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iii) RESUMEN

El dengue es una enfermedad viral transmitida por la picadura de un mosquito vector
infectado con cualquier serotipo de los virus del dengue (DENV-1, -2,-3,-4), que
provocan una enfermedad febril autolimitada en la mayoria de los casos. Sin
embargo, en ocasiones la enfermedad evoluciona a formas graves, los mecanismos
mediante los cuales algunos pacientes cursan con una infeccion asintomatica y
otros desarrollan complicaciones hemorragicas no estan del todo definidos. La
evidencia clinica y epidemiolégica disponible sugiere una importante participacién
del sistema inmune en la patogenia de la enfermedad, de tal forma que las células

de este sistema son los blancos de la infeccidn por el virus del dengue.

Debido a que no existe un modelo animal de experimentacion, los estudios de la
infeccidn natural son limitados, hasta el momento aquellos que han planteado
identificar la célula blanco de la infeccion refieren que los linfocitos B son las
principales células mononucleares de sangre periférica infectadas por DENV, los
patrones de trafico celular de los linfocitos B entre la sangre y los tejidos linfaticos
sugieren que éstas podrian estar implicadas en la diseminacion del virus por el

organismo.

Por otro lado, los linfocitos B infectados con DENV producen citocinas
proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, que han sido identificadas como responsables
de las manifestaciones hemorragicas y por ende, la evolucion a cuadros graves de
la enfermedad. Aunado a esto, se ha documentado la apoptosis en células B tras
la infeccidn con el virus del dengue. Es por ello que se cree que los linfocitos B
tienen un papel que va mas alla de la produccién de anticuerpos durante la

infeccion.

Este trabajo pretende exponer las evidencias que apoyan esa hipotesis y proponer
los posibles mecanismos mediante los cuales los linfocitos B podrian ser

participes en la patogenia de la enfermedad.



iv) OBJETIVO GENERAL

Conocer a través de una investigacion hemero-bibliografica el papel de los linfocitos
B durante la infeccion por el virus del dengue que sirva como referencia y fuente de

consulta para futuras investigaciones.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Revisar los aspectos principales de la enfermedad.

e Describir de manera general la ontogenia de los linfocitos B en el humano.

e Exponer las evidencias publicadas que sefialan a los linfocitos B como
blancos de la infeccién natural.

e Proponer los mecanismos por los cuales la infeccidn del virus del dengue en
linfocitos B podria desempefiar un papel importante en la patogenia de la

enfermedad.



1. INTRODUCCION
1.1. Aspectos generales y clasificacion clinica

El dengue es una enfermedad infecciosa transmitida al humano por la picadura de
mosquitos pertenecientes al género Aedes, principalmente Ae. aegypti y Ae.
albopictus infectados con cualquier serotipo de los virus del dengue (DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4) (Guzman y cols., 2010).

Es la enfermedad transmitida por vector mas importante a nivel mundial, se estima
que en 2013 habia 3600 millones de personas en riesgo de contraer el padecimiento
(St. John, Abraham y Gubler, 2013) debido a que el dengue es endémico en zonas
tropicales y subtropicales del sureste de Asia, el Pacifico, América, Africa y el Caribe
(Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa Global de Consenso del International Research Consortium on Dengue Risk
Assessment, Management and Surveillance (IDAMS). Regiones de riesgo definidas en base al
consenso de fuentes incluyendo: vigilancia nacional, reportes de investigacion, cuestionarios y
reportes formales. Recuperado y modificado de http://www.healthmap.org/dengue/es/ en octubre
de 2014.



Asimismo, la alta tasa de crecimiento poblacional, urbanizacion, globalizacion y falta
de control efectivo del vector contribuyen a que el dengue sea un problema de salud
publica a nivel mundial. Se estima que anualmente ocurren de 50 a 200 millones
de infecciones, incluyendo 50 mil hospitalizaciones por complicaciones asociadas a

manifestaciones hemorragicas (Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013).

El dengue se presenta como un cuadro febril agudo, en el cual la mayoria de los
pacientes se recuperan después de un curso clinico benigno y de resolucién
espontanea, una pequefia proporcion progresa a una enfermedad grave,
caracterizada principalmente por aumento de la permeabilidad vascular, con
hemorragia o sin ella (WHO, 2009).

La infeccion por cualquiera de los virus del dengue se manifiesta con una amplia
gama de signos y sintomas. En 1997 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
clasifico los casos de dengue de acuerdo a los signos y sintomas presentados
durante la enfermedad; fiebre por dengue (FD) caracterizada por: fiebre, mialgias,
artralgias, exantema, leucopenia, dolor retro-orbital y manifestaciones
hemorragicas; fiebre hemorragica por dengue (FHD): prueba de torniquete positiva,
acumulaciéon de liquidos, hemorragia en mucosas, aumento de hematocrito,
trombocitopenia e hipoproteinemia; y sindrome por choque de dengue (SCD), en el
cual se presentan todas las manifestaciones de la FHD sumado a hipotension y

sintomas relacionados con la infiltracién plasmatica (Halstead, 2012).

Considerando que el dengue se presenta como un espectro continuo de
enfermedad en lugar de enfermedades distintas (Hadinegoro, 2012), en 2009 la
OMS sugirié una clasificacion de acuerdo a niveles de gravedad: dengue no grave
(FD y FHD), que incluye aquellos casos con y sin signos de alarma, los signos de
alarma son: vomito, dolor abdominal, hepatomegalia, edema, letargia, hemorragia
en mucosas, aumento del hematocrito y trombocitopenia, por lo que se recomienda
la hospitalizacion de los casos de dengue con signos de alarma (WHO, 2009) y los
casos graves de dengue caracterizados por extravasacion plasmatica grave que
conduce a choque hipovolémico (SCD), acumulacién de liquidos con insuficiencia

respiratoria; sangrado intenso, y compromiso organico
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grave que involucra higado, sistema nervioso central, corazén u otros organos
(WHO, 2009) (Figura 2).

1.2. Fases de la enfermedad

De acuerdo a los sintomas, carga viral y evolucion de la enfermedad, el dengue se

puede clasificar en fases para facilitar su estudio.

El periodo de incubaciéon comienza con la picadura del mosquito infectado y dura de
cinco a siete dias, tras los cuales comienza el periodo de viremia y los sintomas
febriles que pueden durar de dos a siete dias. Durante la fase de viremia, mosquitos

no infectados pueden adquirir el virus al alimentarse (Mongkolsapaya y cols., 2003).

El dia cero se designa al dia de disminucion de la fiebre, 48 horas después la carga
viral baja hasta volverse indetectable y el paciente tiende a mejorar. Después del
dia cero se presentan los signos de alarma y la progresion a formas graves de la

enfermedad (Mongkolsapaya y cols., 2003) (Figura 3).
1.3. Epidemiologiay situacion en México

El primer registro compatible con la sintomatologia del dengue se encuentra
reportado en una enciclopedia médica china que data de 992 d.C., la enfermedad
era descrita como una “intoxicacion por agua” relacionada con insectos voladores
(Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013).

El término dengue, se origina como una adaptacion de la frase Swahili ka dinga
pepo, que significa “un ataque repentino causado por un espiritu maligno o plaga”,
el Dr. James Christie propuso que la frase y la enfermedad atravesaron el Pacifico
desde el este de Africa hacia el Caribe en 1827 (Rigau-Pérez, 1998).

En Cuba esta frase se popularizé y asocidé con la palabra espafiola “dengue”,
mientras que en las Antillas britanicas se asocié con la palabra “dandy”, ambos
términos indican gestos de fastidio, movimientos dolorosos y pasos torpes en los

pacientes (Rigau-Pérez, 1998).
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En 1800 el vector estaba ampliamente distribuido en las zonas costeras tropicales
del mundo debido ala expansion comercial maritima, estas embarcaciones navieras
permitieron el transporte de humanos y criaderos del mosquito, completandose el

ciclo de transmision (Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013).

La expansion de la enfermedad ocurrioé durante la Segunda Guerra Mundial, cuando
las tropas comenzaron a dispersarse y utilizar el transporte moderno dentro y entre
paises (Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013). Estos aspectos y la rapida
urbanizacion condujeron a un aumento de la transmisién del dengue y la circulacion

de distintos serotipos principalmente en el sureste de Asia (Gubler, 1998).

Los registros de la transmisién del dengue en México datan de 1941, cuando se
notificaron 6955 casos, cifra que fue descendiendo a medida que avanzaban las
medidas de erradicacion de la fiebre amarilla y malaria propuestas por la
Organizacion Panamericana de la Salud, de esta manera se elimind el vector y por
lo tanto se restringid la transmisién del DENV a través del territorio nacional (Narro-

Robles, 1995), y del continente americano (Murray, Quam y Wilder-Smith, 2013).

La campafia termind a finales de los anos setenta, por lo tanto, la enfermedad
reemergio y se diseminé por el territorio en menos de 10 afios (Narro-Robles, 1995),
de tal forma que a partir de 1984 y hasta 1993 se notificaron unicamente 26 casos,
posteriormente se reportaron 30 casos en 1994 y en 1995 se confirmaron un total
de 358 casos de FHD por parte de la Direcciéon General de Epidemiologia en 18
estados de la republica con una tasa de mortalidad del 7.8%. En ese mismo afio se
realizaron 245 aislamientos virales desde agosto hasta diciembre, lo que representa

el 36% de estos en un periodo de 14 anos (Briseno-Garcia y cols., 1996).

La amplia distribucién de los casos, del vector y la hiperendemicidad demostraba

un riesgo latente para la poblacién (Brisefio-Garcia y cols., 1996).

A la fecha se ha reportado la circulacion de los cuatro serotipos de dengue en el
pais, durante el afno 2013 se confirmaron un total de 62,330 casos; de los cuales
18,667 (30%) eran casos de FHD y 43,663 (60%) casos de FD. Se observé un
incremento del 24% de casos confirmados en 2013 respecto a 2012, el estado con
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mayor numero de casos confirmados fue Veracruz con 8,799, Baja California Sur
fue el estado con mayor incidencia: 475.56 (por cien mil habitantes). Se notificaron

un total de 104 defunciones (Secretaria de Salud, 2013).

El InDRE reportdé en 2013 un total de 6,311 aislamientos del virus con una
predominancia del 49% del DENV-1, seguido por el DENV-2 con el 48% mientras
que el DENV-3 y -4 concentraron el 3% (Secretaria de Salud, 2013) (Figura 4).

INCIDENCIA*
[ ] 0.0
100 a 95
I %96 a 1989
B 1990 a 2983
B 2084 a 3977

Figura 4. Incidencia y serotipos virales aislados en casos confirmados de dengue por
entidad federativa en México durante el afio 2013 (Tomado de:
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2013/Pano_dengue_se
m52_sem2013.pdf, Consultado en enero de 2014).



1.4. Diagnéstico

El diagndstico de dengue se lleva a cabo mediante el aislamiento de la particula

viral, la identificacion a través de inmunofluorescencia o la deteccion del genoma

viral (mediante RT-PCR en tiempo real o punto final), también se puede diagnosticar

con técnicas serologicas que evidencien la presencia de antigenos virales o de

anticuerpos, en 2008 la Secretaria de Salud implementd un algoritmo de diagndstico

que utiliza muestras de suero obtenidas después del inicio de la fiebre (Secretaria
de Salud, 2008) (Figura 5).

A) Muestra de 0-5 dias de
iniciada la fiebre
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Dx diferencial
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FHD: Leptospira
Rickettsias
Hantavirus,
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iniciada la fiebre

+
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+
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Tiempo estandar del
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habiles

Figura 5. Algoritmo de diagndstico de dengue por laboratorio (Secretaria de Salud, 2008).
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a) Muestras obtenidas entre 0-5 dias posteriores al inicio de la fiebre.

Se puede determinar el antigeno viral (NS1) por ELISA, un resultado positivo
confirma el caso. Si el caso es negativo se realiza la siguiente prueba indicada en
el algoritmo: identificacion de IgG por ELISA (cuando la muestra tenga de 0-3 dias
de iniciada la fiebre) o ELISA para IgM (cuando la muestra tenga de 4-5 dias de
iniciada la fiebre), un resultado positivo en ambos casos, confirma el caso. Si el
resultado para IgM es negativo se debera realizar un ELISA para IgG, si el resultado
es positivo, se confirma el caso y si es negativo se considera una muestra negativa
para dengue y se debera realizar diagnéstico diferencial para otros arbovirus y

enfermedades febriles exantematicas (Secretaria de Salud, 2008).
b) Muestras obtenidas a partir del sexto dia del inicio de la fiebre.

Unicamente se determinan anticuerpos de tipo IgM e IgG por ELISA. En ambos

casos, un resultado positivo confirma el caso (Secretaria de Salud, 2008).

Para vigilancia epidemiolégica, se selecciona el 10% de las muestras positivas a
NS1 en casos de FD, con las cuales se realiza cultivo y aislamiento viral para poder
identificar el serotipo infectante. De igual manera, los casos de extrema urgencia y
todas las muestras de FHD se analizan mediante RT-PCR (Secretaria de Salud,
2008; Islas-Arenas, 2013).

1.5. Tratamiento y prevencion

El tratamiento se basa en recomendar al paciente sin signos de alarma reposo,
ingesta de liquidos, uso de paracetamol como medida paliativa, evitar el uso de
acido acetil-salicilico y antiinflamatorios no esteroideos, mientras que en los casos
con signos de alarma se requiere la hospitalizaciéon inmediata del paciente, el
manejo hidrico es a base de hidratacion oral en las formas leves y en caso necesario
se recurre al uso de soluciones parenterales como la solucién de Hartman o solucién
salina fisiolégica (Secretaria de Salud, 2006).

En ningun caso esta recomendado el uso de antivirales (Secretaria de Salud,

2006), ya que podrian generar variabilidad genética en el virus.
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De igual manera no se recomienda el uso de corticoesteroides (Secretaria de Salud,
2006), ya que varios estudios han demostrado que no disminuyen la mortalidad, la
necesidad de transfusiones, las complicaciones, ni los dias de hospitalizacion
(Martinez, 2008) y a pesar de tampoco encontrar un incremento de la viremia (Tam
y cols., 2012), los autores de dichos estudios no recomiendan su uso a menos de

que se trate de estudios clinicos (Martinez, 2008).

La administracién de vitamina K tampoco esta recomendada en los casos de
hemorragia (Secretaria de Salud, 2006) ya que su funcion como activador de
factores de coagulacion no lograria su objetivo debido a la trombocitopenia

observada en los casos graves de dengue.

En la actualidad hay diferentes vacunas que se encuentran en desarrollo, entre ellas
vacunas inactivas, atenuadas, de subunidades, quiméricas y vacunas de DNA
(Yauch y Shresta, 2014).

La existencia de cuatro serotipos y la interferencia viral, complican la produccion de
una vacuna efectiva. Una vacuna eficiente contra el dengue debe proveerinmunidad
neutralizante a largo plazo evitando el fenémeno ADE y hasta el momento ninguna
ha logrado proveer evidencia suficiente para su comercializacion (Yauch y Shresta,
2014).

Por lo tanto, la prevencion del dengue recae en el control eficiente del vector, el
control larvario evita los criaderos del mosquito principalmente en cumulos de agua
en las viviendas, mientras que la aplicacion de adulticidas evitan el desarrollo de

la larva y la propagacion del mosquito (Secretaria de Salud, 2006).
1.6. Agente etioldgico

Los virus del dengue pertenecen al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Los
viriones maduros son esféricos, envueltos y tienen un diametro aproximado de 40
a 50 nm (Lindenbach, Heinz-Jurgen y Rice, 2007) (Figura 6).
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El material genético es una cadena sencilla de RNA con una longitud de 10.7 kb
de polaridad positiva con un unico marco abierto de lectura, hacia el extremo N-
terminal se encuentran codificadas las proteinas estructurales de capside,

membrana y envoltura (Lindenbach, Heinz-Jurgen y Rice, 2007).

Glicoproteina E

A)

sSRNA (+)
Proteina M
Proteina C
Bicapa
fosfolipidica
B) 40-50 nm
Estructurales NS2A NS4A No estructurales
5 uCu oM R s iiste  DSNNNNERNN ©
NS2B NS4B

Figura 6. (A) Estructuray (B) Genoma del virus del dengue que codifica la poliproteina viral
compuesta por 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales. Las proteinas estructurales C
(capside), prM (precursor de membrana), E (envoltura). Proteinas no estructurales (NS del inglés
nonstructural) NS1, N2A y NS2B, NS3, NS4A y NS4B, NS5 (Fuente original).

La proteina de capside (C) tiene un peso de 11 kDa y envuelve al RNA viral de tal
manera que se forma una nucleocapside icosaédrica la cual tras el proceso de
ensamblaje se envolvera en una bicapa fosfolipidica que servira como lugar de

anclaje de las otras dos proteinas estructurales (Velandia y Castellanos, 2011).
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La proteina de membrana (sintetizada como un precursor de membrana prM) tras
la maduracion, se convierte en la proteina M con un peso de 26 kDa (Velandia y
Castellanos, 2011).

La glicoproteina E pesa 50 kDa y posee tres dominios denominados |, Il y Il
(Velandia y Castellanos, 2011); en los viriones maduros se encuentra formando
complejos heterodiméricos de tipo cabeza-cola que le dan un aspecto liso a la

superficie viral (Lindenbach, Heinz-Jurgen y Rice, 2007).

E es la responsable de la unidén al receptor y, de la fusion de las membranas tras la
endocitosis (Lindenbach, Heinz-Jurgen y Rice, 2007), ademas de ser la proteina
contra la cual se generan la mayoria de anticuerpos neutralizantes (Wahala y de
Silva, 2011).

Por otro lado, en el extremo C-terminal se encuentran codificadas las proteinas no
estructurales (NS del inglés nonstructural) que cumplen con diversas funciones
(Lindenbach, Heinz-Jlirgen y Rice, 2007) (Figura 7).

NS1 tiene un papel importante en la replicacion del RNA y se puede hallar soluble

en el plasma, en membranas o en el espacio extracelular (Rothman, 2011).

NS2A esta involucrada en el ensamblaje viral, NS2A, NS4A y NS4B, actuan como
antagonistas del IFN, inhibiendo su senalizacion (Lindenbach, Heinz-Jirgen y Rice,
2007).

NS2A y NS2B actuan como serin proteasas durante el procesamiento proteolitico
de las demas proteinas no estructurales (Falgout y cols., 1991; Velandia y
Castellanos, 2011).

NS3 tiene actividad de RTPasa, NTPasa y helicasa, mientras que NS2B le confiere
estabilidad al dominio serin proteasa de NS3 durante su actividad proteolitica
(Lindenbach, Heinz-Jlirgen y Rice, 2007).

La funcién de helicasa de NS3 actua desenrollando las estructuras secundarias que

se forman en el extremo 3’ del RNA viral para favorecer la union de la polimerasa
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NS5 sobre el RNA y dar inicio a la replicacion (Velandia y Castellanos, 2011).

NS4A senaliza la translocacion de NS4B al lumen del reticulo endoplasmico y esta
implicada en el reordenamiento de las membranas celulares durante la replicacion
viral, NS4B también interactua con NS3 para regular la replicacion del RNA, ademas
es esencial para la replicacion viral en cultivo celular y, en modelos animales, podria
ser una clave determinante para la secrecién de citocinas como IL-6, IL-8, TNF-a e

IFN-y (Acosta, Kumar y Bartenschlager, 2014).

NS1
Lumen R.E.
r
Pr NS2B
NS4B
NS4A
‘ N i
|
M UstA
C
COOH
NH, NS3
NS5
Citoplasma

Figura 7. Representacion esquematica de la topologia membranal de la poliproteina de
DENV (Modificado de Acosta, Kumar y Bartenschlager, 2014).

NS5 esta altamente conservada en los flavivirus, el extremo amino terminal posee
actividad enzimatica de metiltransferasa y guadiniltransferasa responsables del
capping y la metilacion del extremo 5’ del RNA mientras que en el extremo carboxi
terminal se ubica el domino de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP)
(Velandia y Castellanos, 2011), ademas, NS5 es un inductor de IL-8 (Acosta, Kumar
y Bartenschlager, 2014) y al interaccionar con NS3 aumenta sus actividades de
NTPasa y RTPasa (Lindenbach, Heinz-Jirgen y Rice, 2007).
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v) JUSTIFICACION

Debido a que existe evidencia que posiciona a los linfocitos B como las células
blanco del dengue y, se ha documentado la produccion de citocinas proinflamatorias
y la induccion de apoptosis a partir de la infeccion; surge la inquietud de generar un
documento que analice los mecanismos que involucren a los linfocitos B en la
diseminacion viral, patogenia y progresion a cuadros graves de la enfermedad a
partir de las evidencias publicadas hasta la fecha, de tal forma que esta compilacién

hemero-bibliografica sirva como apoyo de investigaciones futuras.
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2. PATOGENIA

Para comprender el dafio observado en las formas graves de la enfermedad y la
razon por la cual algunos pacientes cursan una infeccion autolimitada, se deben
conocer los elementos involucrados en la interaccion virus-célula y comprender los

mecanismos de replicacion y la respuesta inmune inducida por dichos eventos.

Ademas, se debe tener en cuenta, que existen factores asociados al virus y al
hospedero que favorecen las condiciones para contraer el dengue, sin olvidar los
aspectos clinicos, inmunolégicos, patolégicos y epidemioldgicos relacionados con

la enfermedad.
2.1. Estrategia de replicacion viral

La particula viral se internaliza en la célula blanco por medio de endocitosis, la
formacion de la vesicula endosomal y la baja de pH (~6.0) provoca la trimerizacién
de la glicoproteina E y la fusion de las membranas permitiendo la liberacion al
citoplasma de la nucleocapside y del material gendmico viral (Acosta, Kumar y
Bartenschlager, 2014) (Figura 8).

Se ha demostrado la localizacion de proteinas no estructurales y de dsRNA en
membranas vesiculares inducidas por virus formadas por la invaginacion de la
membrana del reticulo endoplasmico (RE), por lo tanto se piensa que tanto la
replicacion como la traduccion se llevan a cabo en dichas estructuras (Acosta,

Kumar y Bartenschlager, 2014).

La traduccion del RNA da lugar a la poliproteina viral (Figura 6), durante esta etapa
NS1 puede secretarse al espacio extracelular en su forma soluble o asociarse a las
membranas celulares generando la produccion de anticuerpos anti-NS1. La
replicacion del material gendmico inicia con la sintesis de una molécula de RNA de
polaridad negativa (-) llamado intermediario de replicacion (IR) que sirve como
molde para la sintesis de nuevas cadenas de polaridad positiva (+), la asociacion

de ambas hebras (+ y -) forman una molécula de RNA

17



| / @ Liberacién

Umon @
X a f{\ * () Maduracién

| Ry
@f " 7 2

Endocitosis - = R
~:'
— d'ﬂ‘.
v e
Liberacion C o
@I; Secrecion 4
£ .@. s
o‘.i:' y
T T\ s+ Ensamblaje ,.
X . ) (Q ‘ 7‘ ) 4 D : :. :
, \, ¥ ASes AT | _f.uu s
N Al s N :
{ e 15 , . ’
< | (et fe g /,,«\ \ ' o o
F : ' N\ 7\ )8 Replicacion (T3
Ny LS ] \ 5L/ \'_ L.
s : &1 ; — b..{-"

/7-‘ 3 Traduccion

Figura 8. Ciclo de replicacion DENV. El virus se une a su receptor y entra a la célula por
endocitosis. La fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal libera la nucleocapside y el
RNA viral en el citoplasma. La traduccién del RNA genera una poliproteina compuesta por tres
proteinas estructurales (C,prM, y E) y siete proteinas no estructurales
(NS1/NS2A/NS2B/NS3/NS4A/NS4B y NS5 ) las cuales son escindidas por proteasas virales y
celulares . La replicacion viral se lleva a cabo en vesiculas membranales derivadas del RE
inducidas por proteinas virales. El ensamblaje viral se lleva a cabo en el RE y los viriones
inmaduros brotan del RE para madurar en el compartimiento trans del AG donde se genera el
procesamiento proteolitico de prM por furina. Las particulas virales maduras se secretan al medio

extracelular (Modificado de Acosta, Kumar y Bartenschlager, 2014).
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de doble cadena (forma replicativa), la nueva cadena de RNA (+) se libera del IRy
puede iniciar un nuevo ciclo de traduccion o ser utilizada durante el ensamblaje de

nuevos viriones (Bartenschlager y Miller, 2008; Rothman, 2011).

Los viriones se ensamblan en la membrana del R.E. y entran en el lumen como
particulas inmaduras con una superficie rugosa debido a la trimerizacién de
heterodimeros E/prM que forman espiculas en la envoltura viral. Dichos viriones
pueden ser liberados de la célula mediante exocitosis y por si solos no son
infectivos, sin embargo, se generan anticuerpos especificos contra la proteina prM
(Wahala y de Silva, 2011).

Durante la maduracién, en el compartimiento trans del aparato de Golgi, una
proteasa celular (furina) escinde a prM para generar a la proteina M, lo cual resulta
en el rearreglo de los trimeros E/prM que dan lugar a la formacién de heterodimeros
que descansan de manera paralela sobre la superficie de la membrana
fosfolipidica, dando un aspecto liso a los viriones maduros, los cuales salen de la

célula mediante exocitosis (Wahala y de Silva, 2011; Rothman, 2011).
2.2. Participacion del sistema inmune en la patogenia

La picadura del mosquito vector inicia la infeccidn al inyectar viriones en los estratos
de la piel, las particulas virales entran en contacto con las células de la epidermis
infectando queratinocitos (Limon-Flores y cols., 2005) y células de Langerhans
(Martina, Koraka y Osterhaus, 2009).

Ademas, en la epidermis residen otras células del sistema inmune como los
linfocitos T CD8*, mientras que en la dermis se encuentran macréfagos, linfocitos T
CD4*, linfocitos T a, linfocitos T yd y células NKT (Nestle y cols., 2009; Pasparakis,

Haase y Nestle, 2014), todas pudiendo ser blancos potenciales de la infeccién.

Por otro lado las células dendriticas de la dermis y las células de Langerhans de la
epidermis expresan altos niveles de DC-SIGN (Tassaneetrithep y cols., 2003)

facilitando la infeccion mediada por receptor (Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo de la inoculacion de DENV por la picadura del
mosquito vector y células como potenciales blancos en lainfeccion (Modificado de
Nestle y cols., 2009).

La infeccion puede activar células cebadas de la dermis provocando una respuesta
local inflamatoria y por lo tanto el reclutamiento de leucocitos provenientes de la
circulacion sanguinea como células NK y linfocitos T, el drenaje linfatico y vascular
de la dermis permite el trafico de células infectadas hacia los ganglios linfaticos mas
cercanos donde el virus es capaz de infectar y replicarse en células fagociticas las
cuales pueden transitar por la linfa hacia otros ganglios iniciando el periodo de
incubacion y la expansion viral (St. John, Abraham y Gubler, 2013).
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La evidencia epidemiologica sugiere que, en el caso de una segunda infeccion con
un serotipo viral diferente al de la primoinfeccion, existe una alta probabilidad de
desarrollar formas graves de la enfermedad. Este fendémeno fue descrito por
Halstead y O’rourke en 1977, quienes explicaron que durante una segundainfeccion
con un virus heterélogo se producen anticuerpos de reactividad cruzada, que no
pueden neutralizar pero si aumentar la infeccién gracias a la formacién de complejos
virus-anticuerpo y la unién a receptores Fc (FCcR) en monocitos y macréfagos. Este
fendmeno se conoce como “infeccién facilitada por anticuerpos” o ADE (Antibody
Dependent Enhacement) (Halstead y O’rourke, 1977; Lei y cols., 2001; Kurane,
2007).

La respuesta humoral frente al DENV se caracteriza principalmente por la
produccion de anticuerpos contra la glicoproteina E, de los cuales, algunos
anticuerpos producidos contra un epitopo lineal de E reconocen plasmindgeno

humano e inhiben la actividad de la plasmina (Lei y cols., 2001).

En sueros de pacientes se han encontrado inmunoglobulinas anti prM que generan
complejos Ag-Ac con particulas inmaduras inicialmente no infectivas, facilitando la
entrada a las células mediante la unién del complejo a un FcR, y por lo tanto,

aumentando la progenie viral (Rothman, 2011).

Los anticuerpos generados contra NS1 reconocen plaquetas y células endoteliales
que estimulan la expresién de IL-6, IL-8, ICAM-1 y MCP-1 y la produccién de 6xido
nitrico (NO) induciendo apoptosis (Lin y cols., 2005), exacerbando la inflamacién y

aumentando el riesgo de extravasacion plasmatica.

Los anticuerpos anti NS1 que reconocen la proteina unida a membrana celular
pueden inducir citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC) o activar la via clasica
del complemento como lo hacen los complejos Ag-Ac formados con anticuerpos de
reactividad cruzada o aquellos que reconocen a NS1 soluble en el espacio

extracelular (Martina, Koraka y Osterhaus, 2009; Rothman, 2011).

La importancia del complemento en la patogenia de la enfermedad no se limita a la

etapa de viremia, se ha reportado que los niveles de C3a y Cb5a (productos de
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activacion del complemento) estan relacionados con la progresion a FHD y se
elevan al tiempo que disminuye la fiebre cuando la extravasacion plasmatica se

vuelve mas aparente (Kurane, 2007).

Aunado a lo anterior, las diferencias en la gravedad de la enfermedad pueden
observarse en niveles individuales y de poblacion. Diversos estudios
epidemioldgicos indican que existen factores genéticos del hospedero implicados
en la susceptibilidad a desarrollar cuadros graves de la enfermedad (Martina,
Koraka y Osterhaus, 2009).

Varios alelos del HLA-I y HLA-II estan asociados con el desarrollo de la FHD, asi
como algunos polimorfismos de nucledtido unico (SNP’s) en el gen de TNF-q,
FcyRIl, DC-SIGN, CTLA-4, CTLA-1, TGF-83, receptor de vitamina D, asi como en
TAP1 y TAP2. La deficiencia en la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa permite una
elevada produccion viral en monocitos, el polimorfismo en el gen de lectina de union
a manosa 2 MBL-2, ha mostrado estar asociado a la trombocitopenia e incrementa
el riesgo al desarrollo de la FHD (Martina, Koraka y Osterhaus, 2009; St. John,
Abraham y Gubler, 2013).

Todos estos eventos tienen como consecuencia la activacion celular y la produccion
aparentemente sin control de multiples factores pro-inflamatorios, mediadores de la
inflamacion y receptores solubles, que en conjunto se les conoce como la “tormenta
de citocinas”, ya que solas o en combinacion median cambios funcionales en las
células endoteliales promoviendo la vasculopatia caracteristica de las formas

graves del dengue (Rothman, 2011).

En los pacientes que progresan a SCD se observan niveles altos de IL-1p, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, TGF1B, TNF-qa, IFN-y (Martina, Koraka y
Osterhaus, 2009). La IL-8 tiene efecto en la expresion de moléculas de adhesion
como ICAM-1 y VCAM-1 (Lin C y cols., 2005), mientras que las IL-6 e IL-8 alteran

la coagulacion y fibrindlisis (Martina, Koraka y Osterhaus, 2009).

Otros factores solubles también estan involucrados, como es el caso de VEGF

(factor de crecimiento endotelial vascular) que actia sinérgicamente con TNF-a
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para inducir la expresion del factor tisular en células endoteliales. Mientras que
MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos 1), causa aperturas en las uniones
de las células endoteliales in vitro y eleva la permeabilidad endotelial in vivo. Se ha
documentado de igual forma la presencia de trombopoyetina, sVCAM-1, sICAM-1,
antigeno de von Willebrand, trombomodulina, E- selectina, factor tisular, PAI-1
(inhibidor activador de plasminogeno 1) y activador de plasmindgeno tisular
(Martina, Koraka y Osterhaus, 2009; Rothman, 2011).

2.3. Tropismo celular y receptores

El virus del dengue es capaz de infectar in vitro a una gran variedad de células,
como ceélulas dendriticas, monocitos/macrofagos, linfocitos B y T, células
endoteliales, hepatocitos, y células neuronales humanas (Clyde, Kyle y Harris,
2006), asi como una gran variedad de lineas celulares representativas de
poblaciones monociticas humanas (K562, THP-1, Raiji, HS-Sultan, Daudi, Jurkat,
Molt4, Molt3) (Kurane y cols., 1990), células de insectos (C6/36, AP-61 y TRA-284)
(Kuno y cols., 1985), primates no humanos (Vero, BS-C-1, CV-1, LLC-MK2)
(Rodenhuis-Zybert, Wilschut y Smit, 2010) y otros mamiferos (BHK-21) (Manning y
Collins., 1979).

El amplio rango de permisividad celular a la infeccion por DENV indica que el virus
debe adherirse a un receptor de membrana ampliamente distribuido o utiliza
multiples receptores para mediar la infecciéon (Rodenhuis-Zybert, Wilschut y Smit,
2010).

La entrada del virion a la célula esta mediada por la unién de la glicoproteina E con
su receptor. Se han descrito varios receptores para el DENV, entre los cuales se
encuentran HSP-70 y HSP-90 (Reyes-Del Valle, 2005), GRP78, receptor de
laminina, receptor de manosa (CD206), heparan sulfato, CD14 (Hidari y Suzuki,
2011; Shah y cols., 2013) y DC-SIGN (del inglés Dendritic-cell-specific ICAM3-
grabbing non-integrin o CD209), siendo el receptor mejor caracterizado (Navarro-
Sanchez y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003; Lozach y cols., 2005), que

interacciona con el virus a través del reconocimiento en sitios glicosilados de la
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proteina E (Asn 67 y Asn 153) (Alen y cols., 2012). Este ultimo se expresa

principalmente en células dendriticas inmaduras (Tassaneetrithep y cols., 2003).

La identificacion del tropismo tisular y celular del DENV puede tener un impacto
mayor en el desarrollo de la infeccion y la identificacion de dichas células es parte

clave en el entendimiento de la patogenia del dengue.

Aunque no se ha podido esclarecer por completo que células permiten la replicaciéon
de DENV in vivo, un consenso general sefala a las células pertenecientes al linaje
fagocitico mononuclear como blancos principales de la infeccion en humanos
(Clyde, Kyle y Harris, 2006).

Kou y colaboradores (2008) identificaron a los monocitos como las unicas células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) capaces de replicar el virus del dengue
in vitro (Kou y cols., 2008). Blackley y colaboradores (2007) afirman que los
macrofagos esplénicos son los blancos principales de la infeccion in vitro (Blackley
y cols., 2007).

Sin embargo, otros estudios in vitro han demostrado la replicacion viral activa en
cultivos primarios de PBMC y lineas celulares mononucleares humanas
representativas de monocitos, linfocitos T y linfocitos B, siendo la linea celular Raiji
(linfocitos B transformados con virus de Epstein-Barr) la mas permisiva a la infeccién
por los cuatro serotipos del virus (Kurane y cols., 1990; Bielefeldt-Ohmann y cols.,
2001), ademas de mostrar una infeccion persistente pudiendo identificar antigenos
virales de DENV después del décimo y vigésimo pase celular, lo anterior sugiere
una expansion viral provocada por la interaccion célula-célula (Kurane y cols.,
1990).

Ademas, Theofilopoulos y colaboradores realizaron cultivos primarios de linfocitos
T y B purificados sin estimulo identificando la adsorcién del virus en ambas
poblaciones; la replicacion y liberacion de particulas virales se observé unicamente

en linfocitos B (Theofilopoulos y cols., 1976).
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Por lo anterior, es evidente la necesidad de estudios que puedan explicar los
mecanismos de la infeccién in vivo, pero estos son escasos, no solo por la falta de
un modelo animal, sino por las dificultades que representa obtener muestras de
pacientes que cursen la enfermedad, especialmente aquellos que sufren de

manifestaciones hemorragicas.

La informacion disponible hasta la fecha acerca de las células y tejidos susceptibles
a la infeccién viral se ha derivado de la examinacion de muestras sanguineas y

tejidos de necropsia de pacientes con dengue.

En los casos fatales, se ha podido acceder a tejidos post-mortem y se han hallado
antigenos virales en érganos como el bazo, ganglio linfatico, pulmén, rifidn, médula
O0sea (Bhoopat y cols., 1996; Rosen, Drouet y Deubel, 1999; Jessie y cols., 2004;
Basilio de Oliveira y cols., 2005; Balsitis y cols., 2009; Povoa y cols., 2014), y en
células hematopoyéticas dentro de estos tejidos, por otro lado, no se han

encontrado antigenos en células del parénquima (Tabla 1) (Bhoopat y cols., 1996).

Esto sugiere que, las células del sistema inmune podrian estar participando en la
diseminacion viral, especialmente las mononucleares como los

monocitos/macréfagos y, los linfocitos Ty B (Tabla 1).

Debido a lo anterior, la identificacion de la poblacion celular blanco de la infeccion,
a partir de muestras sanguineas, apoya las teorias que postulan a estas células

como participantes en la patogenia del dengue.

Hasta el momento, los estudios que se han planteado identificar la célula
mononuclear de sangre periférica blanco de la infeccion natural, senalan a los
linfocitos B como la poblacion celular mas susceptible al DENV (Boonpucknavig y
cols., 1976; King y cols., 1999; Baclig y cols., 2010; Srikiatkhachorny cols., 2012).

Por otro lado, Durbin y colaboradores, demostraron que los monocitos activados
son células blanco de la infeccidén, cabe mencionar que los autores hacen notar las
limitaciones en su estudio y refieren que a pesar de sus resultados, la replicacion

viral podria llevarse a cabo en otras poblaciones celulares como los linfocitos B
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(Durbin y cols., 2008), debido a que existen diferencias entre el patron de trafico

celular de los monocitos con respecto a los linfocitos B (King y cols., 1999).

Los monocitos al egresar de la médula ésea entran a la circulacion sanguinea y en
caso de inflamacion, migran al tejido dafiado (lvashkiv y DiMartino, 2012) donde
pueden diferenciarse a macrofagos, los cuales tras realizar su funcién de fagocito o
célula presentadora de antigeno, se eliminan por apoptosis, de esta forma, los
macrofagos representan una poblacién que solo transita del érgano linfoide primario
al tejido (King y cols., 1999)

Sin embargo, también pueden diferenciarse a células dendriticas con la capacidad
de migrar a o6rganos linfoides (Imhof y Aurrand-Lions, 2004) donde deberan
presentar su antigeno a los linfocitos T que migran entre los ganglios (Forster, Braun
y Worbs, 2012)

Cabe mencionar que si bien los monocitos se diferencian al entrar a tejidos, hay
evidencia que sefala su capacidad para entrar al ganglio linfoide a través del HEV
durante el proceso inflamatorio (Palframan y cols., 2001), y salir del ganglio a través
de los vasos linfaticos eferentes a sangre periférica, de esta forma, la migracién

podria ser tan compleja como la de los linfocitos.

Los cuales tienen la capacidad de explorar los 6érganos linfoides en busca de su
antigeno especifico y en caso de no encontrarlo, regresar al torrente sanguineo (von
Andrian y Mempel, 2003), como resultado es posible observar mas linfocitos

provenientes de tejidos en sangre periférica que monocitos (King y cols., 1999).

Es por ello que al suponer que la infeccion por DENV se desarrolla principalmente
en organos linfoides secundarios (Diamond, 2003) se piensa que las células B
podrian estan implicadas en la diseminacién del virus por el organismo, explicando
de cierta manera la presencia de antigenos virales en otros tejidos (Jessie y cols.,
2004).
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Tabla 1. Células que reaccionaron fuertemente a latincidon con anticuerpo monoclonal anti

complejo DENV (D3-2H2-9-21) en tejidos congelados provenientes de pacientes con dengue.

Inmuncblastos

RN Linfocitos en la pulpa blanca
Células plasmaticas
Macréfagos en la pulpa roja
Inmunoblastos

RN Linfocitos
Células plasmaticas
Macréfagos

RN Macrofagos alveolares

Inmunoblastos
Histiocitos
RN Células plasmaticas
Linfocitos en el intestino y alrededor de
vasos sanguineos
Linfocitos en la mucosa
RN Células plasmaticas en la lamina propia

Neuronas en el telencéfalo
Células de Purkinje y algunas
células granulares en el cerebelo
Astrocitos, microglia

Plexo coroideo alrededor del
epitelio y vasos

RN= Reaccion Negativa
(Tabla modificada de Bhoopat y cols., 1996).

Ademas, se ha descrito que la infeccion por DENV en cultivos primarios de linfocitos
B induce apoptosis (Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-Castillo, 2011) y la expresién
de IL-6 y TNF-a (Liny cols., 2002, Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-Castillo, 2011).
De esta manera, se piensa que los linfocitos B podrian tener una mayor participacion

en la patogenia de la enfermedad.
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3. DESARROLLO Y FUNCION DE LOS LINFOCITOS B

Los linfocitos B se generan a partir de células troncales hematopoyéticas
pluripotenciales y su desarrollo comienza durante la etapa fetal en el higado y
posterior al nacimiento en la médula ésea (LeBien y Tedder, 2008), donde el
microambiente favorece el compromiso al linaje de células B, en esta primer etapa

comienza la expresion del BCR (Nagasawa, 2006).

Posteriormente, en una segunda etapa, salen de la médula 6sea como células
inmaduras hacia el bazo donde se diferencian a células maduras inactivas y al
terminar este proceso recirculan a través de la sangre y migran a 6rganos linfoides
secundarios, donde se encuentra el microambiente necesario para el
reconocimiento de antigenos y la activacién completa (Yuseff y cols., 2013) dando
como resultado la produccién de la forma soluble de su receptor y la organizacion

en diferentes poblaciones celulares en tejidos linfaticos (Rickert, 2013).

Asi mismo, la activacion por antigeno, provoca la diferenciacion a células
plasmaticas que son cruciales para mediar la respuesta inmune humoral y tienen la

capacidad de regresar y colonizar la médula 6sea (Nagasawa, 2006).
3.1. Ontogenia de linfocitos B

Los linfocitos B, como todas las células sanguineas, provienen de una célula troncal
hematopoyética pluripotencial; sobre la que se induce la expresion de receptores,
factores de transcripcion y genes especificos, gracias al estrecho contacto del
estroma con los linfocitos en desarrollo, comprometiendo la célula hacia el linaje de
células B (Rodriguez-Alba, 2008) (Figura 10).

Las células del estroma mas comunes son los reticulocitos que pueden encontrarse
rodeando a los sinusoides como células reticulares adventicias y ramificarse en el
espacio hematopoyético, donde producen citocinas que favorecen el desarrollo

linfocitario (Nagasawa, 2006) (Figura 10).

Entre las citocinas producidas por el estroma, se encuentra CXCL12, esencial en la

generacion de células pre-pro-B y la sucesion a pro-B, ademas de ser necesaria
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para la sefalizacion de las células plasmaticas y su retorno a la médula 6sea, IL-7
actua durante la etapa pro-B y pre-B, otras citocinas necesarias para el desarrollo
son FLT3L, SCF y RANKL con actividades que siguen sin estar claras (Nagasawa,
2006). Sin embargo, pueden estar actuando como inductores de factores de
transcripcion necesarios durante el desarrollo de las células B, como E2A, EBF y
PAX-5 (Nagasawa, 2006).

Se ha demostrado en médula désea, la existencia de una poblacion celular (CXCL12"
PECAM-VCAM1"*) fenotipicamente diferente a los osteoblastos (Nagasawa, 2006).

Por otro lado se han encontrado fibroblastos VCAM1* secretores de IL-7 y por tanto
se cree que estas poblaciones celulares participan activamente en el desarrollo de

los linfocitos B en la médula 6sea (Nagasawa, 2006).

El progreso sigue las etapas pre-pro-B, pro-B, pre-B y células B inmaduras (Hardy
y Hayakawa, 2001; Cambier y cols., 2007).

3.2. Pre-pro-B

Aunque las células de la fraccion pre-pro-B estan propuestas como los precursores
tempranos del desarrollo de los linfocitos B, varios estudios han mostrado que la
fraccion celular pre-pro-B es heterogénea y puede dar pie u origen a linajes
hematopoyéticos diferentes a las de células B como células natural killer (NK),
células dendriticas (DC) y células dendriticas plasmacitoides (pDC) (Rolink y cols.,
1996; Martin y cols.,2003; Diao y cols., 2004; Pelayo y cols., 2005; Nagasawa, 2006;
Kikuchi y cols., 2008).

Ademas, una subpoblacion de linfocitos pre-pro-B que expresa la cadena alfa del
pre-TCR (pTa) tiene la bipotencialidad de diferenciarse a célulaB o T (Martin y cols.,
2003).

La ausencia de PAX-5, un factor nuclear que compromete el linaje de linfocitos B,
respalda la teoria de que las células pre-pro-B tienen el potencial de diferenciarse
hacia células T, NKy DC (Nutt y cols., 1999; Rolink y cols., 1999).
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La subsecuente proliferacién a células pro-B se dirige por el estimulo de citocinas,
por lo cual la sefalizacion del receptor de interleucina 7 (IL-7R) es esencial (Rickert,
2013) en la transicion de pre-pro-B a pre-B, ya que la senalizacion de la cadena alfa
del receptor de IL-7 (IL-7Ra) induce la recombinacion de los segmentos D y J de la

cadena pesada (Nagasawa, 2006).
3.3. Pro-B

La fase pro-B esta regulada por al menos 10 factores de transcripcion, como E2A,
EBF y PAX-5, este ultimo se caracteriza por su capacidad para unirse a secuencias
promotoras en los loci de Ig, la expresién de CD19 y de la cadena alfa del
heterodimero asociado a IgM y también por su participacion en el compromiso y
diferenciacién de linfocitos B (LeBien y Tedder, 2008). La presencia de IL-7 regula
positivamente a EBF (Nagasawa, 2006) que en conjunto con EBF inducen la
transcripcion de genes que incluyen a los genes A-5, VpreB, y los componentes
RAG-1 y RAG-2 de la V(D)J recombinasa (Rodriguez-Alba, 2008).

Asi, estos factores permiten el inicio de la recombinacién de los segmentos en el
locus de la cadena pesada DnJH y posteriormente gracias a la induccién de IL-7, la
unién al segmento V4 (Carsetti, 2000) y la expresion de dicha cadena que se pareara
con la cadena no polimorfica ligera sustituta (Rickert, 2013), compuesta por VpreB
y A-5, proteinas homodlogas a las porciones VL y Cp del polipéptido LC
respectivamente, para formar el receptor de célula pre-BCR (Figura 11), marcando
la transicién de pro-B a pre-B (Cambier y cols., 2007; Surova y Jumaa, 2014) (Figura
10).

3.4. Pre-B y célula B inmadura

La transicion de la etapa pre-B al linfocito inmaduro es el punto final del desarrollo

dentro de la médula 6sea (Rodriguez-Alba, 2008).

Este paso esta asociado con una proliferacién baja, disminucién de la expresion de
los genes que codifican para la cadena sustituta, el aumento de los genes de

rearreglo de inmunoglobulina (Rodriguez-Alba, 2008) en el locus de la cadena ligera
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que dan lugar al receptor de célula B (BCR). En este proceso uno de los segmentos
de la region de Diversidad (D) se une a uno de los segmentos Variables (V)
(Melchers, 2005).

Esta cadena reemplazara a la cadena ligera sustituta, dando como resultado la
generacion y expresion en superficie del BCR en la superficie (Figura 10), un
heterotetramero formado por dos cadenas pesadas idénticas (HCs) y dos cadenas
ligeras idénticas junto con un heterodimero de cadenas Iga/lgB (CD79a y CD79b),
esencial para la transduccién de la sefal, este complejo proteico se localiza en la

membrana plasmatica (Surova y Jumaa, 2014) (Figura 11).

La adquisicion de un BCR funcional distingue las células pre-B de los linfocitos B
inmaduros (Rickert, 2013).

A BCR B pre-BCR

VH

Vpre
k )\,5
SLC

B

lg-ot Ig-B

T T ‘ ‘

Figura 11. Representacion del receptor de célula B. A) En café se muestran los dominios
constantes, en rojo y amarillo se esquematiza la region variable de la cadena pesada (VH) y ligera
(VL) respectivamente, mientras que en azul se sefala el dominio constante de la cadena ligera
(CL). En gris se muestra el heterodimero formado por Iga/lgB (CD79a y CD79b). B) En morado se
esquematiza A-5 y VpreB, que forman la cadena ligera sustituta (SLC), en café se muestran los
dominios constantes, mientras que en gris, se sefala el heterodimero formado por Iga/lgB (CD79a
y CD79b) (Surova y Jumaa, 2014).
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3.5. Maduracioén de linfocitos B

Las células B inmaduras egresan de la médula 6sea para completar su maduracion
principalmente en el bazo (Rodriguez-Alba, 2008) y en dérganos linfoides
secundarios dentro de los compartimientos perifoliculares de memoria y centros
germinales en los ganglios linfaticos (Edwards y Cambridge, 2006), placas de Peyer

y otros tejidos linfoides mucosales (Cyster, 2010).

En estos organos, pueden diferenciarse en varias subpoblaciones (células B
foliculares, células B de la zona marginal, y células B del centro germinal), esta
diferenciacién estd determinada por las influencias del microambiente (Rickert,
2013).

Los centros germinales constituyen un compartimiento de alta proliferacion que da
origen a células B de memoria que expresan un BCR de alta afinidad y células
plasmaticas. Por otro lado, los linfocitos B de la zona marginal estan localizados en
la interface entre la circulacion y el tejido linfoide y responden de manera rapida a
los ligandos de TLRs, asi como a antigenos por medio de la diferenciacion a células

plasmaticas con o sin el estimulo de linfocitos T (Rickert, 2013).

La maduracion de los linfocitos B da lugar a la expresion de CXCRS5 en la membrana
lo que le permite migrar a los foliculos dentro de los ganglios linfoides, ya que actua
como el receptor de CXCL13, una quimiocina producida por células foliculares del
estroma, entre las que se encuentran las células reticulares marginales en la region
subcapsular del foliculo (MRCs) y células dendriticas foliculares (fDC) en el centro
(Cyster, 2010).

Los linfocitos B pueden pasar un dia en estos sitios y regresar a la circulaciéon
sanguinea para ingresar a otros tejidos, el movimiento de las células B puede ser
dependiente o independiente del estroma, de tal forma que el relativamente libre
transito del linfocito B en el foliculo le permite la interaccion con fDC, MRCs, y de
igual forma con células localizadas alrededor del perimetro del foliculo, incluyendo
macrofagos asociados al seno folicular y células T asociadas con células

dendriticas. Esta migracion facilita el encuentro con su antigeno cognato por medio
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del transporte en masa de antigenos opsonizados al perimetro folicular (Cyster,
2010).

3.6. Marcadores de linfocitos B

Durante el desarrollo de los linfocitos B hay expresion de moléculas de membrana
que se han utilizado para identificar los estadios de maduraciéon de las células e

incluso para diferenciarlas de otras poblaciones celulares.

Por ejemplo, CD19 es un correceptor de células B presente en las primeras fases
de maduracién celular por lo que se usa como marcador para linfocitos B de igual
forma que CD20 cuya funcion es la formacién de canales de calcio y por ende la

regulacién de la activacion celular (LeBien y Tedder, 2008) (Figura 12).

Otro marcador es CD21, que es el receptor para el componente del complemento
C3d (Berger, 2012). En contraste, CD38 tiene una expresion discontinua durante el

desarrollo de los linfocitos B (Durig y cols., 2002) (Figura 12).

Médula 6sea Organos linfaticos periféricos
B Inexperta
Pro-8 Pre-8 B inmadura B inexperta activada B del CG
CD19°CD201g” CD19*CD20%lg" CD19°'CD20%g* CD19'CD20* CD19*CD20* CD19*CD20*
Ig*CD38** Ig*CD38* Ig*CD38**
Ceélula plasmatica Plasmocito inmaduro B de memoria B post-CG
Célula madre CD19*-CD207lg” CD19°'CD20r1g*"~ CD19'CD20%1g*" CD19°CD20’
pluripotencial CD27+*CD38***CD138* CD27*CD38* CD27°1gM/1gG/IgA* Ig*CD38*
CD3s"

Figura 12. Marcadores celulares durante el desarrollo de los linfocitos B (Modificado de
Edwards y Cambridge, 2006).
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4. PARTICIPACION DE LOS LINFOCITOS B EN LA INFECCION POR EL VIRUS
DEL DENGUE

Los linfocitos B desempenan un papel importante durante la infeccion por DENV, no
solo como responsables de la produccion de anticuerpos neutralizantes y sub-
neutralizantes potenciadores de la infeccion (Halstead, 2003), sino como blanco de
la infeccidn natural (Boonpucknavig y cols., 1976; King y cols., 1999; Baclig y cols.,
2010; Srikiatkhachorn y cols., 2012) y como productores de citocinas
proinflamatorias responsables de algunas manifestaciones en los casos graves (Lin
y cols., 2002).

4.1. Linfocitos B como blanco principal de la infeccion

Boonpucknavig y cols. (1976) realizaron ensayos de inmunofluorescencia en
suspensiones celulares de linfocitos de sangre periférica de pacientes infectados
naturalmente, encontrando que solo los linfocitos B presentaban al virus del dengue
en la superficie celular, sugiriendo que el antigeno viral podria ser adsorbido

mediante los siguientes mecanismos:

a) Receptor de antigeno (inmunoglobulina de superficie 0 BCR), debido a que
los pacientes incluidos en el estudio presentaban complicaciones graves de
dengue, se puede creer que la expansion clonal de linfocitos B con receptores
especificos habia tenido lugar posteriormente a la recolecciéon de las
muestras haciendo evidente que la memoria inmunoldgica juega un papel
importante en la produccion viral. En este estudio se menciona que los
pacientes presentaban altos niveles de linfocitos B en circulacidon sanguinea,

especialmente aquellos con SCD (Boonpucknavig y cols., 1976).

b) Receptor del fragmento Fc de anticuerpos que se unen al virus mediante
la formacion de complejos (virus-anticuerpo), facilitando la unién a la
superficie, la entrada a la célula y la replicacion viral (Boonpucknavig y cols.,
1976).
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c) Receptor del complemento en los linfocitos B, el reconocimiento de la
célula a través de la formacion y union de complejos antigeno-anticuerpo-

complemento (Boonpucknavig y cols., 1976).

Una cuarta opcidn sugerida fue un receptor desconocido en linfocitos B
(Boonpucknavig y cols., 1976), lo cual podria ser posible, ya que se han descrito
tres proteinas de mebrana de 34, 45y 72 kDa en la linea celular Raji, que se unen
de manera especifica a DENV-2 y DENV-3 (Bielefeldt-Ohmann y cols., 2001).

Desde 1976 no hay estudios que apoyen o refuten esta teoria, hasta que King y
colaboradores (1999) realizaron un estudio con pacientes tailandeses, con el fin de

identificar la poblacién celular blanco de la infeccion.

Marcaron PBMC con anticuerpos anti CD3 (receptor de linfocitos T), CD14 (receptor
de lipopolisacarido en monocitos), CD16 (receptor FcyRllla especifico de células
NK) y CD20 (fosfoproteina de linfocitos B) acoplados a ficoeritrina (PE) y las

separaron mediante seleccidn positiva y negativa.

Posteriormente se realiz6 la cuantificacion viral de las células y del suero de los
pacientes mediante la inoculacién intratoracica en mosquitos Toxorhynchites
splendens. Para ello, las células resuspendidas en medio de cultivo (RPMI 1640 +
10% SFB) se lisaron y se inyecto el sobrenadante en el térax de los mosquitos,
mientras tanto, los sueros se diluyeron a razén de 1:5 y se procedié de la manera

ya descrita (King y cols., 1999).

El método utilizado para la cuantificacion viral incluye aquellos ubicados en el

espacio intracelular, como los unidos al BCR, al FcR u otro tipo de receptor.

Para poder identificar la localizacion del virus en los linfocitos B, las muestras se
trataron con proteasa E para eliminar el virus de la superficie celular, y nuevamente
se realizé la titulacion del virus de acuerdo a la metodologia ya mencionada. Los
resultados mostraron que los virus asociados a linfocitos B se encuentran
distribuidos de manera equitativa en la superficie y dentro de la célula (King y cols.,
1999).
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Aproximadamente, el 95% de los virus aislados se recuperaron de la poblacién de
células CD20", sin importar si se trataba de una infeccidén primaria o secundaria, el
tropismo del virus hacia los linfocitos B fue independiente del serotipo infectante, asi
como de la cantidad de virus en suero. En contraste, la cantidad de virus aislados a
partir de linfocitos T, células NK'y monocitos, fue mucho menor. Indicando que los
linfocitos B (de sangre periférica) son el principal blanco de la infeccidén natural (King
y cols., 1999).

Por el contrario, en un estudio realizado por Durbin y colaboradores (2008), en
PBMC de pacientes pediatricos con FD y FHD, se identificé a las células
CD867CD32*CD14*CD11c* (monocitos activados) como blanco de la infeccién,
ademas de mostrar que la mayoria de las células positivas para prM eran células
CD86* (82%) y CD32" (78%) (Durbin y cols., 2008).

A pesar de que los resultados de Durbin sugieren un papel de los monocitos
activados en la FHD, los autores refieren que su estudio tenia varias limitaciones
relacionadas a la poca cantidad de sangre que podian obtener de los pacientes
pediatricos, y por esta razéon no pudieron analizar otras poblaciones celulares
(Durbin y cols., 2008).

De igual forma, mencionan que la infeccién y activacién de linfocitos B con DENV
no se pueden excluir debido a que estas células expresan tanto CD86 como CD32,
ademas reportaron que aproximadamente un 20% de las células en las que se
detectaba la proteina no estructural 3 (NS3) eran CD14-, sugiriendo que la
replicacion ocurre en otras poblaciones celulares diferentes a los monocitos, como

células NK, células dendriticas o linfocitos B (Durbin y cols., 2008).

Otros estudios reportan resultados similares, Baclig y colaboradores (2010)
realizaron un doble marcaje de PBMC de pacientes filipinos con dengue utilizando
anticuerpos anti CD3, CD14, CD16 o CD19 acoplados a PE y anticuerpo anti
flavivirus (anti-flavivirus 6B6C-1 Alexa Fluor® 488), mediante un analisis por
citometria de flujo, encontraron que del 20 al 81% de las células infectadas con

DENV eran CD19* (linfocitos B) estos resultados no variaban entre serotipos (el
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aislamiento viral determin6 que los serotipos infectantes eran 1 y 3) o gravedad de
la enfermedad, de igual forma, la historia de exposicion del paciente al virus no

interferia en los resultados (Baclig y cols., 2010) (Figura 13).
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Figura 13. Citometria de flujo de PBMC infectadas con DENV. (1A, 2A) Grafico de puntos de
poblaciones leucocitarias de diferentes pacientes (1 y 2). (1B, 2B) PBMC tefiidas con anticuerpo
anti CD3 PE y anti-flavivirus 6B6C-1 Alexa Fluor® 488. (1C,2C) Analisis citométrico de células B. El
cuadrante inferior izquierdo en 1C y en 2C muestra eventos negativos para CD19 PE y anti-
flavivirus 6B6C-1 Alexa Fluor® 488. El cuadrante superior izquierdo en 1C y 2C contiene los
eventos positivos para CD19 PE y negativos para anti-flavivirus 6B6C-1 Alexa Fluor® 488. El
cuadrante inferior derecho en 1C y 2C contiene los eventos positivos para anti-flavivirus 6B6C-1
Alexa Fluor® 488. El cuadrante superior derecho en 1C y 2C contiene los eventos que fueron
positivos tanto para CD19 PE y anti-flavivirus 6B6C-1 Alexa Fluor® 488 (Baclig y cols., 2010).

Un experimento mas detallado concuerda con los resultados anteriores,
Srikiatkhachorn y su equipo de trabajo (2012), fraccionaron PBMC por medio de

perlas paramagnéticas en poblaciones CD20* (linfocitos B), CD2* (linfocitos T) y
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CD14* (monocitos), dichas células fueron usadas para realizar ensayos de qRT-

PCR para identificar RNA viral (de polaridad positiva).
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Figura 14. Comparativo de los niveles de RNA viral dos dias antes de la disminucién de la
fiebre en plasmay en subpoblaciones de células mononucleares de sangre periférica en
infecciones primarias (1°) y secundarias (2°). Andlisis estadistico realizado con la prueba de Chi

cuadrada, (*) diferencia estadisticamente significativa en los niveles de RNA entre primoinfeccién
y reinfeccidn (p< 0.05), (+) diferencia entre los niveles de RNA en células CD20* comparadas con
células CD14"y CD2* (p< 0.05) (Modificado de Srikiatkhachorn y cols., 2012).

El estudio detectd RNA viral en todas las poblaciones celulares siendo las células
CD20* aquellas que mostraron albergar mayor niumero de copias de RNA viral (+)
en comparacion con las células CD2* y CD14". La distribucién del RNA viral entre

las poblaciones celulares era similar en los casos de FD y FHD (figura 16).

Los niveles plasmaticos del RNA de DENV disminuyeron significativamente antes
del cese de la fiebre, dicho efecto no se observé en la cantidad de RNA viral en las

poblaciones celulares (figura 15).

La cantidad de copias de RNA viral fue mayor en las infecciones secundarias que
en las primarias (figura 14). Sin embargo, al buscar el intermediario de replicacién
(IR) mediante gRT-PCR se encontraron pocas copias de RNA (-) en PBMC, lo cual

sugiere que no exista una replicacién activa en PBMC y que las células sean
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utilizadas por el virus como medio de transporte a través de la vasculatura

sanguinea y linfoide por el organismo (Srikiatkhachorn y cols., 2012) (Figura 19).
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Figura 15. Niveles de RNA viral en plasmay células mononuclares de sangre periférica.
Copias por militro de Plasma (B), o por millén de células CD14* (C), CD2* (D) y CD20*(E); dos (-2)
y un dia (-1) antes del cese de la fiebre. Cada linea representa un caso; las lineas punteadas
simbolizan los casos de fiebre por dengue, mientras que las lineas continuas representan los casos
de fiebre hemorragica por dengue (Modificado de Srikiatkhachorn y cols., 2012).

Lo anterior es consistente con los experimentos de Jessie y colaboradores (2004),
quienes utilizando tejidos de autopsias y biopsias detectaron antigenos virales en
higado, rifdén, corazén, pulmén vy linfocitos mediante inmunohistoquimica (IHC)
(Jessie y cols., 2004).

En las mismas muestras, se realizé hibridacion in situ (ISH) y fueron capaces de
detectar RNA viral en el citoplasma de macréfagos y en células B reactivas en los

centros germinales del bazo, incluyendo centroblastos e inmunoblastos de los
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foliculos linfoides, en los cuales, ademas, se detectaron antigenos virales. Estos
resultados posicionan a los linfocitos B como potencial blanco de la infeccion (Jessie
y cols., 2004).
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Figura 16.Niveles de RNA viral en plasmay subpoblaciones de células mononucleares de
sangre periférica en fiebre por dengue (FD) y fiebre hemorragica por dengue (FHD). Analisis
estadistico realizado con la prueba de Chi cuadrada, (*) diferencia estadisticamente significativa
entre los niveles de RNA en fiebre por dengue (FD) y fiebre hemorragica por dengue (FHD) (p<
0.05), (+) diferencia entre los niveles de RNA en células CD20* comparadas con células CD14" y
CD2" (p< 0.05) (Modificado de Srikiatkhachorn y cols., 2012).

Se debe tener presente que la sangre es un tejido complejo y las células que lo
conforman tienen sus propios patrones de circulaciéon vascular. Por ejemplo, los
monocitos se producen en la médula 6sea y entran a circulacion sanguinea donde
residen por un tiempo hasta migrar a los tejidos, donde maduran como macréfagos
o células dendriticas (Shi y Pamer, 2011) y no regresan al torrente sanguineo.
Mientras que los linfocitos B tienen un patrén de circulacion mas complejo
(Nagasawa, 2006).
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Los linfocitos inmaduros se producen en la médula ésea, posteriormente residen en
tejidos linfoides secundarios donde pueden circular entre la linfa y la sangre. De esta
forma, los linfocitos representan células en constante circulacion entre los tejidos,
mientras que los monocitos solo son muestra de células que migran de la médula

Osea a la circulacion sanguinea (King y cols., 1999).
4.2. Participacion de los linfocitos B en la patogenia de la enfermedad

Cabe mencionar que los pacientes con infeccion viral por DENV muestran defectos
inmunes celulares y generalmente tienen una cantidad elevada de linfocitos B en
sangre periférica. Se cree que los linfocitos B (CD 19%) juegan un papel significativo
en la eliminacién de complejos virus-anticuerpo y esa puede ser la razén del
incremento de dicha poblacién (Boonpucknavig y cols., 1976; Jampangern y cols.,
2007).

No obstante, la participacion de los linfocitos B podria estar relacionada con la
patogenia de la enfermedad. Lin y colaboradores (2002) demostraron que DENV
(DENV-1 y DENV-3) induce la secrecién de IL-6 y TNF-a en cultivos primarios de
linfocitos B; ademas, al infectar las células con complejos virus-anticuerpo
heterdlogo (anticuerpo especifico para otro serotipo viral que el infectante) se
incrementaba la infeccidn y la secrecion de citocinas en las células, de tal forma que
los niveles de virus producido y citocinas excretadas eran similares a los niveles

detectados en modelos de infeccion con monocitos (Lin y cols., 2002).

A pesar de ser un modelo in vitro, estas evidencias sugieren que los linfocitos B

pueden ser un componente importante en la patogénesis del dengue.

Por otro lado, estudios realizados con una cepa mexicana del virus (CAM7786,
aislado viral del serotipo 2), han demostrado la replicacion viral activa en cultivos
primarios de PBMC, linfocitos B y la linea celular Raji, mediante la deteccién de
sNS1 por ELISA y la identificacidon del intermediario de replicacion por gRT-PCR
(Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-Castillo, 2011).
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Contrario a otros estudios que demuestran una nula replicacion en cultivos primarios
de células B y PBMC (Kou y cols., 2008), la razén por la que estos resultados son
contradictorios, a pesar de ser modelos similares, podria residir, entre otros
aspectos, en el virus utilizado, ya que se ha demostrado que la capacidad de

infeccion in vitro es inherente a la cepa viral empleada (Diamond y cols., 2000).

La infeccion con CAM7786 en cultivos primarios de linfocitos B induce la produccion
y excrecién de IL-6 (Fonseca-Coronado, 2005), citocina importante en la patogenia
de la enfermedad (Rachman y Rinaldi, 2006).

También se observé la activacion de caspasa-3 (enzima medular en la induccion de
apoptosis ya que todas las vias dependientes de caspasas convergen en ellay asu
vez activa a otras caspasas para que en conjunto se logre el correcto
desmantelamiento de la célula) en la linea Raji y en linfocitos B de donadores sanos
en estas células se observé el fenotipo apoptotico (descrito como disminucion del
tamafio celular, condensacion del DNA y formacién de vacuolas intracelulares) al

cabo de 6 a 7 dias de cultivo (Fonseca-Coronado, 2005).

Una repercusiéon muy importante de la apoptosis de células B es la formacion de
cuerpos apoptéticos que pueden llevar en su interior virus infectivo y constituirse
como un mecanismo adicional de expansién viral (Fonseca-Coronado, 2005;
Torrentes-Carvahlo, 2009) (Figura 17).

Esto ocurriria como resultado de la fagocitosis de los cuerpos apoptéticos a cargo
de los monocitos/macréfagos que a su vez son blanco de la infeccion. Este
fendmeno se conoce bien para las infecciones por el virus de la inmunodeficiencia
humana (Kornbluth, 1994), influenza (Albert, Sauter y Bhardwaj, 1998; Fujimoto y
cols., 2000), y Salmonella (van der Velden y cols., 2000). Donde la ingestiéon de
cuerpos apoptoticos por macrofagos y células dendriticas da lugar a su activacion y

a la expansion de la infeccion.
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Macroéfago infectado

Figura 17. Mecanismo de expansion viral mediado por la fagocitosis de cuerpos apoptoticos
con particulas infectivas (Fuente original).

Ademas se demostrd que el inicio de la apoptosis no es inmediato al establecimiento
de la infeccidn y ocurre durante la replicacion viral, es de esta forma que el DENV
inicia procesos replicativos acompafnados de un retraso de la apoptosis y solamente
cuando se ha alcanzado un cierto nivel de produccion de nuevos virus es cuando
inician los mecanismos proapoptéticos (Fonseca-Coronado, 2005). El retraso de la
apoptosis también se ha observado en células dendriticas derivadas de monocitos
(MDDC) infectadas con DENV (Ho y cols., 2001).
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5. POSIBLE MECANISMO DE INFECCION

Como ya se menciono, la picadura del mosquito vector inicia la infeccion al inyectar
viriones en la piel. En la epidermis, las células de Langerhans son las
representantes mayoritarias del sistema inmune (Johnston, Halliday y King, 2000) y

son potencialmente susceptibles a la infeccién (Wu y cols., 2000).

De igual forma, las células dendriticas inmaduras (immDC) que residen en la dermis
son susceptibles a la infeccion, en contraste, las células maduras parecen no

infectarse (Limon-Flores y cols., 2005).

Lo anterior indica una posible participacién de DC-SIGN; ya que contrario a la forma
madura, hay una elevada expresion de CD209 en las células dendriticas inmaduras
(Tassaneetrithep y cols., 2003) ademas, esta subpoblacion expresa CD206
(Engering y cols., 2002), otra molécula descrita como receptor de DENV (Hidari y
Suzuki, 2011).

El reconocimiento virion-célula de Langerhans o célula dendritica, genera la
internalizacién y procesamiento del antigeno y la posterior migracion a los tejidos
linfoides que drenan la piel (Cumberbatch y cols., 2000), de la misma manera que

ocurre con otras infecciones arbovirales (Johnston, Halliday y King, 2000).

Ademas, los virus al ser antigenos pequerios, pueden pasar al trasudado plasmatico
e ingresar a la linfa a través de las uniones del endotelio de los capilares linfaticos,
gue a su vez se uniran a vasos colectores que posteriormente se convierten en los
vasos linfaticos aferentes (Cyster, 2010) a través de los cuales ingresan las APC
(von Andrian y Mempel, 2003), y por ende, las células de Langerhans y DC
infectadas por DENV.

Respecto a los complejos antigeno-anticuerpo, estos son muy grandes como para
ingresar libremente a la vasculatura linfatica, por lo que requieren ser acarreados

por DC u otras células mieloides (Cyster, 2010).
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La confluencia de estas células y de los antigenos en los organos linfoides
secundarios, donde pueden interactuar con otras células, hace pensar que, es

precisamente en estos sitios donde comienza la expansion viral (Diamond, 2003).
5.1. Arquitectura del ganglio linfatico y migracion de células B

Estos 6rganos son estructuras bien organizadas, compuestas de zonas de linfocitos
By T (Park y Choi, 2005), los linfocitos T se ubican en la paracorteza, mientras que
en el area mas superficial (corteza) estan situadas las células B (von Andrian y
Mempel, 2003) que se encuentran formando foliculos primarios de linfocitos
inexpertos, o foliculos secundarios de células activadas, que junto con las células
dendriticas foliculares (fDC) forman el centro germinal (CG) (Park y Choi, 2005)
(Figura 18).

Las fDC son células del estroma y tienen, entre otras caracteristicas, la capacidad
para retener antigenos durante periodos largos de tiempo (Park y Choi, 2005). En
contraste con las DC que presentan antigeno a células T, las fDC no internalizan,
procesan ni presentan antigeno en moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-Il) (van Nierop y de Groot, 2002), pero
presentan complejos antigeno-anticuerpo a través de la uniéon con sus receptores
Fc (CD32 y CD23) (Park y Choi, 2005) y receptores de complemento como CD21
(CR2) y CD35 (CR1) (van Nierop y de Groot, 2002).

Una particularidad importante de la estructura de estos 6rganos, es la existencia de
sistemas linfaticos y vasculares especializados, como las vénulas de endotelio alto
(HEV) en la paracorteza y, los vasos y senos linfaticos en la paracorteza y médula
(Girard, Moussion y Forster, 2012) (Figura 18).

Normalmente, los linfocitos inexpertos ingresan a los érganos linfoides secundarios
a través de las vénulas de endotelio alto (HEV) y migran a su zona especifica
(Girard, Moussion y Forster, 2012) (Figura 18), de esta forma, los linfocitos pueden
explorar el érgano en busca de su antigeno especifico, en caso de no encontrarlo,
regresan al torrente sanguineo (en unas pocas horas o dias) a través de los vasos

linfaticos eferentes hacia el conducto toracico donde entran a circulacion por la
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unién con la vena subclavia (von Andrian y Mempel, 2003), los linfocitos B pasan
alrededor de 24 horas explorando el ganglio, mientras que los T pasan de 8 a 12
horas (Girard, Moussion y Forster, 2012).

DC migratoria

3

Macréfago 169+

\—-Vasos linfaticos aferentes—;

S—

Corteza

Paraconteza

Arteria ~Vaso linfatico eferente

Figura 18. Arquitectura del ganglio linfatico. fDC (células dendriticas foliculares), MRC (células
reticulares marginales), FRC (células fibroblasticas reticulares), CCL21 (ligando de quimiocina 21,
atrayente de células By T), CCL19 (ligando de quimiocina 19, atrayente de células dendriticas y
linfocitos T), CCL13 (ligando de quimiocina 13, atrayente de linfocitos B), HEV (Vénulas de
endotelio alto) (Modificado de Girard, Moussion y Forster, 2012).

La migracién y posicionamiento intranodal de los linfocitos T, B y DC estan
regulados por ligandos de quimiocina CCL21, CCL19 y CXCL13 que son producidos
por las células fibroblasticas reticulares (FRCs) en las areas de células T y por las

fDC en los foliculos (Girard, Moussion y Forster, 2012) (Figura 18).

Los linfocitos B entran a través del HEV y migran a los foliculos mediante un
gradiente de CXCL13 (quimiocina producida por las fDC y MRCs), que es
reconocido por CXCR5 (en las células B) y genera sefiales que promueven la
migracioén de los linfocitos B (Yuseff y cols., 2013).
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Después de migrar a través de la red de las fDC, la célula viaja por la zona proximal
de linfocitos T usando el receptor CXCR7 y su ligando CCL21 (secretado por FCR
y HEVs) y de esta manera salir por el seno cortical (Cyster, 2010) (Figura 18) e vez
ingresar a la médula cortical, egresando del 6rgano a través del vaso linfatico

eferente, permitiendo la migracion a otro tejido linfoide.

5.2. Infeccion de linfocitos B por DENV en 6rganos linfoides secundarios y
su participacion como diseminadores del virus

Una vez que las células inicialmente infectadas (células de Langerhans y DC) llegan
al ganglio, actuaran como APC a células T, iniciando la respuesta inmune (von
Andrian y Mempel, 2003), en dado caso que el virus sea capaz de replicarse, la
liberacién de viriones expone a las células residentes del ganglio como los

macrofagos, fDC y células B, a la infeccion por DENV (Diamond, 2003).

El hallazgo de antigenos virales en células mononucleares de sangre periférica,
donde la poblacién con mayor numero de copias de RNA viral es la fraccién de
células B (Boonpucknavig y cols., 1976; King y cols., 1999; Baclig y cols., 2010;
Srikiatkhachorn y cols., 2012), sugiere una participacion mayor de esta poblacién

celular durante la infeccion.

Sin embargo, las PBMC deben ser vistas como una poblaciéon centinela que de
manera indirecta nos informa de las actividades inmunoldgicas del organismo, ya
que la mayoria de los tejidos humanos son inaccesibles y aquellos que lo son, no

necesariamente estan drenando el area de nuestro interés (Kaminski, 2012).

No obstante, al buscar el intermediario de replicacion en PBMC (de casos de FD y
FHD) se encontré un numero muy bajo de copias de RNA de polaridad negativa, sin

importar el serotipo infectante (Srikiatkhachorn y cols., 2012) (Figura 19).

Por otro lado, mediante hibridacion in situ de bazo y ganglios linfaticos de casos
fatales de dengue, se encontr6 RNA viral en los centroblastos de los centros
germinales y en inmunoblastos, indicando la presencia de linfocitos B infectados en

los 6rganos linfoides secundarios (Jessie y cols., 2004).
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Figura 19. Copias de RNA de polaridad positiva (+) y polaridad negativa (-) de DENV en
PBMC sin fraccionar. La PCR cuantitativa para RNA viral se realiz6 con RNA extraido de PBMC
sin fraccionar en el dia -2 de la enfermedad (dos dias antes de que la fiebre baje) de sujetos
infectados con DENV-1 (A), DENV-2 (B), DENV-3 (C) o DENV-4 (D) (Modificado de Srikiatkhachorn
y cols., 2012).

Si bien las PBMC vy los linfocitos B son capaces de replicar al DENV in vitro (Lin y
cols., 2002; Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-Castillo, 2010), se debe considerar
que durante el proceso patoldgico, las células infectadas coexisten con otras células
capaces de responder a la infeccibn y que pueden estar modificando el
microambiente, impidiendo o favoreciendo la replicacion viral en ciertas

poblaciones.

Cabe mencionar que la replicacion viral depende, entre otros aspectos, del virus
infectante (Diamond y cols., 2000), esto se puede observar en la figura 19 y la
diferencia del numero de copias de polaridad positiva y negativa entre serotipos al

dia -2 de la infeccion.

Hasta la fecha, no se ha identificado la célula mononuclear de sangre periférica

blanco de la infeccion en México ni en América, considerando que todos los virus
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del dengue son distintos de cierto modo, seria interesante identificar si estas

diferencias estan jugando en contra o a favor de la infeccion.

Suponiendo que un linfocito B infectado por DENV ingrese a un érgano linfoide
secundario, mediante los mecanismos que se describieron previamente, se cree
que la interaccion de estos con las fDCs y linfocitos T (Figura 20) podria ser uno de

los mecanismos de diseminacion viral.

Tomando en cuenta que la infeccion genera un proceso inflamatorio y que este
provoca el remodelamiento del ganglio linfatico, que incluye el aumento en el
tamano del 6érgano y el numero de células, asi como, la expresion de moléculas de
adhesion en el endotelio alto y la expansion de la red vascular (HEV), es evidente
el reclutamiento de células T efectoras, monocitos, células NK, DC y por supuesto,

linfocitos T y B inexpertos (Girard, Moussion y Forster, 2012).

El ingreso de linfocitos B inexpertos no infectados, supone la exposicion de éstos a
viriones infectivos durante un periodo aproximado de 24 horas, tiempo que pasan
las células B en cada ganglio antes de que migren a otro 6rgano linfoide secundario
(Girard, Moussion y Forster, 2012), lo que tendria como consecuencia la infeccion

y diseminacién viral gracias al trafico celular de esta poblacién.

La interaccion de las fDC con los linfocitos B podria ser un punto importante en la
infeccion por DENV, ya que estas células son capaces de secretar microparticulas
llamadas exosomas, las cuales tienen una alta preferencia por unirse a las fDC
(Denzer y cols., 2000).

Las microparticulas (MPs) son vehiculos de la comunicacion celular y usualmente
contienen mRNA, miRNA o proteasas y pueden unirse a las membranas

plasmaticas y liberar su contenido al citoplasma (Clark y cols., 2012).

Como DENV solo requiere de su genoma para iniciar una infeccion, este podria ser
un mecanismo de infeccidn, si los transcritos virales o el genoma tuvieran la
capacidad de ser empaquetados en MPs, podrian distribuirse en el organismo
(Clark y cols., 2012).
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Figura 20. Migracién del linfocito B en un 6rgano linfoide secundario. En rojo se muestra la
ruta propuesta. Los linfocitos B entran al érgano linfoide secundario (en esta ilustracion se trata de
un ganglio linfoide) a través de HEV y migran gracias al gradiente de CXCL13 que es reconocido
por CXCR5 en los linfocitos B. Las células B interactian estrechamente con el estroma del foliculo
que incluye a las células dendriticas foliculares (FDC) y los macréfagos del seno subcortical (SCS).
Durante el tiempo que pasa el linfocito B inexperto en el tejido linfoide, busca su antigeno cognato,
es capaz de activarse gracias a las citocinas producidas por los linfocitos T, en caso de no
encontrar a su antigeno, pueden migrar hacia el seno cortical para regresar a la circulacion linfatica
e ingresar a otro 6rgano linfoide secundario (Modificado de Cyster, 2010).

Tanto las MPs como los cuerpos apoptoticos generados en los tejidos son
fagocitados por los macréfagos, ademas, las microparticulas derivadas de varios
tipos celulares también estan presentes en la sangre periférica, donde pueden
encontrarse con monocitos y linfocitos que también pueden quedar expuestos. Los
linfocitos B son capaces de ingresar macroparticulas al citoplasma bajo ciertas

condiciones que involucran la participacion de iC3b y CD21 (Koppler y cols., 2006).

Un modelo de infeccidon del virus de inmunodeficiencia humana (HIV), muestra la

infeccion trans durante la presentacion antigénica o la sinapsis inmunoldgica,
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mediante la liberacion de exosomas con particulas virales que son capaces de
unirse al receptor DC-SIGN (Wu y KewalRamani, 2006) o entrar a las células a

través de la fusion de membranas (Wiley y Gummuluru, 2006).

Los exosomas pueden ser un modo por el cual el virus intracelular llega a la sinapsis,

sin embargo esta hipodtesis sigue sin estar comprobada (Wu y KewalRamani, 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que los linfocitos B activados, derivados de sangre
periférica y de tejidos, expresan DC-SIGN, y que estas células median la infeccién
trans del HIV a linfocitos T CD4*, también se observé que las células B que
expresan CD209 no replicaban a VIH y de esa forma sirven como portadoras para

la transferencia y potenciacion de la infeccion por VIH (Rappocciolo y cols., 2006).

Cabe mencionar que las células B de los donadores sanos de este estudio
expresaban DC-SIGN de forma constitutiva, y que tras el estimulo con IL-4 y CD40L
dicha expresion se triplicaba (a nivel mensajero y a nivel proteico), ademas el
estimulo con estas citocinas indujo a CD23, CD22, CD58, CD80 y CD86, indicando
que la activacion celular podria estar involucrada en la expresion de DC-SIGN en

células B (Rappocciolo y cols., 2006).

Esta evidencia permite suponer que uno de los receptores mejor descritos para
DENV (CD209) podria estar involucrado en la infeccion de los linfocitos B, debe
tomarse en consideracion que los eventos que se han descrito hasta el momento
ocurren al mismo tiempo que la activaciéon de otras células efectoras y productoras

de citocinas proinflamatorias.

De esta forma, la activacion de linfocitos B, gracias al estimulo de linfocitos T
cooperadores, podria tener como consecuencia la expresiéon de CD209 in vivo,
explicando de cierta forma la presencia del virus en la célula y apoyando la idea de
Boonpucknavig (1976) acerca de la presencia de un receptor desconocido en esta
poblacion celular, sin embargo se requieren mas estudios al respecto para poder

apoyar esta hipotesis.
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Asimismo, se sabe que de 5 a 10 dias después de la respuesta inmune primaria,
los linfocitos B seleccionados migran de los foliculos primarios al CG donde
proliferan y se diferencian a células B de memoria o células plasmaticas gracias a

la hipermutacion somatica y cambio de isotipo (Park y Choi, 2005).

La presencia de antigenos y RNA viral en centroblastos e inmunoblastos (Jessie y
cols., 2004) sugiere que el virus es capaz de infectar estas células en transformacion
o que la proliferacion celular continua a pesar de la infeccion, lo cual puede ser
congruente con el retraso de la apoptosis observado en la infeccion in vitro de
células B (Fonseca-Coronado, 2005) indicando algun tipo de mecanismo inducido

por el virus que permite la sobrevivencia de éstas células.

5.3. Los linfocitos B infectados con DENV pueden actuar como células
efectoras de larespuesta inmune

Independientemente del modo de entrada del virus a la célula B, o del momento en
que esto sucede, la expresion de citocinas proinflamatorias y otros eventos celulares
asociados a la infeccién (Lin y cols., 2002; Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-
Castillo, 2011), podrian explicarse a través del reconocimiento del virus por parte de

receptores tipo toll (TLRs).

Los TLRs que pueden reconocer a DENV son TLR-3 (dsRNA) y TLR-7, -8 (ssRNA)
(Gonzalez-Fernandez, 2014), estan situados intracelularmente en las membranas
de endosomas y lisosomas; el dominio que reconoce al antigeno esta proyectado
hacia el interior de esos organelos, mientras que un dominio se encuentra
proyectado hacia el citoplasma y es el encargado de sefalizar hacia el nucleo
(Christmas, 2010).

Los linfocitos B en reposo expresan niveles basales significativos de TLRs. Como
se puede observar en la figura 21, los niveles de TLR-8, al igual que los de TLR-3,

son bajos, en contraste con los niveles de TLR-7 que son mas altos.

Suponiendo que DENV sea capaz de infectar células B, pero no replicarse, es l6gico
pensar que el reconocimiento de RNA de polaridad positiva por TLR-7 puede activar

a la célula, de tal forma que se induzca la produccion de citocinas proinflamatorias.
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Esto es congruente con las observaciones de Hanten y cols. (2008), quienes
estimularon células B con agonistas de TLR-7, lo que provocd un aumento en los
niveles de IL-6, MIP-1a (CCL13), MIP-13 (CCL4, citocina quimiotactica de células
NK) a nivel de mensajero y proteina, de igual forma, el mensajero de TNFa aumento
(Hanten y cols., 2008).

La expresion de TNFa e IL-6 en linfocitos B es consistente con otros estudios (Lin y
cols., 2002; Fonseca-Coronado, 2005; Vargas-Castillo, 2011), por lo que estas
evidencias podrian sugerir la participacion de TLR-7 en la sefalizacion para la

produccion de esas citocinas.
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Figura 21. Expresién de mRNA del TLR-2 al TLR-10 en células B humanas de sangre
periférica. En rojo se encuentran enmarcados los TLRs que reconocen a DENV (Modificado de
Hanten y cols., 2008)

Otras poblaciones celulares son capaces de producir IL-6 tras la infeccidon con
DENV, como los fibroblastos (Kurane, Janus y Ennis, 1992), leucocitos de sangre
periférica (Chaturvedi y cols., 1999), células endoteliales derivadas de cordoén
umbilical (HUVEC) (Huang y cols., 2000) y monocitos CD16* (Wong y cols., 2012).
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Asimismo, la infeccidn facilitada por anticuerpos en la linea celular THP-1 induce
una alta expresion de IL-6 (Chareansirisuthigul, Kalayanarog y Ubul, 2007),
contrario a una linea celular de células cebadas/basdfilos, que solo muestran un
pequefio incremento en la produccién de esta citocina (King y cols., 2000). Es

evidente que la secrecion de IL-6 no esta limitada a una poblacion celular.

Sin embargo la evidencia que posiciona a los linfocitos B como la PBMC blanco y la
nula produccion de IL-6 por parte de macréfagos diferenciados tras la infeccion con
DENV in vitro (Chen y Wang, 2002) y de células dendriticas derivadas de monocitos
(Ho y cols.,2001), aunado a los elevados niveles plasmaticos de IL-6 y MIF (Factor
inhibidor de la migracion de macréfagos, producido por macréfagos y linfocitos T
estimulados con glucocorticoides) (Calandra y Bucala, 1997; Chen y cols., 2006),
sugiere que los niveles de IL-6 plasmaticos podrian tener un origen en varias

poblaciones celulares, incluyendo a los linfocitos B.

La produccion de IL-6 durante la infeccion por DENV puede estar implicada en la
patogenia de la enfermedad ya que esta asociada a la generacién de anticuerpos
de reactividad cruzada con plaquetas, células endoteliales y plasmindgeno tisular,

causando defectos en la coagulacién (Rachman y Rinaldi, 2006).

Ademas, IL-6 promueve acciones inflamatorias a través de la exposicion y
activacion de células T, diferenciacion de células B y la induccion de proteinas de
fase aguda, también es capaz de regular negativamente la expresion de citocinas
proinflamatorias, la sintesis del factor Xll de la coagulacion y la expresiéon del

antagonista del receptor de IL-1 y el receptor de TNF-a (Rachman y Rinaldi, 2006).

Aunado a lo anterior, la expresiéon de CCL4 podria actuar como quimioatrayente de
células NK, la expresion de esta citocina esta asociada a la eliminacion del virus y

se propone como marcador de resolucion de la enfermedad (Bozza y cols., 2008).

Otras moléculas moduladas positivamente por los agonistas de TLR-7 son CD80 y
CD40 que actuan como coestimuladores, los receptores Fc como CD23, y los
factores NFkB1A 'y TCFL5 (Hanteny cols., 2008).

55



Es importante mencionar que, tras la activacién de estas células se incrementa
dramaticamente TLR-7, por otro lado, los niveles de expresion de este receptor son
similares a los de monocitos y MDDC (Bourke y cols., 2003), caracterizados por la
alta expresion de TLRs. Ademas, la activacion de TLR-7 en células B resulta en la
diferenciacion celular y secrecion de inmunoglobulinas, de manera interesante, este
receptor se encuentra en todas las subpoblaciones de linfocitos B, y su expresion

es dependiente de IFN-I (Bekeredjian-Ding y Jego, 2013).

Por otra parte, se observo la regulacion positiva de genes antiapoptoticos como
BCL-xL (Hanten y cols., 2008). La activacién de estos genes a través de TLR-7,
podria explicar el retraso de la apoptosis en células B infectadas con DENV
(Fonseca-Coronado, 2005).

No obstante, a pesar de verse aplazado, el proceso apoptotico en células B tiene
lugar de 6 a 7 dias después de la infeccidn (Fonseca-Coronado, 2005), la apoptosis
de células B es un evento comun en los foliculos y puede resultar en la unién de

estos fragmentos a las fDC (Denzer y cols., 2000).

Si la apoptosis inducida por DENV tiene lugar en los foliculos primarios, es posible
que los cuerpos apoptdticos se unan a las fDC, predisponiendo a otros linfocitos B
no infectados, que circulan a través del 6rgano linfoide secundario, a adquirir el virus

y de esta forma continuar con la expansion viral.

Tomando en cuenta el periodo de incubacion, y los tiempos de toma de muestra de
los estudios reportados (dos dias antes del fin de la viremia) se podria pensar que
una fraccién de las células positivas a antigenos y RNA viral, podrian ser linfocitos

B que han adquirido estos cuerpos apoptéticos en los foliculos.

Sin embargo, se requiere un estudio que analice la cinética de la infeccién natural
desde el periodo de incubacién hasta la resoluciéon de la enfermedad para poder
identificar como participan los linfocitos B durante las primeras etapas de la
enfermedad. Si es actuan como células donde se realiza la replicacion viral y, de
esta forma, ser, en parte, responsables de la diseminacion del virus por el organismo

y de la evolucién a formas graves de dengue.
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De igual forma, seria importante identificar el perfil de citocinas a partir de cultivos
ex vivo (durante diferentes etapas de la infeccion) de estas células y observar los

procesos apoptéticos y la replicacion viral.

Cabe mencionar que hasta la fecha los estudios de la infeccion natural son limitados
y nulos en poblacion mexicana y, entre todos los aspectos necesarios para
comprender de manera integral la patogenia de la enfermedad, la identificacién del
tropismo celular o tisular es punto clave para poder plantear soluciones a este

problema de salud publica mundial.
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vi) CONCLUSIONES

e Se describieron de manera general aspectos involucrados en la patogenia
del dengue, con un enfoque hacia la participacion de los linfocitos B de
sangre periférica

e Ademas, se revisO y expuso la evidencia que posiciona a las células B de
sangre periférica como blancos de la infeccion, productoras de citocinas
proinflamatorias asociadas a los casos graves. Se analizaron las evidencias
que apoyan esta teoria y se contrasté con aquellas que indican resultados
contrarios.

e También se planted un modelo hipotético del papel que desempefian los
linfocitos B como células transportadoras del virus a través de los 6rganos
linfoides secundarios, basado en las evidencias antes mencionadas y los
mecanismos de migracién de esta poblacion celular.

e Se propuso que el reconocimiento del virus del dengue por TLR-7 en
linfocitos B, induce la expresion de citocinas proinflamatorias, entre otras
moléculas, apoyando las evidencias que sefialan alas células B como células
efectoras.

e Enfuncidn de la informacion disponible al momento, se puede establecer que
las células B participan, de una forma no del todo clara, durante la patogenia
del dengue. Con base a lo anterior es evidente la necesidad de realizar mas

investigaciones que permitan clarificar estas hipotesis.
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vii) PERSPECTIVAS

El conocimiento de los mecanismos patologicos de cualquier es primordial para el
tratamiento y prevencion de la misma. En el caso del dengue, al ser un problema de
salud publica nacional y mundial, este conocimiento puede tener un impacto mayor

en la solucion de este padecimiento.

Es por ello que se requieren mas datos que apoyen o refuten la hipotesis que postula
a los linfocitos B como blanco de la infeccidn, asi como el hallazgo de receptores en

esta poblacién y las consecuencias de la interaccidn del virus con estas células.

Ademas, la descripcion de estos aspectos en poblacion mexicana y con cepas
virales nacionales, podrian ser de gran ayuda en el planteamiento de acciones que

beneficien a la poblacion de nuestro pais.

Hasta el momento, no se tiene referencia alguna de un documento que compile la
informacion disponible existente, que trate el tema de esta investigacion, por lo que
el presente es el primero en su tipo, y se espera que sirva como referencia y fuente
de consulta en futuras investigaciones acerca de la infeccion por el virus del dengue

e incluso para otras patologias.
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