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Resumen

El virus del dengue es una de las enfermedades virales transmitidas por vector
mas importante del mundo ya que afecta a millones de personas en
aproximadamente 112 paises., En el caso particular de México los reportes del
Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldogica y Control de Enfermedades,
durante el 2012, identificaron la circulacion de los 4 serotipos, para la semana
epidemiologica numero 30 del 2013, se reportaron 646 casos de DENV-1, 684
de DENV-2, 3 de DENV-3 y 26 del DENV-4, con un total de 1359 casos
confirmados, estos datos ubican a la enfermedad del dengue como un

problema de salud publica muy importante en nuestro pais.

En la replicacion del el virus del dengue, uno de los pasos mas importantes es
la union a su receptor especifico, existen varias moléculas las cuales han
demostrado la capacidad de reconocer el virus del dengue e internalizarlo,
entre estas moléculas la mas estudiada es la glicoproteina CD 209 o DC-SIGN,
esta proteina puede ser utilizada por diferentes patégenos para infectar a la
célula portadora como a otras células, la glicoproteina CD 209 o DC-SIGN ha
sido caracterizada como un marcador especifico de células dendriticas, lo cual
implica que las células dendriticas sean unas de las principales células diana
del virus del dengue, las células dendriticas al ser células de origen mieloide al
igual que los monocitos y los macrofagos comparten varias funciones, como la
de fagocitar y ser células presentadoras de antigenos, se ha descrito que los
monocitos son las principales células banco de la infeccion del virus del dengue
en circulacion, por lo cual se desarroll6 la siguiente hipotesis “la infeccion de
monocitos con el virus del dengue, promueve la expresion de CD209 en estas

células”.

En este trabajo se analizé la induccion en la expresion de CD209 en dicha
poblacién celular durante la infeccion por virus del dengue a nivel de mRNA,
también se analizé la expresion de IL-8 como un marcador de la activacion
celular y se verifico que los monocitos estuvieran infectados analizando la
expresion de sNS1, en donde se encentré que La infeccion por el virus del
dengue 2 en cultivo primario de monocitos NO tiene la capacidad de regular la
expresion del DC-SIGN.
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Introduccion

El dengue

Es una enfermedad infecciosa producida por cualquiera de los cuatro serotipos
del virus del dengue (DENV-1, -2, -3 y -4), que son transmitidos al humano
mediante la picadura de mosquitos vectores (Aedes aegipty y Ae. albopictus).
Es una de las virosis mas importantes y se caracteriza por la aparicion de un

cuadro de fiebre indiferenciada, presentando tres formas clinicas principales:

» Dengue clasico o fiebre por dengue (FD), también denominada fiebre
quebrantahuesos, en la cual hay presencia de fiebre, cefalea, mialgia,
artralgia, dolor retroocular, exantema y vémito, principalmente.

» Dengue hemorragico o fiebre hemorragica por dengue (FHD), que se
caracteriza por las manifestaciones de la FD acompafadas de un
aumento de la permeabilidad vascular, lo que promueve la presencia de
petequias, hematomas y hemorragias en mucosas, trombocitopenia y
dolor abdominal.

» Sindrome de choque por dengue (SCD), la forma mas grave de la
enfermedad, en la que hay presencia de hepatomegalia, insuficiencia
circulatoria, trombocitopenia y hemoconcentracion, hipotension, edema
y choque, lo que puede llevar a la muerte del paciente (Souza y Ribeiro,
2004; Tsai y Vaughn, 2006; Souza y Reis, 2008).

En el 2009 la organizacion mundial de la salud realizé una nueva clasificacion
de los casos de dengue en funcion de la gravedad de la forma clinica (tabla 1).

En este trabajo se usara la clasificacion de la organizaciéon mundial de la salud
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Agente etiolégico

Los DENV pertenecen al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae, para los
cuales se ha reportado una homologia del 70% en su estructura gendmica
(Chambers y cols., 1990, Putnaky cols., 1991; Leong y cols., 2007). Se trata
de un virus envuelto, con apariencia esférica y de tamafio aproximado a 50nm

(figura 1).

A) B)

C)

Figura 1. Modelos virales a diferentes pH y esquema del virus del dengue (A) Modelo
del virus de dengue inmaduro a pH bajo B) modelo del virus del dengue maduro e
infectivo C) esquema del virus infectivo (Wang y cols., 2011; Madej y cols., 2012)
(http://gsdl.bvs.sld.cu/greenstone/collect/clnicos/index/assoc/HASH7269.dir/fig0 1a02.
png consultada 04/08/2013).
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Tiene RNA en su genoma con polaridad positiva, lo que le confiere la propiedad
de comportarse como RNA mensajero, en sus extremos 5" y 3" contiene
secuencias no codificantes o no traducibles (NCR o UTR, del inglés noncoding
regions o untranslated region) (Carlos Yabar V. 2003). Posee un solo marco
de lectura abierto que codifica para una poliproteina, que es procesada en tres
proteinas estructurales: la proteina de la capside (C), la de membrana (M), la
cual se forma durante la maduracién a partir del precursor denominado prM, y
la proteina de envoltura (E), ademas de siete proteinas no estructurales,
denominadas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5 (Brooks y col.,
2002; Carlos Yabar V. 2003) (figura 2).

Figura 2. Genoma y poliproteina del DENV (Obtenido de
http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology/23/ricky.htm consultado el 15/07/2013)
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Replicacion viral

Inicialmente ocurre la unién entre el virus y su receptor celular, de éstos se han
descrito varios (heparan sulfato, CD14, proteinas de choque térmico de 70 y
90 kDa [Hsp70 y Hsp 90], el receptor de alta afinidad de laminina de 37/67 kDa
y a la proteina GRP78/BiP). El receptor mejor caracterizado es la molécula DC-
SIGN (del inglés “Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Nonintegrin”) o
CD209, en las células dendriticas (DCs) (Clyde y cols., 2006; Del Angel, 2006).
Posterior al reconocimiento se lleva a cabo la entrada del virus a la célula, por
un proceso de endocitosis mediado por receptor, formando una vesicula
endosomal en la que el pH acido del medio promueve la exposicion del péptido
fusogénico en la proteina E viral, dando lugar a la fusion de las membranas
viral y celular, lo que conlleva a la liberacion de la nucleocapside al citoplasma
y la posterior liberacion del RNA viral (Mukhopadhyay y cols., 2005;
Bartenschlager y Miller, 2008; Sierra Vazquez 2010; Wasinpiyamongkol y cols.,
2010; Velandia y Castellanos 2011).

Una vez que el genoma viral se libera en el citoplasma de las células
infectadas, se traduce en el reticulo endoplasmico rugoso, debido a que el RNA
viral actia como RNA mensajero. Como resultado de la traduccion se sintetiza
la poliproteina que, luego de varias modificaciones post-traduccionales, da
lugar a los componentes proteicos virales (Bartenschlager y Miller, 2008;
Perera y Kuhn, 2008; Rodenhuis—Zybert y cols., 2010).

La replicacion del RNA comienza con la sintesis de una cadena negativa
complementaria que se emplea como molde para la sintesis de nuevas
moléculas de RNA de polaridad positiva, que pueden ser usadas para la
traduccion de nuevas poliproteinas, sintesis de cadenas negativas o pueden
ser empleadas para la formacion de nuevos viriones (Talarico y cols., 2008;
Acosta y cols., 2008).
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El ensamblaje de la nucleocapside a partir de la proteina C, asi como la
adquisicion de la envoltura ocurre intracelularmente. Los viriones son llevados
en vesiculas de transporte que salen de la membrana del reticulo
endoplasmatico y son translocados al pre-Golgi pasando posteriormente al
aparato de Golgi, en este organelo se realiza un corte proteolitico en la proteina
prM originando la forma madura de la proteina M. En las vacuolas de pre y post
Golgi opera un transporte exocitico de glicoproteinas de membrana a la
superficie celular. Finalmente, cuando el virus se libera por exocitosis la
proteina E adquiere la conformacion final la cual puede ser reconocida por las
moléculas receptoras de la célula blanco e iniciar un nuevo ciclo de infeccién
en otra célula (figura 3) (Mukhopadhyay y cols., 2005; Bartenschlager y cols.,
2008).

Figura 3 Modelo de Replicacion del DENV (Adaptada de Clyde y cols., 2006)
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Epidemiologia
El dengue es una de las enfermedades virales trasmitidas por vector mas
importantes en el mundo y su distribucién geografica abarca las regiones

tropicales y subtropicales (World Health Organization, 2009).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estima que la poblacion en riesgo
es del 40% al 50% a nivel mundial y esto se debe a la tasa de crecimiento
poblacional de los paises afectados, ya que los paises ubicados en la region
de amenaza son mas de 100 (figura 4) (Halstead, 2007; OMS, 2009 Guzman
y cols., 2010).

Figura 4.Distribucién del DENV en el mundo (OMS; 2009 en esta
figura se muestran los paises en donde el vector Aedes aegypti se
encuentra vivo durante todo el afio)
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En el caso de México, los reportes del Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica y Control de Enfermedades, durante el 2012, identificaron la
circulacién de los 4 serotipos; siendo los principales DENV-1y -2, seguidos de
un numero menor de casos de DENV-4 y -3. El total de casos confirmados
reportados fue de 50,013, con 64 defunciones, lo que correspondié a un
incremento del 225.4% respecto a 2011, siendo el estado de Veracruz la

entidad con mayor numero de reportes.

Para la semana epidemiolégica numero 30 del 2013, se reportaron 646 casos
de DENV-1, 684 de DENV-2, 3 de DENV-3 y 26 del DENV-4, con un total de

1359 casos confirmados (Figura 5).

Figura 5. Distribucion del DENV en México (tomada de
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANO
RAMAS 2013/Pano_dengue_sem30_sem2013.pdf consultada el
04/08/2013

En esta figura se muestran los serotipos del DENV presentes en

cada estado).
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Métodos de diagndstico

El diagnostico eficiente y preciso del dengue es fundamental para la atencion
temprana y confirmacion de casos, este se pude realizar de manera directa
con diferentes técnicas, buscando ya sea proteinas o material genético del
propio virus o de forma indirecta, mediante la deteccidén de anticuerpos.

1. Deteccion de la proteina viral sNS1
Actualmente, el algoritmo de diagnodstico de dengue, implementando por la
Secretaria de Salud en México, indica como primera opcion la deteccion de la
proteina viral SNS1 en los sueros de los pacientes, ya que es la Unica proteina
viral que es secretada por las células infectadas. Se puede detectar en el suero
desde el dia 1 posterior al inicio de la fiebre y hasta el dia 9, por lo que es
considerada como marcador de la fase aguda de la infeccion. Por lo anterior,
se han desarrollado diferentes métodos para la deteccion del antigeno viral
sNS1, que van desde pruebas rapidas de inmunocromatografia hasta
procedimientos mas complejos como el ELISA de captura. Este ultimo método,
se realiza en poco tiempo pero tiene la desventaja de no ser serotipo—
especifico y un resultado negativo no es totalmente excluyente de la infeccidon
viral (Leong y cols., 2002; Cardier y cols., 2005; Peeling y cols., 2010;
Puttikhunt y cols., 2011).

2. Deteccion de anticuerpos especificos
La respuesta inmune adquirida por la infeccion del DENV consiste en la
produccion de anticuerpos (IgM e IgG) que son especificos para la proteina E.
Los anticuerpos IgM pueden ser detectables desde los dias 4—6 después del
inicio de los sintomas, con titulos mas altos en infecciones primarias que en
infecciones secundarias, por lo que en un pequefio porcentaje de los pacientes
no se detectan anticuerpos IgM en la fase aguda de la enfermedad, pero si se
pueden encontrar IgG al igual que en los pacientes convalecientes con
infeccion primaria. En la actualidad, ambas clases de anticuerpos son
detectados mediante ELISA con altos valores de sensibilidad y especificidad,
sin embargo, es un método indirecto para confirmar la infeccion por el virus y
por lo tanto, no es posible la serotipificacién del mismo (Oliveira y Lopes da
Fonseca, 2004; Shu y Huang, 2004; Peeling y cols., 2010).
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3. Aislamiento viral
El aislamiento viral se considera el “estandar de oro” para el diagnéstico y
serotipificacion de las infecciones por DENV y se realiza en muestras de
pacientes que cursan la fase aguda de la infeccidn. La forma mas comun es la
inoculacién en cultivos de lineas celulares de mamiferos como Vero, LLCMK2,
BHK21 y la inoculacién en cultivos de lineas celulares de mosquito como son
C6/36, AP61 y TRA-284, para la identificacion del serotipo viral, los resultados
se obtienen en un periodo de 6 a 10 dias post—-inoculacidn mediante
inmunofluorescencia de los cultivos infectados (Oliveira y Lopes da Fonseca,
2004; Shu y Huang, 2004; Peeling y cols., 2010).

4. Deteccion molecular del genoma viral
El método empleado para la deteccion del genoma viral es la reaccion en
cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa o RT-PCR, del inglés Reverse
Transcription—Polymerase Chain Reaction, de punto final o de tiempo real
mediante la amplificacion de diversas regiones del genoma (You y col., 2001;
Shu y Huang, 2004; OMS, 2009; Técnicas de laboratorio para el diagndstico y

la caracterizacion de los virus del dengue 2010; Peeling y cols., 2010).

Antecedentes

Células blanco del DENV

Se han reportado una gama de células que soportan la infeccion por virus del
dengue varias especies incluyendo al humano; en éste, las principales células
blanco de la infeccidn son las células del sistema inmune como los monocitos,
macrofagos, células dendriticas y otras células del sistema reticulo endotelial,
anuqué también se ha descrito que los fibroblastos y las células B pueden
infectarse con DENV in vitro. Ademas se ha reportado que las células
endoteliales y los hepatocitos pueden ser infectados por el DENV in vivo en
pacientes con FHD, y de se han encontrado evidencias sobre la posible
interaccion entre el virus y otros tejidos como el cerebro, el intestino y el pulmoén
(Kouy col., 1992 Lin y cols., 1999; Courageot y cols., 2003; Lozach y cols.,
2005)
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En todas estas células se ha reportado la presencia de moléculas en su

superficie las cuales pueden reconocer al virus y funcionar como un receptor

viral o correceptores; estas moléculas, en su mayoria, se caracterizan porque

tienen la capacidad de reconocer carbohidratos, este hecho es muy importante

ya que la proteina E viral es una glicoproteina. En la tabla #2 se muestran tipos

de células susceptibles a la infeccidon del dengue, ademas de la molécula

identificada como receptor viral (Chen y cols., 1999; Lin y cols., 2000; Wu y

col., 200; Clyde y cols., 2006; Del Angel y cols., 2006)

Tabla 2 Tipos de células susceptibles a la infeccion por virus del dengue.

Especie Tipo celular Descripcion celular Receptor del DENV
Heparan sulfato (HS)
Vero Células epiteliales renales Glicoproteina (74kDa)
Mono LL-MK2 Células epiteliales renales Glicoesfingolipido
CD14/LPS
HSP70/HSP90
monocito Células mieloides primarias Fc- recceptor
células dendriticas Células mieloides primarias DC-SIGN
receptor de Manosa
macréfago Células mieloides primarias CLEC5A
Huh Hepatocito HS
HepG2 Hepatocito Receptor laminar GRP78, HS
Humano HMEC-1 Epitelio dérmico b3 integrina
HS
BHK Fibroblastos renales Glicoesfingolipido
Hamster CHO Células ovaricas HS
Receptor laminar (37/67kDa)
HSP afin (45kDa)
C6/36 Células de larva de A. albopictus Prohibitina (35kDa)
CCL-125 Células de larva de A. aegypti Prohibitina (35kDa)
Células de larva de
Insecto AP-61 A. pseudoscutellaris Glicoesfingolipido

(Adaptado de Pierre-Y y cols., 2005)
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Entre las moléculas que pueden desempefar el papel de receptor para el virus
del dengue se encuentra DC-SIGN o CD209, el cual es el mas estudiado y
caracterizado, esta proteina se encuentra en las células dendriticas conocidas
como células de Langerhans, asi como las células dendriticas dérmicas e

intersticiales. (Pierre-Y y cols., 2005)

Células dendriticas y DC-SIGN (CD209).

Estas células son una parte fundamental en la unién entre la respuesta inmune
innata y la respuesta inmune adaptativa, ya que la regulacion inmune depende
de la capacidad de las DCs de reconocer PAMPs (patrones moleculares
asociados a patogenos) por medio de los PRR (receptores de patrones de
reconocimiento), entre los que se encuentran las lectinas tipo C (CLR)
(Backovic M, Rey F 2005). El reconocimiento de patégenos por las lectinas de
tipo C, conduce a la internalizacion de los agentes patégenos por la célula y al
posterior procesamiento y presentaciéon antigénica mediante moléculas del
MHC de clase Il a las células T a través del TCR (receptor de células T) (Kou
y cols., 2008; Nielsen y cols., 2009; Marijeke y Schols 2012).

Entre las CLR mejor caracterizadas se encuentra la molécula DC-SIGN
(CD209), la cual se encuentra codificada en el cromosoma 19p13.2-3 en el
humano. DC-SIGN es una proteina de membrana que posee una secuencia
de 404 aminoacidos y tiene un peso molecular de 44 kDa. Estructuralmente
posee un dominio intracitoplasmico, una regiéon transmembranal (TM) y un
dominio extracelular. Este ultimo contiene, a su vez, un dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD) y el dominio del cuello repetido (se
llama asi porque en este dominio se repite 7 veces una secuencia de
aminoacidos especificos). EI dominio citoplasmico contiene un ITAM
incompleto (en inglés, Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) (Sonja
y cols., 2007)
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Figura 6. Estructura de la DC-SIGN y dominio CRD (tomado de Pokidysheva y cols., 2005)

En la figura 6 (A) se muestra la estructura de DC-SIGN; en (B) la estructura
cristalina del monémero CRD se muestra como un diagrama de cintas. El
oligosacarido unido (GIcNAc-manosa GIcNAc) se representa en amairillo, los
tres ligados iones Ca+2 en azul, las hélices a en rojo y el resto de la estructura,
incluyendo las dos cadenas 3 plagadas en verde. El sitio aproximado de unién
de los hidratos de carbono asociados con Asn67 en las moléculas rojas y
moradas se marca con R y P, respectivamente. En (C) se observan los
fragmentos usados como esqueleto para disefiar la forma tetramérica DC-
SIGNR (Tassaneetrithe y cols., 2003)
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El reconocimiento de varios patogenos, incluyendo M. tuberculosis, C.
albicans, DENV y VIH 1 se lleva a cabo por su unién a DC-SIGN, éste a su vez
activa tres rutas que convergen para activar Raf-1: la activacion de Ras
conduce a la unién a Raf-1 e induce cambios conformacionales que le permiten
la posterior fosforilacion de Raf-1 y las Src cinasas, Pak; estas cinasas
generan la fosforilacién de Raf-1 en el residuo Tyr340/341, mientras que Rho
GTPasa es dependiente de la activacion de cinasas Pak, resultando en la
fosforilacion de Raf-1 en Ser338. Seguida de la posterior translocation de NF-
KB al nucleo celular, la fosforilacion de NF-kB en la subunidad p65 en Ser276,
que a su vez conduce a la acetilacion de p65. La acetilacion de p65 aumenta
la transcripcion de IL-10, lo que resulta en el aumento de la produccion IL-10
(Sonja y cols., 2007).

Figura 7. La sefializacién DC-SIGN por micobacterias, virus y hongos
(tomado de Sonja y cols., 2007)
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Relaciéon DC-SIGN —-dengue

Como ya se menciondé la proteina DC-SIGN o CD-209 puede fungir con
receptor del virus del dengue, esta informacién se obtuvo por medio de una
serie de experimentos en donde se insertd el gen que codifica para DC-SIGN
en células que no son permisibles a la infeccion por el DENV, con estos
experimentos, se comprobd que las células que expresan DC-SIGN en su
superficie son permisibles a la infeccion por DENV, demostrando el papel
fundamental de esta molécula, sirviendo como receptor en la célula hospedera
(Pokidysheva y cols., 2005)

Se han descrito también las interacciones entre la proteina E viral y el dominio
CRD de DC-SIGN (Wahala W, Silva A 2011), donde el dominio CRD de DC-
SIGN se une con gran afinidad a los residuos de manosa que estan presentes
en la proteina E del virus del dengue (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y
cols., 2003; Nielsen y cols., 2009).

En la figura 8 se muestra en (A) la superficie sombreada representaciéon del

complejo DENV-CRD a 25 A (Amstrong A = 10" m) de resolucién. Se
muestran los tres dominios de la proteina E de color naranja, verde y rojo, el
dominio CRD de DC-SIGN se muestra de color azul verdoso. Se delinean en

negro las unidades de repeticion de la proteina E en un esquema con una

resolucion de 50 A . En (B) el diagrama esquematico que muestra las
posiciones de los sitios de glicosilacion unidos a los aminoacidos Asn67 (@) y
Asn153 (x) y en(C) el diagrama que muestra la vista lateral del dominio CRD
acoplado a la proteina E del DENV. Donde se muestran las regiones en donde
se lleva acabo el reconocimiento de la proteina E entre las regiones marcadas

como P y R en los aminoacidos N67 y N67 todo esto con una resolucion de

14 A (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003; Yorgo y cols.,2003;
Guo y cols., 2004; Zelensky y Gready 2005; Nielsen y cols., 2009).
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Figura 8. La estructura del complejo DENV-CR (tomada de
Pokidysheva y cols., 2005)

Relaciéon monocito CD 209 y dengue

La gran mayoria de los estudios del dengue sefala que las principales células
blanco del DENV en sangre son los monocitos y también se ha reportado la
plasticidad del monocito in vitro para transformase a célula dendritica por

medio de la estimulacién con IL-4 y GM-CSF, (Navarro y cols., 2003).

Lo anterior indica que hay una relacion entre los monocitos y las células
dendriticas ya que comparten origen mieloide y bajo ciertos estimulos
presentan plasticidad; ademas, los monocitos y las DC son susceptibles a la
infeccion por virus del dengue; sin embargo, a pesar de estos reportes, la
molécula CD209 no esta caracterizada como receptor que permita la infeccion
de monocitos por DENV debido que se reporta baja o nula expresion en estas
células (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003; Yorgo vy
cols.,2003; Guo y cols., 2004; Zelensky y Gready 2005; Nielsen y cols., 2009).
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Linea celular THP-1

La linea celular THP-1 proviene de un varon de 1 afio de edad con leucemia
monocitica aguda, esta linea celular ha sido usada para estudios
inmunohistoquimicos de leucemia, ademas esta linea celular es un buen
anfitrion de transfeccidén de distintos genes para el estudio de interacciones
proteina  —proteina  (https://www.atcc.org/en/Global/Products/1/6/6/6/TIB-
202.aspx consultada el 30/10/13).

Estas células presentan una morfologia redonda grande, de una sola célula,
expresan en superficie receptores Fc y receptores de C3b, generan IL-1,
expresan, HLA A2, A9, B5, DRw1, DRw2, se tifien positivamente
para esterasa butirato alfa-naftilo producen lisozimas y son fagociticas
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/88081201?lang=es&regi
on=MX consultada el 30/10/13).

Se pueden diferenciar a monocitos y macrofagos utilizando éster de forbol 12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) o PMA (Phorbol 12-myristate 13-
acetat), cabe mencionar que este cambio es dependiente del tiempo y de la

concentracion del estimulo ya sea PMA o TPA.

Se ha reportado que esta linea celular responde al estimulo de IL-4 y GM-CSF
para diferenciarse a células dendriticas, por este hecho esta linea celular es
una de las mas utilizadas para el estudio de células dendriticas, ademas fue
utilizada en amplios estudios del sistema monocito-macréfago
(http://www.smbb.com.mx/congresos%20smbb/queretaro11/TRABAJOS/trab
ajos/Vlll/carteles/CVIII-35.pdf consultada el 30/10/13).

Por su amplio uso en el estudio de interacciones proteina —proteina se decidio
usar esta linea celular como un sistema premonocitico sin el estimulo para la
diferenciacion a monocitos ya que en este proceso de estimulacién las células
THP-1 pueden llegar a diferenciarse a macréfagos en donde las caracteristicas
que se estudié son muy diferentes, ademas de que al estimular a las células
THP-1 se estaria aumentado las variables a controlar y por ende la

reproductibilidad de los experimentos.
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JUSTIFICACION

Ya que los monocitos son células de origen mieloide que se encuentran dentro
de las principales células blanco del DENV en circulacion, en este trabajo se
analizara la induccién en la expresion de CD209 en dicha poblacion celular

durante la infeccidn por virus del dengue.

HIPOTESIS
La infeccion de monocitos con el DENV, promueve la expresion de CD209 en

estas células.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la expresiéon de CD209, tanto a nivel mMRNA como a nivel de
proteina, en cultivos primarios de monocitos humanos vy en la linea celular
THP-1, ambos infectados con DENV-2.

Objetivos particulares

1) Realizar cinéticas de infeccion con DENV-2, en cultivos primarios de

monocitos humanos y en la linea celular THP-1.

2) Evaluar los niveles de mRNA de CD209 en las células infectadas

mediante PCR en tiempo real.
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Disefo experimental

Figura 9. Disefio experimental (Se emplearon los cultivo primarios de
monocitos y células THP- 1, se realizaron cinéticas de infeccion y se
compararon con las células sin infeccion, se evaluaron los niveles de IL8 como
un indicador de activacion celular, se determind los niveles de sNS1 como un
indicador de la infeccion viral, la citometria de flujo se realizoé para evaluar el
comportamiento de CD-14 en superficie celular, se realizé la evaluacién de la
expresion de DC-SIGN a nivel de mRNA).
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Metodologia y materiales

Células C6/36
Para el crecimiento de las células C6/36 se utilizd medio MEM (Minimum

Essential Medium) suplementando con SFB (Suero Fetal Bovino) [Gibco®
E.U.A]] al 6%, 1% de vitaminas, aminoacidos no esenciales, L—glutamina
[Gibco® E.U.A.] y antibiéticos (penicilina-esptreptomicina Gibco® E.U.A.). En

todo momento la linea celular se incubd a 28°C en atmdsfera de aire.

Obtencion de abasto viral
Se utilizé la cepa prototipo de DENV-2 Nueva Guinea, la cual se cultivo en la

linea celular C6/36 con medio MEM de mantenimiento (1% de suero fetal
bovino, 1% de penicilina-estreptomicina, aminoacidos no esenciales, vitaminas
y L-glutamina). Para lo anterior, a las botellas de cultivo de 25 cm? con una
monocapa confluente al 80% de células C6/36, se les retiré el medio de
crecimiento por decantacion, posteriormente se adicionaron 4 mL de medio
MEM de mantenimiento y 1 mL de DENV2 (con 1 MOI) y el sistema se dejo
incubando a 28°C hasta que el efecto citopatico fue evidente. En ese momento,
se cosecharon las células y el sobrenadante infectado y se centrifugaron a 500
xg durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se almacené a -70°C en fracciones

de 1 mL hasta su uso.

Cuantificaciéon del DENV
El DENV se cuantificé por el método de formacion de placas liticas sobre

células BHK-21, incubando diluciones del DENV (10-'-10%) sobre una
monocapa de células BHK-21 (150-300 x 10° células) en placas de cultivo de
24 pozos y con medio DMEM de crecimiento. El sistema se incub6 durante 2
horas a 37°C y se adicioné medio semisolido Overlay (MEM 2x sin rojo de fenol
al 3% de carboximetilcelulosa) para inmovilizar el cultivo. Se incubé durante 5
dias a 37°C en atmdsfera parcial de CO2 (5%). Finalmente, la placa fue lavada
con agua corriente, se adicion6 colorante naftol azul-negro, se incubd durante
20 min. a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados con agua. Las placas
liticas se contaron en cada dilucion del virus y se aplicé la siguiente férmula

para cuantificar UFP/mL
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P x 10*

UFPml =

Dénde:

P: es el promedio del numero de placas obtenido en la dilucion en que se
contaron las placas.

10%: es la dilucion en que se contaron entre 10 y 100 placas (Factor de
dilucion).

V: es el volumen del in6culo expresado en mL

UFP mL = P10* x 20

Cultivo viral en cerebro de ratones neonatos:
Con la finalidad de incrementar los titulos virales se inocularon 0.02 mL del

virus del dengue por via intracerebral en 7 ratones lactantes de 1 a 2 dias de
edad. Los ratones se vigilaron hasta que aparecieron signos caracteristicos de
la infeccion viral (paralisis o movimientos involuntarios en extremidades y
pérdida de peso), en ese momento, los ratones se sacrificaron y se
almacenaron a -70°C. Posteriormente, se realizé la diseccion del cerebro de
los animales en condiciones de esterilidad, éste se macerd en un mortero frio
con medio MEM o RPMI (Gibco® E.U.A.) con antibidtico y 5% de SFB. El
macerado se centrifugé a 800 xg durante 5 min y se recuperoé el sobrenadante,
que se guardd a -70°C hasta su uso. Cabe sefalar que el DENV obtenido se

titulé por formacion de placas liticas en células BHK-21.

Purificacion de monocitos
La purificacion de monocitos se realizd6 mediante seleccién positiva de células

CD14 con perlas magnéticas (MACS, Miltenyi Biotechnologies, Alemania) a
partir de concentrados leucocitarios donados por los bancos de sangre del
Hospital General “Dr. Rubén Lefiero” de la Secretaria de Salud del D. F. y del
Centro Médico Nacional 20 de noviembre del ISSSTE. A partir de una muestra
de sangre anticoagulada se purificaron células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) por gradiente de ficoll (Ficoll-Hypaque, Sigma, E.U.A.). Se
realizaron de 3 a 4 lavados con solucion balanceada de Hanks o PBS estéril,

después se contaron las células en camara de Neubauer y se preparé una

31



suspension celular de 200X10°® células/mL, a las células se les adicionaron
80uL de solucion amortiguadora para MACs (PBS con 5% de albumina sérica
bovina y 10% de suero fetal bovino) estéril y 20uL anticuerpos monoclonales
anti-CD14 acoplados a perlas magnéticas. Por cada 10X107 células, el sistema
se dejo incubando a 4°C durante 15 minutos, posteriormente se realizd un
lavado con solucién amortiguadora MACs y las células se resuspendieron en
3 mL de la misma solucion. Esta suspensién celular se hizo pasar por una
columna midi MACS LS acoplada a un magneto. La columna se lavo 4 veces
con 3 mL de amortiguador de MACs, después se separd la columna del
magneto y se le adicionaron 5 mL de la misma solucion, se aplico presion a la
columna mediante un émbolo para recuperar a las células, las cuales se
lavaron con medio RPMI 1640 (Sigma, USA) y se resuspendieron en el mismo
medio con 10% de SFB. Las células se marcaron con anticuerpo anti-CD14
PerCP (usando las condiciones especificadas por el proveedor) y se leyeron

en un citometro de flujo FACSort (Becton Dickinson) para verificar su pureza.

Trasformacion de monocitos a células dendriticas
Para contar con un control positivo de células CD209 (+) las células CD14(+)

se incubaron en medio completo (RPMI 1640, 1% antibiéticos, y 10% SFB) con
5% de CO2 a 37°C y tras 11 dias de cultivo en presencia de 100 ng/mL
interleucina 4 (IL-4 PeprotechE.U.A.) 100 ng/mL y de 100 ng/mL de factor
estimulador de colonias granulocito/macrofago (GM-CSF Peprotech E.U.A), se
obtuvieron células dendriticas derivadas de monocitos; cabe mencionar que
cada 72 horas se retiré el 50 % del medio de cultivo y se agregé un 50% de

medio de cultivo nuevo con las mismas cantidades de citocinas.

Infeccion de la linea celular THP-1 y de cultivos primarios de monocitos
Tanto la linea celular como los cultivos primarios de monocitos y DC

trasformadas, se cultivaron en placas de 48 pozos a razén de 5X10° células
por pozo y se infectaron a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1 con medio
RPMI de crecimiento (10% se SFB y 1% de antibiéticos) y se incubaron a
37°C con atmdsfera al 5% de CO2 durante 24, 48, 72 y 96 horas postinfeccion.
Por cada tiempo se generaron 4 sistemas:
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Células sin estimulo (SE).
Células con 100 ng/mL de IL-4 y 100 ng/mL GM-CSF( IL-4 GMCSF).
Células infectadas con DENV 2 (DENV).

Células infectadas con virus “mock” (MOCK).

> Dbdh =

Cuantificacion de IL-8
Para esta determinacion se empled un “Kit” comercial de la marca Peprotech,

Human IL-8 Standard ELISA Development Kit. Lo primero que se realizo fue
una dilucion del anticuerpo de captura (policlonal) con PBS a una
concentracion de 1ug/mL. Inmediatamente, se afiadieron 100ul de cada pozo
de la placa ELISA, se incubd la placa durante la noche a temperatura ambiente.
Se aspiro el liquido de los pozos y se lavaron las placas 4 veces. Cada lavado
consistio en la adicion de 300uL de solucion amortiguadora de lavado por
pocillo, seguido de su eliminaciéon por decantacion. Después del ultimo lavado,
se afiadieron 300 uL del solucion amortiguadora de bloqueo a cada pocillo
incubando por 1 hora a temperatura ambiente se lavo la placa 4 veces. La
muestra patron del kit se diluyé a 0.01 ug/mL con solucion amortiguadora del
diluyente. Afdadiendo 100 pyL de estandar o muestra problema a cada pocillo
por triplicado. Se incubd la placa a temperatura ambiente durante 2 horas. Para
la deteccion se lavé la placa cuatro veces. Se diluyé el anticuerpo de deteccién
(biotinilado) en diluyente a una concentracién de 0.5ug/mL (500ng/mL).
Inmediatamente después, se anadieron 100uL por pocillo. Se incubé la placa
a temperatura ambiente durante 2 horas, después se lavo la placa 4 veces y
se diluyé el conjugado avidina-HRP a una dilucion 1:2000 en diluyente.
Agregando 100uL por pocillo e incubando 30 min. a temperatura ambiente, se
lavé la placa 4 veces y se afiadieron 100uL de solucion de sustrato ABTS (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) a cada pocillo finalmente
se incubd a temperatura ambiente durante el desarrollo del color. El desarrollo
de color se midié con un lector de placas de ELISA a 405 nm con correccién
de longitud de onda fija en 650 nm se obtuvieron los resultados y se realizaron
los analisis pertinentes, los cuales abarcaron la separacién de los resultados
por tiempo y estimulo para reportar el promedio de cada triplicado y calcular
los resultados de cada problema o experimento.
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Deteccion de NS1 por la técnica de ELISA

Para esta determinacién se emple6 un Kit comercial de la marca Panbio N° E-
DENO2P (Inverness medical Australia), se realizé un dilucion 1 en 1 del Control
Positivo, el Control Negativo, el Calibrador y las muestras problema. Afiadiendo
75 pL del diluyente a 75 yL de muestra, se mezclo bien esta dilucion después
se afnadieron 100 pL de las muestras de valoracion y los controles diluidos en
sus respectivos micro-pocillos de la placas del kit y se incubé la placa durante
1 hora a 37°C £ 1°C transcurriendo el tiempo se lavd seis veces con la solucién
amortiguadora de lavado, después del ultimo lavado se anadieron 100 pL de
Mab anti-NS1 conjugado con HRP en cada pocillo, incubando la placa durante
1 hora a 37°C = 1°C se lavd seis veces con la solucion amortiguadora de
lavado. Al terminar los lavados se afnadieron 100 uL de TMB en cada pocillo
incubando la placa por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C),
cronometrando desde la primera adicion esperando un color azul terminando
el tiempo se afiadieron 100 pL de la solucion de paro en todos los pocillos en
el mismo orden y tiempo que cuando se aiadié el TMB( 3,3'5,5' tetrametil-
bencidina) el color azul cambié a amarillo leyendo las absorbancias , de cada
pocillo a una longitud de onda de 450 nm con un filtro de referencia de 600-
650 nm. Después de la lectura de la microplaca se realizaron las operaciones
pertinentes el promedio del triplicado de las muestra y calcular los resultados

de cada problema o experimento.

Realizacién de las la tinciones para citometria de flujo (CMF) a partir de
linea celular, cultivos primarios de monocitos y sangre total

Se propusieron sistemas de tincion en los cuales siempre deben estar
presentes un sistema sin ningun tipo de tincibn como un control de
autofluorescencia, ademas, de este control se requirieron de controles
positivos por cada uno de los florocromos a utilizar, es decir, células en las que
esté presente la proteina a identificar y que estén debidamente tefidas como
controles de compensacion. Teniendo en cuenta lo anterior, se colocaron
aproximadamente 5X10° células por condicidon o sistema en tubos para CMF
debidamente identificados (tipo de células, tiempo, estimulo, anticuerpos y
fluorocromo) teniendo los tubos identificados se realiz6é un lavado a cada uno

afiadiendo 1 mL de PBA (PBS con 1% de albumina sérica bovina) y
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centrifugandolos a 500 xg decantando el sobrenadante y resuspendiendo la
pastilla después se les agregaron los anticuerpos y se incub6 a temperatura
ambiente en una camara obscura por 1 hora después se realizé de nuevo un
lavado con 1 mL de PBA recolectando la pastilla agregando 300 mL de PBS,
tratando de leer inmediatamente los tubos en el citometro de flujo realizando
los ajustes pertinentes para una correcta lectura.

Cabe senalar que se realizaron tinciones de superficie con anticuerpos anti-CD
209 con Ficoeritrina (PE) y anti-CD 14 marcado con (PerCP Santa Cruz
Biotechnology CA EUA) y un kit para la deteccion de la proteina E del DENV
marcado con isotiocianato de fluoresceina FITC (Becton- Dickinson, EUA).
Todas las tinciones fueron evaluadas en un citdmetro de flujo FASCsort de
Becton-Dickinson (EUA) con su respectivo software. Aunado a esto se realizo
un segundo analisis con el software Summit v4.3.

Purificacion de RNA

La purificaciéon del RNA total se realiz6 a partir de los cultivos primarios de
monocitos humanos, se utilizé el método de purificacién por afinidad en
columna, con el estuche comercial QlAamp® EasyRNA mini kit (QIAGEN,

Hilden, Alemania)

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 560 pL de la solucion amortiguadora
AVL y 5.6 pL de acarreador de muestra. Posteriormente, se adicionaron 140uL
del lisado celular y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 10
minutos. Se agregaron 560 pL de etanol al 96-100% y se mezcld en vértex por
15 segundos. Se adicionaron 630uL de la mezcla anterior a una minicolumna
con tubo colector y se centrifugd a 6,000 xg por 1 minuto a 4°C, la mezcla
restante se proceso de la misma forma y en la misma columna. La columna se
lavd con 500 uL de la solucién amortiguadora AW1, centrifugando a 6,000 xg
por 1minuto a 4°C cambiando el tubo colector y después con 500 pL de la
solucion amortiguadora AW2, centrifugando a 20,000 rpm por 3 minutos a 4°C
cambiando el tubo colector nuevamente. Para la elusion, la columna se coloco
dentro de un micro tubo de 1.5mL libre de RNAasas y se adicionaron 60uL de
la solucion amortiguadora AVE dentro de ésta. El sistema se centrifugd a 6,000
xg por 1minuto a 4°C. El producto eluido (RNA total) fue empleado
inmediatamente o almacenado a -70°C hasta su uso.
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Transformacion de RNA total a cDNA (DNA complementario) total

En esta etapa de la metodologia se empled un kit comercial SuperScripTM Il
Reverse Transcriptase (california EUA) siguiendo los pasos indicados por el
fabricante en el inserto de este kit. Lo primero en este protocolo fue etiquetar
correctamente tubos de 200uL (tiempo, condicion y estimulo) a estos tubos se
les anadié 5 ul del RNA total, con 50 ng de “random primers”al 2 pmol y 1 uL
de oligo (dT) con una concentracion de 5 uM llevando a un volumen de 13 pulL.
Esta mezcla se calenté a 65°C por 5 minutos transcurrido el tiempo los tubos
se colocaron en hielo durante 1 minuto después se les coloco a cada tubo 4 ulL
de First-Strand solucion amortiguadora, 1 ul de DTT a una concentracién de
0.1M, 1 ul de SuperScript™ [IRT ( 200 unidades/pul) después de afadir estos
reactivos se incubaron los tubos a 50°C por 50 se mantuvieron a -20°C hasta

Su uUso.

Integridad y cuantificacion
Los productos obtenidos del paso anterior fueron analizados y cuantificados

por espectrofotometria con el equipo Epoch Micro-Volume Spectrophotometer
System (BioTek®, San Francisco CA, USA). Se realizaron lecturas de
absorbancia a 260 y 280 nm y se obtuvo la relacion 260/280 para verificar la
pureza correspondiente (6ptima de 1.5-2.0) teniendo esos datos se generaron
alicuotas de cada cDNA con una concentracion de 25 ng/ulL diluyendo el cDNA

con agua grado PCR.

Deteccion del mMRNA de DC-SIGN y GAPDH por PCR

Los “primers” utilizados se solicitaron a los laboratorios eurofins mwg|operon
(Inglaterra) con las secuencias de reportes previos (tabla 2) (Cheong y col.,
2010)

Se probaron estos “primers” mediante la técnica de PCR punto final,
verificando asi su correcta funcionalidad; para la determinacién cuantitativa del
MRNA de DC-SIGN se emple?d la técnica de RT-PCR en tiempo real mediante

el método de cuantificacion relativa 2(AACt) SYBR® Green (ROCHE EUA) en



un termociclador Lighcycler Il de Roche. Siguiendo el protocolo del kit
480SYBER Green 1 Master.

Para realizar esta metodologia se emplearon placas de 96 micropozos en
donde a cada pozo se le colocaron 3 uL de agua grado PCR, 2 uL de primers
especificos DC-SIGN y 10uL del Master mix del kit

Después de tener la placa lista con los reactivos se introdujo en el
termociclador utilizado en la etapa de pre- incubacion un ciclo de 95°C durante
5 minutos, en la etapa amplificacion se emplearon 45 ciclos divididos en fases;
para la fase de alineacion 55°C por 20 segundos, y para la fase de disociacion
95°C por 10 segundos, ademas, de un ciclo de parado a 95°C por 1 minuto y
un ciclo final de enfriamiento a 40°C por 5 minutos. Los resultados obtenidos
se analizaron con el “software” Roche LightCycler 480 Version 1.2.9.11 para
identificar la expresion relativa de DC209 en relacién al gen constitutivo
GADPH.

Tabla 3 secuencia de “primers” empleados

“Primer” secuencia5 a3’
DC-SIGN FW TGCACCACCAACTGCTTAGC
DC-SIGN RV GGCATGGACTGTGGTCATGAG
GAPDH FW TCTCCTGGCTCTTGACA
GAPDH RV CCACCACGATGAATACTACA

(Cheong y col., 2010)
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Resultados

Como primer resultado de este trabajo se obtuvo la titulacién del stock de
DENV 2 empleado en todos los experimentos, es preciso mencionar que para
la obtencién de un titulo viral adecuado se realizaron una gran cantidad de
titulaciones, pases virales en células C6/36 y pases virales en cerebros de
ratdn neonato, ademas, de la modificacidn y estandarizacion de la técnica de

titulacion obteniendo mejores resultados en la titulacion, (figura 10)

Figura 10. Resultados de la titulacion del DEV2 (para la generacion del stock
UFP/mL = 14X109)

Se estandarizaron las condiciones de la purificacion celular por el método de
perlas magnéticas MACS, en la figura 11 A) se muestra la grafica de
complejidad y tamafio y en la B) la tincion simple con anti-CD14 donde se
demostré por este modo que las células purificadas son monocitos y el
porcentaje de pureza del 97.14% el cual esta en los estandares de esta técnica
vale la pena mencionar que se este procedimiento se realizé 3 veces en donde

el promedio obtenido fue de 97.14 y la desviacion estandar fue de 0.5.
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Figura 11. Poblacién de monocitos purificados por MACS (nivel de
pureza del 97.14%)

Al contar con los “primers” especificos para DC-SIGN y GAPDH, ademas, de
tener estandarizada la purificacion de monocitos y las condiciones de cultivo
de la linea celular THP-1, se decidio realizar la extraccién de RNA total de
monocitos purificados, células THP-1 y células THP-1 estimuladas con PMA
en el estadio de macréfagos para evaluar los “primers”, los resultados se

observan en la figura 12.

Figura 12. Prueba de primers de DC-SIGN y GAPDH. (En la fotografia se muestra la
amplificacion a partir de los RNA de Monocitos y la linea THP-1

a) marcador de peso molecular b) primers para GAPDH c) primers para DC-SIGN)

MO= monocitos THP-1=células THP-1  MA= células THP-1 en CN=control negativo
estadio de macrofagos
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Al lograr la deteccion en DC-SIGN en células THP-1 sin ningun tipo de

tratamiento, se decidid realizar experimentos con esta linea celular en los

cuales se efectuaron cinéticas de infeccion tomando células cada 24 horas

pos-infeccion (HPI) a partir del tiempo O hasta las 96 horas, después a las

células obtenidas se les realizaron tinciones con anticuerpos anti-CD14 como

marcador de monocitos, y anti-E como marcador de infeccion viral por dengue

para observar el comportamiento de estos marcadores en esta linea celular, y

se analizaron por CF (citometria de flujo) como se muestra en la figura 13.

Celulas THP-1 con anti-
CD14 vy células

Células THP-1 con anti-
E vy células sin tincion

tincion (FL1) (FL3)
1056 &3z
w7921 w5244
E 528 5416'
o 264 2 208
0 f T T 0 1 T T
100 107 102 10% 104 100 107 102 10% 104
FL 1 Log FL 3 Log
1087 627
m 8157 w 515
E 243 5343‘
O 2714 ERRE
0 1 T T 0 i T T
100 101 102 10° 104 102 1 102 108 104
FL1 Log FL3Log
1188 1168
w 891 w 876
E 584 7 E 584 7
o297 4 O 252 1
0 T T T 0 T T T
100 101 102 102 104 100 101 102 10 10+
FL1 Log FL 3 Log
1057 62
n 752 n G465
E 528 5431‘
o 264 22154
0 T T T 0 T T T
100 101 102 109 10+ 100 101 102 10° 104
FL1 Log FL 3 Log
1044 1135
o 783 w 8514
E 522 5 567
O 261+ | O 2837
0 e T T 0 T ! T
100 101 102 10¢ 10+ 100 101 102 10¢ 10+
FL 1 Log FL 3 Log

Tiempo
0 HPI

Tiempo
24 HPI

Tiempo
43 HPI

Tiempo
72 HPI

Tiempo
g6 HPI

Figura 13. Tinciones de citometria de flujo en células THP-1 infectadas
por DENV. (se muestran de color rojo las células sin tincion y de color

verde las células con tincién)
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La tincién doble a todos los tiempos analizados (0, 24, 48, 72 y 96 horas
postinfeccién) tanto para la deteccion de la proteina E FITC en la superficie de
las células THP- 1 como para el marcador de monocitos CD14 indican que la
linea celular THP-1 es muy poco permisible a la infeccién por el virus del

dengue y expresa muy pocos hiveles de CD14.

Por estas rezones se decidio trabajar en adelante monocitos humanos para la
deteccion del mRNA de DC-SIGN se emplearon los “primers” antes citados
en la metodologia y monocitos purificados por MACS utilizando 5X10° células
por pozo en placas de 48 pozos con 500 uL de medio RPMI +10% de SFB +1%

de antibidticos y se establecieron 4 sistemas:

Células sin estimulo (SE).
Células con IL-4 y GM CSF.
Células con DENV (1 MOI).

Células con MOCK (virus inactivo).

W bh =

Con base en los sistemas planteados se realiz6 la cinética de 0, 24, 48, 72, 96
horas pos-infeccién con cada uno, con 3 sujetos diferentes (donadores sanos
del banco de sangre) en donde se midio el nivel del mMRNA de DC-SIGN por
gRT-PCR, asi como la deteccién de NS1 (ELISA) y la cantidad de IL-8 (ELISA).

Monocitos S/E Monocitos con IL-4  Monocitos con MOCK Monocitos+ DENV
+GMCSF

Figura 14. Cultivo primario de monocitos a las 72 horas posinfeccion en
cada sistema en donde se observan la aglutinacion celular con el estimulo
de dengue

41



Los cultivos de monocitos presentaron un desarrollo homogéneo en todos los
sistemas excepto en el que se infecté con DENV 2 activo, en donde se observo
un fendmeno de generacion de aglutinacién que fue muy evidente a las 72, 96
horas pos-infeccion, sin llegar a la formacion de sincicios caracteristica de la

infeccion sobre algunos tipos celulares como la linea C6/36.

Se realiz6 la determinacion de IL-8 para verificar la activacion de los monocitos
en los sistemas MOCK, DENV y SE, puesto que es una de las principales

citocinas generada por los monocitos durante la infeccion por virus del dengue,

A los resultados obtenidos se les realiz6 un analisis estadistico de ANOVA y
una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de confianza en el software

(GraphPas Prism versién 5.2) con una P <0.05 originando asi la figura 17.

Se observo que en el tiempo 0 solo hay cambios significativos en el sistema
MOCK vy este sistema es el unico que se mantiene constante durante el

experimento.

Mientras que en el sistema DENV se observdé un aumento continuo en los
valores de IL-8, teniendo como maximo el tiempo 48 horas (H), después de

este tiempo los valores de IL-8 en el sistema se mantuvieron constantes.

En el sistema SE se observd un aumento en el tiempo 24 horas (H), el cual se

mantuvo constante a lo largo del experimento
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pg/ mL

Figura 15. Niveles de IL-8.

(Donde SE son las células sin estimulo, MOCK son los monocitos estimulados con
MOCK, DENV son los mocitos infectados con virus del dengue, Las lineas superiores
representan la significancia entre la misma condicidon experimenta.

Donde la terminacion TO refiere al tiempo 0 del experimento

Donde la terminacion 24 H refiere a las 24 horas del experimento
Donde la terminacién 48 H refiere a las 48 horas del experimento
Donde la terminacién 72 H refiere a las 72 horas del experimento

Donde la terminacion 96 H refiere a las 96 horas del experimento)
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Se realizo la determinacién de sNS1 por ELISA, este resultado nos indica si
los monocitos realmente se infectaron por el DENV. Los resultados de la
deteccion de sNS1 en los sobrenadantes de los sistemas SE, DENV viable,
MOCK y IL-4 GM CSF. Se graficaron usando los promedios de las tres
determinacion por cada tiempo y de cada sistema en cada uno de los tiempos,

originando asi la siguiente grafica (figura 18).

En donde se aprecia que el estimulo de 1MOI de DENV fue suficiente para
infectar a los monocitos, en otras palabras los monocitos se infectaron teniendo
su pico maximo de infeccion a las 72 horas y una disminucién posterior,
también se observd que los valores del sistema MOCK se encontraron
elevados teniendo su pico maximo a las 48 horas después del estimulo, los

sistemas SE y IL-4 GM CSF se encontraron por debajo del nivel de corte.

El valor de corte se obtuvo a partir del valor del control positivo, al cual se sumo

tres veces la desviacion estandar de los calibradores.

Figura 16. Niveles de deteccion de sNS1

(Donde SE son los monocitos sin estimulo, dengue son los monocitos
infectados con virus del dengue, IL-4 + GMCSF son los monocitos estimulados
con IL-4 + GMCSF y MOCK son los monocitos con el estimulo de MOCK.)
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Para obtener los resultados de la variacion en la expresion de mRNA de DC-
SIGN, se recolectaron células en todos los tiempos de la cinética y todos los
sistemas planteados, a estas células se les extrajo el RNA total el cual se
convirtio en cDNA, se efectuaron diluciones para tener la misma cantidad de
cDNA en todas las muestras, se realiz6 la técnica de qPCR con Sybr Green
con el analisis de cuantificacién relativa en donde los valores de Ct de los
sistemas MOCK, DENV vy IL-4 GMCSF se compararon con los valores de CT
del sistema SE, en cada tiempo. Se obtuvieron las graficas de amplificacion
para DC-SIGN y GAPDH de todos los sistemas y todos los tiempos, ademas,

de que se obtuvieron los Ct de cada una de las muestras (figura 17).
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Curvas de amplificacion de CD-209

Curvas de amplificacion de todos los sistemas y todos los tiempos con
™ |os primes para CD-209 o DC-SIGN

Curvas de los blancos (controles negativos)

Valor de corte (establecido por el equipo)

Curvas de amplificacion de GAPDH

N

Curvas de amplificacion de todos los sistemas y todos los tiempos con los
primes para GAPDH

\ Valor de corte (establecido por el equipo)

Nota: las curvas de los blancos (controles negativos) no se muestran en este
grafico ya que sus valores son menores al valor de corte.

Figura 17. Curvas de amplificacion
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Ratios

A los resultados de la expresion de mRNA para DC-SIGN se les realizé un
tratamiento estadistico de deteccién de error y una prueba de ANOVA
unidireccional, en una herramienta del programa Minitab, se eliminaron 3
valores del control positivo en los tiempos 48, 72 y 96 horas pos infeccién uno
en cada tiempo ya que el programa los catalog6é como resultados atipicos
puesto que duplicaban los valores de los otros dos resultados, eliminado los

valores extremadamente altos del control positivo se generd la siguiente

grafica.
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Figura 18. Validacién de resultado. (Método estadistico de deteccidon de error en el
programa Minitab, los puntos rojos son los valores obtenidos de la cuantificacion
relativa, los puntos azules son los promedios de cada tiempo y sistema con una n
de 3 por cada sistema)
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Finalmente después del tratamiento estadistico para eliminar los errores
atipicos, los datos eliminados fueron valores muy altos del control positivo es
decir los monocitos con IL-4 y el GM CSF ya que estos valores duplicaban la
sefal con respecto a los otros 2 de mismo tiempo, se realiz6 otro tratamiento
estadistico de ANOVA y una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de
confianza en el software (GraphPas Prism version 5.2), con una P<0.05 para
apreciar el comportamiento de los resultados y la significancia entre los

sistemas evaluados, el cual se muestra en la siguiente grafica (figura 19).

Niveles de expresion de CD209
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Figura 19. Niveles de expresion de DC-SIGN en monocitos infectados con DENV.

(Donde IL-4+GMCSF son los valores del sistema con IL-4+GMCSF, DENV son los
valores del sistema infectado con virus del dengue, MOCK son los valores del sistema
estimulados con MOCK y la terminacion hpi son la horas pos-infeccién
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Lo que se puede apreciar en esta grafica es que no hubo diferencia significativa
en ningun tiempo de los sistemas de MOCK y DENV, pero en el sistema que
contenia las citocinas IL-4 y el GM CSF existiéo un notable incremento, este
incremento es dependiente del tiempo, ademas, es estadisticamente
significativo P=0.05 entre los tiempos del mismo sistema y los demas

sistemas.

De la figura anterior el dato mas importante es que la infeccién con DENV de
los monocitos purificados no induce una sobre-expresion o disminucién del
MRNA de CD 209. Cabe mencionar que para acreditar estos datos también se
utilizé un gen constitutivo el cual fue GAPDH (todas las células con nucleo
presentan esta proteina), para verificar que la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) se haya realizado correctamente.
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Discusion
En primer lugar se genero el suministro viral para la realizacion de este trabajo,

en cultivos de células C6/36 y la cuantificacion viral en células BHK-21.

En la identificacion de mMRNA de DC-SIGN por los ‘primers” especificos, se
evaluaron en las extracciones de RNA total en tres diferentes tipos de células,
las THP-1 (pre-monociticas), monocitos y células THP-1 estimuladas con PMA
(estadio de macréfagos). Esto se hizo con la intencidn de evaluar la presencia
de mRNA de DC-SIGN con los “primers” en diferentes estadios celulares: pre-
monocito, monocito y macréfago. En la literatura se menciona (Navarro-
Sanchezy cols., 2003; Kwany cols., 2008) que los macréfagos expresan pocas
cantidades de DC-SIGN en superficie, asi que las células en este estadio eran
un control (+) de la reaccion, en cambio los monocitos y células pre-
monociticas eran las muestras problema, en las cuales se logré identificar DC-
SIGN a nivel de mRNA (se observé la banda ver la figura 13), el control (-) fue

la reaccién con los “primers” solos.

Cabe mencionar que esta identificacion fue visual, es decir, se consiguio ver la
banda en el gel de electroforesis después de la PCR punto final. Por estos
resultados se decidi6 trabajar con la linea celular THP-1, ademas de que esta
linea celular se emplea para el estudio de interacciones proteina-proteina y es
util para observar el comportamiento de esta proteina en el trascurso de la

infeccion por virus del dengue.

En las cinéticas de infeccion de las células THP-1 se encontré6 que estas
células fueron poco susceptibles a la infeccion por virus del dengue, ademas,
de que estas células expresaron baja concentracion CD14 en su superficie,
estos resultados se pudieron comparar a los obtenidos por el grupo de Boonrat
Tassaneetrithep y colaboradores en 2003 , en donde utilizaron la linea celular
THP-1 y células THP-1 transfectadas con el gen de DC-SIGN o CD 209,
demostrando que las células THP-1 son poco permisibles a la infeccién de
DENV, también, describieron el papel como receptor viral que tiene la proteina
DC-SIGN, esto también lo corroboraron a través de la trasformacién de
monocitos en células dendriticas, las cuales expresan una gran cantidad de

DC-SIGN y su tasa de infeccion es muy grande en comparacion de las células
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dendriticas maduras derivadas de monocitos, las cuales expresan una menor

cantidad de este receptor y su tasa de infeccion era menor.

Al saber que las células en el estadio premonocitico eran muy poco
susceptibles a la infeccidn por virus del dengue se decidid trabajar con

monocitos.

Con respecto a los sistemas que se decidieron emplear para la parte de
deteccion de mRNA de DC-SIGN en monocitos, se tuvieron varias razones

para cada sistema.

1. En el sistema SE: lo que se busca es el mMRNA de DC-SIGN y esta molécula
se presenta en mayor cantidad en células en estadio de macréfagos y los
monocitos en cultivo cambian a macrofagos a razon del tiempo que lleven en
cultivo, por esta razon se requiere un sistema sin estimulo como blanco en

cada tiempo.

2. En el sistema IL-4+GM CSF: este sistema se utiliz6 como control positivo,
fue propuesto de esa manera porque en numerosas metodologias antes
mencionadas, utilizaron IL-4 y GM-CSF para la transformacién de monocitos
a células dendriticas y DC-SIGN es una molécula caracteristica de las células
dendriticas.

Con respecto al uso de las citocinas IL-4 y GM CSF, como estimulo positivo
para la expresion de DC-SIGN en monocitos, es necesario mencionar que en
la bibliografia se encuentran reportados muchos experimentos de diferentes
grupos de investigadores por ejemplo: Cheong y cols., 2010, Navarro y cols.,
2003, Granelli y cols., 2005, Bullwinkel y cols., 2011, Kwan y cols., 2008,
Lozach y cols., 2005, Relloso y cols., 2012. En todos estos grupos de trabajo
se realiz6 el proceso de transformacién de monocitos a células dendriticas por
medio del estimulo de diferentes cantidades de IL-4 y de GM CSF y se ha
encontrado un aumento significativo de DC-SIGN, DC80 y otros marcadores
de células dendriticas, estos marcadores se logran detectar después de 9 a 13
dias dependiendo el protocolo de transformacién empleado.
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En un estudio realizado por el grupo de Bullwinkel y colaboradores, en 2011
encontraron un aumento gradual en el nivel de mRNA de DC-SIGN, en el
transcurso de la transformacion de monocitos a células dendriticas, este
aumento se aprecia después de las 24 horas postestimulacién con las
citocinas IL-4 y GM CSF.

3. El sistema DENV: fue propuesto ya que es nuestro sistema problema, la
cantidad de 1 MOI de virus para infectar a los monocitos se propuso de este
modo ya que en varios articulos (Relloso y cols., 2012, Navarro y cols., 2003)
se utilizd este estimulo para obtener resultados entre las primaras 72 horas

pos-infeccion.

4. El sistema MOCK: el MOCK es el mismo sobrenadante con DENV 2
empleado para la infeccion por DENV, pero con el virus inactivado a través de
calor a 56°C durante 60 minutos, puesto que se infectdé con DENV2 proveniente
del sobrenadante de células C6/36 infectadas con virus del dengue 2, se
requiere un sistema para eliminar la actividad de los PAMP s presentes en este

sobrenadante y poder atribuir los resultados solamente al virus del dengue.
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Con respecto al comportamiento de los monocitos del sistema DENV, en donde
se generd un proceso de aglutinacion celular la literatura menciona (Chen.
Wang S., 2002), que los monocitos al ser infectados por el virus del dengue
tienen la capacidad de secretar diferentes citocinas, las cuales son de
importancia clinica, las cuales pueden tener un efecto quimioatrayente en el
cultivo que puede ser reflejado por la aglutinacion celular observada, sin llegar
a la formacion de sincicios caracteristica de la infeccion por DENV. (Mildre y
cols., 1996) ademas de esta razon también se pudiera deber a un proceso de

aglutinacion mediada por virus.

La determinacion de IL-8 se utilizé como un marcador de la activacion de los
monocitos, se decidié medir IL-8 ya que es una de las principales citocinas
generadas por los monocitos tras la infeccién por virus del dengue, la funcién
del IL-8 es atraer a neutrdfilos y linfocitos inexpertos, asi como movilizar,

activar y provocar la desgranulacion de neutrofilos.

En los resultados de la cuantificacion de IL-8 se observaron niveles elevados
de esta citocina, desde el tiempo 0 esto pudiera deberse al proceso de
purificacion de monocitos, en el cual se lleva a cabo una reaccién antigeno
anticuerpo, en la cual se activa la molécula CD14 presentes en los monocitos
y esta desencadena una sefializacion intracelular que da origen a la activacion
de los monocitos. En los sistemas DENV se aprecia una tendencia de
constante aumento hasta el tiempo 48 y después se estabiliza esto se debe a
la infeccidon del DENV. En cambio el sistema SE solo hay un aumento a las 24
horas y ese incremento se mantuvo constante a lo largo del experimento, esto
pudiera deberse a la activacion de los monocitos. En el sistema MOCK hay un
aumento desde el principio y ese valor se mantiene constante, este
comportamiento pudiera deberse a la activacion de los monocitos por causa
de la purificacion celular y a la gran cantidad de moléculas extrafias PAMP’s

que se encuentran presentes en el MOCK.

Es necesario mencionar que en experimentos previos realizados por el grupo
de Avirutnan y colaboradores, evaluaron los niveles de IL-8 en pacientes con
fiebre del dengue y encontraron niveles elevados de IL-8 que van desde 977 a

20,000 pg/mL en circulacién, esto nos indica que esta citocina es de suma
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importancia en el transcurso de la enfermedad. Por otra parte, el grupo de
Bosch y colaboradores, demostraron que los monocitos infectados por virus
del dengue in vitro producen altos niveles de IL-8, lo que esto nos indica es
que los datos encontrados en esta parte experimental son esperados. Algunos
de estos autores proponen usar los niveles elevados de IL-8, como un

marcador de la gravedad de la enfermedad del dengue.

La deteccion de sNS1 indicé que el sistema DENV realmente se encontraba
infectado y alcanzando su maximo a las 72 horas pos infeccion, estos
resultados concuerda con reportados en la bibliografia (Relloso y cols., 2012,

Navarro y cols., 2003).

Cuantificacion de mRNA de DC-SIGN

Después de obtener los resultados de la cuantificacion relativa de mRNA de
DC-SIGN, se realizé un procedimiento estadistico en el cual se eliminaron los
errores atipicos, estos errores los detectaba el software (Minitab) analizando la
varianza entre de los resultados del mismo tiempo eliminando asi los puntos
catalogados como resultados dispares o erroneos ya estos errores duplicaban

le valor de los otros dos valores del mismo tiempo en el control positivo.

Teniendo los resultados validados, se realizé un estudio estadistico de ANOVA
y una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de confianza en el software
(Graphpad Prism version 5.2), para apreciar si los resultados fueron
estadisticamente significativos P=0.05. En este analisis se encontré que en el
sistema DENV no hubo diferencia significativa en ningun tiempo, lo cual indico
que el virus del dengue no promovio la expresién de DC-SIGN ni la regula, en
el sistema MOCK tampoco existieron cambios significativos en ningun tiempo,
ya que el MOCK es el sobrenadante desnaturalizado de células C6/36 con

virus del dengue inactivo.
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En contraste, en el sistema IL-4 y GM CSF (control positivo) se observéd un
constante aumento a partir del tiempo 24 hasta el fin del experimento, este
resultado es justo lo que se esperaba ya que la combinacion de estas dos

citocinas promueve la transformacion de monocitos a células dendriticas.

Es importante mencionar que el grupo de trabajo de Bullwinkel y colaboradores
en 2011 describieron que existe una relaciéon inversa entre la expresion de DC-
SIGN y CD14; asi, en la poblacién de monocitos, la molécula que sirve como
marcador es CD14 en tanto que DC-SIGN es un marcador de células
dendriticas, esta relacion tiene que ver con mecanismos de regulacion
epigenéticos entre la expresion de CD14 y la represion de DC-SIGN (Bullwinkel
y cols., 2011), estos mecanismos de regulacion son muy amplios, pero el
mecanismo responsable de la regulacion DC14 y DC-SIGN es la desacetilacion
de lisinas de las histonas y metilacion en diferentes regiones CpG en el
promotor de un gen, este mecanismo se le conoce como el “cddigo de histonas”
el cual reprime el gen de DC-SIGN cuando ésta activo el gen de CD14
(Bullwinkel y cols., 2011).

El grupo de Bullwinke describié que en el estadio de monocito se encuentra
metilado un gran porcentaje del promotor de DC-SIGN, esto quiere decir que
se encuentra silenciado este gen y con el estimulo de IL-4 y GM CSF, se
desencadenan una serie de respuestas fisiolégicas en el monocito entre ellas
una desmetilacion de regiones CpG en el promotor de DC-SIGN vy la
hiperacetilacién de las histonas del promotor de DC-SIGN (activacion del gen)
y un aumento en la metilacion de regiones CpG y desacetilacion de las
histonas en el promotor de CD14 (desactivacion del gen) de modo tal que
existe una represion entre CD14 y DC-SIGN vy viceversa, ademas, en este
articulo encontraron que es energéticamente mejor para los monocitos

mantener silenciado el gen de DC-SIGN. (Bullwinkel y cols., 2011)

No hay reportes de monocitos DC-SIGN positivos pero existen reportes de
macrofagos que expresan un equilibrio entre CD14 y DC-SIGN en su superficie
(Relloso y cols., 2012, Navarro y cols., 2003).

Los grupos de trabajo de Navarro y cols., 2003 Bullwinkel y cols., 2011 y
Relloso y cols., 2012 han demostrado que no existe la expresién de DC-SIGN
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en monocitos pero han encontrado una baja expresién de DC-SIGN en
macrofagos y una muy alta expresion en células dendriticas, por lo que era

necesario ver si esta molécula podia ser regulada tras la infeccion con DENV.

Es importante mencionar que se han reportado varios receptores del virus del
dengue en monocitos como son las molécula CD14/LPS (complejo LPS-LBP-
CD 14-TLR4) (Cheny cols., 1999), HSP70/HSP90, TL4 (Reyes y col., 2005) y
los receptores de Fc (Takada y Kawaoka 2003, Kliks y cols., 1989) que
transmiten senalizacion al interior de la célula que pudieran modular la
expresion de otras moléculas, entre ellas DC-SIGN, sin embargo, no se ha
reportado que el virus del dengue promueva hiperacetilaciones de histonas y
metilaciones de regiones CpG en el promotor de DC-SIGN hasta el momento,

por lo que este es una campo muy amplio aun por investigar.

El reconocimiento del virus del dengue por medio de CD14 aun no esta muy
bien caracterizado, y se ha descrito que diferentes concentraciones de LPS de
E.coli son capaces de inhibir la infeccion por virus del dengue en monocitos y

macrofagos (Cheny cols., 1999).

El reconocimiento del virus del dengue por medio de HSP70/HSP90 y TRL4
tampoco se ha descrito totalmente (Reyes y col., 2005), en tanto que se conoce
que el reconocimiento a través de receptor Fc consta de dos pasos, el primero
es la unién de un anticuerpo no neutralizante al DENV y después se lleva acabo
el reconocimiento de la fraccion Fc del anticuerpo por el receptor situado en el
monocito y de este modo se lleva a cabo la infeccidn facilitada por anticuerpos
( Kliks y cols., 1989; Takada y Kawaoka 2003), los mecanismos de
sefalizacion implicados en esta via de infeccion no han sido completamente
elucidados y su participacion en la regulacion de moléculas como DC-SIGN es

un punto interesante por evaluar.

Por ultimo, cabe mencionar que no se ha reportado ningun articulo en el cual
se encuentren monocitos CD14 (+) y DC-SIGN (+) en ninguna patologia,
ademas, de que no se han reportado ningun tipo de modulacién de DC-SIGN

en monocitos con ningun tipo de patégeno ni tipo de cancer.
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Conclusiones
La infeccion por el virus del dengue 2 en cultivo primario de monocitos NO tiene

la capacidad de regular la expresion del DC-SIGN.

1) Se realizaron cinéticas de infeccion con células THP-1 confirmando
resultados previamente reportados sobre su baja susceptibilidad a la
infeccion por el virus del dengue.

2) Se evaluaron los niveles de expresion de mRNA de la proteina DC-SIGN
en cultivo primario de monocito infectados por DENV 2 en donde no se
encontraron diferencias significativas comparando con los sistema sin

estimulo.

Perspectivas

» Realizar los experimentos in vivo para caracterizar en general el
comportamiento de los monocitos en la infeccion por virus del dengue,
ya que no se conoce por completo el papel que estos juegan en los

trastornos hemorragicos de la enfermedad del dengue.
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