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Resumen

El virus dengue infecta células dendriticas que tienen la capacidad de dirigir la respuesta
inmune. Las células dendriticas poseen varios receptores antigénicos como CD209 capaz de
interaccionar con la proteina E del virus dengue e iniciar una sefalizacion para activarlas. El
objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de un tratamiento previo con anti CD209 en la
expresion de moléculas de activacion y receptores durante la infeccion con virus dengue
serotipo 2 (DENV-2). Para cumplir el objetivo se diferenciaron células dendriticas a partir de
monocitos de sangre periférica de donadores sanos; se dividieron en 4 condiciones (sin
infeccion, infeccion con DENV-2, anti-CD209 y anti-CD209 + infeccion DENV-2). La
infeccion fue con DENV-2 durante 72 horas y la estimulacion con anti-CD209 por 1 hora. Se
evaluo6 la expresion de las moléculas de co-estimulacion (CD80 y CD86), presentacion de
antigeno (HLA-DR y CTLA-4) y receptores (CD14, CD32, CD205, CD206) mediante
citometria de flujo. Ademas se determinaron citocinas por ELISA y se evalu6 el titulo viral

mediante ensayos de placas liticas.

El virus dengue induce la activacion de células dendriticas, aumenta el nimero de células que
expresan CD80, se observa un aumento de la expresion de la molécula CTLA-4 que favorece
el estado de anergia en linfocitos y un microambiente regulador con la produccion de IL-10;
sin embargo, también induce la expresion de receptores como CD14, y CD205, como un
mecanismo viral para incrementar la infeccion. Con tratamiento previo de anti-CD209 las
células dendriticas maduran pero no se modifica la expresion de estos receptores, lo cual se
refleja en un menor titulo viral, ademéas de que se inhibe la expresion de CTLA-4, con lo que
el estado de anergia de linfocitos se reduciria y el microambiente regulador se ve modificado

por un aumento de TNF-a y una disminucion de IL-10.
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CAPITULO I

1 INTRODUCCION

En la actualidad el dengue es un problema importante de salud publica en México y el
mundo, ya que es la enfermedad mas importante transmitida por artropodos. En México, la
enfermedad se encuentra distribuida en todo el pais, en el presente afio se han confirmado 3,023
nuevos casos de dengue de los cuales 2,229 casos corresponden a fiebre por dengue (FD) y 794
a fiebre hemorréagica por dengue (FHD), el 58% de los casos confirmados corresponden a los

estados de Guerrero, Chiapas, Veracruz, Tabasco y Nuevo Leon [1-3].

El comportamiento epidemiologico del dengue en México ha mostrado un perfil
irregular, con incrementos y disminuciones de las tasas anuales de morbilidad. En la figura 1
puede observarse el nimero de casos en México de los ultimos 8 afios, se registraron dos picos

en el aumento del nimero de casos: en 2009 y 2013.
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Figura 1. Panorama epidemiologico de dengue en México, 2008-2015. FD: Fiebre por
dengue, FHD: Fiebre hemorragica por dengue. Fuente: SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de
Vigilancia Epidemiolégica de Dengue.



El patron de diseminacion de dengue en el pais ha sido de sur a norte, a lo largo de los
estados del sureste y el golfo hacia la mayoria de las entidades de la republica, sobre todo
aquellas que por sus caracteristicas geograficas, demograficas y sociales propician la presencia
del vector y, por tanto, de la enfermedad. Actualmente encontramos los cuatro serotipos de
dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) en todo el pais y en algunas entidades hay
evidencia de la circulacion simultanea de dos o mas serotipos. Estos fendmenos han estado
relacionados con la permanencia de la epidemia y el incremento de casos de FHD. En Puebla
los serotipos de dengue circulantes en los ultimos 8 afios son DENV-1 y DENV-2, sin embargo
en los afios 2012 y 2013 se observa que el serotipo de mayor prevalencia es el DENV-2 (figura
2).
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Figura 2. Serotipos aislados de casos de dengue en México, 2008-2015. Fuente:
SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de Vigilancia Epidemioldgica de Dengue. * Aislamientos
reportados por InDRE hasta la semana 52.

1.1 Dengue

El dengue es una enfermedad infecciosa aguda, transmitida por mosquitos del género
Aedes (principalmente Aedes aegypti) cuyo agente causal es el virus dengue (DENV) [4]. Tiene
diversas formas clinicas desde cuadros indiferenciados, asintomaticos hasta formas graves que
llevan a choque y falla en 6rganos vitales, pero debe ser enfocada como una sola enfermedad.
La enfermedad se ha clasificado de acuerdo a la severidad de manifestaciones clinicas (tabla 1)
como: fiebre por dengue (FD) y fiebre hemorragica por dengue (FHD) cuyas manifestaciones

son mas severas y puede llevar a un Sindrome de Choque por Dengue (SCD) [5].



En la infeccion con el virus dengue después de un periodo de incubaciéon de 2 a 7 dias
en general un paciente con FD suele experimentar fiebre de comienzo brusco, cefalea, dolor
retro orbitario, dolores de espalda, ademds de mialgias intensas. Durante el primer dia de
aparicion de los sintomas suele haber un exantema maculopapuloso, asi como adenopatias,
vesiculas en el paladar e inyeccién conjuntival. La enfermedad puede durar una semana y
habitualmente existen otros sintomas como anorexia, nauseas o vOmitos e intensa

hipersensibilidad cutanea [6].

La FHD es una enfermedad grave, la cual se caracteriza por hemoconcentracion (con
incremento de hasta 20% del valor normal de hematocrito) y fuga del plasma al espacio
extravascular como consecuencia del aumento transitorio en la permeabilidad de los vasos
sanguineos con manifestaciones hemorragicas. Se distingue por fiebre y datos de fuga capilar
como ascitis, derrame pleural, derrame pericardico, edema periorbitario o de miembros
inferiores e hipoalbuminemia. Se acompafia de trombocitopenia < 100 000 plaquetas/mm? y
puede haber hemorragia cutanea, gingivorragia, epistaxis, sangrado del tubo digestivo,
hematuria, sangrado pulmonar, asi como sangrado oculto (hemorragia intracraneal, torédcica o
abdominal) lo que determina la gravedad del cuadro clinico. El sindrome de choque por dengue
(SCD), es la manifestacion mas severa de la infeccidon, asi como dafio hepatico. E1 SCD es
mucho mas grave y es el resultado del aumento de la permeabilidad vascular que provoca el
choque; se define por fiebre y datos de fuga capilar como ascitis, derrame pleural, derrame
pericardico y edema periorbitario o de miembros. Se adicionan signos de falla circulatoria como
el acortamiento de la presion arterial diferencial a menos de 20 mm Hg, tension arterial sistolica
< 60 mm Hg o caida > 30 % de la basal, asimismo, aparecen signos de choque: alteracion del
estado de conciencia, palidez, piloereccion, diaforesis, piel fria, taquicardia, pulso débil,
cianosis y oliguria. Estas manifestaciones son precedidas por dolor abdominal intenso, datos de

irritacion peritoneal, vomito persistente y descenso brusco de la temperatura [7-9].
La OMS clasifico, de acuerdo con su severidad, la FHD en cuatro grados:

e Grado I: Solamente existe la presencia de manifestaciones hemorragicas con
prueba de torni<quete positiva.
e (Grado II: Presencia de sangrado espontaneo, usualmente en la piel, a través de

la nariz o en 6rganos internos.



e (Grado III: Presencia de hipotension, caida de la presion del pulso en 20 mm Hg
0 menor, asi como presencia de pulso débil y rapido.
e (Grado IV: Choque profundo y ausencia de presion sanguinea y pulso no
detectable.
De acuerdo con lo anterior, los grados III y IV son los mdas severos, ya que

corresponden al SCD [10].

El tratamiento clinico de las infecciones por DENV es sintomdtico y de soporte, no

existe una terapia antiviral especifica para prevenir o contrarrestar la infeccion.

Tabla 1. Clasificacion de dengue. OMS 1997

Esquemas de clasificacion de dengue de la Organizacion

Mundial de la Salud del ano 1997

Fiebre por Dengue Fiebre Hemorragica por Dengue *
Presenciade 2 o mas de
los siguientes sintomas: Todos los siguientes:
Fiebre 1 Fiebre.
Dolor de cabeza 2 Hemorragia: fomiquete positivo, petequia,
Dolor refro-orbital equimesis, purpura, sangrado de mucosas, tracto
Mialgia gastrointestinal, etc). Al menos uno.
Artralgia 3 Trombocitopenia (conteo de plaquetas < 100,000
Erupcién células/mL.
Manifestaciones 4 Evidencia de fuga plasmatica:
hemorragicas hemoconcentracion, efusion pleural, ascitis y/o
hipo-proteinemia. Al menos uno.
* La Fiebre Hemorragica por Dengue se categoriza en cuatro grupos: |-IV.

1.2 Virus dengue

El virus dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae, se
conocen cuatro serotipos del virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4; est4 constituido
por ARN gendmico de sentido positivo, cadena sencilla rodeado por una nucleocapside de
simetria icosahédrica, de 30 nm de didmetro, la cual estd constituida por la proteina C (cépside).
Esta estructura se encuentra rodeada por una bicapa lipidica de 10 nm de grosor; en la que se

encuentran insertadas las proteinas estructurales E que conforma la envoltura y M que forma la
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membrana del virus, dando lugar a proyecciones que sobresalen de la superficie de los viriones.
El virién completo mide alrededor de 50 nm de diametro, y tiene forma esférica. El ARN de las
particulas virales maduras codifica para una poliproteina, que es posteriormente procesada por
enzimas virales y huésped, dando lugar a tres proteinas estructurales (prM/M, E y C) y siete no

estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) figura 3 [11-15].
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Figura 3. A, Estructura del virus dengue y B, organizacion del genoma del virus.

1.2.1 Proteinas virales
1.2.1.1 Proteinas estructurales

Proteina C. La proteina de la cépside, también conocida como proteina core o de
cubierta, tiene un peso molecular de 11 kDa, aproximadamente. Su estructura secundaria
consiste en cuatro alfa hélices que cumplen diferentes funciones: las hélices 3 y 4 son
hidrofobicas y anclan la proteina a la membrana del reticulo endoplasmico [14, 15]. La hélice 1,
ubicada en el extremo N-terminal de la proteina y orientada hacia el citoplasma, posee
aminoacidos de caricter basico que se asocian y unen fuertemente al ARN gendmico recién
sintetizado; de esta manera, se forma el complejo riboproteico o nucleocapside que protege al
ARN viral de la degradacion y promueve la organizacion del ARN en el interior de la particula

viral en formacion.



La nucleocépside se estabiliza por la interaccion de varios homodimeros antiparalelos
de la proteina C, que rodean con gran afinidad y especificidad a la hebra de ARN viral. La
hélice 2 posee una naturaleza hidrofobica que interviene durante el ensamblaje de la
ribonucleoproteina y de la particula viral. En el primer caso, actia como una bisagra que
favorece el acercamiento del ARN viral al resto de la proteina C anclada en la membrana del
reticulo endoplasmico. Por otro lado, la hélice 2 recluta pequefias gotas lipidicas (lipid
droplets), presentes en el citoplasma, que promueven la formacion de la particula viral. Ademas,
la proteina de la capside anclada en el reticulo endopldsmico interactia con las proteinas
precursoras de membrana (prM) y de envoltura, para favorecer y completar el ensamblaje de las

particulas virales [16].

Proteina precursora de membrana (prM) y proteina de membrana (M). La
proteina precursora de membrana (prM) tiene un peso molecular de 26 kDa, esta presente en los
viriones inmaduros, participa fundamentalmente en el proceso de maduracion de la particula
viral. La proteina precursora de membrana es procesada después de la traduccion por la proteasa
celular furina, que genera, el péptido pr y la proteina M, de 8 kDa. La proteina tiene dos

dominios transmembrana y un ectodominio de 40 aminoacidos, aproximadamente [14, 15].

Proteina de envoltura E. La proteina de envoltura tiene un peso molecular de 50 kDa,
posee tres dominios denominados I, II y III (figura 4), y se distribuye sobre la superficie del
virus formando complejos homodiméricos de tipo cabeza-cola. Los dominios II y III de cada
uno de las proteinas del homodimero son determinantes para las interacciones entre el virus y
los receptores de las células vulnerables. Por otra parte, la glicoproteina E es el principal
inmundgeno del virus, por lo tanto estimula la respuesta inmune del individuo e induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes. La proteina E es la tnica proteina viral que interactia
con receptores de la membrana plasmatica de las células blanco que favorecen la endocitosis del

virus [16].



Figura 4. Proteina E del virus dengue. Dominios de la proteina: dominio I en rojo, dominio

II en amarillo y dominio III en azul.

1.2.2 Proteinas no estructurales

Proteinas no estructurales. NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NSS. Proteinas
no estructurales (NS, non structural proteins) del DENV intervienen en el proceso de

replicacion del virus que se describe a continuacion [14-22].
1.3 Cé¢lulas que interaccionan con el virus dengue

Ensayos in vitro utilizando cultivos celulares primarios humanos indican que varios
tipos celulares como hepatocitos, linfocitos B y T, células endoteliales, fibroblastos, células
cebadas, células epiteliales y células musculares son blancos potenciales de la infeccion y la
replicacion viral, pero poco se sabe de la participacion de estas células en la infeccion y la
replicacion in vivo. Sin embargo, en muy pocos tipos celulares humanos se ha demostrado la
infeccidon in vivo, entre ellos encontramos a las células mieloides (monocitos, macrofagos y
células dendriticas), las cuales son consideradas el principal blanco celular para la replicacion

del DENYV durante la infeccion [24, 25].



1.3.1 Ciclo replicativo del virus dengue

Entrada y fusion del DENV. Se ha demostrado que, para favorecer la entrada del
virus a las células, participan los glucosaminoglucanos o proteoglucanos presentes en la matriz
extracelular o que estdn asociados a las proteinas de superficie de las células. Los
proteoglucanos como el heparan sulfato, por su alta carga negativa, pueden actuar como un
receptor primario para favorecer el acercamiento de las particulas virales a la superficie celular
y, una vez establecido este acercamiento, facilitarian la interaccion del dominio III de la

proteina E con proteinas de la superficie para favorecer la endocitosis del virus [13, 14].

En general la interaccion del DENV con la célula blanco, ocurre por endocitosis
mediada por receptores, en las cuales participan multiples proteinas transmembranales de la
célula del huésped, las cuales tienen alta afinidad por el dominio III de la proteina E del virus.
Entre los receptores que se han asociado a la infeccion se encuentran, CD14, receptores de
gamaglobulinas (FcyR), receptor de manosa (CD206) y principalmente, DC-SIGN (CD209).
Estos receptores son expresados en varias poblaciones celulares como células dendriticas,
macrofagos y monocitos, entre otros. Cabe destacar que las células dendriticas en su estado
inmaduro son las que presentan altos niveles de estos receptores facilitando la union viral inicial

y la entrada del virus a la célula [25].

Una vez que se lleva a cabo la interaccion virus-receptor se forma la vesicula
endocitica que se transforma en un endosoma temprano y posteriormente en un endosoma

tardio, el cual se fusiona con un lisosoma que acidifica el pH de la vesicula [13].

Replicacion de DENV. Cuando la nucleocépside se halla libre en el citoplasma, se

inician los procesos de traduccion y replicacion del ARN [14].

La replicacion del ARN viral es un proceso que no esta totalmente entendido; sin
embargo, in vitro se han detectado tres especies de ARN, denominadas ARN de 20S, 20/28S y
408, segun el valor del coeficiente de sedimentacion. Los ARN de 20S conocidos como formas
de replicacion, no son degradados por las ARNasas y estan constituidos por dos cadenas de
ARN cada una con polaridad contraria (negativa y positiva). La existencia de las formas de
replicacidon sugiere que estas formas incluyen los intermediarios negativos que actian como

plantilla para la generacion de los ARN de sentido positivo. Mientras que los ARN
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heterogéneos de 20 a 28S, son denominados intermediarios de replicacion y corresponden a
hebras de ARN de sentido positivo en proceso de elongacion [14, 20]. Por ultimo, los ARN de
40S pueden ser degradados por ARNasas y, al parecer, es el ARN gendémico encontrado en los
virus ensamblados; por lo tanto, estos ARN pueden ser utilizados para la traduccidon proteica o

para conformar, junto con proteina C la ribonucleoproteina, los nuevos viriones.

Durante la traduccion, el polipéptido recién sintetizado es acompanado por las
proteinas chaperonas BiP, calnexina y calreticulina; luego, cada una de las proteinas virales se
organiza en la membrana del reticulo endoplasmico y es procesada por proteasas como la
furina, la signalasa o la NS3Pro, para finalmente ser modificadas después de la transduccion

(plegamiento y glucosilacion).

Ensamblaje, maduracion y liberacién del DENV. Los mecanismos que promueven,
regulan y coordinan el ensamblaje del virus, no son conocidos completamente. Sin embargo,
por microscopia electronica y criomicroscopia, se ha sugerido que el proceso de ensamblaje de
las particulas del DENV sucede en distensiones del reticulo endopldsmico denominadas
membranas “convolutas”, donde ocurre de forma simultdnea la traduccion de la proteina y el
ensamblaje del virus. El proceso de ensamblaje comienza con la formacion de la nucleocéapside
gracias a la interaccion del ARN gendmico y la proteina C; sobre esta primera estructura luego
se asocian las proteinas prM/M y E, que deben estar inmersas en la membrana del reticulo
endoplasmico. Posteriormente, suceden dos etapas de maduracion de la particula viral. Primero
se organizan de forma heterodimérica las proteinas prM/M y E, en donde la primera recubre a la
segunda; este recubrimiento le confiere un aspecto rugoso a la superficie del virus cuando se
observa por microscopia electronica. En el segundo paso, esta particula inmadura transita desde
el reticulo endoplasmico hasta las regiones cis y trans del aparato de Golgi, donde se inicia la
segunda etapa de maduracion. En esta ultima etapa, los cambios de conformacion y de rotacion
de la proteina E generan homotrimeros antiparalelos de la misma, lo que le da una apariencia
lisa a la superficie del virus. Por ultimo, un nuevo procesamiento proteolitico sobre la proteina
prM/M por la proteasa furina, independiza el péptido pr y la proteina M. Esta nueva

modificacion estabiliza los homotrimeros de E y mantiene unido al péptido pr [20].

Finalmente, cuando el virus es liberado, el pH neutro del espacio extra-citoplasmico
induce el desprendimiento del péptido pr y la proteina E adquiere la conformacién final que
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puede ser reconocida por las moléculas receptoras de la célula sensible e iniciar un nuevo ciclo

de infeccion en otra célula (figura 5).

1
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Figura 5. Ciclo viral intracelular del virus del dengue. El DENV ingresa a la célula
mediante endocitosis mediada por receptor, la traduccion y replicacion ocurre en estructuras
membranosas relacionadas con RE, después, las particulas recién ensambladas son transportadas a

Golgi, donde termina su maduracion y son expulsadas el medio extracelular por exocitosis.

1.4 Elsistema inmune y sus componentes celulares

La funcién esencial del sistema inmune es proteger al organismo de agentes
infecciosos y microorganismos presentes en el ambiente. Para ser eficaz, el sistema inmune

debe detectar una gran variedad de patdgenos, y distinguirlos de las células y tejidos del propio
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organismo. En vertebrados, en este sistema de defensa colaboran el sistema inmune innato y el

sistema inmune adaptativo [26].

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa que limita la infeccion
tras la exposicidn a microorganismos, y proporciona una respuesta inmediata e inespecifica,
pues reconoce y responde a los patogenos de forma genérica y sin conferir inmunidad duradera
contra ellos [27]. Este sistema de defensa incluye componentes celulares (células epiteliales,
células dendriticas, macréfagos, neutréfilos y células NK), moléculas del sistema del
complemento y citoquinas. Sus células estdn equipadas con receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) comunes entre diversos patdgenos, que reconocen patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) y senales enddgenas asociadas a dafio tisular (DAMP). El
sistema inmunitario innato es capaz de “activarse” Unicamente frente a estas “sefiales de

peligro” detectadas por los PRR de forma especifica [28].

Por el contrario, el sistema inmune adaptativo genera respuestas antigeno-especificas y
confiere memoria inmunolédgica tras el primer contacto con el antigeno. La respuesta inmune
adaptativa estd mediada por componentes celulares (linfocitos T y B) y humorales
(anticuerpos). Las células presentadoras de antigeno (APC), en especial células dendriticas y
macrofagos, tienen un papel fundamental en la conexion entre la inmunidad innata y la
inmunidad adaptativa, ya que son las responsables de procesar y presentar antigenos a los
linfocitos T en el contexto de las moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC)
presentes en su superficie [26]. En consecuencia, el sistema inmune innato tiene como segunda
funcion estimular y polarizar la respuesta inmunitaria adaptativa con objeto de optimizar la

eliminacion del patdogeno y minimizar los dafios tisulares colaterales [29].

1.4.1 Monocitos-macrofagos

Los monocitos son heterogéneos en términos de morfologia, marcadores de superficie
y capacidad fagocitica, y exhiben una elevada plasticidad en su proceso de diferenciacion, que
es tejido y/o estimulo dependiente. La plasticidad del sistema de diferenciacion mieloide se
refleja en la capacidad de transdiferenciacion que exhiben los distintos tipos celulares derivados
de monocitos. Los monocitos se desarrollan en la médula 6sea y circulan por la sangre, al
recibir la sefial apropiada dejan a esta ultima y emigran por el endotelio de los capilares o las

vénulas, en el compartimiento del tejido conectivo maduran hasta convertirse en macrofagos.
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Asi, por ejemplo, a partir de monocitos se pueden diferenciar in vivo e in vitro macréfagos y
células dendriticas, por caracteristicas y propiedades fenotipicas y funcionales distintas entre

ellas [30-34].

1.4.2 Células dendriticas

Las células dendriticas (DC’s) humanas, son una poblacion heterogénea en cuanto a
fenotipo, localizacion anatdémica y funcidon. Las DC’s se distribuyen practicamente en todos los
tejidos, y las circulantes representan solamente un 0.5% del total de las células mononucleares
de sangre periférica. En funcion de su linaje o de su estado de activacion (inmaduras o
maduras), tienen la capacidad de iniciar una respuesta inmunitaria o promover tolerancia en las

células efectoras o linfocitos T [35].

En ausencia de procesos inflamatorios, las células dendriticas se encuentran en estado
inmaduro (iDC’s), y se caracterizan por ser células principalmente fagociticas. Las iDC’s
residen en los tejidos periféricos y constantemente sensan el microambiente capturando
antigenos propios y extraiios mediante macropinocitosis y fagocitosis de manera constitutiva a
través de la proyeccion de pseudopodos y la formacion de grandes vacuolas intracelulares [36,

44].

Seria importante explicar cuales son las diversas poblaciones de dendriticas y que
dependen de su origen, haciendo una relacién con respecto al modelo que elegiste para generar
CD (de qué tipo serian? Y esto ultimo también retomarlo cuando hablas de los receptores que

expresan

Las distintas subpoblaciones de iDC’s, expresan selectivamente una gran variedad de

receptores endociticos [45-47]. Entre ellos, se pueden mencionar:

e Receptores lectina de tipo C (CLR), que permiten el reconocimiento de antigenos
glicosilados presentes en células eucariotas y procariotas.

o Receptores para el fragmento Fc (FcRs) de las inmunoglobulinas (Ig), que
permiten la endocitosis de complejos inmunes (CI) antigeno-anticuerpo.

e Receptores para componentes del complemento a través de los cuales

internalizan microorganismos opsonizados y células apoptoticas.
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e Receptores “scavenger” (RSs) capaces de reconocer cuerpos apoptoticos,
lipoproteinas propias y diversos componentes presentes en bacterias y parasitos.
e Receptores de tipo Toll (TLRs), que reconocen patrones moleculares asociados a

patogenos (PMAPs).

Ante la deteccion de sefiales de peligro en el microambiente, ya sea por
reconocimiento directo a través de los receptores endociticos o, indirectamente mediante el
reconocimiento de distintos mediadores de la respuesta inflamatoria, las iDC’s responden
incrementando sus procesos de endocitosis y procesamiento, € inician el proceso de
maduracion. A diferencia de los macrofagos (principales células fagociticas) que degradan casi
completamente las moléculas endocitadas, las iDC’s conservan parcialmente el producto de la
endocitosis, mediante la regulacion del pH en los compartimentos fagosomales/endosomales.
Estos mecanismos permiten limitar el rango de antigenos que seran presentados asi como

“preservar” la informacion endocitada [48, 49].

Posterior a la deteccion de senales de peligro, las DC’s inmaduras se activan y migran
hacia los ganglios linfaticos, donde juegan un papel importante en la activacion de los linfocitos
T. La activacion de las iDC’s induce un proceso que involucra diversas etapas denominadas
“maduracion” es necesario destacar que es un proceso que ocurre de manera continua y
coordinada, y que transforma a las DC’s en células presentadoras de antigenos altamente
eficientes para estimular linfocitos T [49]. Durante este proceso, se reduce la capacidad de las
DC’s de captar antigenos, mediante una disminucion de la actividad macropinocitica y
fagocitica, asi como también mediante la disminucion de la expresion de receptores antigénicos

[50].

Las células dendriticas maduras (mDC’s) expresan citocinas y altos niveles de
moléculas co-estimulacion tales como CD40, CD80, CD83 y CD86, ademas presentan un
aumento importante en la expresion de complejos péptido antigénico/MHC (MHC: Complejo
Principal de Histocompatibilidad). Este incremento, si bien se encuentra asociado a una mayor
sintesis de las moléculas MHC 1II, se debe fundamentalmente, a la relocalizacion de dichas

moléculas en la superficie celular desde el compartimiento endosomal [43, 50-52].
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Asimismo, se incrementa la expresion del receptor de quimiocinas CCR7, ligando de
las quimiocinas CCL19 y CCL21. Estas quimiocinas son expresadas por células endoteliales
linfaticas y venas del endotelio alto de las zonas T de los 6rganos linfaticos secundarios sitios a

los cuales se dirigen las células dendriticas en proceso de diferenciacion [53].

El proceso de maduracion también induce cambios en la morfologia celular, que
incluyen la pérdida en la capacidad de adhesion, la reorganizacion del citoesqueleto y la
adquisicion de movilidad. Esta ultima, es una caracteristica sobresaliente de las mDC'’s, siendo
las quimiocinas, aquellas que tienen un rol fundamental, debido a que regulan la migracion de
las DC’s hacia los ganglios linfaticos. No obstante, se ha reportado también que las iDC’s son
capaces de migrar en ausencia de un proceso inflamatorio, indicando que los procesos de

maduracion y de migracion podrian estar regulados como eventos independientes [49-54].

1.4.3 Citocinas y su papel regulador en la respuesta inmune

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos tipos
celulares que act@ian fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmune e
inflamatoria, intervienen como factores de crecimiento de distintas células, entre las cuales y de
forma destacada, las células hematopoyéticas. Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las
interleucinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN), los factores

estimuladores de colonias (CSF) y las quimiocinas [55].

Las citocinas actian como reguladores sistémicos a concentraciones del orden de nano
o picomoles, modulando la actividad de un amplio espectro de tipos celulares, las citocinas
pueden actuar como factores de crecimiento locales, a través de un mecanismo autocrino (sobre
la propia célula), paracrino (sobre una célula vecina), yuxtacrino (implicando interacciones
intercelulares) o retrocrino (a través de formas solubles de ciertos receptores de membrana)

[56].

En cualquier caso, la funcion biologica de las citocinas se produce a través de su
interacciébn con receptores de membrana especificos que desencadenan una cascada de
reacciones bioquimicas en el interior de la célula diana que determina su accioén bioldgica [55-
571.

14



1.43.1 1IL-10

Tiene una importante funcion bioldgica sobre las DC’s y macréfagos, es un potente
inhibidor de la presentaciéon de antigenos y tiene un potente efecto inhibitorio sobre la
produccion de citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-a en DC’s y macrofagos. La
funcién fundamental de esta citocina es suprimir la respuesta inmune, pero también promueve
efectos estimulantes al favorecer la activacion de los linfocitos B. Algunos grupos de trabajo

han encontrado un papel de esta citocina en el desarrollo de patogénesis durante la infeccion por

DENV [58-60].

1.4.3.2 INF-y

Los INF son muy bien conocidos por sus funciones en los mecanismos de defensa del
hospedero. El INF-y ejerce efectos inmunorreguladores, anti-proliferativos y pro-inflamatorios,
es producido fundamentalmente por linfocitos T activados, células dendriticas y células NK. La
funcién reguladora de esta molécula principalmente deriva en células presentadoras de
antigeno, linfocitos B y T, ya que aumenta la expresion de moléculas del MHC en las células
presentadoras de antigeno ademas de que tiene efectos sobre la proliferacion y diferenciacion de

las células By T [61-64].

En la infeccion por DENV se describe una relacion entre niveles elevados de INF-y y
la gravedad de la enfermedad por varios autores, también se ha encontrado que tiene un papel

en el control de la infeccion [65, 66].

1.43.3 TNF

El factor de necrosis tumoral, también conocido como canectina, juega un papel
importante en la inflamacion, apoptosis y desarrollo de la respuesta inmune. Es producido por
una amplia variedad de células epiteliales y del sistema inmune. El TNF induce la activacion
local del endotelio vascular, liberacion de 6xido nitrico con vasodilataciéon y aumento de la
permeabilidad vascular lo que lleva al reclutamiento de células inflamatorias, inmunoglobulinas
y sistema del complemento, provocando la activacion de linfocitos T y B. También aumenta la
activacion y adhesion plaquetaria y probablemente la oclusion vascular sea la causa de necrosis
tumoral. Ademas TNF-a regula el desarrollo del tejido linfoide a través del control de la
apoptosis. Algunos grupos de trabajo encuentran a TNF-a involucrado en la patogénesis y

gravedad de la infeccion por DENV [67-69].
15



1.4.4 Moléculas de superficie en células dendriticas

Las moléculas de superficie contribuyen a la funcion de las DC’s tanto en la union
c€lula-célula como en la sefializacion. Como se menciond anteriormente las distintas
poblaciones de DC's, presentan una marcada heterogeneidad en la expresion de sus moléculas

de superficie [70].

1.4.4.1 Moléculas de caracterizacion
1.44.1.1 CDla

Las moléculas CD1 son un grupo de moléculas pertenecientes al complejo principal de
histocompatibilidad, que participan en la presentacion a las células T de una amplia variedad de
antigenos lipidicos y lipoproteicos. Se expresan en la superficie celular como heterodimeros
compuestos por una cadena polipeptidica pesada unida no covalentemente con [2-
microglobulina. A diferencia de las MHC de clase I y I, las moléculas de la familia CD1 no son

polimorficas [71].

Las moléculas CDla pertenecen a la familia CD1 y se encuentran principalmente
expresadas en células dendriticas y timocitos corticales. En este trabajo, CD1a ha sido utilizado

como marcador de diferenciacion de células dendriticas derivadas de monocitos.

1.44.1.2 CD14

Es una glicoproteina unida a la membrana celular mediante un enlace
glucofosfatidilinositol (GPI) y se encuentra expresado predominantemente en células mieloides.
Es un receptor de alta afinidad para el complejo formado por lipopolisacarido (LPS) y la
proteina de uniéon a LPS (LBP) y funciona como un correceptor para TLR 4. Las células
dendriticas derivadas de monocitos, expresan bajos niveles de CD14 [72]. En este trabajo, la

baja expresion de CD14 fue utilizada como parametro de diferenciacion de las DC's.

1.44.1.3 CDS83

Es una glicoproteina transmembranal perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Su expresion ha sido ampliamente utilizada como marcador de DC’s
maduras. Algunos estudios sugieren que estaria involucrado en la activacion de los linfocitos T,

sin embargo, todavia existe cierta controversia sobre su rol especifico [71, 72].

16



1.4.4.2 Moléculas de co-estimulacion CD80 y CD86

Las moléculas CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2) poseen una region extracelular con dos
dominios tipo Ig (uno variable y otro constante), una porcion transmembrana y una cola
citoplasmatica corta. Numerosos estudios han demostrado que las moléculas CD80 y CD86
expresadas en la superficie de células presentadoras de antigeno son las responsables de proveer
in vitro € in vivo las sefiales de co-estimulacion para regular la activacion de células, esto debido
a que poseen especificidad de union por los receptores CD28 presentes en linfocitos T tal como

se muestra en la figura 6 [73].

A\

cDs0/ge CD28

Activated
T cell

Figura 6. Sefiales de co-estimulaciéon para células T.

CD80 y CD86 comparten solo el 25% de homologia en la secuencia, especialmente en
la cola citoplasmatica, donde CD86 tiene 3 sitios potenciales de fosforilacion por la PKC,

indicando que esta molécula puede tener propiedades de senalizacion.

La presencia de CD80 ha sido documentada en células B, células dendriticas, células
de Langerhans, monocitos activados, linfocitos T y una variedad de lineas tumorales. Aunque
todavia no es claro el papel de los ligandos de la familia B7 en las células T, un hallazgo
reciente es que los linfocitos T de memoria humanos expresan una forma funcional de CD86

que puede co-estimular las respuestas de las células T virgenes. [73, 74].
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1.4.4.3 Moléculas de presentacion de antigeno

Los linfocitos T reconocen antigenos solo en forma de péptidos mostrados por los
productos de genes propios del MHC en la superficie de APC. Las APC especializadas, como
las DC’s capturan antigenos, los interiorizan, los procesan y muestran los péptidos asociados a

la clase II a los linfocitos T CD4+ [75].

El MHC es una region génica que codifica moléculas de las clases I y II del MHC, asi
como otras proteinas. La funcion de MHC 1 y II es unirse a antigenos peptidicos y mostrarlos
para su reconocimiento por los linfocitos T especificos frente al antigeno. Los antigenos
peptidicos asociados a las moléculas de la clase I son reconocidos por los linfocitos T CD8+,
mientras que los antigenos peptidicos asociados a la clase II son reconocidos por los linfocitos T
CD4+. Cada molécula del MHC tiene una amplia especificidad por los péptidos que tienen

caracteristicas estructurales comunes, como aminoacidos de anclaje [76-78].

La expresion de productos génicos del MHC aumenta con estimulos inflamatorios

particularmente citocinas como INF-y, que estimulan la transcripcion de genes del MHC.

El MHC humano también es llamado HLA (Antigeno Leucocitario Humano), los
genes de la clase I del HLA humano se describieron por primera vez mediante métodos
serologicos. Los genes de la clase II se identificaron realizando una reaccion de mezcla de

linfocitos y existen tres: HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR [79].

1.4.4.3.1 HLA-DR

El HLA-DR se expresa en la superficie de las células presentadoras de antigenos
humanas, células dendriticas, incluidos los linfocitos B, los monocitos y macréfagos. HLA-DR
es una proteina transmembranaria heterodimérica compuesta de subunidades alfa y beta, y

desempefia un importante papel en la presentacion de los péptidos a los linfocitos T (figura 7)

[80].

El péptido antigénico se aloja en una hendidura formada por los dominios al y BI,
mientras el reconocimiento del MHC-II por parte del linfocito T cooperador se hace en la
cadena B2. En esta hendidura conformada por las regiones al y 1, se presentan péptidos de

entre 12 y 16 aminoacidos [81].
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Figura 7. Presentacion de antigenos a linfocitos T

1.4.4.3.2 CTLA-4

El antigeno asociado al linfocito T citolitico (CTLA-4), es la principal molécula
inhibidora implicada en la regulacion negativa de la activacion de los linfocitos. CTLA-4 es
expresada principalmente en la superficie celular de los linfocitos T activados, no obstante,
varios estudios han demostrado la expresion del gen CTLA-4 en otro tipo de células, incluyendo
células dendriticas, linfocitos B, monocitos, granulocitos. En los linfocitos T activados, CTLA-
4 utiliza dos mecanismos inhibitorios diferentes, uno de ellos es la transmision de una sefial
negativa a través de su region intracelular, y el segundo es el antagonismo competitivo de la

sefial coestimuladora mediada por CD28 [82-85].

1.5 Receptores en células dendriticas

Como se menciond anteriormente las DC’s expresan una gran variedad de receptores,
que se asocian principalmente con la alta capacidad que tienen para capturar y presentar
antigeno, a continuacidon se describen los receptores que son de importancia para el presente

trabajo.

1.5.1 Receptor CD32

El receptor CD32 (FcgRIIl) es una glicoproteina de 40 kD con capacidad de unir
complejos de IgG con una constante de afinidad baja. Se han identificado tres genes, FcgRIIA,
B y C, localizados en el cromosoma 1q 23-24, los cuales codifican para seis isoformas de este
receptor FcgRIIA1, A2, B1, B2, B3 y Cl. Se expresa en la superficie de monocitos,
macrofagos, células dendriticas, neutréfilos, eosinofilos, células B y plaquetas. El

entrecruzamiento de varios de estos receptores con inmunocomplejos provoca la activacion de
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la célula respectiva, que en el caso de las células fagociticas supone un aumento de esa

actividad fagocitadora, y en el caso de las plaquetas, un aumento de la trombosis [86, 87].

Estudios recientes indican que CD32 interviene en la potenciacion de la infeccion por
DENV en lineas celulares y células humanas generadas in vitro. Sin embargo poco se ha

descrito acerca de la influencia de las vias de sefializacion intracelular [88].

1.5.2 Receptores tipo lectina

Las lectinas son proteinas que reconocen de manera especifica carbohidratos presentes
en antigenos propios y patogenos. En vertebrados, las lectinas se clasifican en diferentes
subgrupos, siendo los receptores lectina de tipo C uno de los mejor estudiados. Los CLR se
caracterizan por tener al menos un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) a través
del cual unen carbohidratos de forma dependiente de Ca**. Los CLR pueden ser proteinas
solubles o proteinas transmembranales, y se han definido subgrupos en funcién de su homologia
de secuencia, estructura y disposicion del CRD respecto al resto de la molécula. Un subgrupo
engloba lectinas solubles, y otro lectinas de membrana que de acuerdo al nimero de CDR son
de tipo I (Contienen de 8 a 10 CLR) por ejemplo CD205 (DEC-205) y CD206 (receptor de
manosa), o tipo II (Contienen un solo dominio CLR), como CD209 (DC-SIGN) [89-93].

1.5.3 Receptor CD205

El receptor CD205 (DEC-205) tiene un peso molecular de 205 KDa que contiene 10
CLR, se expresa preferencialmente en DC’s, monocitos, células epiteliales de la corteza del
timo, aunque también se puede encontrar en células B, células T. Es homologo al receptor de
manosa en macrdfagos. Algunos autores han realizado experimentos y encuentran que la
funcion presentadora de antigeno en DC's esta asociada con un alto nivel de DEC-205, debido a

su alta expresion es empleado como marcador de fenotipo en iDC’s [93-95].
1.5.4 Receptor CD206

El receptor CD206 o receptor de manosa, es una proteina transmembrana de 175 kDa,
recibe su nombre por su capacidad para reconocer de manera dependiente de Ca®>" moléculas
con residuos de manosa, fucosa y N-acetilglucosamina en la porcidon terminal. Se expresa

especificamente en macrofagos también en células dendriticas y una gran variedad de células
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endoteliales y epiteliales [44]. Posee un CRD, ocho CTL (de los cuales del CTL-4 al -8 son

funcionales), un dominio intermembrana y una porcion intracelular de 45 aminoacidos [88, 95].
1.5.5 Receptor CD209

El receptor CD209 inicialmente fue denominado DC-SIGN (Por sus siglas en
inglés; Dendritic Cell-Specific ICAM-3-Grabbing Non-Integrin), la cual es una proteina de
membrana tipo-II con un dominio extracelular de lectina tipo C (lectina Ca?" dependiente). El
CD209 es una proteina integral de membrana tipo II de 404 aminodcidos con un extremo
carboxilo terminal. La proteina estd organizada en cuatro dominios distintos: un dominio
citoplasmatico N-terminal que contiene sefiales de internalizacién, un dominio transmembranal
hidrofobico, una region a-helicoidal y un dominio de reconocimiento de carbohidratos que
puede interactuar dependiente de calcio con una variedad de patdgenos (figura 8). El receptor
CD209 es expresado principalmente por células dendriticas localizadas en sitios de exposicion a
antigenos como tejidos mucosos del intestino (duodeno y colon), vesicula biliar, cérvix, vagina,

endometrio, bronquios pulmonares, es6fago y mucosa bucal, ademas de sangre periférica [96-

98].
Célula dendritica Receptor CD209
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Figura 8. Estructura del receptor CD209. El receptor se compone de: A) Dominio
citoplasmatico, B) Dominio transmembranal, C) Region a-helicoidal y D) Dominio de reconocimiento

de carbohidratos.
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Todas las lectinas calcio dependientes son proteinas de membrana que actian como
receptores de adhesion a la célula y estan involucrados en regulacion de las vias de
senalizacion, ademds de reconocer estructuras especificas de carbohidratos presentes en
patogenos. Esta proteina de membrana, funciona como receptor de muchos virus, como el virus
dengue, virus del Ebola, VIH, citomegalovirus (CMV), virus de hepatitis C (VHC), entre otros;
ademads de bacterias, levaduras y otros parasitos [34]. El receptor CD209 tiene como funcion
de mediar en la unidn de las células T con las DC’s a través de moléculas de adhesion (ICAM-
3, moléculas de adhesion intercelular-3); ademas, también regula la migracion trans-endotelial
de las células dendriticas, a través del ICAM-2 (moléculas de adhesion intercelular-2), desde el

endotelio vascular hasta el tejido linfoide [99-102].

1.5.5.1 Funcidn y seializacion

El receptor CD209 es probablemente la lectina con el mayor rango de ligandos
descrito, siendo capaz de actuar como receptor de adhesion celular y de reconocer estructuras de
carbohidratos presentes en antigenos propios y en patdgenos. Presenta una alta afinidad por
carbohidratos con dimanosas terminales y estructuras internas de manosas ramificadas
(manotriosas al—3, al—6), y por carbohidratos que contienen fucosa, en concreto por los
trisacaridos que constituyen los antigenos de los grupos sanguineos de Lewis (Lex, Ley, Lea,
Leb). Como receptor de patdogenos, CD209 interacciona con sus PAMP y el complejo CD209-
patdgeno se internaliza, promoviendo el procesamiento y la posterior presentacion de antigenos
a los linfocitos T, para acabar induciendo respuestas inmunitarias frente a dichos

microorganismos [98, 102].

El receptor CD209 es capaz de transmitir sefiales intracelulares especificas tras su
interaccion con carbohidratos presentes en patdgenos, seiales que a su vez se interrelacionan
con las sefiales procedentes de TLR. En funcion de la naturaleza del carbohidrato reconocido

por CD209 las células secretan un patron diferente de citocinas [99-103].

Asi, la unién de patdgenos que expresan manosas en su superficie, como M.
tuberculosis o HIV-1, conduce a un aumento en la produccion de IL-10, IL12 e IL-6 de forma

dependiente de Raf-1 [104].
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Sin embargo, la uniéon de ligandos que contienen fucosa, como Ley de H. pilori,
disminuye la secrecion de IL-12 e IL-6 de manera dependiente de Raf-1 mientras que se
incrementa la produccion de IL-10 de forma independiente de Raf-1. El mecanismo molecular
responsable del aumento en la produccion de IL-10 de forma Raf-1-dependiente implica la
posterior acetilacion de p65 de NFkB, que conlleva a un incremento en la actividad
transcripcional de IL-10. Por otro lado, la activacion de ERK en la ruta de sefalizacion de
CD209 parece ser dependiente del ligando involucrado. Asi, la activacion de CD209 con
anticuerpos especificos frente al CRD, la unién de gp120 de HIV-1, o la unién del alérgeno Ara

h1, induce fosforilacion de ERK1/2 [96, 107].

1.6 Respuesta inmune e inmunopatologia de la enfermedad

Los mecanismos de patogénesis por DENV no estdn bien definidos, no obstante, varios
factores se relacionan con para su desarrollo: 1) factores virales, tales como la virulencia de la
cepa y 2) factores del hospedero, tales como la respuesta inmune y sus caracteristicas genéticas.
Dentro de la respuesta inmune asociado a la severidad de la enfermedad se han definido: la
respuesta cruzada en infecciones secundarias, y la produccidon excesiva de citocinas de tipo
inflamatorio (IFN-y, TNF, IL-6, IL-8, IL-10, etc.) inducida por la sobre estimulacién de

macrofagos y células dendriticas [108].

La infeccion con un serotipo del virus dengue brinda inmunidad homotipica de por
vida. Los mecanismos de respuesta inmune innata y adaptativa parecen estar involucrados en la
proteccion contra la enfermedad y en la recuperacion de la infeccion. La secrecion de INF-a e
INF-B por las células infectadas y las células NK activadas son procesos de las fases tempranas
de la infeccion que previenen la diseminacion del virus y se asocian a un cuadro clinico

benigno.

Las DC’s activadas secretan citocinas (INF-o, TNF-a, IL-12, IL-10) y presentan
antigenos virales a los linfocitos T CD4+. Como ya mencionamos anteriormente el DENV entra
a las células blanco (principalmente células dendriticas, monocitos) a través de receptores
especificos y se ha observado que el virus parece inducir una produccion aumentada de 1L-12

[109-111].
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Los linfocitos T CD4+ activados por los péptidos presentados en moléculas de clase II
del MHC proliferan y secretan citocinas que polarizan la respuesta hacia las células efectoras
mas adecuadas para la eliminacion del patdégeno, T helper 1 (Thl), T helper 2 (Th2), T helper
17 (Th17) o incluso células T reguladoras (Treg). Como en las células dendriticas humanas
infectadas con el DENV no hay induccion de la produccion de IFN-a queda afectada también la

capacidad de activacion de células T naive hacia una respuesta de tipo Th11.

Ademas, se ha reportado que las células dendriticas infectadas con el virus del DENV-
2 son incapaces de inducir la diferenciacion de la poblacion de células CD4+ productoras del
IFN-y. En los pacientes con FD se presenta activacion celular de linfocitos T CD4+ y CD8+
desde el momento de la manifestacion de los sintomas, aunque se ha encontrado que muy pocos
linfocitos CD8+ son especificos y que ademas estan programados para apoptosis. Los linfocitos
T CDS8+ que son especificos para las proteinas del DENV responden a la activacion
produciendo IFN-y y TNF-a, ademas de expresar el marcador de desgranulacion CD107a en la

superficie celular y exhibir actividad citotoxica in vivo [112-115].

En las infecciones secundarias es clara la activacion de los linfocitos T CD8+ de
memoria con reactividad cruzada entre los diferentes serotipos. Adicionalmente, se ha
documentado que durante el periodo de defervescencia ocurre una apoptosis significativa de las

células mononucleares de sangre periférica en los pacientes con FHD [117-121].
Las células T ejercen dos funciones principales:

e Produccioén de citocinas (INF-y, IL-2, TNF-a) que tienen un papel crucial en la
regulacion de las funciones inmunoldgicas, el desarrollo de una respuesta
antiviral eficaz y la activacion de linfocitos T CD8+, macrofagos y células B.

e Lisis de las células infectadas.

Los linfocitos T CD4+ y CD8+ son capaces de eliminar las células infectadas por

mecanismos citotoxicos, lo que contribuye a la recuperacion de la infeccion.

Las células B activadas por virus producen anticuerpos que median las funciones de
neutralizacion del virus extracelular al bloquear la unién o fusion de la envoltura viral a su
receptor en la membrana plasmatica celular, pero también son capaces de mediar la eliminacion

de células infectadas por virus a través de un mecanismo de citoxicidad celular o de citolisis
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mediada por complemento. La presencia de anticuerpos neutralizantes al serotipo viral o
anticuerpos mediadores de citoxicidad celular se han asociado a mejor curso clinico de la
infeccion. Ademas los anticuerpos IgM e IgG se unen a los antigenos virales solubles y

favorecen la eliminacion a través de la circulacion por células fagociticas [121-125].

La patogenia de la FHD es compleja y existen dos propuestas que son apoyadas por
evidencias de laboratorio y epidemiologicas: uan propone que se encuentra involucrada la
respuesta inmune frente a una infeccion secundaria contra la virulencia del virus, ambas como
factores determinantes en la progresion hacia las formas severas de la infeccion por DENV. La
mas aceptada es la infeccion secundaria que genera el fendmeno de ADE (potenciacion
mediada por anticuerpos), una infeccion con un serotipo de DENV induce la formacion de
anticuerpos heterotipicos que reaccionan cruzadamente con el resto de los serotipos. Estos
anticuerpos heterotipicos en concentraciones subneutralizantes son capaces de reconocer
epitopes presentes en los virus y al formar inmunocomplejos facilita la entrada en monocitos
y/o macréfagos. Se plantea que la infeccion de amplifica, pues los inmunocomplejos puedes
acceder con mas facilidad a los receptores Fc, favoreciendo que un mayor niimero de células

sean infectadas [122-133].

El fendmeno de ADE ha sido asociado a un cambio en el tropismo celular del virus y a
un aumento del niumero de células infectadas y en consecuencia una mayor produccion de virus.
Las células infectadas liberan mediadores que participan en la permeabilidad vascular, el
choque hipovolémico y la muerte. Ensayos in vitro han demostrado que la interaccion entre la
region Fc del anticuerpo y el receptor CD32 son necesarias para que tengan lugar el fendmeno
de ADE. Se ha evidenciado en modelo de ratones que, tras ser infectados estos animales por
DENYV eran capaces de desarrollar un aumento de la permeabilidad vascular ocasionando la

muerte, esto causado por el fenomeno de ADE [134].

La importancia de ADE en el desarrollo de la FHD y SCD ha sido sustentada por
evidencias epidemioldgicas; sin embargo, no se ha logrado elucidar por completo la descarga de
citocinas o la activacion de las células efectoras que caracterizan la enfermedad. Una regulacion
inadecuada de los linfocitos T se asocia a la estimulacion heterotipica de estas durante la

infeccion secuencial [135, 136]. Clones de linfocitos T de memoria de reactividad cruzada se
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expanden preferentemente durante una infeccion secundaria al tener un menor umbral de

activacion, conduciendo a una elevada produccién de citocinas.

Niveles elevados de INF-y y TNF-a se han asociado significativamente a la gravedad
de la enfermedad y se correlacionan con la activacion de los linfocitos T. También se han
encontrado aumentados durante la infeccién los marcadores de activacion de linfocitos T como
CD69, CD38 y CCR7,. Se ha corroborado un aumento en la activacion de linfocitos T CD8+
efectores, los cuales son importantes en el control de la infeccion viral, sin embargo, una intensa

proliferacion de estas células se ha implicado en la patogénesis de DENV [137, 140].

Una cascada de citocinas (INF-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, RANTES, MCP-1
(proteina quimiotactica de monocitos) y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)) con
accion proinflamatoria o anti-inflamatoria, contribuyen a complicaciones de la FHD/SCD como
la fuga capilar, al actuar directamente sobre la permeabilidad de las células endoteliales
vasculares. Los niveles de TNF-a e IL-10 parecen estar involucrados en la patogénesis de la

trombocitopenia y las manifestaciones hemorragicas [118-125].

Por otra parte varios autores han defendido el papel de la respuesta Th2 en la
patogénesis de la FDH. Un cambio de respuesta Thl predominante en el 66% de los pacientes
de FD a respuesta Th2 dominante en el 71% de los pacientes con FHD grado IV, por otra parte
algunos estudios han demostrado que en FDH IV hay un incremento maximo de los niveles de
IL-4, 1IL-6 e IL-10, mientras que los niveles mas altos de INF-y fueron detectados en los

pacientes con FD [128, 129].

Se ha sugerido la accién de inmunocomplejos Ig-proteina NS1 en la activacion del
complemento y la liberacion de C3a y C5a, con efecto directo sobre la permeabilidad vascular.
Anticuerpos especificos de las proteinas E, NS1, prM son capaces de reconocer de forma
cruzada plaquetas y endotelio vascular y ser causantes de dafios a través de citotoxicidad o
apoptosis, se ha explicado este fendémeno a partir de un mimetismo molecular entre las proteinas
virales y factores de la coagulacion, plasmindgeno y moléculas de adhesion expresadas sobre

plaquetas y células endoteliales [137].
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1.7 Participacion de células dendriticas en la infeccion por dengue
La infeccion se inicia cuando un mosquito hembra Aedes aegypti o Aedes albopictus
infectado deposita particulas virales, las cuales entran en contacto con las células dendriticas de

la piel, realizandose una interaccion del DENV con receptores de las células blanco [98].

En el humano el virus del dengue se une a receptores celulares a través de la proteina E
del virus que inducen su incorporacion por alguna de las vias endociticas de la célula. Son
multiples los estudios que se han realizado con el fin de caracterizar los receptores celulares
para el DENV, hasta ahora se han propuesto varios receptores, siendo el mas importante el

CD209 ya que interacciona con el dominio III de la proteina E [144].

Otro factor de importancia en células dendriticas infectadas es la produccion de
citocinas, también responsables de la modificacion del microambiente celular para la correcta
activacion de linfocitos. Cuando los macréfagos y células dendriticas son activadas por el virus
dengue se induce la sintesis y liberacion de citocinas pro-inflamatorias causado dafio en el
endotelio y problemas de coagulacion, desencadenando un dengue severo. Estudios en pacientes
han demostrado han demostrado que en una infeccion con dengue hay incremento en la
expresion de citocinas como IL-6, IL-10, TNF-a las cuales se han detectado principalmente en

pacientes con FHD [138].

1.8 Papel del receptor CD209 en la infeccion de virus dengue en células dendriticas

El CRD reconoce estructuras de carbohidratos especificas como N-glicanos presentes
en el VIH. El receptor CD209 es muy estudiado como blanco para los farmacos antivirales, ya
que juega un papel fundamental durante la infeccion, mediante la interaccion con

glicoproteinas, presentes en la superficie del agente patdgeno [99-102].

La interaccion del DENV con CD209, tiene un papel importante ya que regula la
respuesta inmune innata para activar la respuesta inmune adaptativa mediante la interaccion
ligando-receptor que se lleva a cabo por el reconocimiento de manosas presentes en el dominio
III de la proteina E del DENV a través de su CRD. La proteina E del DENV posee dos sitios
potenciales de glicosilacion ligada a N, es la tinica glicoproteina en la superficie de DENV y es

responsable de la interaccion con DC-SIGN, tal como se muestra en la figura 9 [150].
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Una vez que se lleva a cabo la interaccion virus-receptor se forma la vesicula
endocitica que se transforma en un endosoma temprano y posteriormente en un endosoma
tardio, el cual se fusiona con un lisosoma que acidifica el pH de la vesicula. El cambio de pH
induce los cambios de conformacion del dominio II de la proteina E, que favorecen la
exposicion y el anclaje inmediato del péptido de fusion a la membrana de la vesicula, lo que

conlleva finalmente a la liberacion de la nucleocapside al citoplasma [144].

Figura 9. Formacion del complejo DENV-CRD. En azul se presenta el dominio CRD de
CD209, en naranja, morado y verde la proteina del DENV, mostrando a la N 67 como un aminoacido

necesario para se lleve a cabo la interaccion virus-receptor. Tomado de..

Algunos grupos de investigacion han hecho microscopia electronica de la interaccion
de la proteina E de DENV y el dominio CRD del receptor CD209, esta interacciéon se ha
corroborado mediante estudios in silico por el método de Docking proteina-proteina
encontrando que en la interaccion la proteina de E de DENV-CD209 hay interaccion entre
aminoacidos por enlaces de hidrogeno, estos estudios muestran que en la interaccion de la
proteina E y el CD209 hay un aminoacido crucial para que se lleve a cabo esta interaccion la N

67 (Asparagina 67) de la proteina E [144, 150].

Estudios in vitro muestran que las células dendriticas se activan al entrar en contacto
con agentes patogenos, induciendo la expresion altos niveles de moléculas de presentacion, co-

estimulacion (MHC I, MHC II, CD80, CD83, CD86, etc.) y citocinas, sin embargo, la
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activacion pudiera verse comprometida, esto dependiendo del agente patégeno, alterando asi la
correcta activacion del linfocito. Algunos estudios in vitro en lineas celulares monociticas
muestran que se observa un incremento significativo de CD83 y CD80 a las 48 horas de
infeccion con DENV-1 y lo que concluyen es que el virus induce la activacion de estas células

[148].

Por otro lado, estudios in vitro demuestran que el virus dengue (4 serotipos) puede
infectar células dendriticas inmaduras por la interaccion con el receptor CD209, ademas de que
se observa una disminucion de la expresion del receptor durante la infeccion [48, 101], sin
embargo la activacion de las células dendriticas puede encontrarse alterada por la entrada de
virus a la célula via receptor CD209 por lo que en el presente trabajo se evalud la expresion de

moléculas que determinan el estado de activacion de DC's.

1.9 JUSTIFICACION

El dengue es un problema de salud publica en México y el mundo. En México el virus
dengue se encuentra ampliamente distribuido en todo el Pais. Debido a que no existe una terapia
antiviral especifica y una vacuna eficiente es importante seguir estudiando los factores que
desencadenan la patogénesis de dengue, esto a través del estudio de sus principales células

blanco en el humano.

Las células dendriticas son las células blanco del virus dengue y son muy importantes
en el desarrollo de la respuesta inmune (innata y adaptativa), estas células interaccionan con el
virus dengue por medio de receptores especificos principalmente el CD209. La patogénesis de
infeccion por dengue no estd bien definida y la interaccidon con las principales células blanco
nos proporciona informacion valiosa para entender sus mecanismos de evasion, por lo tanto es
necesario determinar la importancia del receptor CD209 en células dendriticas durante la

infeccion por dengue y su participacion en el proceso de activacion celular.
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1.10 HIPOTESIS

El estimulo de anti-CD209 en células dendriticas previo a la infeccion con DENV-2
disminuye la expresion de moléculas de co-estimulacion, y la produccion de citocinas

proinflamatorias.

1.11 OBJETIVOS

1.11.1 Objetivo general

Determinar cambios en las moléculas de co-estimulacion, presentacion de antigeno,
receptores, citocinas y titulo viral en células dendriticas con anti-CD209 e infeccion con virus

dengue serotipo 2.

1.11.2 Objetivos particulares

1. Estandarizacion del proceso de diferenciacion de células dendriticas a partir de
monocitos de sangre periférica.

2. Evaluar el efecto de la infeccion con virus dengue serotipo 2 en la expresion de
moléculas de co-estimulacion, presentacion de antigeno, receptores, citocinas y
titulo viral .

3. Determinar cambios en las moléculas de co-estimulacion, presentacion de antigeno,
receptores, citocinas y titulo viral en células dendriticas con anti-CD209 e infeccion

con virus dengue serotipo 2.
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2.2  Muestras de sangre periférica

Se trabajo con muestras del Banco de Sangre del Hospital de Traumatologia y Ortopedia del
Instituto Mexicano Seguro Social, de sujetos donadores clinicamente sanos, negativos a las
pruebas de deteccion del virus de hepatitis C, VIH, antigeno de superficie de Hepatitis B,
serologia para sifilis (VDRL o RPR), brucella y chagas.

2.3 Separacion de células mononucleares de sangre periférica

La separacion de las células mononucleares (CMN) se realizd6 mediante centrifugacion por
densidad utilizando Ficoll-Histopaque, inicialmente, se separd el plasma por centrifugacion a
1700 rpm durante 10 min, posteriormente, se adiciond la sangre al ficoll en una relacion 1:3
(ficoll: sangre), centrifugando a 600g por 30 minutos a 4 °C. Se recuperd el anillo de CMN, y se
eliminaron restos de globulos rojos con solucion de lisis, finalmente se resuspendié en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI, por sus siglas en inglés) al 10% de suero fetal bovino

(SFB, por sus siglas en inglés). Se determino viabilidad por azul de tripan.

2.4 Estandarizacion de la obtencion de células dendriticas

Se realiz6 la estandarizacion de la obtenciéon de células dendriticas a partir de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) se evalu6 lo siguiente:

a) Concentracion de células mononucleares (CMN) y tiempo de adherencia determinada
por morfologia de las células dendriticas diferenciadas, y conteo celular con azul de
tripan.

b) Concentracion de citocinas en ng/ml (IL-4 y GM-CSF) y tiempo de diferenciacion por
evaluacion morfoldgica de las células.

c) Caracterizacion fenotipica y morfoldgica de las células dendriticas.

Nota: Cada experimento se realizd por triplicado.
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2.5 Diferenciacion de monocitos a células dendriticas.
2.5.1 Concentracion de células mononucleares y tiempo de adherencia

Las células mononucleares se colocaron a diferentes concentraciones en cultivo: 4 x 10%, 3 x
10%, 2.5 x 10° y 2 x 10° CMN/cm?. Primero se separaron los monocitos por adherencia al
plastico a partir de las CMN en cultivo (a las concentraciones de CMN antes mencionadas); e
incubaron durante 4 horas, posteriormente se eliminaron por lavados con medio RPMI al 1%

de SFB las células no adherentes (linfocitos).

Para realizar la diferenciacion a células dendriticas se utilizaron las citocinas: factor estimulante
de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) a concentracion de 200 ng/ml e
Interleucina-4 (IL-4) a concentracion de 100 ng/ml. Las células se dejaron incubar a 37 °C en
una atmosfera de 5% de CO; durante 5 dias, realizando un cambio de medio al tercer dia de

cultivo. Se contaron las células diferenciadas obtenidas al final del cultivo.

Se realizé el mismo procedimiento incubando las CMN durante 12 horas.

2.5.2 Concentracion de citocinas (IL-4 y GM-CSF) y tiempo de diferenciacion

Para determinar la concentracion Optima de citocinas para la diferenciacion de células
dendriticas se empled la concentracion de 2 x 10° CMN/cm? se dejaron adherir las células
durante 4 horas (condiciones Optimas de adherencia). Se procedid a determinar las
concentraciones de trabajo de las citocinas de diferenciacion probando 200 ng/ml de GM-CSF
y 100 ng/ml de IL-4, 100 ng/ml de GM-CSF y 50 ng/ml de IL-4, 50 ng/ml de GM-CSF y 25
ng/ml de IL-4. Las células se dejaron incubar a 37 °C a una atmdsfera de 5% de CO; durante 5
dias, hasta observar la diferenciacion de monocitos a células dendriticas realizando un cambio

de medio al tercer dia de cultivo.

Al quinto dia de diferenciacion las células se evaluaron por morfologia ademds de que se
colocaron en suspension para evaluar el fenotipo por citometria de flujo, como se describe més

adelante.

33



2.6 Estimulacion de células dendriticas con anti-CD209

Para estimular el receptor CD209 en células dendriticas se evaluaron diferentes
concentraciones de anti-CD209 (2 pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml y 0.25 pg/ml) incubando 4x103
células/ml por pozo, durante 1 hora a 37 °C y 5% de COaz. Posteriormente, se realizaron dos
lavados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo y se infectaron con virus dengue
serotipo 2 a M.O.I (indice de multiplicidad) de 1 del stock viral, se incubaron durante 1 hora
con el virus y posteriormente se realizaron dos lavados con PBS, se incubaron a 37 °C y 5% de
CO; durante 48 horas y se recuperd sobrenadante para determinar titulo viral. Ademas para
corroborar que el estimulo se realizaron ensayos de inmunofluorescencia. Los ensayos de titulo

viral e inmunofluorescencia seran descritos a continuacion.
2.7 Determinacion de titulo viral por ensayo de placas liticas

Para conocer el titulo viral se realizaron ensayos de placas liticas con los sobrenadantes de las
distintas condiciones (Control sin infeccion y sin anti-CD209 estimulo, infeccion con DENV-2,
con anti-CD209 y anti-CD209 + infeccion con DENV-2) en células BHK-21 las cuales se
cultivaron en medio MEM al 80% de confluencia el dia antes de la infeccion. Los
sobrenadantes obtenidos se incubaron 1 hora a 37 °C al 5% de CO,. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados con PBS y se agregd una capa de agarosa (0.7%) y medio DMEM al 5% de
SFB. Las placas se dejaron incubar durante 72 horas, se retira el agar y posteriormente se

realiza la tincion con cristal violeta para el conteo de placas liticas.

2.8 Inmunofluorescencia

El ensayo se realizo en una placa de 24 pozos, primeramente las células dendriticas
inmaduras se colocaron en suspension celular a una concentracion de 3 x10° células, y se
agregan 1.5 x10° células por pozo, se dividen las células dendriticas para evaluar las diferentes
condiciones: sin estimulo, estimulo con anti-CD209 (esto evaluando las diferentes
concentraciones), infeccion con DENV-2 y células dendriticas con estimulo anti-CD209 e
infeccion con DENV-2. Se anadi6 el estimulo de anti-CD209 correspondiente a cada pozo (2

pg/ml, 1 pg/ml, 0.5 pg/ml y 0.25 pg/ml) incubando las célulaszo, durante 1 hora a 37 °C y 5%
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de CO», pasado el tiempo de incubacion se realizaron 2 lavados con PBS para retirar el exceso
de anti-CD209, después se llevdo a cabo la infeccion de células dendriticas en los pozos
correspondientes a MOI de 1 durante 35 minutos tanto en las células con estimulo anti-CD209 a
las diferentes concentraciones como en las células dendriticas sin estimulo, se fijan con
paraformaldehido al 4 % y se bloquea con PBS al 1 % de SFB a temperatura ambiente, después
se realiza la tincién de anti-CD209 con IgG-CFL 488 a los pozos correspondientes, realizando
lavados con PBS para retirar el exceso, para después agregar anti-E a los pozos con infeccion
posteriormente tefiir con anti-PE, se realizan lavados para retirar el exceso de anticuerpo y
finalmente se agrega hoestch a todos los pozos, durante 2 minutos. Se lavan los pozos y se

observan al microscopio.

2.9 Infeccion de células dendriticas

Se tiene un stock de virus dengue serotipo 2 suficiente para realizar los experimentos descritos a
continuacion.

Las células dendriticas inmaduras se ponen en suspension celular a una concentracion de 3.2
x10° células, para realizar su infeccion en placas de 24 pozos a M.O.I de 1 del stock viral. Se
incubaron durante 1 hora con el virus y posteriormente se realizaron dos lavados con PBS, para
eliminar el virus que no entre a las células. Las células infectadas se incubaron a 37 °C y 5% de
CO» para recuperar sobrenadante y evaluar la expresion de marcadores de superficie a las 72
horas post infeccion. La infeccion se llevd a cabo de igual forma, en las células dendriticas
bloqueadas con CD209. Es importante mencionar que se cuenta con un control sin infeccion,
tanto para cé€lulas infectadas y células con anti-CD209. Al sobrenadante de las células

infectadas se le determino el titulo viral por el ensayo de placas liticas descrito anteriormente.

2.10 Fenotipo de células dendriticas inmaduras, moléculas de activacion y receptores por

citometria de flujo.

El fenotipo y las moléculas de superficie fueron evaluados por citometria de flujo utilizando
anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos que reconocen moléculas especificas de

células dendriticas: CDla, CD14, CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CTLA-4, CD32, CD205,
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CD206 y CD209. Se utilizaron 50,000 células para evaluar cada molécula incubando cada
anticuerpo anti-CDla acoplado a PE (Ficoeritrina), anti-CD14 acoplado a APC
(Aloficocianina), anti-CD80 acoplado a PE Cy5, anti-CD83 acoplado a FITC (Isotiocianato de
fluoresceina), anti-CD86 acoplado a Pacific Blue, anti-HLA-DR acoplado a FITC, anti-CTLA-4
acoplado a PE, anti-CD32 acoplado a PE, anti-CD205 acoplado a Alexa Fluor 647, anti-CD206
acoplado a eFluor 450 y anti-CD209 acoplado a FITC, durante 30 minutos a temperatura
ambiente y oscuridad, se realizo6 un lavado con PBS retirando asi el exceso de anticuerpo.
Posteriormente, se realizaron las lecturas de las muestras en el citometro de flujo FACS Canto

IT (BD Bioscience) y se realizo el andlisis con el software FACSDiva (BD bioscience).

2.11 Determinacion de citocinas por ELISA.

Se determind la concentracion de citocinas en los sobrenadantes obtenidos del cultivo de las
DC’s bajo las diferentes condiciones por la técnica ELISA MAX Deluxe Set Protocol
(BioLegend) siguiendo las especificaciones del fabricante. Las citocinas que se evaluaron

fueron IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-o.

Se anadieron 100 pL del anticuerpo de captura a cada pozo de las placas de microtitulacion y se
incubaron durante la noche a 4 °C, al dia siguiente, se lavaron las placas 4 veces, con 200 pl del
PBS (0.05% tween 20). Se afadi6 el diluyente de la muestra para bloquear y se incubo a
temperatura ambiente durante 1 hora con agitacion. Posteriormente se lavaron las placas 4
veces, ailadimos la curva estandar de cada citocina y las muestras a los pozos apropiados, para
después incubar a temperatura ambiente durante 2 horas con agitaciéon. Después se lavaron las
placas 4 veces y se agregd el anticuerpo de deteccidon a cada pozo e incubd a temperatura
ambiente durante 1 hora con agitacion. Se lavaron las placas 4 veces mas, agregamos 100 ul de
Avidin-HRP diluida a cada pozo e incubamos a temperatura ambiente durante 30 minutos con
agitacion. Finalmente se lavaron las placas 5 veces de 30 segundos a un minuto por cada lavado
y se afadieron 100 pl de disolucién de sustrato TMB a cada pozo, y se incubaron en la
oscuridad durante 15 - 20 minutos, anadimos 100 pl de disolucion de stop a cada pozo y se

procedio a realizar la lectura a una absorbancia a 450 nm y 570 nm con el lector de placas.
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CAPITULO III
3 RESULTADOS

Los resultados seran presentados por los objetivos planteados anteriormente:
3.1 Objetivo 1.

Estandarizacion del proceso de diferenciacion de células dendriticas a partir de

monocitos de sangre periférica.

Los monocitos son precursores naturales de macréfagos y células dendriticas, esta
diferenciacion puede llevarse a cabo en un microambiente adecuado. Este proceso puede
simularse in vitro, al estimular monocitos obtenidos de sangre periférica, con el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) e interleucina 4 (IL-4). Para
llevar a cabo la diferenciacion a DC’s fue necesaria la estandarizacion de las siguientes
variables, corroborando el proceso mediante la caracterizacion fenotipica y morfologica de estas

células:

a)  Concentracion de células mononucleares (CMN) y tiempo de adherencia
medida por morfologia de las células dendriticas diferenciadas, y conteo celular con azul
de tripan.

b)  Concentracion de citocinas en ng/ml (IL-4 y GM-CSF) y tiempo de

diferenciacion por evaluacion morfoldgica de las células.
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3.1.1 Concentracion de células mononucleares

Las CMN esta formada por varias poblaciones celulares, principalmente linfocitos,
monocitos y polimorfonucleares, de estas células unicamente los monocitos tienen la
caracteristica de adherencia al plastico, caracteristica utilizada en este trabajo para separar a esta
poblacion celular y posteriormente inducir su diferenciacion. Para determinar la concentracion
de CMN adherentes Optima para obtener un mayor nimero de DC'’s, se evaluaron bajo las
mismas condiciones de diferenciacion 200 ng/ml y 100 ng/nl de GM-CSF e IL-4,

2 en cultivo durante 5 dias de cultivo en

respectivamente varias concentraciones de CMN por cm
un atmosfera de CO; al 5% y 37 °C de temperatura. Al final de cultivo se realizé un conteo de
células con morfologia de células dendriticas. Se evaluaron cuatro concentraciones celulares:
2x10%, 2.5x10%, 3x10° y 4x10° células/cm?. En todos los casos se observd un cambio en la
morfologia de las células al estimularse con citocinas respecto a las células sin estimulo (Figura
10 A-E). Las células sin citocinas eran pequefas y circulares, mientras que en aquellas que
fueron estimuladas con GM-CSF e IL-4, las células aumentaron de tamafio y se observo el
crecimiento de prolongaciones en forma de velo alrededor de las células (Figura 10 A-E). Si
bien el cambio en la morfologia fue el mismo, debido a que el estimulo era igual en todos los
casos, el niumero de células obtenido para las distintas concentraciones de CMN/cm? fue
diferente. Al cultivar 2x10® CMN/cm? se obtuvo el mayor niumero de DC’s 450,000 £ 66,000
células, a 2.5x10° CMN/cm? se obtuvieron 350,000 £ 25,000 células, mientras que a 3 y 4x10°
CMN/cm? se obtuvieron 300,000 =+ 25,000 y + 50,000 células (Figura 10F). Se encontré que a
mayor niimero de CMN/cm? se obtuvieron menor niimero de DC’s, lo anterior puede deberse a

que se formaban agregados de CMN vy esto impedia la adherencia de monocitos y por lo tanto,

un menor namero de células era diferenciado.
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Figura 10. Determinacion del niimero de células mononucleares (CMN)/cm? para la obtencion de
células dendriticas. Se evaluaron distintas concentraciones de CMN para determinar la concentracion
optima para diferenciar un mayor numero de DC’s. En el panel A, se presentan CMN sin diferenciar, del
panel B-E se observan células diferenciadas con citocinas a 200 y 100 ng/mL de citocinas GM-CSF e
IL-4, respectivamente. En B) a una concentracion de 2x10° CMN/cm?, en C) 2.5x10° CMN/cm?, D)
3x10° CMN/cm?, E) 4x10° CMN/cm?. En el panel F se representa en grafica el nimero total de células
obtenidas en un area de 25 cm?. Las fotografias estan tomadas con el objetivo 20x.
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3.1.2 Concentracion de citocinas (IL-4 y GM-CSF)

2 fue necesario establecer la

Posterior a determinar el numero de CMN/cm
concentracion adecuada de citocinas que inducian la diferenciacion de DC's, en los resultados
anteriores se habia logrado diferenciar a una concentracion de 200 y 100 ng/ml de GM-CSF e
IL-4 respectivamente, sin embargo, se probaron concentraciones menores como 100 y 50 ng/ml,
50 y 25 ng/ml,, utilizando solo medio sin citocinas como control negativo de diferenciacion. No
se observo una diferenciacion en el control sin citocinas solo células adherentes pequenas y
circulares (Figura 11 A), mientras que en las células estimuladas con citocinas no se observaron
diferencias en la morfologia de las DC’s (prolongaciones en forma de velo y mayor tamafo) a
ninguna concentracion (Figura 11 B-D). Se determin6 el nimero de DC’s que se generaron en
cada concentracion sin encontrarse diferencias significativas entre concentraciones con valores
promedios de 390,000 DC’s para la mayor concentracion, 333,333 DC'’s para la siguiente y
finalmente 400,000 para la menor concentracion como se muestra en la figura 11E. En la figura
1, del apéndice se presentan las imagenes del dia 1, 3 y 5 durante el proceso de diferenciacion
de monocitos a células dendriticas empleando diferentes concentraciones de citocinas, se
observa que agregando una concentraciéon de 50 ng/ml de GM-CSF y 25 ng/ml de IL-4 las
células se encuentran diferenciadas al dia 5 sin formar agregados de células, lo que ayuda a que

las células no se estimulen entre ellas y permanezcan en un estado inmaduro.
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Figura 11. Evaluacion de concentraciones de citocinas para optimizar la diferenciacion. Se
evaluaron 3 concentraciones de GM-CSF e IL-4 en A) observamos la concentracion de 50 y 25 ng/mL,
en B) 100 y 50 ng/mL, C) 200 y 100 ng/mL, respectivamente. En el panel de D, observamos células sin
citocinas como control de diferenciacion. En el panel F, se presenta la grafica comparativa de las 3
concentraciones utilizadas.

Finalmente, en la figura 12 se muestra el proceso de diferenciacion celular desde la
separacion de CMN de sangre periférica hasta la obtencion de células dendriticas, en la figura
12A se muestras CMN, posteriormente se eliminan células no adherentes quedando tnicamente
células adherentes o monocitos (Figura 12B), se agrega el estimulo de diferenciacion 50 ng/ml
de GM-CSF y 25 ng/ml de IL-4, al dia 1 de aplicar el estimulo de diferenciacion, se comienzan
a observar cambios en la morfologia la mayoria de las células, dejan de ser redondas para
observarse la aparicion de pequefias prolongaciones (dendritas). En el dia 3 de cultivo las
prolongaciones se observan mejor definidas en la todas las células adheridas en el caja de
cultivo (Figura 12C), mientras que al dia 5 de cultivo las células tiene mayor tamafio, estan
totalmente diferenciadas con las dendritas extendidas en la caja de cultivo (Figura 12D). Lo
anterior, se confirm6 con la fenotipificacion de las DC’s obtenidas y al comprarse con lo

reportado en la literatura.
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Figura 12. Proceso de diferenciacion de DC’s. En el panel A, observamos CMN sin diferenciar, en B)
células adherentes (monocitos) al dia 0 del proceso de diferenciacion, en C) DC’s al dia 3 de
diferenciacion, D) DC’s al dia 5 de diferenciacion. Todas las células observadas fueron diferenciadas a
50y 100 ng/mL de GM-CSF e IL-4, respectivamente.

Ademas de la evaluacion morfologica de las células dendriticas, se realizd la
determinacion del fenotipo por citometria de flujo, en sus dos estados de maduraciéon (DC’s
inmaduras y maduras). La fenotipificacion de células dendriticas es compleja debido a la falta
de marcadores Uinicos para estas células, por lo que se utiliza el proceso de maduracion de las
células y se evalua la determinacion del cambio en la expresion de algunas moléculas como
CDl1a, CD14, CD32, CD205, CD206, CD209, CD80, CD83, CD86 y HLA-DR. Los marcadores
evaluados fueron de superficie y se dividieron en moléculas de caracterizacion para células

dendriticas, moléculas de presentacion de antigenos-coestimulacion y finalmente receptores.

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicion rapida de
caracteristicas de células o particulas suspendidas en liquido, se pueden medir multiples
parametros celulares como tamafio, complejidad y por supuesto, cualquier componente celular
que pueda ser monitoreado con un anticuerpo acoplado a un fluorocromo. Los datos generados
por el citometro de flujo pueden ser representados en relacion a una variable, en forma de

histograma, o en graficos de puntos (dot-plot), como se observa en la Figura 13.
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Para realizar un analisis adecuado es necesario un control negativo, en este caso fueron
células dendriticas, sin ninguna tincion, util para establecer las caracteristicas de la poblacion a
analizar con base a su tamafio, granularidad y auto fluorescencia, definiendo con lo anterior los

limites de deteccion.

Para el analisis se construyd primeramente la grafica FSC-A vs FSC-H (Figura 13A),
la cual relaciona el area de cada célula contra su altura, estas determinaciones deben siempre
guardar una proporcion lineal, que graficamente se observa como una linea con angulo de 45°,
aquellas que no forman parte de esta “pendiente” son células en dobletes o tripletes, que no
guardan una proporcion de altura-area y alteran los porcentajes de células positivas y sus
intensidades de fluorescencia. Tomando en cuenta lo anterior, se eligiéd la poblacion P1 (Figura
13A). Posteriormente, se construy6 la grafica FSC-A (tamafio) vs SSC-A (complejidad) a partir
de la cual se seleccion6 la poblacion a analizar (células dendriticas) figura 13B. Utilizando el
control negativo se establecen los limites de deteccion en cada uno de los fluorocromos (Figura
13C). Una vez seleccionada la poblaciéon homogénea a analizar, se buscan los parametros de
fluorescencia que nos indicaran células positivas a alguna molécula determinada (PE, APC,
Pacific Blue y FITC). Finalmente, se analizo el porcentaje de las células positivas a cada

marcador, figura 13D.
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Figura 13. Secuencia de analisis de los datos obtenidos por citometria de flujo. Graficas tipo Dot
plot para el analisis de resultados, en la figura A) se muestra la poblacion de células sencillas, en B) se
muestra un grafico para de seleccion de poblacion homogénea de células dendriticas, C) muestra un
grafico para establecer el limite de deteccion para el fluorocromo PE utilizando el control negativo como
referencia, y en D) se muestra un grafico de células positivas al fluorocromo PE bajo un estimulo
determinado.

3.1.3 Fenotipo de células dendriticas inmaduras (iDC’s)

Para confirmar las caracteristicas morfoldgicas de las células dendriticas se hace una evaluacion
de moléculas de superficie. Se evaluaron los marcadores de superficie: CDla, CD14, CD83,
CD205, CD80, CD86 y HLA-DR en células dendriticas inmaduras y en células dendriticas
maduras estimuladas con LPS, esto debido a que el fenotipo de las DC’s se establece de manera
ideal con la diferencia en la expresion de varias moléculas entre células dendriticas inmaduras y
maduras (estimuladas con LPS). Existen varias moléculas que se utilizan para definir a las

poblaciones de DC’s como lo es CDla y CD14; mientras que algunas otras moléculas deben
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variar segin sus estados de diferenciacion de las DC’s tal es el caso de receptores (como

CD205) y moléculas de presentacion y co-estimulacion, como HLA-DR, CD80, CD83 y CD86.

Los resultados obtenidos muestran que la molécula CD1a no presenta variaciones respecto al
estado de maduracion, como se esperaba, pues es una molécula presente en poblaciones de
DC’s inmaduras y maduras (Figura 14A). Mientras que la molécula CD14, al ser caracteristica
de monocitos, debe ser negativa o de muy baja expresion (independiente del estado de
maduracion) lo cual coincidio con lo encontrado (Figura 14B). En la figura 14C, se muestra el
porcentaje de expresion del receptor CD205, el cual se esperaba que disminuyera en DC'’s
maduras segin lo descrito con los estados de maduracién para receptores, sin embargo, el
estimulo de maduracion utilizado LPS se ha observado que es capaz de aumentar este tipo de
receptores, el aumento va de 78.8 = 5.8% para DC’s inmaduras a 95.87 + 4.48% en DC’s
maduras. Segun lo reportado en la bibliografia la maduracion induce un aumento de moléculas
de presentacion y activacion para preparar a las DC’s en la activacion de los linfocitos. Estas
moléculas se espera que aumentaran posterior a la maduracién con LPS, como sucedid y se
muestra en la Figura 14 D-G. Todas estas moléculas aumentaron significativamente en las DC’s
maduras, para CD83 aument6 de 8.13 + 4.8% en iDCs a 66.57 + 3.67% posterior al estimulo
(figura 14D). Respecto a las moléculas de co-estimulacion en ambos estados se encontraron
diferencias significativas sin embargo, fueron mas marcadas para CD80 donde se encontr6 38.6
+ 20.65% para iDC’s y 91.07 £ 11.79% posterior al estimulo (Figura 14E). Para CD86 el
porcentaje de células positivas en iDC’s fue mayor que CD80, con 62.4 + 11.2%, mientras que
para DC’s maduras el % de células positivas para CD86 fue similar al CD80 con un 93.8 + 7.4
% (figura 13F). Mientras que no se observo cambios entre DC’s inmaduras y maduras para la

molécula de presentacion HLA-DR (figura 14G).
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Figura 14. Expresion de marcadores de superficie para células dendriticas inmaduras y maduras.
Se muestra la expresion de las moléculas CD1a, CD14, CD205, CD83, CD80, CD86 y HLA-DR (A-F)
comparando la expresion de iDC’s y DC’s m-LPS, G) muestra un cuadro comparativo de todas las
moléculas determinadas, las cruces fueron asignadas con base a los porcentajes de células positivas; (+)
1-20% de células positivas, (++) 21 - 45 % de células positivas, (+++) 46 - 75 % de células positivas y
(++++) 76 - 100 % de células positivas.Se aplico la prueba estadistica t de student, p <0.05.

46



Con los resultados anteriores, se determind el fenotipo de las células dendriticas en ambos
estados de maduracion, concluyendo que se diferenciaron células funcionalmente distinguidas
como células dendriticas. Los principales marcadores que nos indica que se logré diferenciar

DC'’s son la ausencia de CD14 en ambos estados de maduracion, el aumento de CD83 y CD80.

3.2 Objetivo 2

Evaluar el efecto de la infeccion con virus dengue serotipo 2 en la expresion de

receptores, marcadores de activacion presentacion y el titulo viral.

Para determinar el efecto del virus en la activacion de células dendriticas, primero fue
necesario determinar el tiempo de medicion, para lo anterior, se realizd una cinética de la
expresion de las moléculas de caracterizacion, co-estimulacion y presentacion de antigeno a las

24, 48 y 72 horas post infeccion con el virus DENV-2 a MOI de 1.

Se evaluaron algunas moléculas del fenotipo clasico de DC’s (CDla, CD14, CD80,
HLA-DR) para determinar el efecto del virus para todos los tiempos los cuales se presentan en
la tabla 2. La expresion de CD1a, molécula presente en células dendriticas de origen mieloide
como se esperaba se mantuvo constante en todos los tiempos. Respecto a CD14, molécula que
se debe encontrar en baja expresion o negativa en células dendriticas, se encontrd un aumento
significativo en el % de células que lo expresaban desde las 48 horas post infeccion (18.38 +
5.3) y sigue en aumento respecto al tiempo a las 72 horas (37.05 £ 13 %), en otras células como
macréfagos se ha descrito que esta molécula puede ser empleada como receptor por el virus
dengue [151], esto es probablemente debido a que el virus dengue induce la expresion de este
receptor u otros para mediar su entrada a un mayor numero de células. Mientras que en la
molécula CDS83, el cual es un marcador de maduracion presente en DC’s se observd un
incremento significativo desde las 48 horas de infeccion, lo que indicaba que el virus inducia la

maduracion de las DC’s, sin cambios significativos entre las 48 y 72 horas.
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Tabla 2. Expresion de moléculas de caracterizacion en DC’s: CD1a, CD14 y CD83 a 24,48 y
72 horas post infeccion con DENV-2.

Sin infeccién Infeccion con DENV-2
24 h 48 h 72 h
CDla 9333+24 90.63 +£2.6 96.63 +£0.7 98.53+0.9
CD14 205+1.9 1.85+1.1 18.38 + 5.3% 37.05+ 13*
CD83 40.83 £10.8 30.43+12.3 76.98 £ 16.3* 75.30 £ 6.8*

La tabla muestra promedio y desviacion estandar (n=4): t de student, p <0.05.

También fue importante determinar la expresion de moléculas de co-estimulacion
CD80, CD86 y presentacion de antigeno HLA-DR y CTLA-4; los resultados se muestran en la
tabla 3. Al determinar la expresion de moléculas de co-estimulacion CD80 y CD86 se observa
un aumento significativo en estas moléculas desde las 48 horas y se sostiene a las 72 horas de
infeccion. Respecto a HLA-DR no hubo diferencias estadisticamente significativas a los
diferentes tiempos de infeccion determinados, mientras que para la molécula CTLA-4 que
induce una regulacion en la respuesta de linfocitos, se observd un aumento en su expresion

desde las 48 horas hasta las 72 horas post infeccion (Tabla 2).

Tabla 3. Expresion de moléculas de co-estimulacion (CD80, CD86) y presentacion de antigeno
(HLA-DR, CTLA-4) en DC’s a 24, 48 y 72 horas post infeccion con DENV-2.

Sin estimulo Infeccion con DENV-2
24 h 48 h 72 h
CDS80 85.09+14 84.43 +15.3 9493 £ 5.2* 98.80 £ 0.4*
CD86 57.88 £16.5 66.88 +£2.8 86.55 £ 5.2% 88.50 + 2.6%*
HLA-DR 99.95 £0.1 99.88 £ 0.2 98.70 £ 1.7 99.60+0.4
CTLA-4 0.67+0.9 0.87+0.8 10.15£5.2* 17.53 £ 8.7**

La tabla muestra promedio y desviacion estandar (n=4): t de student, p <0.05.

Con los resultados anteriores podemos concluir que a las 48 horas las células
dendriticas infectadas empiezan a madurar a partir de las 48 horas manteniéndose esta
maduracion hasta las 72 horas en la mayoria de las moléculas. La infeccion con el DENV-2
induce su maduracién y aumento de las moléculas CD83, CD80 y CD86, pero también induce
cambios importantes que podrian interferir con la respuesta de las DC’s a la infeccion como son

la expresion de CTLA-4, el cual lleva a una inactivacion de linfocitos T y un aumento en la
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expresion de la molécula CD14, que podria contribuir al aumento del titulo viral ya que puede
tener un papel de receptor en DC’s. Con los resultados anteriores, se decididé determinar la
expresion de otros receptores a 72 horas post infeccion encontrandose los resultados
representados en la tabla 4. Se observo que los receptores CD205 y CD206 se encontraron

aumentados a estos tiempos respecto a las células sin infectar.

Respecto a los receptores solo fueron evaluados al tiempo de 72 horas post infeccion
debido a los cambios observados para las distintas moléculas antes mencionadas. El receptor
CD205 contrario a lo predicho posterior a la infeccion se induce un aumento de este receptor
posterior a la infeccion, mientras que el CD209 no muestra cambio. Sin embargo, no mostraron
un cambio receptor CD209 se observa una disminucion significativa, esto podria deberse a que
el receptor se ha descrito como la principal via de entrada para DENV por lo tanto al
interaccionar con el virus, se induce la endocitosis receptor-virus y disminuye la expresion en

superficie durante el proceso de infeccion.

Tabla 4. Expresion de receptores tipo lectina: CD205, CD206 y CD209 en DC’s
infectadas con DENV-2 durante 72 horas.

Sin estimulo Infeccion con

DENV-2 72 h

CD205 86.13 +8 99.75 + 0.3*
CD206 97.05+ 1.6 96.98 £ 1.2
CD209 67.49 +£10.1 47.11 £5.7*

La tabla muestra promedio y desviacion estandar (n=4): t de student, p <0.05.
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3.2.1 Expresion de moléculas de co-estimulacion, presentacion de antigeno, receptores y

citocinas en células dendriticas infectadas con DENV-2

Para determinar los cambios inducidos por el virus DENV se evalu6 la expresion en las
moléculas de caracterizacion, co-estimulacion, presentacion de antigeno y receptores, asi como

cambios en la produccion de citocinas y titulo viral, esto al infectar células dendriticas con

DENV-2 durante 72 horas.

3.2.1.1 Moléculas de caracterizacion para células dendriticas

Respecto a las moléculas de caracterizacidon no se observan cambios significativos
durante la infeccion, para CDla, tal como se esperaban (figura 15A) debido a la naturaleza de
estas moléculas, CD83 un marcador especifico de maduracion se esperaba un aumento
significativo inducido por el virus como parte de una maduracién, sin embargo, en promedio se
conserva el porcentaje de células positivas, 20.53 £ 14.09 % y 19.85 £ 11.12, en DC’s sin
estimulo y DC’s infectadas con DENV-2 72 hrs post infeccion, respectivamente (figura 15B).
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Figura 15. Expresion de moléculas de caracterizacion: CD1a y CD83 en DC'’s infectadas
con DENV-2. Gréficos de las moléculas de caracterizacion comparando la expresion DC’s sin estimulo
(iDC’s) y DC’s infectadas con DENV-2 durante 72 horas. (n=6) t de student, p<0.05.
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3.2.1.2 Expresion de receptores en células dendriticas infectadas con DENV-2.

Se evalud el cambio en la expresion de algunos receptores inducido por la infeccion.
Al evaluar la expresion de los receptores de superficie en células dendriticas a diferentes
tiempos de infeccion con DENV-2 se demostro que hay cambios importantes en la expresion de
algunas moléculas. CD14 es una molécula que disminuye progresivamente a medida que las
células se diferencian de monocitos a DC’s. Las DC'’s se caracterizan por una baja expresion de
CD14 lo que corresponde a lo obtenido en las DC’s sin estimulo con 8.98 + 4.07 %, sin
embargo, la infeccion induce un incremento significativo a 34.9 + 14.36 % tal como se muestra
en la figura 16A.Otro receptor, el CD32, receptor tipo Fc, participa en el incremento de la
infeccion al “capturar” anticuerpos unidos a virus, con lo cual se incrementa la infeccion, este
fenémeno es conocido como ADE, la infeccion de DC’s con DENV-2 no induce un aumento de
la expresion de receptor, para DC’s sin estimulo el % de células positivas es de 12.44 + 6.65 y
se mantiene durante la infeccién con un valor de 18.24 + 6.34 % tal como se presenta en la

figura 16B.

También se evaluaron receptores tipo lectina como: CD205, CD206 y CD209, los
cuales se han relacionado con el reconocimiento de moléculas glicosiladas, como el virus
DENV. El receptor CD205, mostré un incremento significativo inducido por la infeccion de
89.41 £+ 3.70% de células en células sin infeccion a 97.52 £ 1.806% para las DC’s infectadas
con DENV-2 (figura 16C). Mientras que el receptor CD206 no presentd cambios en su
expresion, el % de expresion en DC’s sin estimulo es de 91.05 + 5.062 y se mantiene durante la
infeccion con DENV-2 con un valor de 94.09 + 2.191 % (figura 16D). Finalmente, se evalud el
receptor CD209, el cual presentd una disminucion significativa en el porcentaje de células
positivas para las DC’s infectadas con DENV-2, en la figura 16E se observa esta disminucion

de 68.94 £ 8.69 % a 44.84 + 5.63 % de células que expresan a este receptor.
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Figura 16. Expresion de receptores: CD14, CD32, CD205, CD206 y CD209 en DC'’s
infectadas con DENV-2. Graficos de los receptores comparando la expresion de DC’s sin estimulo
(iDC’s) y DC’s infectadas con DENV-2 durante 72 horas: (n=6) t de student, p<0.05.

Con lo anterior, podemos concluir que el virus aumenta algunos receptores como
CD14 y CD205, probablemente para asegurar la infeccion de las células, pero la infeccion,
mientras que disminuye la expresion del receptor CD209, lo cual puede deberse a la

internalizacion del complejo receptor-virus.
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3.2.1.3 Expresion de moléculas de co-estimulacion y presentacion de antigeno en células

dendriticas durante la infeccion con DENV-2.

Se evalud la expresion de moléculas de co-estimulacion CD80 y CD86, las cuales
interaccionaran con las moléculas CD28 presentes en linfocitos para asegurar su activacion.
Ademaés de las moléculas de co-estimulacién existe una molécula con funcidén contraria que
induce en los linfocitos un estado de anergia, esta molécula es CTLA-4, que también fue
evaluada. Finalmente evaluamos la expresion de la molécula HLA-DR de presentacion de

antigenos.

Los resultados encontrados muestran que el virus induce un estado de activacion, las
moléculas de co-estimulacion se incrementan, particularmente la expresion de CD80 en DC’s
infectadas con DENV-2 se presenta en un 90.90 =+ 4.40% de las células infectadas mientras que
aquellas no infectadas tiene un 81.02 + 2.28%de células positivas, como se muestra en la figura
17A. Mientras que la expresion de CD86 se mantiene, no hay diferencias estadisticamente
significativas posterior a la infeccion (figura 17B). La molécula con funcion contraria a co-
estimulacion CTLA-4, se encontrd que aument6 en las DC’s infectadas con DENV-2 de un 2.66
+ 1.549 en células no infectadas hasta un 13.42 + 4.44% de células positivas, como se muestra
en la figura 17C, lo anterior, podria relacionarse con el aumento de cé€lulas anérgicas, ya que
esta molécula compite con las moléculas de CD80 y CD86 inhibiendo la activacion de
linfocitos. Finalmente, los resultados obtenidos para la molécula de presentacion de HLA-DR

no presentd cambios en su expresion tal como se muestra en la figura 17D.
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Figura 17. Expresion de moléculas de co-estimulacion (CD80 yCD86) y moléculas de
presentacion de antigeno (CTLA-4 y HLA-DR) en DC’s infectadas con DENV-2. Gréaficos de las
moléculas de co-estimulacion y presentacion de antigeno, comparando la expresion de DC’s sin estimulo
(iDC’s) y DC’s infectadas con DENV-2 durante 72 horas: (n=6) t de student, p<0.05.

Lo anterior, nos sefiala que la infeccion induce la expresion de moléculas de
presentacion y co estimulacion necesarias para la activacion de linfocitos, sin embargo, es
importante destacar a expresion de CTLA-4, que podria inducir anérgia en los linfocitos, por lo
que habra una competencia entre las moléculas CD80/86 y el CTLA-4, en la activacion o

inhibicién de los linfocitos.

3.2.1.4 Secrecion de citocinas de células dendriticas infectadas con DENV-2

Otro aspecto importante relacionado a la expresion de moléculas de presentacion y co-
estimulacion que favorece una activacion de linfocitos es la produccion de citocinas. Estas son
un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversas poblaciones celulares que
generalmente actlan como mensajeros intercelulares que suelen intervenir en la maduracion y
amplificacion de la respuesta inmune, provocando multiples actividades bioldgicas una vez que

se unen a los receptores especificos de las células diana adecuadas.
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Las citocinas liberadas por las células dendriticas pueden contribuir al desarrollo de un
proceso anti-inflamatorio o pro-inflamatorio, algunos autores han demostrado que las citocinas
durante la infeccion con DENV tienen un papel crucial ya que acttian sobre las células del
endotelio vascular desencadenando asi la patogénesis de la enfermedad. En el presente trabajo
se analizan los niveles de IL-10, INF-y, TNF-a ¢ IL-6 ya que algunos estudios en sueros de
pacientes con dengue demuestran que estas citocinas se encuentran incrementadas durante una

infeccion con dengue.

Especificamente, IL-6 participa en los procesos de inflamacion y reclutamiento de
monocitos en el lugar de la infeccion, sin embargo, no fue posible detectarlo en ninguna de las
condiciones analizadas, con un limite de deteccion del ensayo de 2.8 pg/ml. El INF-y aumenta
la actividad citotoxica y fagocitica de macréfagos e induce la expresion de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I y II en células dendriticas y otras células
presentadoras de antigeno. El IFN-y también incrementa el desarrollo y diferenciacion de
células T ademas tiene un papel dual, es pro-inflamatorio y anti-inflamatorio, lo cual lo
convierte en una proteina singular debido a que su comportamiento depende del medio en el que
se encuentre. Los resultados que se encontraron de INF-y en las dos condiciones (infectadas y
no infectadas), no se observan diferencias significativas, con una concentracion 1.78 + 3.57
pg/ml y 47.52 + 29.29 pg/ml, respectivamente, como se muestra en la figura 18A. Por otro
lado, TNF-a es capaz de activar a las DC’s e inducir la migracion y activacion de las células T;
los resultados muestran que no hay diferencias en los niveles de esta citocina entre las células
infectadas y las no infectadas con una concentracion de 23.74 + 3.56 pg/ml y 21.24 + 1.93
pg/ml, respectivamente, como se muestra en la figura 18B. Finalmente, IL-10 se asocia a la
capacidad de regular la proliferacion y diferenciacion celular definiendo su efecto
inmunosupresor y anti-inflamatorio, los resultados encontraron muestras que la infeccion con
DENV-2 induce un aumento significativo de IL-10 respecto a los niveles de las DC’s, siendo
casi 4 veces mayor post infeccion, 31.16 £ 10.64 pg/ml y 147 £+ 65.92 pg/ml en DC’s infectadas,

como se presenta en la figura 18C.
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3.2.1.5 Titulo viral

El titulo viral se determin6 por ensayo de placas liticas a partir de los sobrenadantes
obtenidos de las DC’s a las 72 horas de infeccion con DENV-2 y en promedio fue de 1220 +
857.5 UFP/ml (figura 18D) en células infectadas.
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Figura 18. Niveles de citocinas (IL-10, INF-y y TNF-a) en pg/ml en DC’s infectadas con
DENYV-2 y titulo viral en UFP/ml de sobrenadantes de DC’s infectadas con DENV-2. A, By C)
Graficos comparando los niveles de IL-10, INF-y y TNF-a de DC’s sin estimulo (iDC’s) y DC's
infectadas con DENV-2 durante 72 horas. D) Titulo viral de las DC’s infectadas con DENV-2: (n=6) t
de student, p<0.05.
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3.3 Objetivo 3

Determinar cambios en los marcadores de activacion, receptores y titulo viral al

estimular con anti-CD209 e infectar células dendriticas con virus dengue serotipo 2.
3.3.1 Estimulacion de células dendriticas con anti-CD209

Debido a que el receptor CD209 es una de las principales vias de entrada del DENV, se
planted estimular a las DC’s con este receptor para inducir en las células los efectos de una
estimulacion antigénica mediada por este receptor y al mismo tiempo bloquear o reducir la
entrada del virus a las DC’s. Se evaluaron diferentes concentraciones del anticuerpo anti-

CD209: 2, 1, 0.5 y 0.25 pg/ml.

Primeramente se realizd un ensayo para determinar el efecto del estimulo con el
anticuerpo sobre la infeccion, para lo anterior, se estimuld durante una hora con el anticuerpo
anti-CD209 a diferentes concentraciones (2, 1, 0.5 y 0.25 ug/ml), antes de la infeccioén con el
virus DENV-2. Se determind el titulo viral por ensayo de placas liticas a partir de los
sobrenadantes obtenidos a las 48 horas de infeccion, al titular los sobrenadantes se observa que
a las diferentes concentraciones se reduce significativamente el titulo viral, utilizado el
anticuerpo anti CD209 a 2 pg/ml se obtuvieron 777.3 + 157.1 UFP, mientras que a la
concentracion de 1 pg/ml se obtuvieron 1156 + 62.3 UFP, a una concentracion de 0.5 pg/ml se
obtuvieron 1222 + 157.1 UFP y finalmente a la concentracion de 0.25 pg/ml se obtuvieron 1333
+ 628.5 UFP, en todas las concentraciones se logra una reduccion en el titulo viral respecto a las
células sin estimulo solo infectadas donde se obtuvo una concentracién de 3367 £ 157.1 UFP,
como se muestra en la figura 18. La disminucion del titulo viral es significativamente menor a
la concentracion de 2 pg/ml como se observa en la figura 19 y 20. La reduccion en el titulo
viral podria deberse a un bloqueo de la entrada del virus por el receptor o al estimulo ejercido
por el anticuerpo anti-CD209. Por lo anterior, en para ensayos posteriores se emplea la

concentracion de 2 pg/ml de anti-CD209 para estimular a las DC's.
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Figura 19. Titulo viral de sobrenadantes de DC’s estimuladas a diferentes concentraciones de
anti-CD209 e infectadas con DENV-2. Se grafica el titulo viral en UFP/ml (Unidades formadoras de
placa/ ml) de las DC’s estimuladas a diferentes concentraciones de anti-CD209 y posteriormente
infectadas con DENV-2.

Figura 20. Ensayo de placas liticas. En cada pozo se observa el nimero de placas liticas que se obtuvo
al titular el sobrenadante de las DC’s estimuladas a diferentes concentraciones de anti-CD209 e
infectadas con DENV-2.
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La disminucion del titulo viral al usar el anticuerpo anti CD209 a 2 um/ml fue al
menos 4 veces mayor respecto a la infeccion sin estimulo adicional, para corroborar que existia
algin efecto de bloqueo de la infeccion mediado por el estimulo del receptor con el anticuerpo
anti CD209, se realiz6 una inmunofluorescencia con el anticuerpo a una concentracion de 2
pg/ml de anti-CD209 y la infeccion del DENV-2. En la figura 21A se observan DC’s sin
estimulo donde sdlo se observan nucleos tefiidos con hoestch, en la figura 21B se presentan
células positivas a el receptor CD209 en verde alrededor del ntcleo en la membrana de la
célula. El virus DENV-2 es detectado en color rojo en la figura 21C al utilizar un anticuerpo
que reconoce la proteina E de membrana viral (la cual interacciona con el receptor CD209
durante la infeccion). Al realizar la tincion del receptor en células infectadas se encontré que se
encuentras ubicados juntos, como se observa en figura 21D, en color amarillo por la mezcla del

color verde y rojo, respectivamente.

A - B -
C D

Y
Figura 21. Ensayos de inmunofluorescencia en DC’s. A) DC'’s sin estimulo, B) DC’s con estimulo de
anti-CD209, C) DC’s infectadas con DENV-2 y D) DC’s estimuladas con anti-CD209 ¢ infectadas con
DENV-2. Los nucleos estan tefiidos con Hoestch (se observan en azul), anti-CD209 se encuentra

marcado con verde y la proteina E de DENV-2 se encuentra tefiida con rojo. Las fotografias fueron
tomadas con el objetivo 20X.
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Debido a que en la inmunofluorescencia colocalizamos el virus y el receptor, fue
necesario determinar si el receptor se encontraba internalizado o en la membrana para
determinar si realmente el anticuerpo bloqueaba la entrada del virus a la célula o era
internalizado junto al virus. Para lo anterior, se determind la expresion de superficie del receptor
con otro anticuerpo anti CD-209 (que reconocia otro dominio del receptor). En la tabla 4, se
muestran que el anticuerpo sigue en superficie posterior al estimulo, con un porcentaje de

expresion mayor al 90% para todas las concentraciones evaluadas.

Tabla 5. Porcentaje de células positivas a anti-CD209 en DC's.

Concentracion de anti- 0 0.25 05 1 2
CD209 (pg/ml)
% de células positivas 98.86 3.5 99.23+£22 | 99.15+1.5 | 98.72+ 1.7 | 99.14+223

La tabla muestra promedio y desviacion estdndar (n=2).

Con lo anterior, podriamos decir que el anticuerpo se encuentra bloqueando en cierta
medida (no totalmente) la entrada del DENV a la célula. Sin embargo, es necesario determinar

el efecto de activacion sobre DC’s con el estimulo del anticuerpo anti CD209.

3.3.2 Expresion de moléculas de caracterizacion para células dendriticas estimuladas con

el anticuerpo anti CD209

En cuanto a las moléculas de caracterizacion no se muestran cambios significativos,
para CD1a tal como se muestra en la figura 22A con un % de expresion en DC’s sin estimulo de
81.73 £ 9.48 y en DC’s con anti-CD209 el % de expresion fue de 73.55 + 15.30, respecto a
CD83 se muestra que el estimulo con anti-CD209 no estd induciendo la maduracion de DC’s ya
que el % de células positivas es de 24.24 + 15.87 con respecto a las DC’s sin estimulo con

20.53 + 14.09 % (Figura 22B).
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Figura 22. Expresion de moléculas de caracterizacion CD1a y CD83 en DC’s estimuladas
con anti-CD209. Graficos de las moléculas de caracterizaciéon comparando la expresion de DC’s sin
estimulo (iDC’s) y DC’s con estimulo anti-CD209: t de student, p<0.05

3.3.3 Expresion de receptores de células dendriticas estimuladas con anti CD209

El receptor CD14 se encontrd aumentado respecto a las DC’s no estimuladas, como se
observa en la figura 23A, donde se muestran diferencias significativas entre las DC’s sin
estimulo (8.98 + 4.07 %) y las DC’s estimuladas con anti-CD209 (33.90 + 6.74 %), porcentajes
muy similares a los de la infeccidon, por lo que podriamos decir que el aumento de CD14
durante la infeccion podria deberse al estimulo de CD209 cuando el virus entra por esta via.
Respecto a CD32 no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambas
condiciones sin estimulo y con anticuerpo anti CD209, con 12.44 + 6.665 % y 16.58 + 9.31 %,
respectivamente, como se muestra en la figura 23B. Los receptores de interés tipo lectina
CD205 y CD206, no presentan diferencias con el estimulo anti-CD209, para CD205 los valores
fueron de 89.41 + 3.706 % en DC’s sin estimulo y 94.71 £ 4.474 % en DC'’s con el estimulo de
anti-CD209, como se muestra en la figura 23C; para CD206 los valores fueron de 91.05 + 5.062
% en DC'’s sin estimulo y el % en DC’s con el estimulo de antiCD209 fue de 90.09 + 3.498,
como se muestra en la figura 23D). Sin embargo, para el receptor CD209 se observa una
disminucioén en el % de células positivas en las DC’s con estimulo ya que al parecer el receptor
es endocitado posterior a la infeccion, posiblemente los receptores endocitados son aquellos que
no unieron al anticuerpo utilizado para estimular a las DC'’s; la expresion en DC’s sin estimulo
es de 68.94 = 8.67 % y en las DC’s con estimulo es de 56.01 = 7 % tal como se muestra en la

figura 23E, el porcentaje de reduccion.
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Figura 23. Expresion de receptores: CD14, CD32, CD205, CD206 y CD209 en DC's
estimuladas con anti-CD209. Graficos de los receptores comparando la expresion de DC’s sin estimulo
(iDC’s) y DC’s estimuladas con anti-CD209: (n=6) t de student, p<0.05.

3.3.4 Expresion de moléculas de co-estimulacion y presentacion de antigeno en células

dendriticas estimuladas con anti- CD209

Se evalud la expresion de moléculas de co-estimulacion CD80, CD86 y CTLA-4
moléculas de presentacion de antigeno HLA-DR al estimular con anti-CD209. Se obtuvo que no
hay cambios significativos en el porcentaje de células positivas, esto comprado con las DC’s sin

estimulo como se presentan en la figura 24.
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En cuanto a las moléculas de co-estimulacion se observa que no hay diferencias
significativas para CD80 tenemos que el % de células positivas no varia, sin embargo, en
promedio tenemos que para las DC’s sin estimulo es de 81.02 £ 2.289 % y en las DC’s
estimuladas con anti-CD209 es de 85.07 = 5.15 (figura 24A). Para CD86 tenemos que el % de
células positivas de DC’s sin estimulo es de 65.05 = 11 que comparado con las DC’s
estimuladas con anti-CD209 aumenta a 74.14 = 6.1 % (Figura 23B). En las figuras 24C y 24D
se presentan los resultados para CTLA-4 y CD14 respectivamente y observamos que no hay
diferencias entre ambas poblaciones de DC’s. con lo anterior, podemos concluir que el estimulo
logra un ligero estimulo en las DC’s inducir la expresion de la molécula HLA-DR, CD86 y no
inducir la expresion de la molécula CTLA-4, sin embargo, también se ve incrementada la

expresion de CD14 como con el DENV-2.
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Figura 24. Expresion de moléculas de co-estimulacion (CD80 yCD86) y moléculas de
presentacion de antigeno (CTLA-4 y HLA-DR) en DC’s con anti-CD209. Graficos de las moléculas
de co-estimulacion y presentacion de antigeno, comparando la expresion de DC's sin estimulo (iDC’s) y
DC’s con estimulo anti-CD209: (n=6) t de student, p<0.05.
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3.3.5 Secrecion de citocinas de células dendriticas con el estimulo de anti-CD209

Los niveles de citocinas no sé encuentran alterados al estimular a las DC’s con anti-

CD209 tal como se presenta en la figura 16. Para IL-10 tenemos que la concentracion es de

31.16 £ 10.64 pg/ml en DC'’s sin estimulo concentracion que no aumenta en DC’s con estimulo

ya que la concentracion es de 39.35 + 24.64 pg/ml (figura 25A). En cuanto INF-y se observa

que no hay aumento en la concentracion ya que es de 1.787 + 3.57 pg/ ml en DC'’s sin estimulo

y de 9.87 = 13.27 pg/ml para DC’s con anti-CD209 como se muestra en la figura 25B. TNF-a

tampoco presenta diferencias ya que en DC’s sin estimulo la concentracion es de 23.72 + 3.56

pg/ml con respecto a las DC’s con estimulo que es de 18.41 + 3.78 pg/ml (figura 25C), de igual

manera a la infeccién no se detectaron niveles de IL-6 bajo este estimulo, con un limite de

deteccion de 2.8 pg/ml.
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Figura 25. Niveles de citocinas IL-10, INF-y y TNF-0 en DC’s con anti-CD209. (n=6) t de

student, p<0.05.
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3.4 Cambios en moléculas de co-estimulacion, receptores, citocinas y titulo viral al

estimular las DC’s con anti-CD209 e infectar con virus dengue serotipo 2

Las DC’s expresan altos niveles de moléculas de activacion y co-estimulacion tales
como CD40, CD80, CD83 y CD86, ademas de una marcada expresion de HLA-DR. Algunos
estudios in vitro muestran que las células dendriticas se activan al estar en contacto con agentes
patdgenos. Se han realizado algunos trabajos con DENV y han encontrado que cuando las
células dendriticas se infectan expresan altos niveles de moléculas de activacion y co-
estimulacion; sin embargo, no existe una correlacion entre la expresion de moléculas de co-
estimulacion, receptores y citocinas; ademas en este objetivo evaluamos el papel que tiene el

receptor CD209 en las DC’s durante la infecciéon con DENV-2.

A continuacion se presenta la expresion de las moléculas de caracterizacion, co-

estimulacion, presentacion de antigeno y receptores.

3.4.1 Expresion de moléculas de caracterizacion en células dendriticas infectadas con

DENV-2 y estimuladas con anti CD209 e infectadas con DENV-2

Se evaluaron las moléculas de superficie presentes en las DC’s como CDla y se
observa que no hay cambios significativos en la expresion de CD1a y CD83, en la figura 26 A se
presentan los graficos, para CDla el porcentaje promedio de células positivas es similar entre
células infectadas e infectadas/estimuladas con anti CD209, 79.54 £10.46 % y 77.11 £ 13.46 %,
respectivamente. Respecto a CD83 tenemos que no hay cambios significativos como se observa
en la figura 26B, el porcentaje promedio de células positivas es similar entre células infectadas

e infectadas/estimuladas con anti CD209, 19.85 £ 11.12 y 21.58 £ 15.87 %, respectivamente.
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Figura 26. Expresion de moléculas de caracterizacion: CD1a y CD83 en DC'’s infectadas
con DENV-2 y DC’s con estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2. (n=6) t de student,
p<0.05.

3.4.2 Expresion de receptores en células dendriticas infectadas con DENV-2y

estimuladas con anti CD209 e infectadas con DENV-2

Los resultados obtenidos muestras que el receptor CD14 muestran que le estimulo con
anti-CD209 disminuye la expresion hasta un 50% durante la infeccion, con un, 34.90 + 14.36 %
para las células infectadas y un 17.20 + 14.97 % para células infectadas y estimuladas con anti
CD209, como se muestra en la figura 27A. Respecto a CD32, tenemos un comportamiento
similar a CD14, disminuye su expresion de 12.44 + 6.65 % a 7.20 = 4.97% como se presenta en
la figura 27B. Otro receptor que disminuye su expresion es CD206 con 91.05 + 5.06 % en DC'’s
infectadas con DENV-2 con respecto a las DC’s que tiene estimulo previo con anti-CD209 con
88.98 + 4.19 % (figura 27D). Se observa una disminucién ya que probablemente el estimulo
previo con anti-CD209 estd disminuyendo la entrada de virus a la célula via receptor CD209 y
por lo tanto no se activa una sefializacién para inducir la sintesis de otros receptores en
membrana para asi seguir captando mas virus. CD205 y CD209 no presentan diferencias en su

expresion tal como se presentan en la figura 27C y 27E.
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Figura 27. Expresion de receptores: CD14, CD32, CD205, CD206 y CD209 en DC's
infectadas con DENV-2 y DC’s con estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2.
Graficos de los receptores comparando la expresion de DC’s infectadas con DENV-2 y DC’s infectadas
con DENV-2 con estimulo previo de anti-CD209: (n=6) t de student, p<0.05.

3.4.3 Expresion de moléculas de co-estimulacion y presentacion en células dendriticas

infectadas con DENV-2 y estimuladas con anti CD209 e infectadas con DENV-2

Las moléculas de co-estimulacion no presentan diferencias significativas entre ambos
grupos, infeccion e infeccion/estimulo anti CD209, sin embargo, la expresion de CD80 es

mayor que CD86 como se puede observar en la figura 28 A y B.
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La expresion de CD80 en DC’s infectadas con DENV-2 es de 90.90 + 4.4 % y en las
DC’s infectadas con estimulo previo anti-CD209 es de 93.52 + 4.75 %, figura 28A. Respecto, a
CD86 tenemos que la expresion va de 73.33 + 13.82 % a 79.47 + 10.88 % en DC'’s infectadas
con DENV-2 con respecto a las células que tienen el estimulo previo de anti-CD209 (figura
28B). En cuanto a CTLA-4 se muestra que disminuye significativamente su expresion en las
DC'’s que tienen el estimulo previo con anti-CD209, de 13.42 + 4.44 % con solo la infeccion a
3.08 = 1.703 % cuando se estimulan previamente con anti CD209, como se muestra en la figura
28C, lo cual es util debido a que la célula no inducird anergia en los linfocitos que sean
estimulados. Finalmente, la molécula de presentacion HLA-DR no presentd cambios

significativos como se observa en la figura 28D, con porcentajes cercanos al 100%.
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Figura 28. Expresion de moléculas de co-estimulacion (CD80 yCD86) y moléculas de
presentacion de antigeno (CTLA-4 y HLA-DR) en DC'’s infectadas con DENV-2 y DC’s con
estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2. Graficos de los moléculas comparando su
expresion en DC’s infectadas con DENV-2 y DC’s infectadas con DENV-2 con estimulo previo de anti-
CD209: (n=6) t de student, p<0.05.
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3.4.4 Secrecion de citocinas en células dendriticas infectadas con DENV-2 y estimuladas

con anti-CD209.

La expresion de citocinas se ve regulada por la infeccion con DENV-2, para IL-10 no
hay diferencias significativas, sin embargo, hay una disminucion en la concentracién en las
DC'’s infectadas con DENV-2 la concentracion es de 147 + 65.92 que disminuye a 112.2 +
35.16 en las DC’s con estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2, como se
muestra en la figura 29A. Respecto a INF-y, no se observan diferencias significativas como se
muestran en la figura 29B con valores alrededor de 45 pg/ml, para TNF-a se presentaron
diferencias significativas, mostrando una mayor concentracion en las DC’s infectadas y
estimuladas con anti-CD209 (27.97 £ 5.449 pg/ml), respecto a las DC’s infectadas con DENV-2

sin estimulos (21.24 + 1.93 pg/ml) como se observa en la figura 29C.
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Figura 29. Niveles de citocinas IL-10, INF-y y TNF-a en DC’s infectadas con DENV-2 y
DC’s con estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2. (n=6) t de student, p<0.05.
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3.4.5 Titulo viral en células dendriticas infectadas e infectadas y estimuladas
previamente con anti-CD209.

El titulo viral se determin6 por ensayo de placas liticas (figura 30) a partir de los
sobrenadantes obtenidos de las DC’s a las 72 horas con las distintas condiciones de trabajo (sin
estimulo, infeccion con DENV-2, estimulo con anti-CD209, estimulo con anti-
CD209+infeccion con DENV-2). Se realizé el conteo de placas liticas de cada pozo y se
determina asi el titulo viral en unidades formadoras de placa por ml. Los sobrenadantes de DC’s
no infectadas y DC’s con anti- CD209 como era de esperarse no tienen placas liticas (figura
30A y 30C). En cuanto a las DC’s infectadas con DENV-2 (Figura 30B y 30E) se observa un
mayor niumero de placas liticas con respecto a las que tienen bloqueo de CD209 e infeccion

(Figura 30E).

Figura 30. Ensayo de placas liticas. En cada pozo se observa el numero de placas liticas
obtenido a partir del sobrenadante de DC’s de las distintas condiciones. Sobrenadantes de: A. DC’s sin
estimulo, B. y E. DC’s infectadas con DENV-2, D. DC’s con anti-CD209 e infeccion con DENV-2 y F.
Control negativo de la infeccion, monocapa de células sin ningun tratamiento.
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Al estimular previamente células dendriticas con anti-CD209 se observa que hay una
disminucion de la infeccion con DENV-2, lo cual se corrobora al comparar el titulo viral para
las DC’s infectadas con DENV-2 con el titulo viral de las DC’s a las cuales se ha afiadido
previamente anti-CD209.

Se observa en promedio una disminucién del titulo viral de un 50 % que es
estadisticamente significativa (figura 31), en DC’s infectadas con DENV-2 se tienen 1220 +
857.5 UFP/ml que disminuyen a 796.7 + 877.4 UFP/ml en las DC’s a las cuales se ha
estimulado previamente con anti-CD209 e infectado con DENV-2. Cabe senalar que el receptor
CD209 se ha descrito como la principal via de entrada del DENV sin embargo existen otros

receptores en células dendriticas que pueden mediar la entrada de virus a la célula.
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Figura 31. Titulo viral de sobrenadantes en DC’s durante la infeccion con DENV-2 y
DC’s con estimulo previo de anti-CD209 e infeccion con DENV-2. Se muestra el titulo viral en
UFP/ml (Unidades formadoras de placa/ ml). En la grafica se presenta el promedio y desviacion estandar

de n=6.

Las DC’s presentan un fenotipo caracteristico con cada estimulo como se muestra en la
tabla 5, aunque el fenotipo es similar cabe sefialar que los porcentajes de expresion varian en
cada condicidn, en algunas moléculas el % varia poco pero existen diferencias significativas. Al
infectar DC’s con DENV-2 se observa que el fenotipo cambia significativamente en la
expresion de CD14, esto debido a que la interaccion dengue-receptor este activando algun
factor de transcripcion que este aumentando la expresion de CD14, probablemente sea la misma
via de sefializacidon que estd activando el estimulo de anti-CD209, ya que la union anti-CD209

receptor facilita la endocitosis de este complejo y también aumenta la expresion de CD14.
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En cuanto a CD209 la expresion se ve afectada ya que el receptor se ha descrito como la
principal via de entrada para DENV y por lo tanto es endocitado. Al realizar un estimulo previo
con anti-CD209 en DC’s podemos evaluar el papel del receptor CD209, se puede observar en la
columna de estimulo con anti-CD209 que las DC’s se activan y estas células son capaces de
activar al linfocito T, sin embargo la respuesta no estd completa ya que también debe haber
expresion de otros factores como citocinas, quimiocinas etc, que activen a las DC’s y por lo
tanto activen correctamente al linfocito. Al realizar un estimulo previo con anti-CD209 e
infectar con DENV-2 se observa que la expresion de CDI14 disminuye significativamente
respecto a las DC’s infectadas con DENV-2, ademas se observa que las DC’s presentan el
fenotipo caracteristico de DC’s activadas, por lo tanto activaran correctamente al linfocito y

eliminaran al virus.

Tabla 6. Fenotipo de DC’s con las diferentes con condiciones.

Fenotipo de células dendriticas
Molécula de . , Anti-CD209 +

superficie Sin estimulo DENV-2 Anti-CD209 DENV.2
CD14 + ++ ++ +
CD32 + + + +
CD205 +4++ ++++ +4+++ ++++
CD209 +++ ++ -+ +++
CD&0 -+ ++++ SREMEES -+
CD86 +++ +++ +++ 44+

CTLA-4 + + n n

Las cruces fueron asignadas con base a los porcentajes de células positivas; una cruz para aquellas
moléculas donde el porcentaje fue de 1-20%, dos cruces para aquellas moléculas donde el porcentaje
estuvo entre 21 y 45 % y tres cruces entre 46 y 75 % y cuatro cruces entre 76 'y 100 %.

El fenotipo que se obtuvo en cada condicion es interesante ya que al infectar a las DC’s
con DENV-2 se esperaba un incremento de las moléculas de co-estimulacion y se obtiene que
CDS80 esta incrementada, sin embargo, no hay incremento significativo en la expresion de

CD83, que no corresponde a lo reportado [48], esto probablemente debido a que las condiciones
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experimentales no fueron similares ya que en ese grupo de trabajo infectaron a las DC’s con
DENV-1 a MOI de 5, durante 48 horas, que difiere de nuestras condiciones de trabajo que fue
infeccion con DENV-2 a MOI de 1 durante 72 horas. También se obtiene que hay incremento
de CTLA-4 durante la infeccion, esta molécula es capaz de ejercer una funcion anérgica en
linfocitos por lo tanto llegamos a la conclusion de que el DENV-2 es capaz de activar a la célula

dendritica sin embargo no asegura que se lleve a cabo una correcta activacion del linfocito T.

En cuanto a las DC’s con estimulo de anti-CD209 previo a la infeccion se obtiene que
la expresion de CD14 disminuye, la expresion de CTLA-4 se mantiene baja, ademas de que la
célula dendritica se ha activado correctamente: hay incremento en expresion de CD80/CD86 y
HLA-DR esenciales para llevar a cabo la activacion del linfocito. Se llega a la conclusion de
que un estimulo con anti-CD209 previo a la infeccion con DENV-2 las DC’s no altera la
activacion de la célula dendritica, lo que ayudara a eliminar eficientemente el virus que haya

entrado a la célula.

3.5 Discusion de resultados CREI QUE YA HABIAS INCLUIDO LA DISCUSION AL
PrESENTAR LOS RESULTADOS

El dengue es una enfermedad viral que continta siendo un importante problema de
Salud Publica a nivel mundial, esto debido a su rdpida diseminacion dependiente de vectores,
ademas de que no existe una terapia antiviral especifica. Hay importantes avances en el
conocimiento de la biologia del virus dengue, estructura viral y funcion de sus proteinas; asi
como en los mecanismos de replicacion y traduccion del genoma viral. Sin embargo, la
patogénesis del dengue continua siendo un reto en investigacion, diversos estudios in vitro han
demostrado que los monocitos y células dendriticas son el principal blanco del virus dengue en
humanos debido a que poseen receptores de alta afinidad para el DENV [48]. La interaccion
del DENV con la célula blanco, ocurre entre la proteina E viral (dominio III, residuos de
manosa de la asparagina 67 (Asn 67) de la proteina E) y el receptor CD209 (DC-SING), CD14,
receptor de manosas, etc, posterior a este reconocimiento se lleva a cabo una endocitosis

mediada por receptor [144].
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Algunos agentes patdogenos tienden a regular el proceso de activacion en las DC’s, por
ejemplo el virus Vaccinia, Virus del Herpes, etc. inhibe la maduracion de DC’s por lo tanto
inhibe la correcta activacion de los linfocitos T, en cuanto a la infeccion con DENV-2 se ha
observado que incrementa la expresion de moléculas de co-estimulacion CD80/CD86 [48, 148].
Como se menciono las células dendriticas son los principales blancos de la infeccion lo cual se
ve reflejado en la respuesta inmune de los pacientes, debido a que estas células son las
responsables de orquestar la respuesta inmune innata al producir citocinas que logran activar
otras c€lulas que participan en la respuesta inmune y generan un microambiente que favorece la
eliminacion del virus, ademdas es capaz de inducir la respuesta adaptiva de linfocitos T, al
activar adecuadamente a estas células a través de sus moléculas de presentacion (que se unen al
receptor TCR en linfocitos) y sus moléculas de co estimulacion, que en conjunto estas dos
sefialas logran una activacion capaz de eliminar al virus. Estas sefiales también necesitan de una
tercera sefial provista por las DC’s que son nuevamente las citocinas. Esta activacion de
linfocitos depende del estado de activacion de las células dendriticas, la cual es inducida por el
virus y la sefializacion estimulada por la unién Virus-Receptor. Por lo anterior, es importante
evaluar el efecto del virus en la activacion del virus y si la activacion de las DC’s mediante el

receptor CD209 puede cambiar este estado de activacion viral y la produccion de citocinas.

Para el presente trabajo se diferenciaron células dendriticas in vitro, a partir de
monocitos de sangre periférica mediante GM-CSF e IL-4, las cuales células diferenciadas
presentan morfologia y fenotipo de las células dendriticas inmaduras (iDC’s): CDla ",
CD14%, CD205**, CD83*, CD80 **, CD86™**, HLA-DR "**, Estas células fueron infectadas
y/o activadas con CD209, para evaluar el efecto del virus en la activacion de las DC’s y si este

efecto se veia alterado al inducir la activacion previa con el receptor CD209.

Como se menciond para la activacion de linfocitos es necesaria la expresion de
moléculas de presentacion como el HLA-DR, tanto la infeccién como el estimulo con CD209
altos porcentajes de células cercanos al 100% presentan la expresion de esta molécula (alta
expresion media por célula), es decir, el virus no trunca la presentacion de antigenos virales, sin
embargo, puede utilizar otros mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Algunos autores
han encontrado que HLA-DR [152] es una molécula que protege a los individuos de FHD por lo

tanto la expresion se debe mantener al 100 % bajo los diferentes estimulos, en estudios
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anteriores en Tailandia y Cuba se encontrd que ciertos alelos de HLA se encuentran asociados
a la resistencia o susceptibilidad a la FHD [153]; en México han encontrado que HLA-DRBI
*4 es el alelo que se encuentra involucrado en la resistencia de FHD por lo tanto la expresion de

HLA-DR siempre debe estar incrementada [154]

Otra sefial importante en la activacion de linfocitos serian las inducidas por las
moléculas de activacion, como CD80, CD86, que logran inducir un estimulo en linfocitos y
CTLA-4, molécula que induce una anergia en estas células. La infeccion induce un aumento en
el porcentaje de células que expresan la molécula CD80, pero no en CD86, sin embargo, al
tener funciones similares se compensa su expresion, el estimulo con CD209 no aumenta se
mantiene como en el control sin estimulo, sin embargo, con el estimulo y la infeccion se
aumenta de nuevo el CD80 a porcentajes similares a los de la infeccion con DENV-2. Estos
resultados concuerdan con Lozach y colaboradores [48], encontraron que al infectar DC’s con
DENV-1 hay un incremento en la expresion de CD80/CD86 pero al bloquear CD209 lo que
encontrd fue una disminucion que nosotros no observamos, probablemente se debe a que las
condiciones experimentales difieren en cuanto a tiempo de infeccion, etc. Una estimulacion
negativa de activacion contraria a CD80/86 es la provista por CTLA-4, la cual es aumentada por
el DENV-2 respecto a las células sin estimulo, el porcentaje de células que expresan este
marcador se reduce con el estimulo previo con CD209. Lo anterior, podria influir positivamente
en la activacion de una respuesta adecuada en la eliminacion del virus de manera mas rapida. El
presente trabajo es el primer reporte que mencione que le DENV-2 induce la expresion de

CTLA-4, como mecanismo de regulacion de la respuesta inmune adaptativa.

En las células infectadas con DENV, una variedad de mediadores inmunes alteran las
respuestas anti-virales y activacion celular, dentro de estos mediadores se encuentran las
citocinas. Algunos autores han encontrado incremento de IL-10 en suero de pacientes infectados
con DENV, se observan niveles mas elevados en pacientes con FHD. A nivel celular IL-10
puede bloquear la actividad de NF-kB, via de sefializacion critica para la respuesta antiviral, ya
que se podria bloquear el efecto pro-inflamatorio es decir la produccion de 1L-2, 1L-12, TNF-q,
e IFN-y; asi como la presentacion de antigenos y expresion de moléculas de co-estimulacion

[155-160].
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Finalmente, mencionamos una tercera sefial de citocinas que completa la activacion de
linfocitos pero también influye en el microambiente que activa a otras células de la respuesta
innata. Respecto a esta sefal, la infeccién produjo solamente IFN-A e IL-10, mayores niveles de
IL-10 que IFN-A. La produccion de IL-10 podria favorecer un microambiente de regulacion en
todas las células potenciando la anergia de la respuesta en linfocitos y en otras células. IL-10 es
una citocina anti-inflamatoria que puede regular la respuesta antiviral mediante la inhibicion de
IL-12 e IL-6 (no detectada en el presente trabajo), llevando a la activacion de linfocitos con
capacidad de regular asi una respuesta antiviral [157, 161]. Por otro lado, el estimulo tnico de
CD209 no produjo ninguna citocina, sin embargo, el estimulo de CD209 previo a la infeccion
produjo de igual manera IL-10, IFN-y y adicionalmente TNF-a; cabe resaltar que la
concentracion de IL-10 es ligeramente menor cuando se estimula previamente con CD209,
mientras que IFN-y y TNF-a son mayores que la infeccion con DENV2, esto podria indicar que
también se estd estimulando el microambiente pro inflamatorio y la respuesta tipo Thl en
linfocitos. Las células dendriticas infectadas con DENV, se ha encontrado que la expresion de
IL-10 en suero se encuentran elevados. En cuanto a INF-y tenemos que es una citocina que se
ha reportado como marcador de severidad en pacientes con dengue [162], sin embargo, tiene un
papel clave en el control de infecciones virales ya potencia la transcripcion de genes
involucrados en actividades inmunomoduladoras, antivirales, etc. Respecto al aumento de IFN-y
se conoce que esta citocina tiene actividad citotoxica y fagocitica en macrofagos e induce la
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I y II en
células dendriticas y otras células presentadoras de antigeno [163, 164], por lo tanto, la
presencia de esta citocina ayuda a las células dendriticas a incrementar la expresion de

moléculas de presentacion de antigeno lo cual corresponde con los resultados que obtuvimos.

Al igual que la maduracion de las DC’s, la expresion de los receptores que median la
infeccidn, y su activacion, son importantes de monitorear en el proceso de la infeccion, debido a
que inducen una activacion y funcionan como la via de entrada del virus a la célula, al tener més
puertas se incrementard el titulo viral, se infectaran mas células y podria relacionarse en
pacientes con formas severas de la enfermedad. Po lo anterior, fueron evaluados varios de los
receptores que se conoce participan en el proceso de infeccion tal es caso de CD14, CD32
(receptor tipo Fc), CD206 y CD209, aun cuando no se ha relacionado el receptor tipo lectina

CD205, por la naturaleza del receptor y sus ligandos. Estos receptores tipo lectina, se
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caracterizan por un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) que reconoce manosa o
galactosa presentes en la estructura de agentes patdgenos, tras la captacion de estos antigenos se
activan vias de sefalizacion que inducen respuestas como la secrecion de citocinas especificas,

esta sefializacion esta regulada por la activacion de NF-«xf3 [165-169]

La molécula CD14 debe ser negativa o de baja expresion, en células dendriticas
diferenciadas, esta molécula tiene funcion de receptor de alta afinidad para el complejo formado
por LPS y la proteina de union al LPS (LBP). Los resultados obtenidos muestran que la
expresion de CD14 en DC’s inmaduras es muy baja y sin embargo durante la infecciéon con
DENV-2 se aumenta su expresion significativamente, esto puede deberse a una estrategia del
virus, de aumentar la expresion de receptores para asegurar su entrar a la célula, con ello
aumentar los niveles de replicacion e infectar a un mayor numero de células, esta estrategia se
ha observado en otros virus como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la
hepatitis C (HCV) que incrementan el nimero de receptores en superficie para seguir
replicandose [170-173]. El estimulo utilizado de anti CD209 previo a la infeccion logra reducir
la expresion de CD14 de manera significativa, sin embargo, esta aumentado respecto a las
c€lulas sin estimulo y sin infeccion lo que podria indicar que el aumento de CD14 es debido no
por efecto del virus sino de su entrada via receptor CD209 y alguna cascada de sefializacion
activada por el receptor, es decir al estimular previamente con anti-CD209 se bloquea en cierta
medida la entrada de DENV a la célula por lo tanto se puede decir que el estimulo con anti-
CD209, asi como la infeccion con DENV-2 activan la misma via de sefializacién que induce la
expresion de CD14, pero cuando se lleva a cabo el estimulo anti-CD209+infeccion DENV-2 la
via de sefalizacion de bloquea, por ello seria necesario medir moléculas como RAF-1 o NF-kf3
involucradas con la vias que activan la expresion de moléculas de superficie. El receptor CD32,
relacionado en pacientes con el fenomeno ADE, de incremento de la infeccion, se encontrod
disminuido en el estimulo con CD209 previo a la infeccion, esto en un escenario de pacientes e
infeccidon seria muy importante para reducir el fendémeno ADE y las formas severas de la

enfermedad.
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Como ya se mencion6 los receptores tipo lectina tienen una especificidad por manosa,
sin embargo el nimero de CRD’s presentes en los diferentes receptores difiere. El receptor
CD206 (receptor de manosa C) altamente expresado en células dendriticas inmaduras y
macroéfagos, tiene ocho CRD potenciales, de los cuales solo dos han demostrado ser
funcionales, CD206 se internaliza en la superficie de los endosomas tempranos y se recicla de
nuevo a la membrana plasmatica, durante este proceso de reciclaje, el ligando se libera de
CD206 en el ambiente acido de los endosomas para el procesamiento posterior [95, 174]. Los
resultados muestran que la infeccion mantiene un porcentaje alto de células positivas, sin
embargo, este nimero disminuye ligeramente pero de manera significativa al realizar el
estimulo con anti CD209 previo a la infeccion esto podria deberse a que el estimulo induce
maduracion de las DC’s y una disminucion de los receptores de antigenos, con lo anterior, se
reduciria al menos en un porcentaje la infeccion de otras células mediante este receptor, esto
debido a que la célula dendritica se activa y reduce su capacidad fagocitica, lo que se han
encontrado algunos autores es que CD206 puede jugar un papel importante al menos en una de
las etapas de la infeccion con DENV en macrofagos, se plantea que CD206 mejora la eficiencia
de entrada de DENV a la célula ya que podria ayudar a que el virus interactiie con CD209 u
otros receptores que tengan mayor afinidad por el virus, aunque también se cree que puede
aumentar de la tasa de internalizacion de DENV, sin embargo se deberian realizar mas estudios
para CD206 ya que estd idealmente preparado para actuar como un receptor de entrada para

DENV [175].

Otro receptor endocitico tipo lectina es CD205 (DEC-205), que contiene 10 CRD y se
expresa en DC’s. CD205 contienen un motivo a base de tirosina para su internalizacion en las
vesiculas revestidas de clatrina [92, 93]. Esta internalizacion favorece que los antigenos unidos
a este receptor se una directamente a las vesiculas que contienen las moléculas de MHC-II con
lo anterior se aumenta y hace eficiente la presentacion a linfocitos T. En el presente trabajo se
encontrd que el virus dengue induce un aumento en el porcentaje de células positivas a este
receptor, este aumento se mantiene cuando se estimula previamente a la infeccion. Los altos
niveles de expresion de este receptor deben estar relacionados con la activacion de las DC's la
alta expresion de HLA-DR y CD80. Ademas cabe resaltar que es el primer reporte que

relaciona la infeccion con este receptor.
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El receptor CD209 estructuralmente es una proteina de membrana, con un solo CDR
cuya region citoplasmica contiene 3 motivos: motivo con base de tirosina YKSL, motivo
dileucina LL y un motivo triacido EEE, motivos importantes para el reciclaje e internalizacion
[6]. Por otro lado se ha estudiado que procesos de “splicing” alternativo y polimorfismos a nivel
genético dan lugar a variantes de CD209. Tanto a nivel de RNA como a nivel proteico se ha
descrito que CD209 aparece formando tetrameros en la membrana de DC’s aumentando asi la
avidez por sus ligandos [176], la region del cuello es la responsable de esta multimerizacion,
mientras que existe controversia en el papel que desempefia el CRD en la formacion de
tetrdmeros; en este trabajo se encontr6 diferencias en cuanto a la infeccion con DENV-2 entre
las diferentes muestras, cada muestra proviene de un donador y lo que se observa son titulos
virales diferentes probablemente debido al polimorfismo de CD209 que conlleva a que la
captura de DENV sea eficiente o no, se han realizado estudios donde se encuentran variantes

génicas de CD209 entre la poblacion (177).

En conclusion la infeccion induce la maduracion de las células dendriticas aumenta el
nimero de células que expresan CD80 y HLA-DR, sin embargo, también aumenta la expresion
de receptores como CD14 y CD205, lo cual podria inducir un aumento en el titulo viral, ademas
de lo anterior, se observa un aumento de la expresion de la molécula CTLA-4 que favorece el
estado de anergia en linfocitos y un microambiente regulador con la produccion de IL-10. El
estimulo con CD209 previo a la infeccidon mantiene el estado de activacion de la célula al igual
que la infeccion, pero en este caso no se observa aumento de CD14, que induzca un aumento en
el titulo viral, ademés que se inhibe la expresion de CTLA-4, con lo que el estado de anergia de
linfocitos se reduciria y el microambiente regulador se ve modificado por un aumento de TNF-a

e IFN-y y una disminucién de IL-10.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES

e La infeccion con DENV-2 induce la expresion de moléculas de presentacion y co-
estimulacion necesarias para la activacion de linfocitos, sin embargo, es importante
destacar que se encontr6 un aumento en la expresion de CTLA-4, que podria inducir
anergia en los linfocitos, por lo que habra una competencia entre las moléculas CD80/86
y el CTLA-4, en la activacion de los linfocitos.

e Al estimular previamente células dendriticas con anti-CD209 se observa que hay una
disminucion de la infeccion con DENV-2, lo cual se corrobora al comparar el titulo viral
para las DC’s infectadas con DENV-2 y el titulo viral de las DC’s a las cuales se ha
afiadido previamente anti-CD209. Sin embargo el estimulo previo a la infeccién no
altera la activacion de células dendriticas ya que hay un incremento en la expresion de
moléculas de co-estimulacion CD80/CD86.

e El estimulo con CD209 previo a la infeccion con DENV-2 mantiene el estado de
activacion de la célula al igual que la infeccion, pero no se observa aumento de CD14,
también se encontr6 que se inhibe la expresion de CTLA-4, ademas de que hay un

aumento de TNF-a e IFN-y y una disminucién de IL-10.
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6 APENDICE

Figura 1. Monocitos diferenciados a células dendriticas: dia 1, 3 y 5 de diferenciacion. Se
evaluaron 3 concentraciones de GM-CSF e IL-4 en en ng/ml A) observamos células sin citocinas, B) la
concentracion de 50 y 25 ng/mL, en C) 100 y 50 ng/mL, D) 200 y 100 ng/mL, respectivamente.
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