monocitos de las demas células
mononucleares aprovechando su caracteristica de adherencia, por lo que se lavan los
pozos con PBS, dejando en cultivo los monocitos adheridos. Posteriormente, una vez
gue se requiera cosechar los monocitos, las células adheridas se remueven colocando
las placas en hielo por aproximadamente 10 minutos, y mecanicamente mediante

arrastradores de células. Las células se cuentan en camara de Neubauer.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 44



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

1. 2- Identificacion de los monocitos aislados

Se evalud la expresion de CD14 mediante citometria de flujo para determinar la pureza
de las células adheridas, asi como el tiempo de diferenciacion de monocitos a
macroéfagos, y de esta manera definir a que tiempos era posible utilizar las células
adheridas como mayoritariamente monocitos. Después de remover las células
adheridas mecanicamente, se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 5 min, se
lavan dos veces con PBS para retirar el exceso de paraformaldehido y se incubaron
durante 2 horas con un anticuerpo monoclonal anti-CD14 acoplado a ficoeritrina
(fluoréforo de excitacion a 480 nm y de emision a 578 nm); después de dos lavados, se

evalla la intensidad media de fluorescencia por citometria de flujo.

2- Evaluacion de la infeccidon de monocitos humanos.

2.1 Analisis de la infeccion por microscopia de fluorescencia

Se infectaron las células con multiplicidades de infeccion de 1 y 5 (a partir de un titulo
de virus de 10" UFP/mL), se incubaron con el virus durante 24 horas y se realiz6 la
inmunohistoquimica.

Para evaluar la infeccion de monocitos, se evalud la presencia de la proteina E del
DENV tanto dentro de las células como en la membrana de las mismas. Se
desprendieron las células infectadas mecanicamente con gendarme, se fijaron con
paraformaldehido al 2% 5 minutos, se lavaron, se permeabilizaron con tritén al 0.2% 10
minutos y después de lavaron nuevamente. Posteriormente, se bloquearon los sitios
inespecificos con PBS-BSA (Albumina sérica bovina, Bovine Serum Albumin, por sus
siglas en inglés) al 2 % durante una hora a 37°C; se incubaron con el anticuerpo
monoclonal anti la proteina de envoltura del virus o anti-E hecho en ratén (Millipore,
EUA), en dilucién 1:300 en PBS durante 2 horas. Después de lavar 2 veces con PBS,
se incubaron las muestras con el anticuerpo detector que es un anticuerpo anti-lgG de
ratén acoplado con FITC (Isocianato de fluoresceina, flouréforo de excitacion a 490 nm

y emision a 514nm, Millipore) en dilucion 1:300 en PBS y se lavaron. Finalmente, se
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cubrieron las muestras con el medio de montaje flouresecente (Vectashield, Vector) y
se examinaron al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse) equipado con el filtro
para FITC. Las imagenes se tomaron con una apertura numérica de 1.3 y el objetivo de
60X.

2.2. Evaluacion de la infeccion por DENV mediante Citometria de Flujo

Para determinar las mejores condiciones de infeccion de los monocitos humanos, se
infectan dichas células con diferentes multiplicidades de infeccién (1, 5y 10) y se
analizaron a diferentes tiempos post-infeccion (8, 24, y 48 horas), tomando en cuenta
reportes previos de infeccion de monocitos Dichas condiciones se evaluaron mediante
citometria de flujo, siguiendo el mismo protocolo que se utilizé para la
inmunohistoquimica a excepcion de la permeabilizacion con Triton.

Las células se desprendieron mecanicamente, se fijaron con paraformaldehido al 2% 5
minutos. Se lavaron y posteriormente se bloquearon los sitios inespecificos con PBS-
BSA al 2% 1 hora a 37°C. El anticuerpo detector anti la proteina E del virus se utilizo en
una dilucion 1:1000, incubando durante 2 horas a temperatura ambiente, después de
lavar, el anticuerpo secundario anti-IgG de ratén acoplado a FITC se utilizé en una
dilucion 1:300 en PBS, incubando 1 hora y media en oscuridad a temperatura ambiente.
Finalmente las células se lavaron y se resuspendieron en medio de adquisicion
FacsFlow. Las muestras se analizaron en el Citometro de flujo FacsCalibur (BD)
utilizando el laser azul, detectando en el canal FL-1 para determinar la florescencia
emitida por FITC, evaluando 10 000 eventos de la region elegida como monocitos.
FUNDAMENTO

Los flourocromos o fluoréforos son moléculas que absorben luz a determinada longitud
de onda y emiten a otra diferente. Se caracterizan por su espectro de excitacion y de
emisiéon por lo que su utilizacién esta condicionada por el tipo de laser que disponga el
clitbmetro. En la citometria de flujo, la intensidad de fluorescencia detectada por el
citbmetro es directamente proporcional al nimero de moléculas unidas al anticuerpo

acoplado a fluorocromo.
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3- Evaluacién comparativa de glicanos de superficie.

3.1- Evaluacién por microscopia electrénica de transmisidén con

tincion de Rojo de Rutenio

Se compararon los monocitos no infectados con los infectados al tefiir los carbohidratos
de superficie con rojo de rutenio (SIGMA), colorante positivo con alta afinidad a
carbohidratos cargados negativamente, es decir, al acido sidlico, siguiendo el protocolo
descrito por Martinez-Palomo en 1969. Se fijaron y se tifieron las muestras con una
solucién de glutaraldehido al 2.5% y 50 mg/MI de rojo de rutenio en buffer de
cacodilatos durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres enjuagues con
buffer, se continuto la postfijaciéon con tetradéxido de osmio al 4% mas 50 mg/ml de rojo
de rutenio durante 2 horas a temperatura ambiente y oscuridad, nuevamente se
realizaron tres enjuagues y se continio con la deshidratacion con etanol a
concentraciones ascendentes (5 min en cada solucion) de 50, 60, 70, 80, 90, 96 y
100%, ésta ultima por triplicado. Posteriormente se realizé la preinclusion con resina-
oxido de propileno en mezcla 1:1 por 16 horas, por Ultimo se esperd a que se evaporara
el 6xido de propileno para incluir en resina, teniendo como resultado un bloque que se
corta en laminillas con un microtomo y se evalla al microscopio electronico. Las
muestras se analizaron en un microscopio electronico de transmision JEOL JEM1010, a
una apertura numérica de 1.5 y objetivos de 10 000, 25 000 y 120 000X.

3.2- Evaluacion por citometria de flujo con lectinas de union a
glicanos.

Las lectinas acopladas a FITC utilizadas para evaluar epitopes glicosiladas son:

Tabla 2. Lectinas de unién a glicanos evaluadas

Lectina Nombre cientifico Carbohidrato que reconoce

Sambucus nigra Acido sialico a2-6
Maackia amurensis Acido sialico a2-3
Arachis hypogaea Galactosa 1-3 N-

acetilgalactosamina

Ulex europeous L-Fucosa expuesta
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ConA Canavalia ensiformis Manosas terminales

€ Lectina de cacahuate (Arachis hypogeae) PNA, la cual reconoce uniones
galactosa 31-3 N-acetilgalactosamina , este disacarido usualmente se encuentra

en la unidad core de los O-glicanos

[Galp(1-3) — GalNAc |— Ser/Thr

Figura 14. Ligando de union a la lectina PNA. El disacarido galactosa f1-3 N-acetilgalactosamina se
conoce como el corel de los O-glicanos.

€ Concanavalina A, la cual reconoce N-glicanos con gran cantidad de manosas

terminales.

ul.'1 -6)

,
Maa(1=3) = M (1-2)” - Mal1-8)
Mi=P=tlc[1-3) Mu(1-6]

W = GleMAD = Asn

et =02 —Mac-”

Figura 15. Ligando de unién ala lectina Concanavalina A. Las manosas terminales de los N-glicanos

ricos en manosa, N-glicanos hibridos o en O-glicanos.

€ UEA (Ulex europaeus), la cual reconoce fucosas expuestas.

€ SNA (Sambucus nigra), que reconoce acido sialico en su conformacion a2-6

SAa[2-6) — Gal|i{1=4) — GlNAGH{1-2) — Mal 1=}

P = GleMAs, =— Asn
SAn(2=5) = Gal|f1=t]) = GleMAcf[1=2] = Ma[1=3]

Figura 16. Ligando de unién ala lectinas SNA. Acido sialico terminal unido a2-6 a galactosa o N-

acetilgalactosamina.

€ MMA (Maackia amurensis), que reconoce acido sialico en su conformacion
a2-3.
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[SAnE-3)  Gallp(1-3) — GalNAc — Ser/Thr

SAn(2-3] — Gal|p01-3) — GalMAc — SenThr

SAal2-8] é

Figura 17. Ligando de unién ala lectinas MAA. Acido sidlico terminal unido a2-3 a galactosa.

Las células (infectadas o no), se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 5 minutos,
se lavaron para remover el exceso de paraformaldehido, posteriormente se bloguearon
los sitios inespecificos con PBS-BSA al 2% durante 30 minutos a 37°C y se incubaron
con la lectina acoplada a FIT-C en dilucion 1:100 durante 2 horas a temperatura
ambiente y oscuridad, finalmente se lavaron con PBS y se resuspendieron en medio de

adquisicion para ser analizadas por citometria de flujo.

4- Evaluacion comparativa de glicanos superficiales de monocitos

estimulados con IL8 y TNFa.

Los monocitos aislados se incubaron durante 48 horas con las citocinas pro-
inflamatorias I1L-8 a 50 ng/mL y TNF a 100 pg/mL por separado, agregando dichas
citocinas en el medio de cultivo.

Después de la incubacion, se removieron las células mecanicamente y se analizaron
los glicanos de superficie con las lectinas siguiendo el mismo protocolo que con las
células infectadas.

Se comparo la intensidad media de fluorescencia de de las células estimuladas con las

interleucinas con los controles sin estimular.
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RESULTADOS

1- Aislamiento de monocitos humanos a partir de sangre periférica

Después de 24 horas de cultivo de las células mononucleares de sangre periférica, se
separan los monocitos de las demdas células aprovechando su caracteristica de
adherencia, por lo que se lavaron los pozos con PBS, las células adheridas se observan
al microscopio 6ptico con morfologia circular (Figura 18).

Figura 18. Monocitos de sangre periférica. Cultivo de monocitos primarios, vistos en microscopio de
campo claro a 20X.

Posteriormente, se evalud la expresion de CD14 por citometria de flujo para determinar
la pureza de las células adheridas, asi como, el tiempo de diferenciacion de monocitos
a macrofagos, y de esta manera definir a que tiempos era posible utilizar las células
adheridas como mayoritariamente monocitos. Se determiné la region de monocitos,
descartando los restos celulares, eligiendo y marcando la region a analizar en el
citbmetro como R1, a aquella regidén positiva a CD14 (Figura 19). Evaluando esta
region, se encontré que hasta las 48 horas post-separacion mas del 95% de las células
eran CD14 positivas, por lo que era el tiempo adecuado para utilizar los monocitos

(Figura 20). Se analizaron 10 000 eventos de la regién R1.
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1023

Granaridad

Figura 19. Dotplot de monocitos. Regién seleccionada para la evaluacién de monocitos, R1 en rojo, en

un dotplot de tamafio (eje de las x) contra granularidad (eje de las y), en citdbmetro FacsCalibur.

Gris= Células sin marcar
Rojo=Marcaje con anti-CD14

MUmero de eventos

cDi4

Figura 20. Evaluacién de CD14. Histograma de evaluacion de la expresion de CD14, en un cultivo de

48 horas post-separacion. En citbmetro FacsCalibur, 10 000 eventos de R1.

El método utilizado para aislar los monocitos, nos ofrecié un 95% de células positivas

para CD14, hasta 48 horas pos-separacion. Por lo que, se utilizaron monocitos de 24

horas post-separacion para evaluar la infeccion por el virus dengue.
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2- Evaluacién de la infeccion de monocitos primarios por el virus dengue.

2.1. Evaluacion por microscopia de fluorescencia

Se determind si los monocitos primarios eran permisibles a la infeccion por el virus
dengue serotipo 2 mediante microscopia de fluorescencia, detectando la proteina de
envoltura del virus (E), tanto en la superficie como fuera de la célula. La infeccion se
detect6 24 horas pos-inoculo a multiplicidades de infeccion de 1 y 5. En la figura 19 se
puede observar la presencia de las proteinas virales tanto dentro como en la superficie
de las células a las dos diferentes multiplicidades de infeccion utilizadas.

Expresion de la proteina E del DENV
en monocitos humanos m.o.i.=1
- - o
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Figura 21. Evaluacion de lainfeccién de monocitos por el DENV2. Marcaje fluorescente de la
proteina de envoltura (E) del virus dengue en células monociticas de sangre periférica infectadas con el
DENV 24 horas, a 1 y 5 MOI. Micrografias tomadas con Microscopio Olympus acoplado a unidad de
disco giratorio (DSU) con aumento de 20X

2.2. Evaluacion por Citometria de Flujo

La evaluacién cuantitativa de la infeccion se realiz6 mediante citometria de flujo,
detectando de la proteina E del virus mediante un anticuerpo monoclonal anti-E y un
anticuerpo detector secundario acoplado al fluoréforo FIT-C. La fluorescencia emitida es
directamente proporcional al nimero de células infectadas.

Se evalud la infeccion a multiplicidades de infeccion de 1, 5y 10; también se evalué la
cinética de infeccion a 8,24 y 48 horas post-inoculo (Figura 22,23,24) Tomando en

cuenta reportes previos de la infeccion en monocitos in vitro (23,24).

A 1 M Gris=Célulassin marca

ML Negro=m.o.i.1 (IMF 6.5, 26.7%)
Al Rojo=m.o.i.5 (IMF 9.8, 51%)
Azul=m.o.i. 10 (IMF 12.8, 65.5%)

Numerode eventos

\ 4

ProteinaE

Figura 22. Evaluacién de la infeccion de monocitos por el DENV2. Expresion superficial de la
proteina E del DENV en monocitos humanos a diferentes multiplicidades de infeccion (1, 5y 10) 24 horas
post inoculo. Se muestra la intensidad media de fluorescencia y el porcentaje de células infectadas para
cada caso.
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El histograma de la figura 22 nos indica que la infeccién es dosis-dependiente, ya que,
a mayor dosis de virus, es mayor la expresion de la proteina E en las células infectadas.
Cabe mencionar que no en todas las células se detecté infeccion, en la multiplicidad de
infeccién de 1, sélo se infectaron el 26.7% de las células evaluadas; mientras que a la
multiplicidad de infeccién de 10 se infectaron el 65.5%. Por otro lado, el valor de la
intensidad media de fluorescencia aumenté conforme aumento la dosis de virus
inoculada al cultivo celular pasando de 6.5 a 12.8 en una escala logaritmica.
Analizando los eventos positivos para la proteina E, también podemos observar que el

valor de eventos positivos incremente dependiendo de la dosis, Figura 23.

1023
1023

134 685

Empty
Empty

Tamafio

1023
1023

1717 2417

Empty
Empty

L 2

Proteina E

Figura 23. Andlisis de los eventos positivos a la proteina E en la infeccion por el DENV. Expresion
superficial de la proteina E del DENV en monocitos humanos a diferentes multiplicidades de infeccion (1,
5y 10) 24 horas post inoculo. Se muestra el nimero de eventos positivos para cada caso. El Dot Plot
superior izquierdo corresponde al control de células, el superior derecho a la m.o.i. de 1, el inferior
izquierdo a la m.o.i de 5 y finalmente el inferior derecho a la m.o.i de 10.
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La infeccion de monocitos primarios se evalu6 mediante citometria de flujo,
encontrando una respuesta dosis dependiente, el nimero de eventos positivos para la
expresion de la proteina E aumenta cuando se aumenta la dosis de virus. A una
multiplicidad de infeccién de 10, se observa que méas del 65% de infeccion a las 24
horas pos-inoculo.

Posteriormente se evalud la cinética de infeccion a 8, 24 y 48 horas pos-inoculo,
encontrando una infeccion directamente proporcional al tiempo se exposicidn al virus,

figura 24.

n

Gris= Célulassin marcar
Negro=8 horas (IMF 14.8)
Rojo=24 horas (IMF 17.9)
Azul=48 horas (IMF 21.32)

Numero de eventos

v

Proteina E

Figura 24. Evaluacién de la cinética de infeccion de monocitos por el DENV2. Expresion superficial
de la proteina E del DENV en monocitos humanos a diferentes tiempos postinoculo . Se muestra la
intensidad media de fluorescencia para cada condicién.

La intensidad media de fluorescencia en los monocitos aumentd conformé al tiempo de
exposicién del virus, en una escala logaritmica de 14.8 a 21.3 a las 8 y 48 horas

respectivamente.
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Se logré observar la infeccion de monocitos humanos, ya que al detectar la proteina E
del virus expresada tanto en la membrana celular (ensayos mediante citometria), como
dentro de la célula (ensayos de inmunohistoquimica), se puede deducir que el virus si
se internaliza en monocitos humanos y ademas se replica de manera in vitro. Se obtuvo
una respuesta dosis dependiente, asi como dependiente del tiempo de infeccidn.

Por lo que para observar el efecto que la infecciébn por el virus pueda tener en los
glicanos de la superficie de los monocitos, se evaluaron células infectadas a 48 horas
pos-inoculo y a una multiplicidad de infeccién de 10.

3- Evaluacién comparativa de glicanos de superficie
A. Evaluacion por microscopia electronica con tincion de Rojo de Rutenio

Se compararon los monocitos no infectados con los infectados al tefiir los carbohidratos
de superficie con rojo de rutenio, colorante positivo con afinidad a cargas negativas,
especificamente al acido sialico en la membrana plasmatica. En la figura 25 se muestra

el andlisis de las muestras a 10 000, 25 000 y 120 000 aumentos.
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CONTROLES NEGATIVOS  CELULAS INFECTADAS POR EL DENV

10 000X

25 000X

ks x?' " :. ‘

« 2N e - 9 e
- - a

Figura 25. Evaluacién comparativa de los glicanos de superficie. Micrografias de células infectadas
con el DENV m.o.i 10 y 48 horas postinoculo, (derecha), y controles negativos de infeccion (izquierda). A
10000, 25 000 y 120 000 aumentos.

Observamos que la tincidn se intensifico en las células infectadas con el virus dengue,
lo cual nos habla de un incremento en la expresion de los glicanos de superficie al
estimular las células con el virus, especificamente de glicanos con carga neta negativa,
es decir, del 4cido sialico.

Las imagenes nos muestran que el colorante utilizado es especifico, ya que en las
muestras analizadas no se observa ninguna de clase de acumulos, ni ninguna otra
estructura tefiida. El colorante se distingue claramente por resaltar en la membrana

celular, que es donde se localizan las cadenas de oligosacaridos ancladas a proteinas o
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lipidos. Las muestras observadas a un aumento de 10 000X nos permiten observar la
integridad de las células analizadas y la morfologia ovalada de las mismas, por lo que
podemos decir que la técnica utilizada nos las dafid. Se pueden distinguir algunas
mitocondrias y el nucleo que ocupa una gran proporcion del citoplasma celular.

En un aumento 25 000X se ve mas claro como aumenta la intensidad del colorante en
la membrana, ademas de que se logra observar como se delimita el nacleo muy cerca
de la membrana. Sin embargo el aumento que nos permitié confirmar el aumento del
acido sialico en la membrana celular mas claramente, fue el de 120 000X, incluso
podemos hablar de que el grosor de la capa de glicanos aumenta, ya que no sélo se
distingue el aumento en la intensidad del colorante, si no también el aumento en el

grosor de la estructura tefiida.

Posteriormente se evaluaron glicanos especificos con ensayos de union a lectinas.

B. Evaluacion por citometria de flujo con lectinas de unién a glicanos.

Las lectinas utilizadas para evaluar epitopes glicosiladas son:
- Lectina de cacahuate (Arachis hypogeae) PNA, la cual reconoce uniones
galactosa 31-3 N-acetilgalactosamina , este disacarido usualmente se encuentra

en la unidad core de los O-glicanos

- Concanavalina A, la cual reconoce N-glicanos con gran cantidad de manosas

terminales.
- UEA (Ulex europaeus), la cual reconoce fucosas expuestas.
- SNA (Sambucus nigra), que reconoce acido sialico en su conformacion a2-6
- MMA (Maackia amurensis), que reconoce acido sialico en su conformacion a2-3.

Se determind la concentraciéon a utilizar para cada una de las lectinas, utilizando
diluciones 1:100 y 1:300, mediante citometria de flujo, en monocitos primarios. En la
figura 26 se muestran los histogramas obtenidos para cada lectina en las dos diluciones

utilizadas.
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Figura 26. Lectinas de uniéon a glicanos. Evaluacion de dos diferentes diluciones de cada una de las
lectinas A )Concanavalina A, B)UEA, C)PNA, D)MAA, E)SNA.
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Se evaluaron dos diferentes diluciones para el de cada lectina 1:100 y 1:300, se
observé que al diluir mas la lectina, ésta perdia su capacidad de reconocer glicanos
superficiales, por lo que se decidié utilizar las lectinas en una dilucion 1:100 (10
mg/mL).

Se evalud la expresion de glicanos superficiales mediante el uso de lectinas acopladas
a FIT-C, por lo que fue posible evaluarlas por citometria de flujo, se observd que los
monocitos humanos expresan superficialmente manosas terminales (ConA), O-glicanos
(PNA), fucosas terminales (UEA), y acido sialico a2-6 y a2-3 (MAA y SNA). Lo cual nos
habla de la gran variedad de glicanos superficiales que presentan estas células.
También se puede observar que los monocitos humanos presentan manosa en gran
cantidad y mas acido sialico a2-6 que a2-3, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura.

Ya teniendo las condiciones adecuadas, se compar0 la expresion superficial de
glicanos de las células infectadas con el virus dengue (48 h pos-inoculo m.o.i= 10) con
las no infectadas de donadores sanos.

Se determiné la expresion de glicanos superficiales sélo de las células en las que se
determind la infeccion por citometria de flujo, ya que no se logré determinar la infeccion

en las células de todos los donadores. Tabla 3.

Tabla 3. Determinacion de la infeccion de monocitos primarios de donadores por el virus dengue. Se
muestran los valores encontrados de Intensidad Media de Fluorescencia (IMF). En amarillo se sefialan
las muestras positivas para infeccion.

CONTROL NEGATIVO

DONADOR BLANCO (IMF) (IMF) INFECCION (IMF)
119073 4.82 7.83 66.81
117586 2.28 7.41 20.82

X 2.71 7.91 11.76
Y 1.75 9.78 3.45
120712 1.86 12.98 8.82
120867 1.66 5.42 743
121130 2.29 11.6 28.87
121273 2.15 42.07 33.6
121431 1.97 46.77 17.17
z 1.25 12.32 24.99
121762 1.11 5.3 10.46
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121919 2.44 28.84 24.83
122219 1.35 1.91 1.88
122220 1.35 3.52 3.57
122294 1.15 5.55 6.77

I 1.78 2.13 2.62
122576 2.68 27.62 41.49
123522 2.35 7.54 7.29
123526 2.86 6 5.35
123729 3.52 2.28 2.52

J 2.98 6.75 11.49
124276 3.31 3.88 4.85

De los 22 donadores evaluados, so6lo en 8 de ellos se logré encontrar infeccion por el
virus dengue, es decir, solo el 36% de los donadores fueron susceptibles 6 permisibles
a la infeccion por el virus dengue serotipo 2. Ademas, los niveles de infeccion en cada
uno de los donadores difieren, como puede observarse en la intensidad media de
fluorescencia y en la siguiente grafica, figura 27. Las barras en rojo indican el valor de la
intensidad media de fluorescencia dada por el marcaje de la proteina E en los

monocitos infectados por el virus dengue.

Infeccion de monocitos primarios por el DENV 2

80
70

50 -

40
30 4
20
10

m Controles negativos de infeccién

m Células infectadas

Intensidad Media de Fluorescencia

1 2 3 4 5 6 7 8

Donador

Figura 27. Infeccion de monocitos humanos de diferentes donadores por el DENV2. Niveles de

infeccién de los ocho diferentes donadores donde se logré determinar la infeccion por el virus dengue
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mediante citometria de flujo. La serie 1 (azul) muestra la IMF del control negativo, mientras que la serie 2
(rojo) muestra la IMF de infeccion.

A continuaciéon se muestra la modulacion de glicanos encontrada para uno de los
donadores cuyos monocitos se infectaron con el virus dengue, como ejemplo de los
histogramas encontrados para la determinacién con el uso de lectinas por citometria de

flujo.

1 C D

MORADO= Control UEA (.51} AIULs Control PNA (7.93)
VERDE= Monocitos infeaados UEA (S.97) MOPADO= Monocites infacados »PNA (339

Numero de eventos

10)0« Control Concanavalina A (795
VERDE« Monocitesinfeasdos »Concanavaling A (339

\ 4

LECTINADE UNION A GLICANOS

Figura 28. Evaluacidn diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue del
donador 121762. Evaluacion comparativa de Lectinas de unién a glicanos .A) SNA, lectina de union a
acido sidlico a2-6. B) MAA, lectina de unidn a &cido sialico a2-3 .C). UEA lectina de union a fucosa. D).
PNA, lectina de unién a O-glicanos, E) Concanavalina A,lectina de unidbn a manosa.
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Al evaluar los cambios en la expresién superficial de glicanos, se observa que las
células infectadas tienden a aumentar los niveles de acido sialico a2-6, mientras que los
niveles de &cido sialico a2-3 disminuyen, ademas los niveles de fucosa, al igual que los
niveles de expresion de O-glicanos y de manosa no se observa mucha diferencia entre
las células infectadas y las no infectadas. En la Tabla 4 se muestran los resultados de
la intensidad media de fluorescencia encontrada para cada lectina en las dos

condiciones.

Tabla 4. Modulacion de glicanos superficiales por la infeccion con el virus dengue. Se muestran los
resultados de la intensidad media de fluorescencia para los controles (C) y las células incubadas con el
virus 48 horas (48). En amarillo se sefialan las muestras positivas a la infeccién.

DONADOR CONTROL SNA C SNA 48 MAA C MAA48 UEAC UEA 48 PNA C PNA 48 CONA C CONA 48

121762 1.11 17.56 27.74 4.27 211
121919 2.44 32.29 32.72 4.84 6.45 38.01 36.65 45.62 24.15 465.36 572.55
122219 1.35 7.6 11.23 1.63 1.58 6.33 3.07 3.02 3.99 240.44 367.9
122220 1.35 9.61 10.85 2.53 2.07 7.51 5.97 7.93 8.39 276.45 287.22
| 1.15 22.44 21.29 7.12 7.14 23.31 28.52 21.55 13.58 223.83 432.46
122576 2.68 17.42 29.26 19.3 21.44 90.58 43.69 24.54 23.66 620.07 485.09
123526 2.35 29.99 36.47 15.11 19.75 42.74 22.89 30.01 23.83 331.4 188.23
123729 3.52 44.86 30.94 7.05 5.21 21.59 9.42 10.81 7.66 259.98 210.41
J 2.98 19.6 26.83 8.55 13.64 11.63 15.24 44.81 49.1 207.38 340.64
124276 3.31 21.47 15 7.82 6.83 18.01 14.01 14.26 10.61 208.07 168.57

Los valores de intensidad media de fluorescencia encontrados para cada donador en
los controles de células sin infectar, nos indican que las cantidades de glicanos
superficiales varia en cada donador, podemos destacar que los valores para acido

sidlico a2-6 fluctuan entre 7 y 44, mientras que los de acido sialico a2-3 para todos los

donadores son menores y fluctian entre 1 y 19. Los valores de fucosa, sin embargo,
son mas variados desde 3 a 43, mientras que los de O-glicans desde 3 a 45. Es
importante sefalar que los valores de manosa son mucho mas variados, tomando en

cuenta que la escala utilizada es logaritmica, obteniendo valores desde 207 hasta 620.

De las muestras analizadas, sélo 3 se encontraron positivas para la infeccién por el

virus dengue. En las figuras 29 a 33 se muestran los cambios ocurridos en los glicanos
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de superficie cuando las células son infectadas. Las barras rojas muestran los valores
de intensidad media de fluorescencia del marcaje de cada lectinas en los monocitos

infectados.

Modulacién de acido sidlico a2-6. Unidén de SNA

M Controles

M Células infectadas

1 2 3

Donador

Figura 29. Evaluacién diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue de
tres donadores. Evaluacion comparativa de la lectina SNA, lectina de unién a acido sialico a2-6.

Modulacion de acido sialico a2-3. Unidén de MAA
25
20
15
| .
= m Controles
10
W Células infectadas con el
5 DENV
0 .
1 2 3
Donador

Figura 30. Evaluacidn diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue de
tres donadores. Evaluacion comparativa de la lectina MAA, lectina de unién a acido siélico a2-3.
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Figura 31. Evaluacién diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue de
dos donadores. Evaluacion comparativa de la lectina UEA, lectina de unién a fucosa.

Modulaciéon de O-glicanos. Unién a PNA
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Figura 32.Evaluacion diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue de
dos donadores. Evaluacion comparativa de la lectina PNA, lectina de unién a O-glicanos.
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Modulaciéon de manosas. Union Concanavalina A
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Figura 33. Evaluacién diferencial de monocitos infectados y no infectados con el virus dengue de
dos donadores. Evaluacion comparativa de la lectina Concanavalina A, lectina de unién a manosa.

Se logra observar una clara tendencia de las células infectadas a incrementar los
niveles de acido sialico a2-6. En cuanto a acido sialicos a2-3, fucosa y manosa, se
observa una tendencia a disminuir los niveles en las células infectadas y en cuanto a

los nieveles de los O-glicanos no se observa una tendencia clara.

4- Evaluacion comparativa de glicanos superficiales de monocitos

estimulados con IL8 y TNFa.

Finalmente se evalto la modulacion de gllicanos de superficie por efecto de citocinas
pro-inflamatorias, IL-8 y TNF-a, ya se ha reportado que las citocinas proinflamatorias
modulan los glicanos de superficie (Videira 2008, Delannoy 2009). Por lo que nos dimos
a la tarea de evaluar el efecto de estas dos citocinas en los glicanos de los monocitos
primarios para comparar si el efecto observado en la infeccion esta dado por el virus o

por el contexto de la respuesta de secrecién de citocinas.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 66



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Tabla 5. Modulacion de glicanos superficiales por la estimulacion con TNFa. Se muestran los resultados
de la intensidad media de fluorescencia para los controles (C) y las células incubadas TNFa (48h).

DONADOR CONTROL SNA TNFafa+SNA CONTROL MAA TNFalfatMAA
123722 17.48 30.85 16.14 9.26
123726 17.07 30.57 7.91 7.47

Tabla 6. Modulacion de glicanos superficiales por la estimulacion con IL-8. Se muestran los resultados de
la intensidad media de fluorescencia para los controles (C) y las células incubadas con IL-8 (48h).

DONADOR CONTROL SNA IL8+SNA CONTROL MAA IL8+MAA
125839 7.47 16.41
126643 6.94 8.78 5.58 6.12
126653 7.79 10.33 4.64 6.31

Estimulacion con TNFa + SNA

35

30

25

IMF

20

15 E—— m Controles

10 - — Estimulacion con TNFalfa

Donador

Figura 34. Evaluacion diferencial de monocitos estimulados y no estimulados con TNFa.
Evaluacion comparativa de la lectina SNAA, lectina de unién a &cido sialico a2-6.
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Figura 35. Evaluacion diferencial de monocitos estimulados y no estimulados con TNFa.
Evaluacién comparativa de la lectina MAA, lectina de unidn a acido sidlico a2-3.
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Figura 36. Evaluacion diferencial de monocitos estimulados y no estimulados con IL-8. Evaluacion
comparativa de la lectina SNA, lectina de union a &cido sialico a2-6.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

68



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Estimulacion con IL-8 +MAA
7
6 -
5 -
[T 4 —
=
- 3 A — W Controles
2 - Estimulacioncon IL-8
1 — I
0
1 2
Donador

Figura 37. Evaluacion diferencial de monocitos estimulados y no estimulados con IL-8. Evaluacion
comparativa de la lectina MAA, lectina de union a acido sialico a2-3.

La estimulacién con las lectinas TNFa e IL-8 mostro como resultado la modulacion
superficial del acido sialico. Las cantidades de interleucina agregadas son similares a
las cantidades reportadas a las secretadas durante la infeccién in vitro de monocitos
humanos.

Como resultado de la estimulacion con TNFa, se observan niveles incrementados de
acido sidlico a2-6, como lo muestra el incremento en la intensidad media de
fluorescencia dada por la unién de la lectinas SNA a la membrana de los monocitos.
Ademas se observa una reduccion en los niveles de acido sidlico a2-3, evaluada por la
union a la lectinas MAA.

En cuanto a la estimulacion con la IL-8, se observé que también aumenta la cantidad de
acido sialico a2-6 superficial, sin embargo, la cantidad de acido sidlico a2-3 se vio
aumentada, a diferencia de lo observado con TNFa y con el estimulo del virus dengue.
Sin embargo los niveles de acido sialico a2-3 con todos los estimulos siguen siendo

inferiores que los niveles de a2-6.
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DISCUSION

1. Aislamiento de monocitos humanos de sangre periférica

En estudios in vitro se han intentado identificar las células blanco de sangre periférica
para el virus dengue. Recientemente Durbin y colaboradores (2008) llevaron a cabo la
caracterizacion fenotipica de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de
pacientes con dengue, encontrando que los monocitos son las células blanco
predominantes en pacientes con dengue. Por lo que evaluamos la infeccién in vitro por
el virus dengue de monocitos asilados de sangre periférica de donadores sanos.
Inicialmente establecimos las condiciones necesarias para obtener monocitos a partir
de sangre periférica, mediante la separacion por densidad de gradientes con ficoll.

Con base en la caracteristica de adherencia de los monocitos logramos separalos de
las PBMCs totales, obteniendo una pureza del 95%. Los monocitos se activan al estar
en cultivo por varios dias, diferenciandose a macroéfagos, por lo que determinamos el
fenotipo de las células en cultivo hasta 48 horas post-separacion mediante la expresion
del marcador CD14.

Encontramos que 48 post-separacion mas del 93% de las células eran monocitos, por
lo que se decidi6 utilizar monocitos de 24 horas de cultivo posterior a su separacion

para evaluar la infeccion por el virus dengue.
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2. Evaluacién de la infeccion de monocitos primarios por el virus dengue.

Como ya se mencioné anteriormente, el DENV en un virus de RNA de cadena sencilla
de polaridad positiva que pertenece a la familia Flaviviridae. Existen cuatro serotipos
que se transmiten al humano via la picadura del mosquito Aedes. La infeccion por el
virus dengue es asintomética en la mayoria de los casos, pero también puede causar
fiebre por dengue; y en casos raros la infeccion puede resultar en Fiebre Hemorragica
por Dengue (FHD) o Sindrome de Choque por Dengue (SCD), manifestaciones severas
de la enfermedad caracterizadas por fiebre alta, extravasacion plasmatica y hemorragia.
La incidencia de Dengue ha aumentado considerablemente en las ultimas décadas

siendo actualmente uno de los mayores problemas de salud publica.

Se ha reportado que el virus dengue es capaz de infectar varios tipos celulares. In vitro
se ha mostrado que el DENV infecta diferentes células humanas incluidas las células
dendriticas, monocitos/macrofagos, células B, células T, células endoteliales,
hepatocitos, células neuronales y recientemente células del muasculo esquelético y
cardiaco (in vivo) (13); asi como varias lineas celulares utilizadas para su propagacion
(14), incluidas las lineas celulares humanas (K562, U937, THP-1, HepG2, HUVEC,
ECV304,Raji, HSB-2, Jurkat, LoVo, KU812), de mosquito (C6/36), de mono (Vero, BS-
C-1, CV-1, LLC-MK2), de hamster (BHK), asi como de macrofagos de murino (Raw,
P388D1, J774). El amplio rango de células permisivas para el DENV indica que el virus
debe unirse a una molécula de superficie celular ubicua, o aprovecharse de multiples

receptores para favorecer la infeccion (15).

Sin embargo, no se ha caracterizado un receptor especifico. Recientemente se han
hecho diferentes esfuerzos significativos por caracterizar los receptores celulares
utilizados por el DENV. Se han propuesto diferentes receptores celulares en mamiferos,
incluido el heparan sulfato, la proteina del choque térmico 70 (Hsp 70, por sus siglas en

inglés) y Hsp90; CD14, asi como, la mejor caracterizada, DC-SIGN entre otros.
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Los monocitos son hospederos naturales para el virus dengue (22), se han implicado
tanto en la patogénesis como en la proteccion del dengue. Los monocitos son
productores de citocinas como INFa en respuesta al virus dengue (21).

Los monocitos pueden participar en la patogénesis del dengue siendo las primeras
células sanguineas en propagar el virus (23). Durante una respuesta inmune
secundaria la infeccion de monocitos puede ser facilitada a través de la facilitacion
mediada por anticuerpos (ADE), permitiendo un incremento en el nimero de células
infectadas y un aumento en el titulo viral. Los monocitos pueden producir citocinas y
guimiocinas que comprometen la integridad del endotelio vascular, posiblemente dando
lugar a la extravasacion plasmatica, la principal manifestacion del dengue severo.
Evidencias clinicas sugieren que las manifestaciones severas del Dengue pueden ser
causadas por una inapropiada respuesta inmune Th2. Por ejemplo se ha encontrado
qgue el perfil de expresion génica de pacientes con SCD muestra transcritos
incrementados de genes anti-inflamatorios (36), lo que sucede a través de la activacion
“alternativa” de monocitos con citocinas Th2.

In vivo se ha reportado que las células infectadas de la circulacion sanguinea son
predominantemente monocitos (Durbin y col. 2008), y que un alto porcentaje de células
positivas a la infeccidon en pacientes con dengue severo expresan CD32, el receptor
Fcyll de los monocitos, en comparacion con los pacientes de dengue no grave. Por otro
lado, se sabe que la presencia de anticuerpos no neutralizantes incrementa la infeccién
(Halstead 1973, O’rourke1977) formando complejos inmunes con el virus, facilitando la
entrada mediante el receptor Fcyll.

La infeccion en monocitos humanos in vitro en el contexto de una primo-infeccion, en
ausencia de anticuerpos heterotipicos no neutralizantes, ha sido controversial. Por lo
gue es necesario confirmar si el monocito humano permite tanto la internalizacion del
DENV in vitro como su replicacion. La evaluacién de la infeccién en monocitos humanos
se ha realizado mediante diferentes métodos.

Chen et al describieron en 1999 que el LPS inhibia la entrada del virus en monocitos
primarios, cuantificando el titulo viral en los sobrenadante mediante ensayo de placa

litica, por lo que proponen al CD14 como posible receptor de entrada del virus a los
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monocitos. Sin embargo, no se ha confirmado que sea éste el receptor del virus en los

monocitos.

Boch y colaboradores (2002) reportaron que el 33 % de los monocitos se infectan con el
virus dengue in vitro en el contexto de primo-infeccién al evaluar la infeccién utilizando

Citometria de Flujo.

Recientemente, Wong y colaboradores (2011) reportaron que sélo el 10% de los
monocitos son positivos para la proteina NS1 in vitro, al analizar la infeccién por
citometria de flujo, y sélo el 3% son positivos para la proteina E a las 48 horas post-
infeccion y una multiplicidad de infeccion de 10.

Realizando el marcaje de la proteina E del virus dengue, logramos determinar la
infeccion en monocitos humanos primarios mediante microscopia de fluorescencia y

citometria de flujo.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia muestran que el virus
es capaz de internalizarse en lo monocitos y que ademas es capaz de replicarse, ya
gue se observa marca en las membranas celulares (Figura 22), lo cual no se observa

en las células sin infectar.

La cuantificacion de la infeccion por citometria de flujo, solo se realiz6 marcando en las
membranas la proteina E del virus, con la finalidad de cuantificar la replicacién viral, no

se permeabilizaron la células.

Determinamos que la infeccién por el virus dengue tiene un comportamiento dosis-
respuesta dependiente. Encontrado la mayor respuesta a la dosis mas alta, m.o.i de 10.
A esta multiplicidad de infeccidén, observamos que un 65% de las células eran positivas
a la proteina E y que la intensidad media de fluorescencia también se ve incrementada.

El porcentaje de células positivas a la infeccion encontrado nos habla posiblemente de

la virulencia de la cepa viral utilizada, o de la susceptibilidad del donador a la infeccién
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por el virus dengue. Ya que encontramos en porcentaje mayor de células infectadas

gue en reportes previos de infeccion de monocitos primarios in vitro.

Determinamos también que la respuesta era dependiente del tiempo, encontrado la
mayor replicacion viral a las 48 horas. No evaluamos tiempos mas prolongados de
infeccion, ya que después de 48 horas observabamos cambios en la morfologia de las
células caracteristicos de la diferenciacion a macrofagos, por lo que no era de nuestro

interés analizar macrofagos sino monocitos.

Por lo anterior, se decidié evaluar la infeccién del virus dengue a una multiplicidad de
infeccion de 10 y a 48 horas pos-inoculo para determinar el efecto que la infeccidén por
el virus pueda tener en la glicosilacion superficial de los monocitos primarios.

Sin embargo, no todos los donadores fueron susceptibles a la infeccion por el virus
dengue (tabla x), de los 22 donadores evaluados, solo en 8 se puedo evaluar infeccion
mediante citometria de flujo marcando la proteina de envoltura del virus.

Esto nos habla posiblemente de una cierta predisposicion genética a la infeccion,
ademas cabe mencionar que los niveles de infeccién encontrados son diferentes entre

cada donador.

3. Evaluacion comparativa de glicanos de superficie

Estudios previos en el grupo han sugerido la interaccion del virus dengue con el acido
sialico, un importante azucar terminal afiadido en las cadenas de los oligosacaridos ya
sean secretados o unidos a glicoproteinas y glicolipidos. Debido a su carga negativa y
su tamario relativo, el 4cido sialico puede enmascarar importantes dominios funcionales
en la superficie de las glicoproteinas y también protege a la célula de posibles ataques.
Sin embargo, hay evidencia de que el acido sialico puede participar en la interaccion

especifica a nivel celulares y/o molecular (37).
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No sélo se ha evaluado la participacion del acido sidlico en diversas interacciones
moleculares, actualmente se sabe que los cambios en la glicosilacion representan una
caracteristica de varios procesos patoldgicos y fisioldgicos incluyendo aquellos
ocurridos durante la respuesta inmune. La activacion, diferenciacion y migracion de las
células del sistema inmune estd acompafiada por cambios en la expresion de
glicosiltransferasas y glicosidasas, las cuales modulan el perfil de glicosilacion de los
glicoconjugados de la superficie celular (25,26,33).

Durante la infeccién por el virus dengue se ha reportado la secrecion exacerbada de
citocinas proinflamatorias como IL-8 y TNFa. Por otro lado, se ha reportado que la

presencia de citocinas proinflamatorios modula la glicosilacion superficial de las células,
como es el caso de un modelo de estudio de fibrosis quistiquica, en el cual se observo
gue la presencia de citocinas cmo IL-8 e IL-6 resultaban en un aumento los niveles de
acido sialico, especificamente del antigeno sialilLewis X, este motivo sialilado es el
receptor principal para la bacteria Peudomonas aeruginosas, patdégeno relacionado con

el incremento de la gravedad y mortalidad de dicha enfermedad (28).

Por lo anterior, evaluamos la modulacion de glicanos superficiales en monocitos
primario durante la infeccion por el virus dengue.

Observamos inicialmente mediante microscopia electrénica la expresion de glicanos de
superficie para lo cual, utilizamos un colorante positivo afin a las cargas negativas de la

superficie celular, dadas por el acido sialico.

Martinez Palomo y colaboradores (1972) mostraron que las células cancerosas eran
mas afines al rojo de rutenio en comparacion con las células normales, lo cual se
observaba al microscopio electronico como un aumento en la densidad de la capa
superficial tefiida en un aumento de 120 000 x.

Nosotros observamos que los monocitos infectados por el virus dengue mostraban mas
afinidad al rojo de rutenio que se observa con un aumento en la intensidad de contraste

de la membrana tefida. Desde un aumento 10 000x se observa aumento en la
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intensidad del colorante, ademas de que a este aumento podemos observar la célula
completa, se observa que la célula se encuentra integra, también puede observarse el

nacleo que abarca gran proporcion de la célula.

A un aumento de 120 000x se observa claramente el aumento en la intensidad del
colorante, asi como un engrosamiento de la capa tefiida, lo cual nos habla de un
aumento en las cadenas de oligosacaridos que contienen acido sidlico.

Lo anterior lo confirmamos también con un aumento en la union de la lectina SNA en

las células infectadas.

Nos interesamos en evaluar diferentes glicanos de la superficie celular no sélo acido
sialico, por lo que elegimos lectinas que nos ayudarian a evaluar glicanos simples y
complejos. Elegimos la lectina Concanavalina A ya que se une a glicanos ricos en
manosas, caracteristica de los glicanos simples. Las lectinas de union a fucosa (UEA) y
acido sialico (SNA y MAA) nos indican la presencia de glicanos complejos, y la lectina
de cacahuate (PNA) nos indica la presencia del disacarido N-acetilalactosamina, el core

1 de los O-glicanos.

Al determinar las concentraciones a usar de cada lectina, pudimos también determinar
gue los monocitos contienen una gran variedad de glicanos superficiales tanto N como

O-glicanos, asi como complejos y simples.

Notamos que expresan gran cantidad de manosas, y que expresan mas acido sialico
a2-6 que a2-3. También notamos la presencia de fucosa y de O-glicanos. Lo cual
coincide con lo reportado en la base de datos Fonctional Glycomics. Esta base de datos
disponible en la red recopila los estudios que se han hecho de espectrometria de
masas, en los cuales se determina el tipo de glicanos expresados en cada tipo celular,
sobre todo en células humanas (38).

Asimismo, llevamos a cabo un andlisis comparativo de la expresion de glicanos
superficiales mediante Citometria de Fluorescencia mediante Lectinas de unién a

glicanos acopladas a fluoroféros.
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Destacamos sélo los resultados que obtuvimos con las células que si fueron permisivas
a la infeccién. Posiblemente la modulacién observada en células no infectadas se deba
a la estimulacién que el virus pueda provocar en los monocitos, trayendo como
consecuencia la secrecién de mediadores que a su vez puedan mediar la glicosilacion

superficial de las células.

No se observaron cambios constantes en los niveles de fucosa ni de O-glicanos. Sin

embargo se observa un claro aumento en los niveles de acido sialico a2-6, una

tendencia a la disminucion de acido sidlico a2-3 y una disminucién en los niveles de

manosa.

Estudios previos en el grupo muestran la interaccion del virus con el acido sialico a2-6,

incluso evaltan su participacion, encontrando que es importante para la entrada del

virus a la célula blanco.

Con los resultados obtenidos en este trabajo podriamos sospechar que la entrada del
virus a la célula promueve que incrementen los niveles de éste glicano, permitiendo, de
esta manera, que la célula se vuelva mas susceptible a la infeccibn por nuevas

particulas virales.

Por otro lado, se han observado niveles incrementados de acido sidlico en células
dendriticas y T reguladoras con fenotipo tolerogénico, ya que el aumento en acido
sialico hace a las células mas afines al reconocimiento por Siglets, lectinas enddégenas
son capacidad de reconocer acido sialico en las mismas células que las expresan como
de células circundantes. Estas lectinas de reconocimiento a &cido siélico contienen
dominios intracelulares inhibitorios ITIMs. El aumento en acido sialico no se observa en
células efectoras (39). Ademas cuando se remueve el acido sialico con neuraminidasa
de las células dendriticas, éstas aumentan la expresibn de moléculas de
coestimulacion, de HLAs, asi como de citocinas proinflamatorias, lo cual coincide con lo

reportado anteriormente (40).
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Lo anterior nos sugiere que el aumento en 4acido sidlico a2-6 en el contexto de infeccion

podria ser una forma en la que el virus evada la respuesta inmune, ya que
probablemente promoveria el reconocimiento de las células de siglecs inhibitorias,

resultando en un fenotipo tolerogénico no efector.

La disminucién de &acido sidlico a2-3 se ha correlacionado con el aumento de &cido

sidlico a2-6 y viceversa en modelos sobre todo de cancer. Por lo que, lo que

encontramos coincide con modelos de inflamacion.

Posiblemente la modulacion de los niveles de acido sialico esté relacionada con los
niveles de transcritos de los genes de sialiltransferasas (STs) que expresen las células
en las distintas condiciones, por lo que podria realizarse la evaluacion de los niveles de

transcritos para correlacionar este hecho.

Cabe mencionar que poco se conoce acerca de la regulacion de glicosiltransferasas,
hasta el momento so6lo se ha reportado que las glicosiltransferasas en el aparato de

golgi compiten por los sustratos, por lo que posiblemente en el contexto de infeccion las

STs a2-6 tengan mayor actividad al pegar acido sialico que las a2-3.

En cuanto a la disminucion de los niveles de manosa, coincide con el hecho de que se
haya encontrado un aumento en glicanos complejos caracterizados por la presencia de
acido sialico. Nuevamente se deba posiblemente a la competencia por sustratos. Si las
STs se encuentran mas activas, unirdn mas acido sialico dando lugar a glicanos con

estructuras terminales mas elaboradas.
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4. Evaluacion comparativa de glicanos superficiales de monocitos

estimulados con IL8 y TNFa.

Con el objetivo de evaluar el papel que pueden estar jugando las citocinas pro-

inflamatorios secretadas durante la infeccion por el virus dengue en la modulacion de

glicanos de superficie. Estimulamos los monocitos primarios con TNFa e IL-8.
Observamos que los niveles de &cido sidlico a2-6 aumentan mientras que los niveles de

expresion de a2-3 disminuyen en la estimulacién con TNFa. Esto difiere a lo encontrado
por Videira y colaboradores (2008), en donde observan que la estimulacion de células
dendriticas con TNFa no conlleva a cambios en los niveles de acido sialico. Podemos

concluir entonces que el efecto del TNFa en cuanto a la modulacion de glicanos

depende del tipo celular.

En cuanto a la estimulacion con IL-8, en el modelo de fibrosis quistica, se encontraron
niveles elevados de acido siélico a2-3, que es la conformacion en la que se encuentra

este azucar en el antigenos sialilLewis X, nosotros encontramos también un ligero

aumento de la union de la lectina MAA, asi como de la lectina SNA.

Con lo anterior podemos concluir que durante la modulacién de glicanos superficiales
pueden participar también factores del huésped no Unicamente del patdégeno por si solo
sino también del contexto de intermediarios secretados como respuesta a la infeccion,
posiblemente la suma de ambos estimulos es la que da como resultado la modulacion

neta de los glicanos de superficie de las células.
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CONCLUSIONES

- Los monocitos obtenidos de sangre periférica pueden aislarse utilizando su
propiedad de adherencia, obteniendo 95% de pureza.

- A las 48 horas post separacion celular, aun se obtienen células adheridas las

cuales son mayoritariamente monocitos.

- El virus dengue es capaz de infectar monocitos primarios in vitro, siendo posible

evaluar la infeccion viral mediante Citometria de Flujo.

- La infeccion de monocitos primarios presenta una respuesta dosis-dependiente,

gue es también dependiente del tiempo de infeccion.

- Lainfeccion de monocitos humanos por el virus dengue favorece una modulacion

de los glicanos de superficie celular, especialmente de acido sialico.

- La estimulacion de monocitos con citocinas pro-inflamatorias resulta en

modulacion de los niveles de acido sialico.

- La modulacién de glicanos durante una infeccion depende no sélo del patégeno
sino también en el contexto de las citosinas pro-inflamatorias secretadas en

respuesta a la infeccion.
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