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INTRODUCCION.

El virus del Dengue (DENV, acrénimo oficial) es el agente causal de la enfermedad
conocida como Dengue, que es la principal enfermedad viral transmitida por
artrépodos en el mundo. Esta enfermedad re-emergente se encuentra distribuida en
112 paises tropicales y subtropicales del mundo (Restrepo B.N et al., 2010). Es una
virosis que genera pandemias, la cual se esta propagando rdpidamente en muchas
regiones del mundo. Asimismo, prospera en zonas urbanas pobres, suburbios y
zonas rurales, aunque también afecta a barrios mas acomodados de paises

tropicales y subtropicales (WHO, 2017).

El DENV pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Existen 4 serotipos
distintos, pero estrechamente emparentados, que se denominan: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 y DENV-4. La infeccién con cualquiera de ellos puede conducir a una
variedad de manifestaciones, desde una infeccion asintomatica o subclinica hasta
la fiebre clasica del dengue (FD). En la actualidad la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), lo clasifican en
dengue leve cuando se presenta como fiebre elevada (40° C) acompafiada de dos
de los sintomas siguientes: dolor de cabeza muy intenso, dolor detras de los globos
oculares, dolores musculares y articulares, nduseas, vomitos, agrandamiento de
ganglios linfaticos o sarpullido. Define a dengue grave, a aquellos pacientes que
ademas cursan con extravasacion de plasma, acumulacion de liquidos, dificultad

respiratoria, hemorragias graves o falla organica (WHO, 2017).

El Dengue se transmite por la picadura de mosquitos hembra, principalmente de la
especie Aedes aegypti y, en menor grado, de A. albopictus (WHO, 2017). La
transmision del DENV entre humanos y mosquitos se presenta cuando el mosquito
se alimenta con la sangre de un individuo virémico (Velandia M, 2011). Tras un
periodo de incubacién del virus que dura entre 4 a 10 dias, un mosquito infectado
puede transmitir el agente patdogeno durante toda su vida (WHO 2017). Al picar a

una persona sana, luego de cuatro o cinco dias, el paciente desarrolla fiebre y



dolores generalizados (Velandia M, 2011). Tras la aparicion de los primeros
sintomas, las personas infectadas con el virus pueden transmitir la infeccion
(durante 4 a 5 dias; 12 dias como méaximo) a otros mosquitos no infectados (WHO
2009).

Varios grupos de investigacion se han dado a la tarea de comprender el mecanismo
por los cuales los pacientes con formas leves de la enfermedad por dengue
evolucionan a las formas graves, a pesar de esta intensa investigacion, la patogenia

de DENV aun no se comprende completamente.

El desarrollo de las formas severas del dengue ha sido explicado mediante
diferentes hipdtesis. Una es el aumento de la infeccion dependiente de anticuerpos
0 potenciacién mediada por anticuerpos (antibody dependent enhancement [ADE],
en inglés), propiciada por infeccion secundaria con un serotipo diferente (Castro M,
2013).

Otra hipotesis sugiere que las formas severas estan relacionadas con el tipo de
virus. Se ha descrito que las formas severas del Dengue estan relacionadas con la

virulencia de la cepa y con el serotipo circulante.

Adicionalmente se reconoce que las caracteristicas del hospedero son también
determinantes de las formas clinicas de la enfermedad debido a la susceptibilidad
hacia las formas severas del Dengue, dependiendo del origen étnico de los

pacientes (Restrepo B. et al., 2010).

Por otro lado, se ha mostrado que la produccion de citocinas, como respuesta
inmune celular a la infeccion por el virus del dengue, tiene un papel importante en

las manifestaciones de la enfermedad (Restrepo B. et al., 2010).

Los macréfagos son una de las principales células diana de la infeccién por DENV
y desempefian un papel importante en la patogénesis, ya que se sabe que producen
varias citocinas inflamatorias que pueden conducir a disfuncion endotelial y, por lo

tanto, a fugas vasculares (Castillo J, 2018).

Por esta razén es de suma importancia esclarecer el papel de los macréfagos y de

las citocinas pro-inflamatorias en la patogenia del dengue, por lo cual en este trabajo



evaluaremos tanto los niveles expresion como de secrecion de dichas citocinas en

un modelo de macréfagos pro-inflamatorios.



1. MARCO TEORICO.
1.1. HISTORIA Y EPIDEMIOLOGIA.

No se tiene registro exacto de cuando fue la primera aparicion del virus Dengue en
la humanidad, sin embargo, a finales del siglo XVIII una epidemia con una fuerte
similitud con Dengue ocurrié en Asia y América. Asimismo, se propone que entre
los siglos XIX y XX el virus se extendié por los trépicos y sub-trépicos, ocasionando

frecuentes epidemias (Souza T, 2018 y Gonzalez J, 2014).

En el continente americano las epidemias por virus dengue fueron estudiadas por
Brathwaite et. al, quienes realizaron un historial desde 1600 hasta el 2010
clasificando este periodo en cuatro etapas: la introduccion del dengue en América
(1600-1946), plan continental para la erradicacion del vector, A. Aegypti, (1947-
1970) en el cual se logré con éxito la erradicacion del mosquito en 18 paises del
continente, re-infestaciéon de A. aegypti (1971-1999) causada por el fracaso en el
programa de erradicacion y el incremento de la dispersién y la circulacion del DENV
(2000-2010) que se ha caracterizado por el incremento del namero de brotes
actuales (Brathwaite O, 2012).

El dengue grave (conocido anteriormente como dengue hemorragico) fue descrito
por vez primera en los afios cincuenta del siglo pasado durante una epidemia en
Filipinas y Tailandia y, de acuerdo con la OMS, antes de 1970, solo nueve paises
habian sufrido epidemias de este tipo de dengue (WHO, 2017). De acuerdo con
estimaciones recientes, en las Ultimas décadas ha aumentado enormemente la
incidencia de dengue en el mundo. EI nUmero real de casos esta insuficientemente
notificado y muchos casos estan mal clasificados. A pesar de ello, la OMS reporta
gue cada afo, unas 500 000 personas que padecen dengue grave necesitan
hospitalizacion, de los cuales la gran mayoria son nifios y aproximadamente un
2,5% fallecen. Ademas, se estima que se producen 390 millones de infecciones por
dengue cada afio, de los cuales 96 mil se manifiestan clinicamente (Brady O, 2012).

Actualmente, la enfermedad es endémica en mas de 100 paises de las regiones del

Mediterraneo Oriental, Africa, América, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental,



siendo las ultimas tres regiones las mas afectadas. Globalmente el nimero total de
casos de dengue reportados a la OMS ha tenido una impresionante expansion, con
cambios de cerca de 105 000 reportados en 1990, de 505,430 en el 2000, con cerca
de 2.4 millones en el 2010 y la cifra récord de 4.2 millones en el 2019 (Zeng Z et al.,
2021). Hay que notar que estos datos se refieren a casos confirmados clinicamente

por dengue, por lo que la tasa de infeccion real es mucho mayor.

De los 4.2 millones reportados en el 2019, el continente americano reportd por si
solo 3.139.335 casos de dengue lo que representa un incremento del 30% con
respecto al 2015 y convierte a esta region como la mas afectada mundialmente
(OPS/ OMS, 2020)

El dengue se ha convertido en una de las causas principales de hospitalizacion y
muerte en los nifios y adultos de dichas regiones (Bhatt O, 2013). Especificamente,
a nivel mundial en la ultima década se report6é un incremento de muertes por dengue
del 65.5%, donde paso de 24,500 en 2007 a 40,500 en 2017, con un incremento de
igual manera en la tasa de mortalidad del 40.7%, pasando de 0.4 a 0.5 muertes por
cada 100 000 habitantes segun lo reportado por Global Health Metrics (GBR, 2018)
siendo una de las enfermedades que no vieron una disminucion en este periodo y
gue contribuyen a la pérdida de afios de esperanza de vida, como se observa en la
Tabla 1.



Tabla 1. Cambios en las muertes por Dengue de 2010 a 2017 y su efecto sobre la

esperanza de vida. Tomada de GBR 2018

All-age deaths (thousands) Age-standardised death rate All-ageYLLs (thousands) Age-standardised YLL rate
(per100000) (per100000)

07 Percentage 07 Percentage 077 Percentage 017 Percentage
change, 2007-17 change, 2007-17 change, 2007-17 change, 2007-17

Dengue 105 655% 05 407% 19029 20% 261 182%
(7600498) (1710997  (02t007)  (36to6Y7)  (166t0BY) (18t0612)  (98t0317)  (F120t0450)

En América, al igual que en el resto del mundo, se registré un incremento en el
namero de casos por dengue pasando de 1 millén en la década de 1990 a 4.7
millones en el periodo del 2000- 2007, como se observa en la Figura 1. (Souza T,
2018). Y a partir del 2011, el numero de casos, defunciones y tasa de mortalidad
por dengue ha tenido una tendencia a incrementar afio tras afio, con excepcién del
2017, que ha sido el afio con menor indice de estos en la Ultima década como se
describe en la Tabla 2. Sin embargo, durante el 2019 el panorama cambi6
completamente, presentandose el mayor nimero de casos de dengue reportados
globalmente hasta esa fecha. Por ejemplo, en el sureste asiatico hubo un
incremento del 46% comparado con el 2015 (Mohamed M. 2021), mientras que para
la regiébn americana representé uno de los peores afios, con mas de 3 millones de
casos, siendo mayor que los reportados en el continente asiatico. En este afio
incluso se registrd por primera vez la transmisidon de esta enfermedad en Afganistan
(WHO 2020).



Afio 2020

Casos de Dengue
Region Total Confirmados D. Grave Muertes
Las Américas 2,300,558 1,007,939 5,681 1,019

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2

Figura 1. Cambios del nimero de casos de dengue y de paises afectados en el
continente americano desde 1980 hasta el 2020. Tomado de OPS 2021



Tabla 2. Numero de casos confirmados de dengue y dengue severo, mortalidad e

incidencia de Dengue en Ameérica. Datos tomados de Salles et al. 2018.

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

casos de

dengue 1,079,978 11,162,998 (2,384,234 11,171,029 | 2,430,178 | 2,168,146 | 577,697

casos severos

por dengue 19,450 32,408 37.692 15,744 12,824 4,366 4,366
muertes 758 807 1,403 803 1,354 903 903
tasa de

incidencia/ 100

000 habitantes | 113 120.7 245 194 245 219 58.02

El dengue en México es la enfermedad viral transmitida por vector de mayor
importancia, hay diversos factores que favorecen su presencia: la circulacién viral
ciclica de los cuatro serotipos, altas densidades vectoriales, fenémenos asociados
al cambio climatico como los cambios en la intensidad y duracién de la temporada
de lluvias y frecuencia de huracanes (SSA 2017). En México se tienen registros de
infecciones con virus dengue desde 1941, afio en el cual se registraron 6, 955
casos, dicha cifra fue disminuyendo a medida que avanzaba la erradicacion del
vector, certificada en 1963. Para 1978, después de haber sido erradicado el
mosquito durante 12 afios, éste reingres6 a México por Tapachula, y se diseminé
por el territorio en menos de 10 afios, hasta afectar 29 entidades federativas (Narro
R, 1995). El dengue se convirtié en un problema de salud publica donde la poblacion
en riesgo era la carente de servicios basicos en salud, y la incidencia era
predominante en la poblacion adulta. A partir de 1980 y hasta 2011 se han generado
tres picos de la enfermedad, cada uno de aproximadamente 10 afios, en los cuales

se observo, por lo menos, un brote importante por cada década (Torres |, 2014).



Sin embargo, este patron ha cambiado, y ahora los periodos entre una epidemia y
la siguiente es de 5 afios, 0 menor. Como se puede observar en la Figura 2A en el
periodo del 2000 al 2015 se habia tenido una tendencia ascendente hasta el afio
2009 posterior a este se ha presentado una alternancia en el incremento y
decremento hasta el 2015. Con excepcion de Aguascalientes, Ciudad de México y
Tlaxcala el resto de las entidades han notificado casos autdéctonos de dengue (SSA,
2017). Sin embargo, del 2015 al 2020 nuevamente vemos un incremento notorio en
2019, correspondiente a este periodo de 4 a 5 afios Figura 2B (SSA 2020). Las
cifras del 2020 fueron mucho menores que para el 2019, ya sea porque
corresponden a este periodo de disminucion en la transmision, o debido a las
restricciones de movilidad por la pandemia de COVID-19, e incluso hasta mayo de

2021 los casos han sido todavia mucho menores (SSA 2021).

Casos Confirmados de Dengue. México, 1993-2015
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SALUD MEXICO, DENGUE: Casos Confirmados de Dengue por
E sALU Clasificacion, 2010-2020*
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Fuente: SINAVE/DGE/SALUD/Sistema de Vigilancia Epidemiclégica de Dengue. *A la semana 25
Nota: Para los afios 2010 a 2015 los casos de FD equivalen clinicamente a DNG y los casos de FHD a los casos de DCSA y DG.

Figura 2 A) Namero de casos confirmados de Dengue de 1993 a 2015. 2 B) NUmero
de casos confirmados de Dengue en México del 2010 al 2020. Tomado de
Lineamiento de vacunacién contra Dengue, SSA, 2017 y Panorama Nacional de

Dengue 2020.

Como ya se mencion6 anteriormente en México se han observado cambios en la
poblacion afectada, durante la década de 1990-1999 la mayor tasa de incidencia se
encontraba en la poblacion de 25 a 44 afios, con una tasa promedio anual de 30.7,
mientras que en la década de 2000-2009 la tasa de incidencia mas alta se desplaz6
hacia la poblacion de 15 a 24 afos, con una tasa promedio anual de 51.3
Actualmente en el 2018, 2019 y 2020, el rango de edad de la poblacion que se ve
afectada por dengue no grave, va desde menos de un afio hasta adultos mayores
de 65 afos, sin embrago la mayor incidencia de los casos se encuentran en la

poblacion de los 5 a los 35 afios. Sin embargo, la presencia de signos de alarmay
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el desarrollo de dengue grave esta afectando principalmente a los menores de 15

afos. Figura 3

Casos e Incidencia de Casos Confirmados de Dengue por
Grupo de Edad y Género. México, 2018.
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SALUD Casos e Incidencia de Casos Confirmados de Dengue
por Grupo de Edad y Género; México, 2019.
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Casos e Incidencia de Casos Confirmados de Dengue . SALU
por Grupo de Edad y Género; México, 2020. Rt SromsTanikoR phco
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Figura 3. Distribuciéon de los casos de Dengue en México de acuerdo al grupo de
edad A) 2018, B) 2019 C) Tomado de Panorama epidemiologico de dengue 2018,
2019y 2020 SSA.

Por otro lado, entre 2018 y 2019 el estado de Morelos se encuentra entre las 8
entidades con mayor indice de casos por dengue en el pais, incluso mayor que
Yucatan, en donde el dengue es endémico desde hace décadas (Tabla 4). En
Morelos, desde el 2017 al 2019 los serotipos 1 y 2 fueron los que circularon en el
estado. Los municipios de Yautepec y Cuautla son los que reportar mas casos por

dengue en el 2018.

Tabla 3 Datos sobre el nimero de casos de Dengue por entidad federativa en
México, durante el 2018 y 2019. Tomado de SSA 2019

CONFIRMADOS 2018 - 2019 TOTAL CONFIRMADDS DEFUNCIDNES
DNGZ0ts  pNeaois o o0 BOARG
2018 2019

JALISCO 14,917 B1,1E8 2210 7.713 aa1 2,014 2,651 11,727 6
VERACRUZ 15,895 51,197 2,239 9,195 a67 1,707 2,706 10,502 12
CHIAPAS ~ 10585 17711 760 595 © 2589 1646 3359 2,241 a0
QUINTANA ROO 1,609 10,860 163 913 a1 1,037 204 1,950 0
DAXACA ~ sa11 18963 179 1,054 125 624  3pa 1678 7
PUEBLA 785 7,115 129 1,365 1 288 130 1,653 0
SAN LUIS POTOSI 2253 9744 &0 1507 30 104 T 60 1611 0
MORELOS 1,575 10,828 19 393 e 1,027 98 1,420 0
MICHOACAN " 2098  s443 312 1122 8 115 T 321 1237 2
TABASCO 1,148 7587 56 262 TR 677 = ez 939 1
HIDALGD 439 2,524 134 846 s &6 139 912 0
GUERRERO 1972 10508 66 315 T sa 591 T 120 206 2
NUEVD LEGN 6,120 4,071 535 a11 asz 317 987 728 0
NAYARIT 1,232 s 70 258 T R asa BT 712 1
YUCATAN 1,125 4,753 13 261 & 392 19 653 0



Tabla 4. Incidencia de los casos de Dengue no grave, dengue con sintomas de
alarmay dengue grave en el estado de Morelos durante 2019 Tomada de Panorama

Epidemiolégico de Dengue 2019.

Casos confirmados de Dengue;
Morelos, 2019-2020.

Zoia 201% 2020

AR CIERRE  SEMANA  SEMANA
DG ass 393 400
DoSA a83 983 =13
DG 75 74 13
DCSa + DS 1,088 1,027 296
TOTAL CONFIRMADOS 1,453 1,420 626
DEFUNCIONES 27T 26 2
LETALIDADS 2.55 2.53 0.88

AP s G+ D

*Incidencia por 100 009 habitanbes:

Por los datos mostrados en la anterior tabla podemos confirmar que el Dengue es
una enfermedad de importancia para el estado de Morelos, y que entre el 2019 y

2020, se tuvo un repunte en casos de Dengue en este estado.



1.2. AGENTE ETIOLOGICO.

1.2.1. GENERALIDADES Y ESTRUCTURA DEL VIRUS DENGUE.

El DENV es un virus icosaedro de 50 nm, aproximadamente, conformado por una
membrana lipidica (obtenida de las células del huésped), sobre la cual se insertan
las proteinas de membrana y de envoltura. El interior del virus contiene el complejo
riboproteico formado por la proteina de la capside y el genoma viral, que consiste
en una unica hebra de ARN de sentido positivo de aproximadamente 11 kilobases,
y que codifica tanto las proteinas estructurales, que formaran parte de la particula
viral, como las proteinas no estructurales, que intervienen durante los procesos de

ensamblaje y replicacion del ARN gendmico (Lindenbach B, 2007).

El viribn maduro tiene tres proteinas estructurales: la proteina C de la
nucleocépside, la proteina pre- M y M, asociada a la membrana y la proteina E, de
la envoltura, asi como 7 proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B y NS5 (Figuras 5y 6).



Figura 5. Esquema que describe la estructura del Virus Dengue, mostrando la
localizacion y organizacion de las proteinas estructurales, asi como el ARN viral.
Tomado de Acosta, C 2005.
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Figura 6. Esquema que representa la organizacion del genoma del virus del
dengue, asi como la localizacion de las proteinas en la membrana del RE, durante

la transcripcion. Tomada de Velandia 2011.



Las proteinas estructurales tienen la funcion de formar la particula viral y proteger
el genoma. La proteina de la capside (C) actia como un emisor de sefiales a través
de la membrana, que permite su interaccion con el ARN viral y favorece la formacion
de la nucleocapside (Laredo T, 2012). La proteina pre-M participa en la maduracion
de la particular viral y segun lo descrito por Catteau et al, también podria estar
involucrada en la induccién de apoptosis de diferentes lineas celulares durante la
infeccion. Ademas, esta proteina sirve de chaperona de la proteina E, ya que
durante el trayecto de salida del viribn ésta es procesada en la region de la red
Trans-Golgi (TGN) por una proteasa celular similar a la furina, por lo que los viriones
maduros carecen del extremo amino terminal, denominandose proteina M (Malavige
G, 2013). La proteina que se encuentra mas expuesta en el virion es la proteina
de envoltura (E). Diferentes estudios han mostrado que puede ser importante en el
reconocimiento de la célula blanco y que participa en la infeccién celular, facilitando
la internalizacion del virus a la célula. Esta proteina esta formada de tres dominios
estructurales, dos de ellos no lineales y un tercero constituido por una estructura
parecida al dominio de inmunoglobulina. Justo en el dominio Ill se encuentran los
determinantes antigénicos de serotipo y en los dominios | y Il epitopes de reaccién
cruzada (Mukhopadhyay S, 2005).

Las proteinas no estructurales tienen mdultiples funciones principalmente
relacionadas con la replicacion viral, como son el establecimiento de un complejo
de replicacién formado por las proteinas NS, proteinas y cofactores del hospedero
y vesiculas lipidicas de las membranas del reticulo endoplasmico. En estos sitios
las proteinas NS1, NS2b, NS3, NS4 y NS5 permiten la traduccion del RNA,
generando una poliproteina y su protedlisis, 1o que va a favorecer la generacion de
las proteinas para la replicacion del RNA viral y el ensamblaje de las nuevas
particulas. Por otra parte, se sabe que la proteina NS1, esta asociada con el control
de la respuesta inmune anti-viral del hospedero (Zeidler J, 2017), y que producen

una respuesta humoral.



1.2.2. SEROTIPOS Y GENOTIPOS DEL DENV.

Existen 4 serotipos distintos del DENV, pero estrechamente emparentados,
llamados: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, los cuales se definen por el
reconocimiento de sueros especificos para cada uno (Velandia M, 2011). Ademas
de los serotipos, también existen variaciones génicas dentro de cada uno, llamados
genotipos. Es asi que para el DENV-1y DENV-2 se han descrito 5 genotipos para
cada uno, y 4 genotipos para cada uno de los serotipos DENV-3 y DENV-4 (Laredo
T, 2012). Se reconoce gue algunos de estos genotipos presentan mayor virulencia

que los otros.

A su vez, también se han descrito dos grandes grupos de virus dependiendo del
origen, ya que los genotipos americanos tienen diferencias caracteristicas con las
cepas de origen surasiatico, donde estos Ultimos se han caracterizado por su
capacidad de desarrollar formas mas graves de la enfermedad, asi como su
habilidad de replicarse en macrofagos y en la secuencia y estructura secundaria del
ARN de la region 3’ UTR del virus, esta diferencia se ha propuesto que puede ser
debida a cambios en el amino&cido Glu-390 (un determinante de virulencia) (Pizarro
D, 2009). Asi mismo se reconoce que las cepas americanas tienden a presentar
deficiencias para replicarse en el mosquito A. aegypti en comparacion con los virus

de origen asiatico, por lo que podrian ser menos transmisibles (Corrales E, 2012).

Se han llevado a cabo diversos estudios del genoma del DENV y se ha mostrado
gue estos pueden modificarse durante una epidemia, en comparacion al genotipo
de origen. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para confirmar que estas
modificaciones se dirigen a la generacién de las formas mas virulentas (Rodriguez
R, 2005 y Chen H, 2008).



1.3. MANIFESTACIONES DEL DENGUE.

El dengue provoca un amplio espectro patolégico, que puede ir desde una
enfermedad asintomatica (la persona infectada no presenta signos o sintomas de
enfermedad) hasta presentar sintomas graves. Si bien esta forma de enfermedad
es menos frecuente, algunas personas pueden evolucionar hacia un dengue grave,
gue puede desencadenar un numero indeterminado de complicaciones vinculadas
a hemorragias graves, insuficiencia organica o extravasacion de plasma (WHO,
2020). Los primeros sintomas de la infeccion por Dengue ocurren abruptamente
después de un periodo de incubacién, posterior a la picadura del mosquito, que
puede ser de 3 a 14 dias (en promedio 7 dias).Esta infeccion se caracteriza por
cursar tres fases: la fase febril, fase critica y fase de recuperacion (WHO Guia
bolsillo 2013).

Fase febril: Los pacientes desarrollan fiebre alta y repentina, habitualmente puede
durar de 2 a 7 dias, y suele acompafarse de enrojecimiento facial, eritema, dolor
corporal generalizado, mialgia, artralgia, cefalea y dolor retro orbitario (OPS 2015).
Los trastornos gastrointestinales (anorexia, nauseas, vOmito y evacuaciones
liquidas) son comunes, y resulta importante resaltar que el descenso de la fiebre
puede asociarse con el momento en el que el paciente puede pasar a la siguiente
etapa (WHO Guia bolsillo, 2013).

Fase critica: Inicia cuando la temperatura desciende a 37.5°C, por lo general, y se
caracteriza porque puede haber un aumento de la permeabilidad capilar; al tiempo
que se incrementan los niveles de hematocrito (Srikiatkhachorn A, 2007). Esto
marca el comienzo de la fase critica, donde ocurren las manifestaciones clinicas
debidas a la extravasacion de plasma, que por lo general dura de 24 a 48 horas y
puede asociarse con hemorragia de la mucosa nasal (epistaxis) de las encias
(gingivorragia), y sangrado transvaginal en mujeres en edad fértil (metrorragia o
hipermenorrea) (OPS, 2015).

La leucopenia con neutropenia y linfocitosis con 15% a 20% de formas atipicas,

seguida de una rapida disminucion del recuento de plaquetas, suele preceder la



extravasacion de plasma (Bandyopadhyay S, 2006). En este punto, los pacientes
sin un gran aumento de la permeabilidad capilar mejoran, mientras que aquellos con
mayor permeabilidad capilar pueden empeorar como resultado de la pérdida de

volumen plasmatico y llegar a presentar signos de alarma.

Fase de recuperacion: Cuando el paciente supera la fase critica, pasa a la fase de
recuperacion, que es cuando tiene lugar una reabsorcion gradual del liquido
extravasado, que retorna del compartimiento extravascular al intravascular. Esta
etapa de reabsorcién de liquidos puede durar de 48 a 72 horas (WHO/PAHO 2013).

En estos casos, se mejora el estado general, se recupera el apetito, disminuyen los
sintomas gastrointestinales, se estabiliza el estado hemodindmico y aumenta la
diuresis. Algunas veces puede presentarse una erupcion tardia denominada “islas

blancas en un mar rojo” acompafiada de prurito generalizado (Kautner I, 1997).

El hematocrito se estabiliza o puede ser mas bajo debido al efecto de dilucién
causado por el liquido reabsorbido. Normalmente, el nimero de glébulos blancos
comienza a subir con el aumento de los neutrdfilos y la disminucién de los linfocitos.
La recuperaciéon del numero de plaquetas suele ser posterior a la de los globulos
blancos (WHO 2017).

1.3.1 DEFINICION DE LOS CASOS DE DENGUE CON Y SIN SINTOMAS DE
ALARMA, Y DENGUE GRAVE.

El dengue es una sola enfermedad con presentaciones clinicas diferentes y, a
menudo con evolucion y resultados impredecibles (Rigau P, 1997). Aunque 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).

Segun la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de 2009, considera

dos categorias llamadas dengue y dengue grave (Guia Dengue OPS 2016).



Ademas, a la categoria de Dengue se le divide también en sin signos de alarma y
con signos de alarma. A continuacion se describir4 brevemente las caracteristicas
de signos y sintomas presentes para cada forma de la enfermedad por virus dengue

y en la Tabla 6 podemos observar detalladamente la sintomatologia de cada una.

1. Dengue (fiebre por dengue, antes llamado dengue clasico):

» Sin signos de alarma (DSSA): La manifestacion clinica del dengue sin
signos de alarma coincide con lo descrito para la fase febril del dengue
(anteriormente descrito). Esta enfermedad suele durar por lo general, una
semana y pasar luego a una convalecencia que puede durar varias semanas
e incluso meses en algunos casos (sindrome post-dengue). En general los
pacientes mejoran después de la caida de la fiebre (término de la etapa febril
e inicio de la etapa critica) (WHO/PAHO 2013).

» Con signos de alarma (DCSA): Se refiere a los pacientes que empeoran
con el descenso de la fiebre y que presentan alteraciones a consecuencia
del incremento de la permeabilidad capilar y presentan los signos de alarma:
dolor abdominal intenso y continuo o dolor a la palpacion del abdomen,
vomito persistente, acumulacién de liquidos, sangrado activo de mucosas,
alteracion del estado de conciencia, hepatomegalia, y aumento progresivo
del hematocrito (WHO/PAHO 2013).

Estos pacientes casi siempre se recuperan con la rehidratacion intravenosa

temprana.

No obstante, algunos casos que no reciben tratamiento oportuno y adecuado, ya
sea porque no son diagnosticados tempranamente, porque se le administran
soluciones inadecuadas (en composicion, volumen, velocidad) o porque no tienen
seguimiento del personal de salud durante las diferentes etapas de la enfermedad,

son los que comunmente evolucionan a las formas graves de la enfermedad.



2. Dengue grave (fiebre hemorragica por dengue). Un paciente con dengue

grave es aquel clasificado asi porque presenta signos y sintomas de una

complicacion que, de no tratarse adecuadamente, puede ser mortal o tiene

otra afeccion que determina su gravedad.

Se caracteriza por uno o mas de los siguientes sintomas:

Choque o dificultad respiratoria debido a extravasacion de plasma; Se
considera que un paciente esta en choque, si la presion del pulso (la
diferencia entre presion diastélica y sistdlica) es <20 mm Hg, y se
presentan al menos dos de los signos de mala perfusion capilar
(extremidades frias, llenado capilar lento > 2 segundos, piel
moteada); esto es igual para los nifios que para los adultos (WHO
2013).

Sangrado considerado clinicamente importante; Las hemorragias
graves son multicausales ya que a ellas contribuyen factores
vasculares, desequilibrio entre coagulacion y fibrinolisis vy
trombocitopenia, entre otros. En el dengue grave pueden presentarse
alteraciones de la coagulacién, aunque no suelen ser suficientes para
causar hemorragia grave. Si el sangrado es mayor, casi siempre se
asocia a choque grave, en combinacion con hipoxia y acidosis
metabdlica, que pueden conducir a falla multiorganica y coagulopatia

de consumo.

Afeccién grave de 6rganos: Los pacientes también pueden sufrir de
insuficiencia hepética aguda, miocarditis, encefalitis o insuficiencia
renal; incluso en ausencia de extravasacion grave del plasma o
choque. Ese grave compromiso de Organos es por si solo criterio de

dengue grave.



El cuadro clinico es similar al que se observa cuando esos 6rganos son afectados
por otras causas. Tal es el caso de la hepatitis fulminante por dengue, en la que el
paciente puede presentar ictericia, signo por demas poco frecuente en el dengue,
en el que se altera la funcidon del higado y que se expresa un aumento de las
aminotransferasas a 10 o mas veces su valor normal maximo, asociado a elevacion

del tiempo de protrombina (TP).

La miocarditis por dengue se expresa principalmente con alteraciones del ritmo
cardiaco (taquiarritmias y bradiarritmias), inversion de la onda T y del segmento ST
con disfuncion ventricular (disminucion de la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo); las enzimas cardiacas se pueden encontrar elevadas. EI compromiso
grave del sistema nervioso central se manifiesta principalmente con convulsiones y
trastornos de la conciencia (Kularatne S, 2008). En las encefalitis por dengue, el
estudio del liquido cefalorraquideo puede mostrar la presencia del virus o su
antigeno NS1 o la presencia de anticuerpos IgM especificos (Araujo F, 2008).



Tabla 5. Clasificacion modificada de la definicibn sintomatica del dengue,

OPS/OMS.
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Fuente Guia Dengue OPS/OMS 2017.




1.4 TEORIAS SOBRE LAS CAUSAS DE LA PATOLOGIA.

1.4.1. FACTORES VIRALES.

Existen diversas hipoétesis para explicar la virulencia y el desarrollo de las formas
graves de la enfermedad. Entre ellas se sugieren que factores, como la edad, las
variaciones en el genoma viral y diferencias entre los serotipos del DENV, podrian

favorecer el desarrollo del dengue grave (DG).

En los afios 70 Rosen y Gubler llevaron a cabo estudios epidemioldgicos y
entomoldgicos en el pacifico sur de Asia donde describieron por primera vez que

habia diferencias en la virulencia del dengue (Gubler D, y Rosen L, 1978).

En 1981 se describio en la region de las Américas, especificamente en Cuba, la
primera epidemia de fiebre hemorragica por dengue (FHD) que coincidié con la
introduccién de un genotipo de DENV-2, potencialmente mas virulento, y cuyo
origen es surasiatico. En esta epidemia se observo un incremento en la incidencia
de casos con manifestaciones severas de la enfermedad y de casos fatales.
También se propuso que en esta epidemia el virus circulante evolucion6 hacia
variantes mas virulentas y, se sugiere, que por esta razon la tasa de mortalidad fue
en aumento al final de la epidemia. Casos similares fueron descritos en 1992
durante la epidemia de dengue en Australia y en 1997 nuevamente en Cuba
(Martina B, 2009).

Lo que si es un hecho es que los genotipos americanos tienen diferencias
caracteristicas con las cepas de origen surasiatico, los cuales se han caracterizado
por su capacidad de desarrollar las formas mas graves de la enfermedad. Se ha
observado que entre estas cepas existe una diferencia en el aminoacido E-390 (un
determinante de virulencia), y que varian en la habilidad de replicarse en
macréfagos y en la secuencia y estructura secundaria del ARN de la regién 3’ UTR.
También se sabe que las cepas americanas tienden a presentar deficiencias para
replicarse en A. aegypti, en comparacion con los virus de origen asiatico, por lo que

podrian ser menos transmisibles (Corrales E, 2012).



Asi mismo se ha propuesto como un factor importante para el desarrollo de las
formas graves de la enfermedad, es la secuencia u orden de infeccién con los
diferentes serotipos y el tiempo entre la primera y segunda infeccion. Se ha descrito
gue en epidemias con alta incidencia de FHD, se relacionan con una primera
infeccion por DENV-1, seguida de una infeccion con DENV-2 o DENV-3 (Martina
B, 2009).

1.4.2 FACTORES ASOCIADOS AL HOSPEDERO.

Aunque el blanco principal del virus Dengue son los macréfagos, que estan
presentes en diferentes érganos tales como, los ganglios linfaticos, el encéfalo, el
miocardio, el higado, el intestino, el bazo, el rifidn, y que también puede infectar
otros tipos celulares como los linfocitos T, las células dendriticas, las células
epiteliales, los fibroblastos, las neuronas y las plaquetas (Soe H.et al. 2017), en esta
dltima inclusive se ha observado que pueden llegar a completar su ciclo viral
(Sutherland S, 2015).

Por otra parte los mecanismos de la inmunopatogenesis del dengue adn no se
tienen muy claros, sobretodo, por un lado, debido a la falta de un modelo animal
apropiado para estudiar la fisiopatologia de la enfermedad y, por el otro lado, debido
a la gran variacion de datos obtenidos de pacientes dificultan esclarecer los
fendbmenos de la patologia de la infeccion. A pesar de esto ya existen diversas
hipotesis que tratan de explicar la patologia de la infeccion por DENV, tales como:

1.4.3. Respuesta potenciada mediada por anticuerpos (ADE, antibody
dependent enhancement).

Descrita en diferentes articulos (Velandia M, 2011, Beita J, 2016, Lee 2016 ), esta
hipétesis hace referencia a que en una infeccién subsecuente en personas pre-
inmunizadas con un serotipo heterélogo podria causar una respuesta intensificada
por medio de los anticuerpos preexistentes, es decir exacerbar, en lugar de mitigar

la enfermedad, segun lo descrito por Beita Jiménez. Dicho de manera mas



especifica, se basa en que durante una infeccion primaria se generan anticuerpos
neutralizantes contra el serotipo infectante y cuando estos se unen a un virus
heterotipico durante una infeccidn subsiguiente facilitan la entrada del virus a través
de la endocitosis mediada por el receptor Fcy, al unirse a monocitos y macréfagos
(de Alwis R, 2014), ademas, se ha encontrado que las infecciones por DENV
producidas a través de ADE (en comparacion con la ruta de entrada convencional)
producen una viremia mas alta y un estado antiviral del huésped suprimido (Ubol S,
2010), y como consecuencia, un aumento en la producciéon de mediadores que

incrementan la permeabilidad vascular (Al-Sadi et al. 2008).

1.4.4. TORMENTA DE CITOCINAS.

Una hipétesis con buena aceptacion sobre la patogenia del dengue grave es la
aparicién de una "tormenta de citocinas", es decir, alteraciones de los niveles de
citocinas que pueden inducir el mal funcionamiento de las células endoteliales
(Chaturvedi U, 2000). En esta teoria se propone la alteracion de la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-18 y TNF), de quimiocinas y citocinas anti-
inflamatorias como IL-4 e IL-10, en pacientes con infecciébn con virus dengue
durante la etapa febril, siendo en las manifestaciones graves donde se han
encontrado estas citocinas en mayor concentracion (Campos de Melo et al, 2016
Restrepo B. 2010, Corrales E, 2012).

Una posible respuesta a esta manifestacion es la reaccion cruzada con células T de
memoria CD8+, en donde dichas células reaccionarian de manera diferente a los
epitopos heterblogos que a los epitopos homologos, produciendo niveles altos de
citocinas pro-inflamatorias. La depuracion retardada del virus prolongaria la
activacion de dichas células (Martina B, 2009), o la posibilidad de que al momento
de una infeccién por un virus DENV heterélogo se active una pequefia subpoblacién
de células T que poseen reactividad cruzada (Miranda C, 2013). En ambos casos el
resultado seria la produccion de altos niveles de citocinas como TNF e IL-6, y esto
a su vez lleva a la permeabilidad vascular y la pérdida de plasma.



Asi mismo, se ha descrito que la proteina NS1 interactia con el sistema de
complemento para activar células del sistema inmune innato como monocitos,
produciendo un aumento dependiente de la dosis en la secrecion de citocinas como
IL-6, IL-1 B, y TNF, y esto sea un contribuyente a la tormenta de citocinas (Malavige
G, 2017). Ademas también ha sido descrito que puede haber sinergismo entre
citocinas, por ejemplo TNF, y la IL-1f3, que juntas pueden aumentar la permeabilidad
capilar en comparacion a cuando acttan de manera independiente (Rathakrishnan
A, 2012).



1.5. MACROFAGOS Y SU PAPEL EN LA INFLAMACION.

Los macréfagos pertenecen al sistema de fagocitos mononucleares (MPS), una
familia de fagocitos profesionales que incluye monocitos y células dendriticas (CD)
(Parisi L, 2018). Los macréfagos son capaces de secretar mas de 100 productos

biolégicamente activos y poseen mas de 100 receptores de superficie celular.

Estas células derivan de progenitores hematopoyéticos de la médula ésea que se
diferencian bajo la influencia de factores de crecimiento especificos dentro de los
tejidos. Después de circular por la sangre como monocitos, se infiltran en los tejidos
donde se adaptan al microambiente local como macrofagos, para desempefiar
funciones especificas (Ginhoux F, 2010). La abundancia de macrofagos dentro de
los tejidos se controla finamente a través del eje factor estimulante de colonias 1 o
factor estimulante de colonias de macréfagos (CSF-1 o M-CSF), IL-34 y receptor
del factor estimulante de colonias (CSFR) (Parisi L, 2018). Son un componente
importante del sistema inmunitario innato y funcionan como una de las primeras
lineas de defensa contra los patégenos invasores (Mosser D, y Edwards J, 2008).
Ademas, son criticos en el mantenimiento de la homeostasis tisular y el recambio
de los sistemas de tejidos y érganos. Tras su descubrimiento por Metchnikoff a
finales del siglo XIX, y hasta hace poco, los macréfagos estaban asociados
principalmente con funciones pro-inflamatorias y bactericidas. Sin embargo, ahora
se sabe que existen diferentes subpoblaciones de macrofagos, que cumplen una
gran variedad de funciones, segun lo dicte el ambiente donde se encuentren, estas
pueden ser: la fagocitosis, amplificacibn de eventos pro-inflamatorios o, por el
contrario, participar en la supresion de la inflamacién, promover la recuperacion del
tejido después de la lesion, devolver los tejidos a sus puntos de ajuste
homeostaticos, regulacion de la respuesta inmune por la presentacion de antigenos
a células T (Fernando R, 2014 y 2016,0choa F, 2013). Es por ello que en la
actualidad se considera que intervienen en diversas funciones preponderantes del

hospedero. Para ello, llevan a cabo seis funciones esenciales:



1) Fagocitosis de microorganismos y algunas células.
2) Eliminacion de células viejas, cuerpos apoptoticos, detritus y cuerpos extrafos.
3) Regulacion de hematopoyesis.

4) Interaccién bidireccional con linfocitos y presentacion de antigenos para montar

respuesta inmune especifica.
5) Secrecion de mas de 100 productos biolégicamente activos.
6) Actividad antitumoral.

Para poder realizar tan amplia gama de actividades, son células muy plasticas que
se adaptan a las sefiales del ambiente, y ello ha llevado a que se clasifiquen en
diferentes subpoblaciones, principalmente en dos grupos; los macréfagos tipo 1
(M1) y macréfagos tipo 2 (M2), esto dependera del entorno y la forma en que se dé
la sefalizacion para su activacion. Los macrofagos activados clasicamente (CAM o
macrofagos M1), que son el subconjunto de macréfagos pro-inflamatorios
prototipicos inducidos por la exposicion a interferén-y (IFNy) y / o lipopolisacarido
(LPS), secretan TNF, IL-1B, IL-12, promueven la generacion de linfocitos Thi,
liberan especies reactivas de oxigeno y moléculas derivadas de 6xido nitrico, por lo
gue son microbicidas y pueden destruir células tumorales. Mientras que el
tratamiento con IL-4 o IL-13 induce la activacibn de macrofagos activados
alternativamente (AAMs) o M2, que expresan niveles elevados del receptor de
manosa (MRC1 / CD206). Sin embargo, dentro de esta misma poblacion se han
encontrado grandes diferencias, y se ha generado una subclasificacion (Fernando
M, 2014 y Ochoa F, 2013). Por ejemplo, los AAM diferenciados por IL-4y / 0 IL-13,
también se les ha llamado M2a, si son inducidos por complejos inmunes, y son
secretores de IL-4. Por otro lado, hay una subpoblacion que produce altas
concentraciones de IL-10, los llamados M2b. A su vez, las células 'desactivadas' por

exposicion a IL-10 se refieren como macréfagos M2c (Mantovani A, 2004).



Los macrofagos M1 estan preparados para responder rapidamente a patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP), a través de su reconocimiento por
receptores especificos para estos (PPR, receptores de patrones de patogenicidad)
con la secrecion de factor de necrosis tumoral (TNF), que a su vez promueve la
liberacion de muchos otros mediadores inflamatorios, incluida la interleucina IL-6,
asi como IL-12/23 (p40) y los interferones de tipo | (Hamidzadeh K, 2017).

La polarizacién y las funciones de los macréfagos se regulan estrictamente
mediante la activacion de varias vias interconectadas. Las vias de sefalizacion
dependientes de quinasas que emanan de los PPR en macréfagos estan bien
descritas. Estas vias activan los factores de transcripcion latentes, que incluyen NF-
kB, CREB, AP-1 vy los factores reguladores del interferén (IRF). Se ha demostrado
gue la activacion de STAT1 promueve la polarizacion de macrofagos M1, resultando
en funciones citotoxicas y pro-inflamatorias (Parisi L, 2018). Estas respuestas
inflamatorias se ven activadas por la presencia de interferon-y (IFN-y), que aumenta
dramaticamente la produccion de mediadores inflamatorios por los macréfagos. La
unioén de los interferones a sus receptores afines desencadena la fosforilacion de la
tirosina de STAT1, su localizacién en el nacleo y la union al ADN, lo que lleva a la
transcripcion de al menos 200 genes tales como: GM-CSF, IL-12, p40, TNF e IL-6
(Boehm U, 1997).

La unidbn de STAT1 con IFN-y, aumenta las respuestas inflamatorias de los
macrofagos por muchos mecanismos diversos. STAT1 induce modificaciones
covalentes a las histonas para asumir una conformacion activa, permitiendo el
ensamblaje de complejos de transcripcion en genes de citocinas inflamatorias (Qiao
Y, 2013).

Finalmente, se sabe que la sefalizacion via STAT1 mediada por IFN-y potencia la
sefalizacion inflamatoria debido a la inhibicién de la secrecion de IL-10, y esto se
debe a que el IFN-y suprime a SOCS3y TLR2 que son esenciales para la secreciéon
de esta. (Hamidzadeh K, 2017).



Es debido a esta amplia capacidad de generar respuestas tan diferentes entre si,
ademas de ser una célula blanco de DENV, que resultan muy interesantes para su
estudio y entender los mecanismos de patogenia de este virus.



2. ANTECEDENTES.

Se ha propuesto que la aparicion de las formas graves de la enfermedad causada
por el virus dengue, es el resultado de una interaccion compleja entre el virus y los
factores inmunes del huésped (Flores L, 2017). Estudios en el pasado reciente han
resaltado el papel de las citocinas en la patogénesis del dengue grave y han
estudiado la utilidad de estos biomarcadores como factores de riesgo (Bethell D,
1998). Se ha demostrado claramente que la respuesta inflamatoria asociada con la
produccion de citocinas desregulada desempefia funciones criticas en el desarrollo
del dengue grave (Pang T, 2007, Pnag X, 2017). Algunos de estos estudios han
encontrado varias citocinas elevadas en pacientes con dengue grave en
comparacion con el dengue sin complicaciones, como son TNF, IL-183, IFN-y, IL-4,
IL-6, IL-13, IL-7 y GM-CSF (Sehrawat P, 2018).

Estudios clinicos apoyan un papel clave de las citocinas en la extravasacion de
plasma (Fink J, 2006). Durante las infecciones por el virus del dengue, las citocinas
estan involucradas en el inicio de la enfermedad y la regulacion homeostatica.
Especificamente, TNF, IL-1B e IL-6 se han asociado con los marcadores de
activacion de la coagulacion (Suharti C, 2002).

Kurane y Ennis plantearon la hipo6tesis de que el rdpido aumento de los niveles y los
efectos sinérgicos de los mediadores (como TNF, IL-2, IL-6) causa aumento de la
permeabilidad vascular, pérdida de plasma y shock (Nimmannitya S, 1999).

La citocina IL-6 es secretada por células T, macrofagos, células NK y células
endoteliales activadas para estimular la respuesta inmune innata. La IL-6 es un

potente mediador de la fiebre y las reacciones de fase aguda (Mangione J, 2014).

La sobreproduccion de IL-6 podria jugar un papel crucial en la fuga capilar. M. Juffrie
et al. Encontraron que para los pacientes con niveles elevados de IL-6, la incidencia
de ascitis se increment6 (Juffrie M, 2001). La IL-6 podria ejercer sus efectos pro
inflamatorios por medio de la induccién del mediador Fosfolipasa A2 soluble

(sPLA2), ya que en pacientes se ha encontrado un aumento en los niveles de esta



proteina, asociada a derrame pleural y ascitis, ambos sefial de fuga de plasma
(Rachman A, 2006).

La alta concentracion de IL-6 podria jugar un papel importante en la produccion
incrementada de auto anticuerpos anti plaquetarios, y la deficiencia del factor Xll de
coagulacion en la via intrinseca (Campos de Melo et al., 2016 Y Rachman A, 2006).

Rolph et al. Realizaron un estudio en macrofagos primarios de humanos, y
encontraron que IL-6, inducia la expresion de SOCS3 vy la inhibicion de la via JAK-
STAT (Rolph Ms, 2011). De los ocho miembros de la familia, SOCS1 y SOCS3 son
los inhibidores mas potentes de la sefializacion de citocinas mediada por la via JAK
| STAT. La sobreexpresion de SOCS3 se asocia con la desregulacion de la

respuesta inmune y los patrones de secrecidn de citocinas (Dimitriuou, | et al 2008).

Xing Z, et al., Encontraron que la IL-6 regula a la baja la expresion de citocinas pro-
inflamatorias al mismo tiempo que induce la expresion del antagonista del receptor
de IL-1 y el receptor de TNF (Xing Z, 1998).

Asi mismo se sabe que las plaquetas forman agregados de plaquetas y monocitos
gue se correlacionan con la presencia de trombocitopenia, y estos complejos se
asocian significativamente con la fuga vascular. Dichas interacciones plaquetas-
monocitos inducen la produccion de citocinas por los monocitos como IL-1p (Hottz
E, 2014). Ademas las microparticulas derivadas de plaguetas son una fuente
importante de IL-1B durante la infeccion por dengue, que se cree que se genera por
la activaciéon del inflamasoma NLRP3, y asi contribuyen a las manifestaciones de
dengue grave (Hottz E, 2013).

Por otra parte, el TNF tiene efectos pro-inflamatorios, potenciadores de la
permeabilidad vascular y activadores de la coagulacion. Se han encontrado niveles
mas elevados de TNF en dengue grave en comparacion con fiebre por dengue
(Butthep B, 2012). Sin embargo, su papel en la patogénesis en Dengue grave sigue
sin estar claro. Se ha propuesto que el TNF es secretado por monocitos infectados

por el virus del dengue, lo que induce que las células endoteliales produzcan



especies reactivas de oxigeno, lo que lleva a la muerte de células apoptoticas y por

lo tanto a la hemorragia (Yen Y, 2008).

Por medio de varios estudios realizados in vitro, donde se utiliza a monocitos como
modelos para describir la produccion de citocinas en respuesta a la infeccion por
DENYV, se sabe que los macréfagos juegan un papel importante en la produccién de
estas citocinas. Por ejemplo en el estudio realizado por Espina et al, donde infecto
monocitos con DENV-2, observd una alta produccion de TNF, en comparacion con
monocitos sin estimular, ademas observé que la produccién de dicha citocina
dependia de la replicacion viral, ya que los niveles de produccion de TNF
disminuyeron cuando la infeccion se realiz6 con virus inactivado (Espina L, et al,
2003).

Asi mismo en diversos estudios in vitro donde se han infectado macréfagos con
DENV-2 se ha visto que estos producen altos nivel de citocinas, IL-1p, IL-8, IL-6,
TNF y MIP-1B en respuesta a la infeccidon, en comparacién con macréfagos no
infectados (Chen Y, 2002). Incluso en nuestro laboratorios se ha observado una
cinética en la que primero se produce TNF, posteriormente IL-18 e IL-6,y finalmente
TGFb (Flores K, 2006)

Finalmente se sabe que la proteina NS1 del DENV puede inducir la activacion de
macrdéfagos, a través del receptor TLR4, lo cual induce la produccion de TNF, IL-6
e IL-1pB, con lo cual se explicaria el papel de los macrofagos en patogenia de la
infeccién con DENV (Modhiran N, et al, 2015).



3. JUSTIFICACION.

El Dengue es la infeccion transmitida por vector que mayor nimero de casos genera
en México y en el mundo. No solo representa un problema por el nimero de
pacientes, pues su letalidad es baja, sino que también genera una gran carga
econdmica, debido a la necesidad de hacer camparfias de prevencion, tratamiento y
seguimiento de las personas infectadas.

Como ya se describi6, el dengue es una sola enfermedad con presentaciones
clinicas diferentes, que en algunos casos requiere hospitalizacién o puede llegar a
la muerte. Sin embargo, hasta el momento se desconoce qué factores se pueden

asociar a la proteccion o a la susceptibilidad de la enfermedad.

Como los macrofagos, principales células blanco del DENV, pueden generar una
respuesta pro-inflamatoria asi como también anti-inflamatoria y que la infeccién
grave por dengue se caracteriza por la elevada produccién de mediadores pro-
inflamatorios como TNF, IL-6 e IL-13, se requiere identificar si todas las citocinas se
expresan y secretan al mismo tiempo, o bien una regula la produccion de las otras,

lo cual permitird plantear el uso de farmacos anti-citocinas en esta enfermedad.



4. HIPOTESIS.

La infeccion de macrofagos por virus Dengue serotipo 2 inducira la expresion y
secrecion de citocinas pro-inflamatorias a partir de 24 horas y disminuiré a partir de
las 72 horas.

5. OBJETIVOS.

5.1. OBJETIVO GENERAL.

. Establecer si la infecciébn de macréfagos con virus Dengue serotipo 2 induce
la expresion y secrecion de IL-1B, IL-6 y TNF desde las 24 horas y hasta las 96

horas post-infeccion.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

. Determinar la cinética de expresion de IL-1B, IL-6 y TNF en macréfagos

infectados.

e Determinar la cinética de secreciéon de IL-6, TNF e IL-1B en macréfagos

infectados.



6. MATERIALES Y METODOS.

6.1. CULTIVO CELULAR.

La linea celular THP-1 (ATCC TIB 202), se cultivd en medio RPMI Advance
suplementado con 3% se suero fetal bovino, a 37°C en una atmésfera de 5% de
CoO2.

6.2. DIFERENCIACION DE LINEA CELULAR CON PMA.

La linea celular THP-1 se diferencié a un modelo de macrofago utilizando PMA
(phorbol 12 myristate 13 acetate). Las células THP-1 se trataron con 10 nM de PMA
(Sigma-Aldrich) durante 72 horas. Pasando este tiempo las células se observaron
al microscopio para confirmar aumento de tamafio y granularidad, asi su adherencia

al plato de cultivo, lo que indica su diferenciacion.

6.3. DENV-2 CEPA NUEVA GUINEA.

Para la infeccidon de macrofagos se utilizé virus dengue serotipo 2 de la cepa Nueva
Guinea, donados por el Dr. Humberto Lanz Mendoza del CISE-INSP. El stock
original se almacen6 en alicuotas en tubos Eppendorf, a - 80°C y de estos se
hicieron alicuotas de trabajo, en PBS, con un titulo viral de 107 las cuales se

mantuvieron a menos 20°C.

6.4. INFECCION DE CELULAS THP-1 CON DENV-2.

Se colocaron 1x10°celulas THP-1, por pozo, en placas de 24 pozos, y/o 1X10°
células por pozo en caja de 6 pozos. Se trataron con PMA durante 72 horas y
posteriormente se lavaron con PBS. Se agregdé DENV2 diluido en Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, con Ca2+y Mg2+ (DPBS, SIGMA) en un volumen final
de 0.2 mL o de 0.5 mL, para tener una MOI=1. Se dej6 2 horas a 37°C en atmésfera
hameda con 5% de CO2, posterior a esto las células se lavaron con PBS, y se
agregd medio fresco para realizar una cinética post-infeccién de 24,48, 72 y 96
horas. Se recuperd el sobrenadante el cual fue almacenado a -20°C para su

posterior analisis de citocinas por ELISA. En el caso de analisis de infeccion, el



procedimiento fue igual, excepto que inicialmente se colocaron cubreobjetos en los
pozos, antes de colocar las células. En el caso de estudios de PCR, las células se
lisaron directamente de la caja con TRI Reagent de SIGMA (CAT T9424).

6.5. TRATAMIENTO CON LPS COMO CONTROL POSITIVO DE
ESTIMULACION.

Las células se diferenciaron como en el caso de infeccion. Se lavaron con PBS y
se agreg6 10ng/ml de LPS en medio completo (E. coli O114:B4, cat 114M4009V
Sigma). Se incubo por 24 horas y se recupero el sobrenadante para determinar el
nivel de secrecion de citocinas con un tratamiento de induccion de inflamacion o se

lisaron las células para obtener el ARN.

6.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOCINAS.

Se determino la cantidad las citocinas IL-1f, IL-6 y TNF secretadas, por medio de
ELISA, paracello se utilizaron los sobrenadantes obtenidos de la cinética de infeccion
realizada a 24, 48, 72 y 96 horas post-infeccion Para IL-6 su utilizO un ELISA
desarrollado en el laboratorio, y estuches comerciales para IL-1p (Biolegend) y TNF

(Peprotech) .

a) IL-6. Se prepar6 una curva de cuantificacion de IL-6 con concentraciones
del,2,4,8,12,16y 20 ng/mlen PBS pH 7.2. Los sobrenadantes se diluyeron
1:1000 en PBS. Se colocaron 0.3 mL de los sobrenadantes o de la curva en
una caja de 96 pozos, se incubaron toda la noche a temperatura ambiente,
al siguiente dia se realizaron dos lavados con PBS-Tween 0.05% (PBST), se
bloqued 1 hora con BSA 0.1% en PBST, se hicieron 2 lavados con PBST, se
agrego el anticuerpo primario a-IL-6 (Santa Cruz,H-183 ) diluido 1:1000 en
0.1% BSA PBST, se incubd 2 horas a temperatura ambiente y agitacion en
columpio, se lavo 4 veces con PBST. Finalmente se agregdé a-lgG conejo-
HRP (JACKSON Cat, 9523) diluido 1:2000 en 0,1% BSA en PBST. Se
incubo 2 horas se lavd con, 0,1% de BSA en PBST. Se agreg6 solucion de
ABTS (Millipore, 92590), se incubo 45min a TA. Se leyé la densidad 6ptica

a 405 y 650 nm, y se calculo la concentracion utilizando regresion lineal.



b) TNF. Para determinar el nivel de TNF se utilizé el estuche de ELISA de
PEPROTECH (Human TNF Mini ELISA Development Kit, 900-M25). En una
placa de 96 pozos para ELISA se colocaron 0.1 mL de anticuerpo de captura
diluido en a 1mg/mL PBS. Se dejo incubar toda la noche a temperatura
ambiente. Al siguiente dia se realizaron 4 lavados agregando 300 pL de
solucion de lavado 0.05% Tween-20 en PBS (PBST). Se bloqued con 30 puL
de BSAl1%en PBST. Posterior a los lavados se realizd0 la curva de
cuantificacion para ello se hizo la dilucion en BSA 0.1% PBST (1:1) del
estandar proporcionado en el kit, los sobrenadantes se diluyeron 1:1000 en
el mismo buffer. Se colocaron 100 uL de estandar o de muestra, colocando
el estdndar a las concentraciones de, 0.03, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1y 2 ng/mL.
Se incubd por 2 horas a TA. Pasando las 2 horas se realizaron 4 lavados
descritos anteriormente. En seguida se diluyd el anticuerpo de deteccion a
una concentracion de 0.5 mg/mL y se agregd en cada pozo de la placa, se
dej6 incubar por 2 horas a TA. Posterior a esto se realizaron 4 lavados y se
procedi6 a agregar Avidina HRP diluida 1:2000 para obtener una
concentracion final de 5.5 mg/mL, se incubo por 45 minutos a TA. Seguido a
esto se realizaron 4 lavados y se agregan 100 uL por pozo de ABTS, se dej6
incubar 30 min y se realiz6 la lectura a 405 nmy 650 nm.

c) IL-1B. Paraladeterminacion de IL-1B se utilizé el estuche para IL-13 (Human
IL-1B ELISA max deluxe set, cat 437004) de BioLegend. En una placa de 96
pozos se adicionaron 100 ul del anticuerpo de capturay se dejé incubar toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 4 lavados agregando 300 uL
de PBST, en seguida se adicionaron 200 uL de diluente A 1X, y se dejé

incubar 1 hora a TA.

Durante ese tiempo se realiz6 la dilucion de la proteina estandar para obtener la

curva de cuantificacion siguiendo el procedimiento dado en el Kit.

Se tomaron 10 uL de la proteina estandar que se diluyé en 90 uL de diluyente A, se

tomaron 17.9 uL de esta solucion stock y se diluyeron en 982.1 uL de diluyente A



para obtener una concentracion de 125 pg/mL y a partir de esta se realizaron

diluciones seriadas 1:1.

Transcurrido el tiempo se realizaron 4 lavados de igual manera antes mencionada,
se adicionaron 50 uL de buffer de ensayo D en cada pozo, se agregaron las
diluciones de la proteina estandar y las muestras diluidas 1:1, se incubo por 2 horas
aTA.

Posteriormente se realizaron 4 lavados, y se adiciono 100 uL del anticuerpo de
deteccidn se dejo incubar 1 hora a TA, pasado el tiempo se realizaron 4 lavados, y
se agreg6 100 uL de Avidin-HRP , se dej6 incubar 30 minutos a TA. Transcurrido el
tiempo se hicieron 5 lavados, cada uno de 30 segundos, se agrego la solucion F, y
se dejo incubar por 20 minutos en oscuridad y pasado el tiempo se agreg6é 100 pL

de la solucién de paro (2NH2S04), y se leyo la absorbancia a 450 nm y 570nm.

6.7. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE TNF, IL-6 E IL-18, POR RT-PCR.
Para este ensayo, se pusieron a diferenciar 1x10° células THP-1 en cada pozo de
cajas de 6 pozos. Posteriormente estas células fueron tratadas con 10 nM de PMA
como concentracion final en medio RPMI Advance, suplementado con 3% de Suero
Fetal Bovino por 72 horas. Posteriormente estas células se infectaron, como se
describi6 anteriormente, con una MOI=1 del virus DENV. Otros pozos se incubaron
solamente con PBS (Mock, control negativo), o se trataron con 10 ng/mL de LPS
como controles positivos para el caso de las células infectadas, se evaluaron los
tiempos de 24, 48 y 72 horas post infeccion, a estos tiempos se retir6 el
sobrenadante de cada pozo, se realizaron lavados con PBS, se agreg6 1 mL de
TRI Reagent de SIGMA (CAT T9424), y se procedi6 a realizar la extraccion de ARN
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. De manera resumida, se
agregaron 200 uL de cloroformo se mezcld con vortex, y se dejo incubando por 15
min a TA. A continuacion las muestras se centrifugaron a 12,500rpm por 15 min a
4°C, y posteriormente la fase acuosa (que contiene el ARN), se transfirié a un tubo
nuevo y se afiadieron 500 uL de isopropanol, se dejo incubar por 10 min a TA, y
posterior a esto se centrifugo a 12,500rpm/15 min a 4°C. En esta ocasion se

desecho el sobrenadante y el pellet fue lavado con 1 mL de etanol al 75% y se



procedi6 a centrifugar a 7,500rpm/S5min a 4°C. Finalmente se descartd el
sobrenadante, el pellet se dej6 secando y se re suspendié en agua libre de
nucleasas. Se realiz6 la cuantificacion de ARN por espectrometria a 280/260nm vy

se verifico la integridad de este mediante un gel de agarosa al 1.7%.

Posterior a este paso se realiz0 la sintesis de cDNA, a partir del ARN total obtenido,
utilizando un kit (Thermo Scientific Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit),
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante que se indica en la Tabla

siguiente.

Reactivo Cantidad (pL)

Primer Ramdom Hexamer

Inhibidor de RNasa Ribolock
10 mM dNTP mix

1
5x Buffer de reaccioén 4
1
2

Enzima transcriptasa reversa 1

Tabla 7. Reactivos y cantidades para la sintesis de cDNA.

Ademas, se afadieron 4 ug de RNA, en cada tubo correspondiente y se procedio a
la sintesis en un termociclador (3PRIME, de Techne) bajo las siguientes

condiciones.



Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
65 5

25 5

42 60

70 5

Tabla 8. Condiciones para la sintesis de cDNA.

A partir de estos cDNA, se realiz6 RT-PCR para IL-1, TNF, e IL-6, en una solucion
MAsterMix 2X de Thermo (#K0171), utilizando los siguientes oligonucledtidos

(Tabla 9), reactivos y condiciones de amplificacion (Tabla 10).

Nombre | Sentido Anti-sentido

IL-1B 5 GTCATTCGCTCCCACATTCT 3’ 5’ACTTCTTGCCCCCTTTGAAT 3’

IL-6 5TGTGAAAGCAGCAAAGAGGCACTG 3’ 5 ACAGCTCTGGCTTGTTCCTCACTA
3

TNF 5’ CAGAGGGAAGAGTTCCCCAGGGACC 3’ | 5 CCTTGGTCTGGTAGGAGACGG 3’

BactH |5 AGGATCTTCATGAGGTAGT 3’ 5 GCTCCGGCATGTGCAA 3’

Tabla 9. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados en RT-PCR.

Reactivo Cantidad (uL)

Dream Taq

Oligonucleotido r

5
Oligonucledétido fw | 1
1
1

H20
cDNA 2

Tabla 10. Reactivos y cantidad utilizadas para realizar el RT- PCR.



La amplificacion por PCR se realiz6 bajo las condiciones descritas abajo (Tabla 11).

Temperatura | Tiempo

°C)

95 5min

95 30 segundos

60 30 segundos 35 ciclos
72 1 min

72 10 min

10 infinito

Tabla 11. Condiciones de amplificacion para el PCR de IL-18, TNF e IL-6.

Finalmente los productos obtenidos de la amplificacion fueron separados en un gel

de agarosa al 1.7%, y analizados en U.V.

6.8. DETECCION DE LA INFECCION POR RT-PCR.

Para determinar la infeccién de células THP-1 por virus dengue, se utilizaron los
cDNA obtenidos en la seccion anterior y se procedio a realizar un PCR anidado. En
las siguientes Tablas se indican las secuencias de los oligonucleétidos (Tabla 12)
que fueron proporcionados por el grupo del Dr. Humberto Lanz del Centro de
Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud

Publica (INSP), asi como los reactivos y condiciones de termociclado (Tabla 13).



Nombre Secuencia

DENV ALL RV 5 CCCCATCTATTCAGAATCCCTGC &
DENV ALL F 5 CAATATGCTGAAACGAGAGAGAA 3
DENV 2RV 5 TGCTGTTGGTGGGATTGTTA 3’

Tabla 12. Secuencia de oligonucleotidos utilizados en la determinacion de infeccién
por DENV-2 en células THP-1 diferenciadas.

Para este analisis se realizé un PCR anidado (nested PCR), que va dirigido al gen
de prM. Este consiste en dos reacciones en la primera amplificacion se utilizaron
los oligonucledtidos DENV ALL RV Y DENV ALL F donde el primer amplicon es de
177 pbs. Para la segunda amplificacion se utilizaron los oligonucle6tidos DENV 2RV
y DENV ALL F donde el tamafio del amplicon es de 140pbs.

Temperatura(°C) | Tiempo

94 2min

95 30 seg

60 30 seg 35 ciclos
72 1 min

72 10 min

10 infinito

Tabla 13.Condiciones de amplificacién para determinar infeccion POR DENV-2.

Los productos fueron revelados en un gel de agarosa al 2%.

6.9. ANALISIS ESTADISTICO.

Para cada ensayo se cuentan con al menos 4 repeticiones. El analisis estadistico
se realiz6 con el programa Graph Pad Prism 6. Se realiz6 la prueba t test y se

considera que la prueba es significativa para un P<0.05.



7. RESULTADOS.

7.1. INFECCION DE CELULAS THP-1 POR DENV2.

Con la finalidad de confirmar que el nuevo stock viral, obtenido por el Dr. Javier
Serrato, tiene la capacidad de infectar las células THP-1, se evalud la expresion del
ARN viral en células infectadas a MOI=1, a las 24, 48 y 72 horas post infeccion.
Como se puede observar en la Figura 8, pudimos demostrar que desde las 24 horas
y hasta el final del tiempo del estudio se detect6 el ARN viral. Sin embargo, hay que
hacer notar que al tiempo de 72 horas parece haber una reduccién en la cantidad
de ARN. También resulta importante mencionar que en este caso solo se revelaron
las muestras obtenidas de la segunda amplificacion donde se amplific6 solo un
fragmento del gen de prM de aproximadamente 140pb, que corresponden a lo
observando en la Figura 8.

DENV2

C+ 24 48 72

200 —>
100 —>

Figura 7. Expresion del RNA viral a diferentes tiempos de infeccién. Las células
THP-1 infectadas a los tiempos 24, 48 y 72 por DENV fueron utilizadas para realizar
RT-PCR. Como control positivo (C+) se utilizo el plasmido, con un inserto de DENV-
2 con de 6x108 copias de genoma viral por mililitro, donado por el Dr. Humberto
Lanz Mendoza del CISEI-INSP.
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7.2. EXPRESION DE RNA PARA IL-1B, IL-6 Y TNF EN CELULAS INFECTADAS
POR DENV?2.

Con la finalidad de establecer si DENV2 puede por si mismo inducir la expresion de
citocinas pro-inflamatorias realizamos la infeccion de THP-1, con una relacion de 1
virus por cada célula (MOI=1). Después de 24, 48 y 72 horas de la infeccién, se
obtuvo el ARN total y se realiz6 RT-PCR para evaluar la expresion de IL-1p, IL-6,
TNF y, como control de amplificacion B-actina. En la Figura 8 se presenta una
imagen representativa de los resultados obtenidos. Ademas, también se trataron
células con 10 ng/mL de LPS durante los mismos tiempos ya que éste estimulo, se

sabe, induce la produccion de las citocinas estudiadas.

Mock LPS DENV

\ \ \

TNF 116 Act IL1 | [TNF 1I6  Act IL1

500 24 horas

300
100

500
300
100

48 horas

500 72 horas

300
100

Figura 8. Andlisis de los productos obtenidos de RT-PCR, para determinar la
expresion de TNF, IL-1 e IL-6, a las 24,48 y 72 horas post tratamiento con LPS o

infeccion. Las células sin estimulo se trataron solamente con PBS (Mock).
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7.2.1. NIVEL DE EXPRESION DE 3-ACTINA.

La B-actina fue utilizada como control interno, siendo un gen de mantenimiento para
normalizar la expresion de los genes de interés, en la Figura 9 se muestra la
expresion de esta, en las diferentes muestras y tiempos, donde se observa una
variacion en la expresion del gen de p-actina.

La expresion en las condiciones “mock” de -actina tuvo una variacion siendo
a las 24 horas su mayor nivel de expresion, a partir de las 48 se observé una
disminucién en la expresion del gen de B-actina, y a las 72 horas se observo una
disminucién ain mayor. La expresion de 3-actina en el tratamiento con LPS muestra
de igual manera una variacion en los diferentes tiempos, teniendo valores més altos
alas 24y 72 horas. Con respeto a las células infectadas con DENV-2, a las 24 horas
se observa un mayor nivel de expresion con respecto a las 48 horas donde el nivel
de expresioén tiene una caida y a las 72 horas vuelve a aumentar. En base a estos
resultados, se puede decir que técnicamente hubo diferencias importantes durante

el curso del experimento, que dificulta el poder dar una conclusion definitiva.
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Figura 9. Gréfica de expresion de [-actina en las diferentes muestras y tiempos en

que se realizd en el ensayo.

7.2.2. EXPRESION DE TNF Y NORMALIZACION DE TNF/ 3-ACTINA.

En la Figura 10, se muestra los niveles comparativos de expresion para TNF para
los 3 diferentes tiempos y 3 diferentes tratamientos. En la Figura 10A se observan
la intensidad de pixeles correspondiente a cada banda, mientras que en la Figura
10B se observan el ajuste por su relacion con los niveles de intensidad de la banda
de B-actina. Consideramos que esta manera de presentar los resultados permitia
dar una visibn mas clara acerca de los resultados que podian ser mas relevantes,
en base a su presencia visual.

De esa manera, podemos observar que la condiciones control (“mock”)
parece no inducir ningun tipo de expresiéon para TNF a los tiempos 48 y 72 hrs. Sin
embargo, al tiempo 24 hrs, paraddjicamente se observa una banda intensa para el
fragmento amplificado del gen de TNF, que incluso por ajuste con el nivel de B-
actina no pudo disminuir. Para este resultado no podemos dar una explicacion

bioldgica que el hecho de que hubo un error en la técnica.



Por otro lado, para el tratamiento con LPS se puede observar la presencia de
expresion de TNF a los 3 diferentes tiempos de incubacion, siendo mucho mayor al
tiempo mas corto. Al observar la Figura 10A, parece sugerir que el nivel de expresion
de ser muy alto, a las 24 hrs, bajé de manera brusca, a las 48 hrs, y volvié a
incrementarse, para las 72 hrs. Sin embargo, cuando se observa los resultados
ajustados para p-actina, la historia es un poco diferente, mostrado que los niveles
relativos de TNF parecen disminuir gradualmente desde el tiempo 24 hrs hasta
llegar a un minimo a las 72 hrs, como se ha descrito en otros modelos.

Finalmente, para la infeccion con el virus DENV2 se observd que solo se
indujo la expresién de TNF al tiempo de 24 hrs, presentando un nivel relativamente
bajo en intensidad de banda; pero que sin embargo, permanecio incluso después
de ajustarlo en base a la intensidad de la banda de B-actina. En base a estos
resultados preliminares, se podria decir que la infeccion por el virus DENV2
ocasiond un efecto de induccion del gen de TNF claramente menor que el inducido

por el tratamiento por LPS.
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Figura 10. Expresion relativa de TNF en los 3 diferentes tiempos (24, 48y 72
hrs) y tratamientos (mock, LPS e infeccion con DENV2). A. Corresponde a
comparacion simple de los niveles de intensidad de las bandas para el gen de TNF
(Figura 8). B. Corresponde a la relaciéon numérica entre la intensidad de las bandas

para TNF y la banda de B-actina, para cada tiempo y tratamiento.

Por otra parte, de ser confirmado que las condiciones control (“mock”) de las
células THP1 diferenciadas con PMA y evaluadas para la expresion de TNF sigue
mostrando un nivel alto de expresion. El nivel bajo de expresion de TNF observado
tras 24 hrs de infeccion por el virus, pareceria sugerir que la infeccidon parece,
extraflamente, disminuir la induccion basal de TNF. Por eso insistimos que se

requiere confirmar estos resultados con nuevos experimentos.



7.2.3. EXPRESION DE IL-6 Y NORMALIZACION DE IL-6/ B~ACTINA.

En el caso de IL-6 observamos en las Figuras 11A y 11B que durante las
condiciones control, no se observd ninguna expresion aparente (Figura 8) o
detectada por densitometria, lo cual indica que, como se esperaba, se requiere un

estimulo para inducir la expresion de IL-6 en este modelo celular in vitro.
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Figura 11. Expresion relativa de IL-6 en los 3 diferentes tiempos (24, 48y 72
hrs) y tratamientos (mock, LPS e infeccion con DENV2). A. Corresponde a
comparacion simple de los niveles de intensidad de las bandas para el gen de IL-6
(Figura 8). B. Corresponde a la relacion numérica entre la intensidad de las bandas
para IL-6 y la banda de B-actina, para cada tiempo y tratamiento.



Por su parte, el tratamiento con LPS indujo un claro incremento en la expresion de
IL-6 a las 24 y 72 hrs; sin embargo, a las 48 hrs no pudimos observar la expresion
del fragmento correspondiente. Después de confirmar estos resultados para
verificar que no hubo un problema técnico a las 48 hrs y que, por lo tanto, no permitio
observar un fragmento amplificado. Pero si aun después de repetir estos
experimentos, seguimos observando expresion soélo a los tiempos de 24 y 72 hrs,
podria sugerir que la expresion de IL-6 pudiera realizarse en “ciclos”.

Finalmente, en las Figuras 11A y B se observa que ausencia de niveles de
expresion detectables (corroborando los resultados de la Figura 8), tanto de manera
directa como después de ajustar para los niveles de B-actina. Esto sugiere que la
infeccion por DENV2 parece no ejercer efecto sobre la induccion de este gen, a
diferencia del gen de TNF e incluso a tiempo relativamente prolongados post-

infeccion (72 hrs).

7.2.4. EXPRESION DE IL-B Y NORMALIZACION DE IL-B/ B-ACTINA.

Como podemos ver en la Figura 12A todas las células en los diferentes tratamientos
y tiempos mostraron bandas de expresion para IL-1p, sin embargo, al ajustar por el
nivel de expresion para B-actina, los niveles de expresion relativos disminuyeron.
En las condiciones control (“mock”), las células mostraron amplificacién del
fragmento correspondiente al gen de IL-1B (Figura 12A), sin embargo, al momento
de ajustar con los niveles de B-actina, los niveles de expresion disminuyeron a
niveles basales (Figura 12B), que uno deberia esperar en condiciones sin
estimulacion. Sin embargo, al tiempo de 72 hrs, se observo que el nivel de expresion
alto, siendo incluyo relativamente mayor que los niveles de expresion por
estimulacién experimental (LPS o infeccién viral). A ese respecto, conviene hacer
notar que la intensidad del fragmento amplificado para B-actina en condiciones
control y a las 72 hrs, fue muy baja en comparacion con las bandas de p-actina con
los otros tratamientos (Figura 8) y sin embargo, la banda para IL-1p para los tiempos

24 y 48 hrs, fue similar al tiempo de 72 hrs (Figura 12A). Todo eso, nos permitiria



sugerir que quizds hubo un problema técnico con la banda de B-actina en este
tratamiento y tiempo y, potencialmente, podria generar resultados erréneos. Sin

embargo, la Unica manera de confirmarlo es repetir este experimento.
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Figura 12. Expresion relativa de IL-1B en los 3 diferentes tiempos (24, 48y 72
hrs) y tratamientos (mock, LPS e infeccion con DENV2). A. Corresponde a
comparacion simple de los niveles de intensidad de las bandas para el gen de IL-
(Figura 8). B. Corresponde a la relacion numérica entre la intensidad de las bandas
para IL-1B y la banda de B-actina, para cada tiempo y tratamiento.
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Por el otro lado, el tratamiento con LPS indujo la expresion de IL-1P
fundamentalmente a los tiempos de 48 y 72 hrs. Aunque se observo una débil banda
al tiempo de 24 hrs, su ajuste en base al nivel de B-actina, disminuyo a nivel bajo la
posible expresion de IL-1B. Por su parte, en términos generales, estos resultados
parecer sugerir que la incubaciéon con LPS ocasion6 un incremento de la citocina al
tiempo de 48 hrs y desciende a las 72 hrs.

Finalmente, la infeccion por el virus DENV2 parece mostrar un efecto similar
al observado para LPS: amplificacion de fragmento a todos los tiempos, pero su
ajuste en base a la intensidad de la banda de B-actina, los niveles de expresion a

24 y 72 hrs, disminuyeron, mientras que el maximo de expresion fue a las 48 hrs.

7.3. CUANTIFICACION DE LA SECRECION DE IL-1B, IL-6 Y TNF.

En varios estudios de otros grupos se ha observado que las citocinas como IL-1,
IL-6 y TNF juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad causada
por el virus dengue, ya que el desequilibrio en la secrecion de estas citocinas podria
inducir una respuesta exacerbada, lo cual desencadenaria una respuesta
inflamatoria elevada y en algunos casos la permeabilidad plasmatica que son los
sintomas més graves de la enfermedad. Sin embargo, no esta claro el papel del

virus dengue en la induccién o control de la produccién de estas citocinas.

Dicho esto, se procedio a evaluar el comportamiento de secrecion de IL-1p, IL-6 y
TNF en los sobrenadantes de células THP-1 diferenciadas a macréfago e infectadas
con DENV2-. También se estudiaron los sobrenadantes de células THP-1
diferenciadas estimuladas con LPS, ya que se sabe que funciona como un inductor

de expresion y secrecidn de las citocinas pro inflamatorias que estudiamos.

7.3.1. NIVELES DE SECRECION DE IL-6.

La determinacion de la cinética de secrecion de esta citocina se realiz6 a las 24,

48,72 y 96 horas post infeccion, para lo cual se emple6 la técnica de ELISA. En la



Figura 13 se muestra el andlisis de nuestros datos obtenidos en los ensayos, donde
podemos observar que no hay diferencia significativa entre los diferentes tiempos
de infeccion. Sin embargo, podemos observar que si hay diferencia significativa
entre las células sin tratamiento (concentracion 14.93 y desviacion estandar 1.61), y
células infectadas a las 72 (concentracion 17.32 y desviacion estandar 0.54), y 96 horas
(concentracion 18.51 y desviacién estandar 2.50), sugiriendo que la secrecion de esta
molécula podria ser tardia. Asi mismo, el control con LPS también mostré un
incremento significativo en la secrecion de esta citocina (concentracion 18.68 y una
desviacion estandar 0.60), a las 24 horas después del estimulo. Se sabe que LPS

es un buen inductor de citocinas pro-inflamatorias.
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Figura 13. Determinacion de los niveles de IL-6 secretada en células tratadas con LPS o
infectadas con DENV durante 24, 48, 72 y 96. Como se describe en Material y Métodos,
células THP1 diferenciadas fueron incubadas con LPS, con medio solo (Mock) o infectadas
con DENV2 por 24, 48, 72 o 96 hrs. Al término de los tiempos de incubacioén, los
sobrenadantes fueron recuperados y los niveles de IL-6 fueron determinados por la técnica

de ELISA. Resultados de # ensayos independientes.* p>0.05 respecto al mock.
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7.3.2. NIVELES DE SECRECION DE IL-1B.

En la Figura 14 se muestran los resultados para la cinética de secrecion de IL-1
por efecto de la infeccion viral. En primer lugar, los niveles de la citocina en células
control fue en promedio 1.94 y desviacion estandar 0.796. Al comparar el efecto del
tiempo de infeccidn sobre los niveles de la citocinas, se puede observar que no hubo
diferencia significativa de la concentracion de IL-1p entre las diferentes horas de
infeccion de las células tipo macréfagos. De igual manera, tampoco hubo diferencia
significativa entre las células sin tratamiento y aquellos infectados. Aunque se
observa una mayor produccion de IL-1p a las 24 y 48 horas, los resultados no fueron
estadisticamente significativos. Este resultado parece responder al hecho de
observar una gran variacion en los resultados de cada ensayo vy, por lo tanto, las
desviaciones estandar fueron muy grandes. Aunque en nivel promedio de IL-1p fue
mayor de 10 pg/mL, la desviacién estandar fue enorme, lo que sugiere que la
variacion experimental fue tan grande que en un ensayo se observaron niveles
cercanos a 20 pg/mL, mientras que en otro, los niveles fueron cercanos a cero. Por

lo tanto, anulando la credibilidad de los resultados para este ensayo.

Por su parte, las células tratadas con LPS liberaron mas de 20 pg/mL de IL-
1B a las 24 horas de estimulacion y aunque también se observd una variacion
importante entre los diferentes experimentos, se pudo alcanzar una diferencia
significativa entre las células estimuladas y aquellas que sélo tuvieron medio de
cultivo. Estos resultados sugieren que las células respondieron correctamente a la

estimulacion por LPS.
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Figura 14. Determinacion de los niveles de IL-1p secretada en células tratadas con LPS o
infectadas con DENV durante 24, 48, 72 y 96. Como se describe en Material y Métodos,
células THP1 diferenciadas fueron incubadas con LPS, con medio solo (Mock) o infectadas
con DENV2 por 24, 48, 72 o 96 hrs. Al término de los tiempos de incubacion, los
sobrenadantes fueron recuperados y los niveles de IL-1p fueron determinados por la técnica
de ELISA. Los resultados corresponden a # ensayos independientes. * p<0.05%.

7.3.3. NIVELES DE SECRECION DE TNF.

La Figura 15 muestra la cinética de secrecion a las 24, 48,72 y 96 horas post-
infeccion de células THP-1, como se observa no hay diferencia significativa entre
las concentraciones de TNF a los diferentes tiempo de infeccién, con respecto a las
células sin infectar. En primer lugar la concentracion para las células sin infectar fue
de 1.47 con una desviacion de 2.05. Al hacer la comparacion de la concentracion
de TNF en los diferentes tiempos no hubo diferencia significativa entre ellos, aunque
a las 24 y 48 horas se ve un incremento en la produccion de TNF no fue
estadisticamente significativo. El tratamiento con LPS mostr6 un incremento

significativo de la secrecion de TNF liberando 9 ng/ml de TNF a las 24 horas,



indicando nuevamente que las células estan respondiendo adecuadamente a los

estimulos.
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Figura 15. Determinacion de los niveles de TNF secretada en células tratadas con LPS o
infectadas con DENV durante 24, 48, 72 y 96. Como se describe en Material y Métodos,
células THP1 diferenciadas fueron incubadas con LPS, con medio solo (Mock) o infectadas
con DENV2 por 24, 48, 72 o 96 hrs. Al término de los tiempos de incubacion, los
sobrenadantes fueron recuperados y los niveles de TNF fueron determinados por la técnica
de ELISA. Resultados de # ensayos independientes.* p>0.05 respecto al mock.



8. DISCUSION.

Varios estudios han mostrado que los pacientes con Dengue presentan
concentraciones muy diferentes de diversas citocinas, sugiriendo que este perfil de
mensajeros inmunoldgicos podria ser importante en el desarrollo de las formas
severas de la enfermedad. El problema para la interpretacion y comparacion de
estos estudios es que existen muchas variables no controlables, por ejemplo, no se
cuenta con indicadores objetivos que permitan asegurar el momento en que inicia
la infeccion, puesto que fundamentalmente depende de una valoracion subjetiva del
paciente y frecuentemente, la asistencia del paciente con el médico se va a
modificar en base al nivel de sintomas. Por su parte, las muestras séricas a los
diferentes dias de la infeccién, se modificaran en base a la fecha que el paciente
considera como el inicio de la infeccién. Por otro lado, también se puede observar
diferencias entre los estudios dado que en algunos casos, se evalla plasma
(Patro,A et al 2019), y en otros suero (Felipe C, 2016, y Restrepo N, 2008), de
pacientes. Al tiempo, los grupos de pacientes también varian mucho en términos de
edad: estudios con niflos (Berta N, 2008) o con pacientes adultos (Schindler R,
1990).

Una forma de limitar estas variables, son los estudios in vitro, ya que se
puede controlar el tiempo que transcurre entre la infeccion y el momento en que se
hace el analisis, el serotipo del virus, la concentracion viral, como algunos ejemplos;
sin embargo, también tienen muchas limitaciones, principalmente porque
generalmente se estudia solo un tipo celular y no se toman en cuenta factores

producidos por otras células, como pueden ser anticuerpos.

Los trabajos de Chen, 2002; Miranda 2009; Cheung, 2018; Mangione, 2014;
Sehrawa, 2018; Rathakrishnan, 2012; Bozza, 2008; Rachman, 2006; Malavige,
2012; Fernando. 2014; Masood, 2018 entre otros muchos, han estudiado la
expresion y secrecion de citocinas en macrofagos infectados por virus Dengue, pero
en general reportan una sola citocina por estudio, o bien, solo realizan estudios de
expresion, pero no de secrecion. Dado que la gran mayoria de los investigadores

estudian lo que ocurre en el primer dia post-infeccion, es que nosotros quisimos



evaluar la expresion y secrecion de estas 3 citocinas que han sido implicadas en la
severidad de la enfermedad: IL-1B, IL-6 y TNF, desde las 24 horas y hasta las 72

horas post-infeccion.

En términos del experimento de expresion relativa de las tres citocinas, los
resultados mostrados en este estudio permiten sugerir que la infeccion por el virus
DENV2 parecen inducir la expresion de IL-1p a los tiempos evaluados, pero siendo
superior al tiempo de 48 hrs. Sin embargo, los niveles de la citocinas en el
sobrenadante de cultivo fueron tan variables que no permitieron demostrar ningin
cambio, en comparacioén con las condiciones control (“mock”) y, por lo tanto, no
contamos con resultados que puedan reforzar nuestra propuesta de que los niveles
de expresion de IL-1B puedan incrementarse como resultado de la infeccion viral.
Hay que hacer notar, que esto no quiere decir que no hayamos observado IL-13 en
el sobrenadante de cultivo, sino que los resultados de los 3 experimentos realizados
fueron tan diferentes que la desviacion estandar fue tan elevada que impidio
alcanzar una conclusion. En ese sentido, seria deseable revisar la técnica del ELISA
para IL-1p para mejorar su estandarizacion técnica y, por ende, mejorar la

reproducibilidad de los resultados.

Por otra parte, nuestros experimentos no permitieron evidenciar efecto de la
infeccion viral sobre los niveles de expresibn de IL-6. Sin embargo,
paradojicamente, la determinacion de los niveles de IL-6 fueron significativamente
superiores al control, para los tiempos de 48 y 72 hrs post-infeccion. Estos
resultados tan contrarios sélo podran ser confirmados al repetir, nuevamente, los
experimentos, porque no seria posible no detectar expresion de la citocina, por un

lado, y observar su secrecion a los mismos tiempos de evaluacion.

Finalmente, los niveles de expresiéon y secrecion al sobrenadante de cultivo
de TNF fueron bajos, incluso en algunos casos menores a la condicion control (ver
Figuras 8 y 10). Asimismo, también tuvimos problemas técnicos que ocasionaron
variacion en los resultados de la determinacion de la citocina por ELISA, por lo que,

sobre todo a tiempo menores (<72 hrs), aunque los niveles promedio fueron



mayores que el control, la desviacién estandar impidiéo confirmarlo de manera

estadistica.

Una posible explicacién de la razoén por la cual obtuvimos valores diferentes
a los que ya habiamos reportado en estudios anteriores, incluso en nuestro
laboratorio, es que utilizamos un nuevo stock viral, que potencialmente haya podido
generar efectos diferentes en las células. Si bien, utilizamos el mismo tipo de virus
Dengue 2 Nueva Guinea, de serotipo 2, el virus que utilizamos se amplifico en
células, C6/36 (células de mosco) mientras que en el trabajo de Flores Avila Karina
fue virus que se expandié en cerebro de raton. El trabajo de Callaway y cols,
(Callaway, 2015) muestra que la presencia de moléculas secretadas por las células
donde se expanden los virus, pueden influir en las respuestas de los macrofagos,
dando resultados variables incluso si es un mismo tipo celular (en su trabajo son
células Vero, de dos diferentes lotes). Por otro lado, Dejnirattisai y cols, en el 2011,
reportaron que la glicosilacion del viribn de dengue es diferente si proviene de
células de mosquito o de células dendriticas, de forma tal que DENV obtenido de
células de C6/33 mosquito infectan células dendriticas y células Vero de mamifero,
sin embargo, los virus obtenidos de células dendriticas son incapaces de infectar
células con DC-SIGN (CD209) pero mantienen la capacidad de infectar células L-

SIGN positivas.

Asi mismo, las diferencias también pueden provenir de la variacion de las
células THP-1 y el protocolo de diferenciacion. Park y cols., en el 2007, mostraron
evidencia de que el protocolo de diferenciacion de las células THP-1 tiene una gran
influencia en las respuestas a estimulos, como el LPS, y el resultado de la secrecion
de citocinas o fagocitosis. Nosotros seguimos el mismo protocolo que se ha usado
por afios en el laboratorio, para evitar que esto sea una causa de variacion en los
resultados. Sin embargo, de acuerdo a lo que propone Park, nuestras células se
comportaron como se espera, ya que la diferenciacién con 10 nM de PMA permite
que estas ceélulas respondan con la secrecion de IL-1p, TNF e IL-6 en respuesta a

10 ng/mL de LPS. Sin embargo, nos sorprendieron los resultados con la infeccion



por el virus Dengue, ya que si bien hubo una infeccion exitosa, la secrecion de IL-

1B y TNF fue baja, contrario a lo que se esperaba.

En las condiciones que se desarrollaron los ensayos en este trabajo, el virus
dengue no parece ser un fuerte inductor de respuesta inflamatoria, ni por cambios
en la expresion del mensajero, ni en las proteinas secretadas. Sin embargo, se
requiere repetir los ensayos pues la variacion obtenida es muy grande, tal vez por
problemas con las células o la incubadora.



9. CONCLUSION.

Los resultados obtenidos bajo las condiciones de ensayo de este trabajo nos
permiten rechazar la hipétesis de que el virus dengue inducira de manera secuencial
y temporal la secrecion de TNF, IL-B e IL-6. Al contrario, el virus resultd ser un
estimulo pro-inflamatorio débil. Sin embargo, las dificultades técnicas hacen que se

requiera confirmar esta conclusion.



10. PERSPECTIVAS.

e Determinar el papel de la expansion del virus DENV en células C6/36, sobre
la capacidad de inducir una respuesta inflamatoria en macréfagos.

e Repetir la cinética de expresion y de secrecion, para IL-1B, IL-6 y TNF pero
con condiciones mas controladas.

e Realizar la cinética de expresion de las citocinas, hasta las 96 horas post-

infeccion.
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