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RESUMEN

El dengue es una enfermedad viral reemergente responsable de 50-100 millones de casos
clinicos y 10,000 muertes cada afio en todo el mundo. Las plaquetas juegan un papel
central en la interfaz de inmunidad y hemostasia durante las infecciones virales. Estas
células ahora son reconocidas como centinelas inmunoldgicas en la primera linea de
defensa que participan en la deteccidn y respuesta a patdgenos y son responsables de
enviar sefiales de dafo a la vasculatura y al espacio extravascular. Con frecuencia, esto
da como resultado una disminucién en el nimero de plaquetas circulantes fendmeno

conocido como trombocitopenia.

La trombocitopenia es una caracteristica comun que ocurre en las manifestaciones de
dengue leve y severo y esta estrechamente relacionada con la gravedad de la enfermedad.
Se han estudiado diferentes mecanismos para explicar la trombocitopenia en pacientes
con dengue severo, uno de ellos es la participacion de la proteina no estructural 1 (NS1)
del virus del dengue (DENV) que puede secretarse a la circulacion durante la infeccién

por DENV promoviendo una infeccién mas eficaz.

En este trabajo, demostramos que la proteina NS1 de DENV en su version completa y sus
dominios (B-ladder, NS1 wing y NS1 mutante) inducen la expresion del complejo P-
selectina y glicoproteina allbB3 (integrina gpllb/111a) en la superficie de las plaquetas. La
proteina completa (DENV NS1) pudo inducir una agregacion plaquetaria estable tras la
adicion de una dosis minima de difosfato de adenosina (ADP), epinefrina (EPI) y
colageno. Curiosamente, solo EPI podria inducir la formacion de agregados plaquetarios
después de incubar con los dominios proteicos de NS1.



Nuestros resultados sugieren que todo el DENV NS1 y sus dominios promueven el
reconocimiento, la activacion y la agregacion de plaquetas. En cuanto a los resultados
obtenidos en la expresion de citocinas inflamatorias y tromboticas en pacientes infectados
con DENV observamos una mayor expresion durante la fase aguda, lo que concuerda con
el tiempo de circulacion de la proteina NS1 en el organismo, por otro lado los resultados
in vitro son similares a los que observamos en pacientes en fase aguda. Los niveles
incrementados de citocinas inflamatorias y pro trombdticas al inicio de la infeccion
pueden ser marcadores de pronostico para la progresion a Dengue grave y parecen

desempefiar un papel en la patogénesis de la enfermedad.

Palabras clave: Dengue, Plaquetas, NS1, inflamacion, trombosis.
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ABSTRACT

Dengue is a viral re-emerging disease responsible of 50-100 million clinical cases and
10,000 deaths every year worldwide. Platelets play a central role in the interface of
immunity and haemostasis during viral infections. These cells are now recognized as
immunological sentries in the first line of defense that participate in the detection and
response to pathogens and are responsible for sending signs of damage to the vasculature
and extravascular space. This frequently results in a decrease in the number of circulating
platelets. Thrombocytopenia is a common characteristic that occurs in mild and severe
dengue and is closely related to the severity of the disease. Different mechanisms have
been hypothesized to explain the thrombocytopenia in patients with severe dengue, one
of them is the participation of the non-structural protein 1 (NS1) of dengue virus (DENV)
which can be secreted into circulation during DENV infection and promotes a more
efficient infection. In this report, we demonstrate that the Full-length DENV NS1 protein
and its domains (B-ladder, wing and NS1 mutant) induce P-selectin and glycoprotein
allbB3 (gpllb/llla, integrin) complex expression on platelets surface. The complete
protein (DENV NS1) was able to induce a stable platelet aggregation after the addition of
a minimal dose of adenosine diphosphate (ADP), epinephrine (EPI) and collagen.
Interestingly, only EPI could induce the formation of platelet aggregates after incubating
with the protein domains of NS1. Our results suggest that the entire DENV NS1 and its

domains promote platelet recognition, activation, and aggregation.

Regarding the results obtained in the expression of inflammatory and thrombotic
cytokines in patients infected with DENV, we observed a greater expression during the
acute phase, which is consistent with the circulation time of the NS1 protein in the
organism, and on the other hand the results in vitro are similar to those observed in

patients in the acute phase. Increased levels of inflammatory and prothrombotic cytokines

Xii



at the onset of infection may be prognostic markers for progression to severe Dengue and

appear to play a role in the pathogenesis of the disease.

Keywords: Dengue, Platelets, NS1, inflammation, thrombosis
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1. INTRODUCCION

Las plaquetas son celulas anucleadas, que almacenan ARN para ser procesado mediante
mecanismos de vias postranscripcionales altamente especializadas para sintetizar proteinas
como factores de coagulacion, proteinas de defensa y citocinas; almacenarlos en granulos
citoplasmaticos y finalmente secretarlos en respuesta a estimulos durante la activacion
plaquetaria (Semple, Italiano, & Freedman, 2011). El papel de las plaquetas se ha centrado
tradicionalmente en la hemostasia y la trombosis, sin embargo, las funciones inflamatorias
con una influencia importante en las respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas
apuntan hacia un papel principal de las plaquetas en la inmunidad (Hamzeh-cognasse et al.,
2015). Latrombocitopenia es un sello distintivo en pacientes con sintomas leves o graves de
infeccion por el virus del dengue (DENV) (Simon, Sutherland, & Pryzdial, 2015). La caida
del recuento de plaquetas y el aumento de la activacion plaquetaria en pacientes con dengue
se correlacionan con los niveles de inestabilidad hemodindmica y la gravedad de la
enfermedad, mientras que su recuperacion se asocia con una mejoria clinica (Simon,
Sutherland, & Pryzdial, n.d.). Plaguetas que expresan moléculas de reconocimiento de
patdgenos especificos (Ojha et al., 2017). Ademas, las citocinas liberadas de las plaguetas
activadas tras la degranulacion pueden alterar las funciones endoteliales en condiciones
patoldgicas, lo que conduce a la agregacion plaquetaria (Azeredo, Monteiro, & Pinto, 2015);
como resultado, una disminucion en el nimero de plaquetas es una manifestacion que se
observa comdnmente en varias enfermedades infecciosas, incluidos los causados por virus.
La infeccion por el virus del dengue (DENV) es la enfermedad viral transmitida por
mosquitos mas prevalente, y se transmite en entornos urbanos por mosquitos hembras
infectados Aedes aegypti y Aedes albopictus. La infeccion por DENV es endémica en méas
de 100 paises y se considera responsable de aproximadamente 50-100 millones de casos cada
afio (Guzman et al., 2010). EI DENV es un virus de ARN que codifica tres proteinas
estructurales, la proteina de la envoltura (E), la proteina de membrana (M), la capside (C) y
siete proteinas no estructurales (NS). La proteina no estructural 1 (NS1) es una glicoproteina
versatil de PM de 45-56 kDa que contiene 352 residuos de aminoacidos (Akey, Brown, Dultta,
Konwerski, & Jose, 2014). NS1 participa en la replicacion del genoma viral como un dimero

intracelular, puede expresarse en la superficie celular de la célula infectada y participa en la



evasion del sistema inmunolégico como un hexamero secretado a la circulacién. El analisis
de la estructura cristalografica revela que cada mondmero NS1 estd organizado en tres
dominios diferentes: el B-roll altamente hidrofébico (1-29 aminoé&cidos), el ala (30-180
aminoéacidos) y la B-ladder (181-352 aminoéacidos) (Rastogi, Sharma, & Singh, 2016). La
evidencia experimental sugiere que NS1 podria desempefiar un papel importante durante la
replicacion del virus. Se ha informado que los niveles séricos de NS1 en pacientes infectados
con dengue se correlacionan con la gravedad de la enfermedad y estos pueden alcanzar hasta
50 ug / ml en la etapa aguda de la infeccion (Alcon et al., 2002). La deteccion de NS1
circulante en el suero de pacientes infectados es un enfoque comdnmente utilizado para el
diagndstico precoz de esta infeccion por DENV (Lai et al., 2017). Se ha sugerido que DENV
NS1 podria unirse directamente a las plaquetas e inducir la activacion plaquetaria a través de
la transduccion de sefiales (Edeling, Diamond, & Fremont, 2014), lo que puede aumentar la
secrecion plaquetaria de factores de coagulacion, mediadores inflamatorios y conducir a la
agregacion plaquetaria, aunque se reconoce que la proteina NS1 desempefia un papel
fundamental en la patogenia del dengue, se sabe poco sobre el papel que desempefian los

dominios NS1 individuales en la respuesta plaquetaria.

1.1 Plaquetas.

Las plaquetas son células provenientes del megacariocito, célula localizada principalmente
en medula 6sea, y cuya funcion fisiol6gica mas importante y estudiada es su participacion en
los procesos de hemostasia y trombosis (Lopez & Macaya, 2013). Descritas por primera vez
por Donne y colaboradores a mediados del siglo XIX y confirmadas como elementos
celulares unicos en 1872 por Hayem, las plaquetas pueden activarse al ser expuestas a
elementos expresados por la matriz extracelular lesionada, moléculas solubles agonistas
secretadas por las mismas plaquetas u otras células del microambiente o durante procesos
infecciosos causados por bacterias y virus. Las plaquetas activadas adquieren una estructura
morfoldgica y fenotipica caracteristica. Esta respuesta permite a las plaguetas aumentar su
adhesividad y capacidad de agregacion al expresar ligandos y receptores para interaccionar
con otras células presentes en circulacion y con el endotelio lesionado. Otra caracteristica, es

el aumento en su superficie de contacto y, a su vez, liberan una variedad de mediadores



capaces de intervenir en la coagulacion, inflamacion y quimiotaxis del sitio lesionado,
afectando la trombosis y la homeostasis del sistema vascular (Linden, 2013; Rodak, 2004;
Sorrentino et al., 2016; Thon & Italiano, 2012). Las plaquetas son células anucleadas con
morfologia discoide, miden alrededor de 2 a 5 um de didmetro en estado inactivo. El ser
humano adulto posee cerca de un trillon de plaquetas en circulacion. Estas células cuentan
con un tiempo de vida media que va de 8 a 10 dias aproximadamente. Para mantener el
volumen plaquetario de 150-400 x 109 células/L en un adulto es necesario generar alrededor
de 100 billones de nuevas plaquetas por dia (Linden, 2013). Por su parte, el megacariocito es
una célula de gran tamafio proveniente de linaje mieloide que constituye menos del 0.1% de
la poblacion celular en medula 6sea. Durante su maduracion, el megacariocito sufre un
proceso constante de replicacion del material genético (8, 16, 32 y hasta 64 divisiones
cromosomales) sin pasar por la fase mitotica, proceso conocido como endomitosis. Durante
este paso, la célula incrementa su tamafio paulatinamente hasta 100 um (Linden, 2013;
Rodak, 2004). Una vez maduro, el megacariocito en contacto con la célula endotelial del
sinusoide vascular de la médula désea emite largas prolongaciones citoplasmaticas
denominadas, las cuales a su vez presentan una serie de terminaciones donde ocurre la
liberacion de las plaquetas. Una vez liberadas contindan su maduracion en circulacién. Un
solo megacariocito puede dar lugar a un aproximado de 1000-5000 plaquetas antes de que su
material nuclear sea eliminado por fagocitosis mediada por macrofagos (Bermejo, 2017;
Heller, 2017; Linden, 2013).

1.1.2 Estructura plaquetaria

La estructura plaquetaria esta conformada por 4 zonas con funciones caracteristicas: una zona
periférica, una zona denominada sol-gel, la zona de organelos y el sistema de membranas
(Bermejo, 2017; Gremmel et al., 2016). En la zona periférica se localiza una membrana
recubierta por una capa de glucocalix la cual participa principalmente en el contacto
asegurando la adhesion de las células al endotelio lesionado y posteriormente favoreciendo
la agregacién de estas. El glucocalix es una estructura dinamica y el primer sitio de
interaccién con el exterior celular, se encuentra conformada por cadenas de oligosacaridos

provenientes de glicoproteinas de membrana, polisacaridos originados de proteoglicanos de
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membrana y proteinas como albumina y fibrindgeno; ademas, ahi se localizan los complejos
receptores GPIIb-1X-V mediadores de la adhesion plaquetaria a la porcion de adhesion del
factor de von Willebrand (VWF); la GP VI, por su parte, es el receptor para colageno mas
importante. La GPIb se une a la trombina y la GPIIbllla a fibrindgeno durante la formacion
del tampon hemostéatico. La carga negativa de las plaquetas responsable de que no se lleven
a cabo interacciones no deseadas, esta dada por la presencia de residuos de acido sialico
(Bermejo, 2017; Gremmel et al., 2016; Rodak, 2004). Situada por debajo de la glucocalix, se
encuentra la membrana plaquetaria; esta posee un espesor de aproximadamente 20 nm y se

trata de una bicapa lipidica rica en glucoproteinas.

Al igual que muchas otras membranas bioldgicas, posee proteinas integrales que fungen
como receptores, bombas, enzimas y cofactores necesarios para la actividad plaquetaria
(Bermejo, 2017; Gremmel et al., 2016). La region llamada sol-gel se conforma por una
sustancia viscosa y una red de microfilamentos de actina los cuales forman una matriz en
donde se encuentran suspendidos los organelos celulares, los microtubulos involucrados en
el soporte del citoesqueleto y glucdgeno. Se localizan también vesiculas de clatrina y
organelos de secrecion. En esta area se incluye el sistema tubular denso (DTS, dense tubular
system), proveniente del reticulo endoplasmico liso del megacariocito. Es el sitio donde se
localiza la mayor fuente de calcio interno, fundamental para llevar a cabo los mecanismos
funcionales de la plaqueta. Por otro lado, el sistema canalicular abierto se encuentra formando
parte de la membrana plaquetaria, prolongandose hacia el interior de la célula. Funge como
canal de transporte entre la célula y el medio extracelular, participa en la adhesion plaquetaria
favoreciendo el incremento de la superficie de contacto de la plaqueta (Bermejo, 2017;
Gremmel et al., 2016; Rodak, 2004).

Dentro de los organelos que poseen las plaquetas se encuentran: las mitocondrias
involucradas en el metabolismo energético de la célula, los glicosomas, cadenas densas de
electrones, reticulo endoplasmico y 3 tipos de granulos secretores clasificados de acuerdo
con su ultraestructura, densidad y contenido en: granulos alfa (a), granulos densos (8) y
lisosomas (A), como se muestra en la figura 1 y en la tabla 1 (Bermejo, 2017; Gremmel et al.,
2016).
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llustracion 1. Estructura plaquetaria

Figura 1. Estructura plaquetaria. Las plaquetas cuentan con un sistema canalicular, microtibulos,
mitocondrias, granulos alfa, densos y lisosomales los cuales concentran una gran variedad de facotres
quimiotacticos solubles, ademés de depositos de glicdgeno. Zapata et al., (2014). The role of platelets in the

pathogenesis of viral hemorrhagic fevers. PLOS Neglected Tropicals Diseases.

Tabla 1. Generalidades de los granulos plagquetarios

Cantidad/  Diadmetro Area de Marcadores Funciones generales
plaqueta (nm) superficie comunes
(Hm2) /
plaqueta
a-granulos 50-80 200-500 14 VWF, CXCL Hemostasis/trombosis
(PF4), P-selectina Inflamacion




Angiogeénesis

Defensa del huésped

Mitogénesis
é-granulos 3-8 150 <1 CD63, Serotonina Hemostasis/trombosis

Inflamacion
Lisosomas <3 200-250 <1 Fosfatasa &cida Digestion endosomal

Modificado de: Gremmel et. al., 2016.

Los granulos a aparecen en la region trans (TGN, Trans-Golgi Network) del aparato de Golgi
formando pequefias vesiculas; transitan de manera inmadura a través de cuerpos
multivesiculares hasta alcanzar su tamafio y densidad final. Se pueden determinar 3 zonas en
el granulo: un area nuclear rica en los proteoglicanos: B-trombomodulina y factor plaquetario
4. Posterior a esta se encuentra una region asociada con la marcacioén de fibrindgeno,
trombospondina, albumina y factores de crecimiento; seguido de una zona clara o periférica
la cual alberga VWF en su forma multimérica de alto peso molecular (Bermejo, 2017). Las
proteinas almacenadas en estos compartimentos pueden tener su origen en la pre-sintesis por
parte de la propia célula que posteriormente son almacenados en granulos inmaduros o por
endocitosis del plasma extracelular la cual es llevada a cabo tanto por el megacariocito
durante el proceso de maduracion celular, como por la propia plaqueta (Gremmel et al.,
2016). El contenido de los granulos y sus funciones generales se sintetizan en la siguiente
tabla (Tabla 2).

Tabla 2. Funcion de las moléculas contenidas en los granulos a de las plaquetas

TIPO DE MOLECULA CONTENIDO DE GRANULO FUNCIONES

Proteinas de adhesién VWF + pro-péptido, Fg, Fn, Vn, Interacciones de contacto celular,
TSP-1, TSP-2, laminina-8




hemostasia primaria y
constituyentes de la matriz
extracelular
Factores de la coagulacién y sus Factor ~ V/Va, factor  Xl, Generacion de trombina,
inhibidores multimerina, proteinas S, formacion del coagulo vy
HMWK, proteasas, nexina-1y -2, proliferacion de la matriz
TFPI, inhibidor de proteina C, extracelular
gas6
Factores fibrinoliticos y sus Plamindgeno, PAI-1, u-PA, a2- Produccion de plasmina vy

inhibidores

antiplasmina, TAFI, 02-

macroglobulina

remodelacién vascular

Proteasas y antiproteasas

MMP-1, -2, -9, ADAMTS13,
ADAMS10, ADAMS17, TIMPs 1
-4, inhibidor plaquetario del FIX,
Cl1 inhibidor, o2-antitripsina

Angiogénesis, regulacion de la
coagulacién y de mecanismos

celulares

de

mitogénicos

Factores crecimiento

y

PDFG (A, By C), EGF, IGF-1,
VEGF (A y C), bFGF (FGF-2),
HGF, BMN-2, -4, -6, CTGF,
SCUBEL, IGFBP3

Quimiotaxis, proliferacion celular

y angiogénesis

Quimiocinas, citocinas y otros

TGF-B1 y B2, IL-1, RANTES
(CCL-5), IL-8, MIP-1a, MIP.2,
GRO-a, MCP-1, MCP-3, PF4, B-
TG, NAP-2, angiopoyetina-1,
HMGB1, IL-6sR,

osteonectina,

endostatina,
dickkopf-1,

osteoprotegerina

de

quimiotaxis, interaccion celular,

Regulacion angiogénesis,

remodelacion vascular

Proteinas antimicrobianas

Trombocidinas, quinocidinas

Bactericida, fungicida

Glicoproteinas de membrana

olIbp3, avp3, GPIb, PECAM-1,
constituyentes de la membrana
plasmatica,  receptores  para
agonistas primarios, P-selectina,
TLT-1, CD63, CD40L, TF,
TRAIL, furina, cellubrevina,

syntazina-2, clatrina

Adhesion y agregacion
plaquetaria, endocitosis  de
proteinas, secrecion, inflamacion,
generacion de trombina,

interaccion plaqueta-leucocito y

plaqueta — pared vascular

Otras

de
alblmina, inmunoglobulinas G y
Ml

4-sulfato condroitina,

precursor de amiliode b

Varias




proteina, factor H de

complemento, semaforin 32

Modificado de: Bermejo, 2017.

Los cuerpos o granulos densos (8) tienen una génesis asociada al desarrollo del sistema
endosomal de la célula durante la maduracion del megacariocito para posteriormente ser
depositadas en corpusculos multivesiculares al igual que los granulos alfa. Almacenan
moléculas como la serotonina, potente vasoconstrictor y Ca+2, Mg+2, ADP y ATP,
componentes de gran importancia en la fisiologia plaquetaria. La secrecién de estas
biomoléculas se lleva a cabo durante la activacion plaquetaria mediante la fusion del cuerpo
denso con la membrana celular (Bermejo, 2017; Gremmel et al., 2016). Las moléculas
presentes en los granulos densos de las plaguetas se muestran en forma detallada en la

siguiente tabla (Tabla 3).

Tabla 3. Funcion de las moléculas contenidas en los granulos densos de las plaquetas

Sefalizacion celular

CONTENIDO DEL
GRANULO

FUNCION

Rho-GDP-inhibidor del dominio
N terminal de calcio-calmodulina,

14-3-3 zproteina

Regulador de proteinas Rho,
movilizaciéon y union de calcio,
activadores de Tyr 3-hidroxilasas,
union de proteinas a
fosfatidilserina

Moléculas chaperonas

Ciclofilina A, grp78, proteina de
choque térmico de 70 KDa,

disulfuro-isomerasa

Facilitan el ensamblaje de
proteinas multiméricas, actGan en
union de Ca2+ y ATP, catalizan

uniones -S-S

Citoesqueleto

B actina, olactina, proteina
asociada a  adenilatociclasa,
cofilina 1, filamina A, precursor
de gelsolin, kindinl, cadena

liviana de miosina-2, pleckstrina,

Involucran movilidad celular,

reciclan actina 'y  cofilina,
controlan la polimerizacion de
actina, anclan proteinas de

transmembrana a la actina,




talina 1, transgelina 2, la cadena 3
de latrombopoyetina,

tropomiosina, vinculina.

regulan cambio de forma vy
secrecién, pueden ser sustratos de
PKC en la reorganizaciéon del

citoesqueleto, entre otras.

Glicolisis

Aldolasa, aenolasa 1, GAPDH,
lactato deshidrogenasa B,

piruvatocinasa

Convierte: F-1, 6-DP en DHAP,
piruvato en GAP, GAP en 1.3
BPG, piruvato en lactato y

fosfoenolpiruvato

Relacionadas con la funcién

plaquetaria

Precursor de beta-
tromboglobulina, FXIII, precursor
de la cadena alfa de fibrinégeno,
region C de la cadena Ig gamma,
factor plaquetario 4, glicoproteina
I, precursores de proplaquetas,
albumina sérica, precursor de

trombospondina-1

Neutralizacion de heparinas
(asociadas a a- granulos),
entrecruzamiento de las cadenas
de las cadenas de fibrina,
polimerizacién de fibrina, actdan
como cofactor en la agregacion y
son receptores para fibrindgeno y

fibronectina

Modificado de: Bermejo, 2017.

Las plaquetas, ademas, poseen granulos lambda o lisosomales los cuales presentan una
estructura homogeénea. Su principal funcién durante la activacion de la plaqueta esta asociada
a interacciones con la pared vascular y la digestion de la matriz subendotelial. En las
plaquetas en reposo fungen como estructuras autofagicas eliminando desechos o estructuras
no deseadas. Realizan su funcion mediante enzimas como las catepsinas, elastasas,
colagenasas, galactosidasas y fosfatasas acidas. De igual manera se han descrito corpusculos
con actividad peroxidasa y catalasa, denominados homdlogos de los peroxisomas (Bermejo,
2017; Gremmel et al., 2016).

La liberacién del contenido granular, cambios en la estructura del citoesqueleto y la expresion
de una amplia gama de receptores membranales, son sin duda los procesos méas estudiados
de las plaquetas durante su activacion posterior a una lesion vascular; sin embargo, no es el
unico papel que desempefian estas células, durante la Ultima década se ha descrito su
participacion en la inmunidad innata, inflamacidn, angiogénesis, y en la defensa contra
agentes patdgenos como bacterias y virus (Assinger, 2014; Hamzeh-Cognasse et al., 2015;
Linden, 2013; Sorrentino et al., 2016; Thon & Italiano, 2012).



1.2 Plaquetas e inmunidad

La hemostasia es un requisito fundamental de la vida humana con caracteristicas
indispensables para equilibrar los pardmetros clave como la hemodinamica, la integridad de
las células endoteliales y la permeabilidad de los vasos. Las plaquetas son células efectoras
altamente especializadas y esenciales en la hemostasia que ademéas de las importantes
actividades hemostéticas en las que las plaquetas juegan un rol principal, se reconoce cada
vez mas que las plaquetas son también importantes células inflamatorias con papeles clave
en las respuestas inmunes innatas y adaptativas (Hottz et al., 2013). Las plaquetas expresan,
almacenan, sintetizan y liberan rapidamente una variedad de factores, incluyendo citocinas
que regulan las interacciones con el endotelio y pueden alterar las funciones endoteliales en
condiciones patoldgicas, también poseen las estructuras y funciones arquetipicas de las
células profesionales de defensa del huésped.

Las relaciones aparentemente complejas entre las plaquetas y los patdgenos infecciosos han
sido objeto de revisiones recientes, llevaron a varios grupos a examinar la posibilidad de que
las plaquetas desempefian un papel especifico en la inmunidad innata y principalmente en la
deteccion del patégeno. Debido a que las plaguetas no se internan en tejido linfatico, la
interaccion con los leucocitos ocurre en el bazo, higado y torrente sanguineo,
desconociéndose los mecanismos exactos de este proceso (Semple et al., 2011). La amplia
gama de mediadores internalizados en las plaquetas puede ser liberados a la circulacion o
translocados a la membrana plasmatica de la célula durante su activacién. Otra particularidad
de éstas es su capacidad para liberar biomoléculas sintetizadas de novo. Se ha demostrado
que las plaquetas contienen una gran cantidad de ARN mensajero (ARNm) y ademas contar
con la maquinaria necesaria para que se lleve a cabo el proceso de traduccion. Tanto los
compuestos preformados, como los sintetizados, estan implicados en la modulacién de la
respuesta celular a diversos microambientes como los que se presentan durante: procesos
infecciosos, cancer o patologias propias de las células (Lindemann & Gawaz, 2007; Rowley
et al., 2012; Wicki et al., 1989). Un gran numero de infecciones virales cursan con una
disminucion en el nimero de plaquetas circulantes, ya sea por lisis celular o por inhibicién

en la produccion de estas; ademas, virus como el de la inmunodeficiencia humana, influenza,
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hepatitis C y dengue se han localizado internalizados en las mismas (Jenne & Kubas, 2015).
Existe cada vez mas evidencia de que las plaquetas no son simples observadores de la defensa
del organismo sino mé&s bien necesarias para la eliminacion de algunos patégenos. Un
ejemplo de esto es la proteccion que ejercen las plaquetas frente al virus de la coriomeningitis
linfocitica (Loria et al., 2013). Se ha observado que la interaccion plagueta-neutrofilo podria
ser inducida por la via del ligando del receptor de tipo toll 3 (TLR3), receptor asociado
clasicamente con infecciones virales, aunque el mecanismo no ha sido comprobado, puesto
que no se ha demostrado la expresion de este receptor en la plagueta. En estudios recientes
se ha demostrado que las plaquetas de donadores sanos expresan TLR7 el cual reconoce
especificamente ARN de cadena sencilla (ARNcs), un patron molecular asociado a patégenos
(PAMPs) viral clésico, indicando que la estimulacion de la plaqueta mediante este receptor
conlleva a su activacion y desgranulacion; sin embargo, puesto que el TLR7 esta presente
unicamente en endosomas, el virus debe ser reconocido por otro receptor aun no identificado
para ser internalizado (Jenne & Kubas, 2015). Lo anterior sustenta la hipétesis de que los
virus pueden activar directamente las plaquetas favoreciendo asi su participacion en la

respuesta inmune desencadenada por infecciones virales, como las arbovirosis.

1.3 Arbovirus

Las infecciones por arbovirus constituyen un grave problema de salud publica. Mas de 100
arbovirus tienen la capacidad de infectar humanos y causar morbilidades, que van desde
secuelas permanentes provocadas por encefalitis o artritis, hasta la muerte provocada por
hemorragias severas. El problema causado por arbovirus sigue creciendo debido a que
contintan ampliando su distribucién geogréafica. Se considera que el virus del dengue es
causante de aproximadamente 50 millones de casos anuales. Numerosos virus entre ellos,
Vaccinia, virus de la influenza, citomegalovirus, VIH, virus de la hepatitis C, interactian con
las plaquetas (YYeaman, 2014), indicando que existe una relacion entre los virus y estas células
que contribuye a la patologia. Aunque las plaquetas tienen una funcion importante en la
coagulacioén es cada vez mas claro que poseen también un papel importante en la respuesta
inmune, mediante funciones inflamatorias que tienen una profunda influencia en la respuesta

inmune tanto innata como adaptativa. Las plaguetas son células con capacidad de almacenar
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citocinas inflamatorias y quimiocinas en sus granulos, las cuales son liberadas en respuesta
a estimulos en la fase de activacion plaquetaria. Al mismo tiempo, son blanco de la infeccién
de virus como el dengue, lo cual podria influenciar profundamente la patofisiologia de la
enfermedad. Por lo anterior es que en el presente trabajo se estudiara la relacion que existe
entre los fendmenos inflamatorios propiciados por las plaquetas y su contribucion a la

patofisiologia de la enfermedad.

1.4 Epidemiologia

Los 4 serotipos del DENV, se transmiten dentro de las mismas regiones geogréficas. La
infeccion con el DENV puede resultar en fiebre no complicada (FD) o en formas severas de
la infeccion como la fiebre hemorragica por dengue (FHD) o el sindrome de choque por
dengue (SCD) estos dos ultimos se caracterizan por alteraciones hemodinamicas,
permeabilidad vascular incrementada, hipovolemia e hipotensién. Se estima que 2.5 billones
de personas estan en riesgo de contraer una infeccidn por este virus y alrededor de 50 millones
de casos por Dengue ocurren cada afio incluyendo 500,000 hospitalizaciones por dengue
hemorragico (Guzman et al., 2010), y de estos aproximadamente un 2.5% fallecen (OMS,
2016). En México a la semana epidemioldgica 53 que corresponde a la Gltima sema de
Diciembre de 2020 se confirmaron un total de 24,313 casos, de los cuales 1,058 fueron
dengue severo hemorragico. El 59% de los casos confirmados corresponden a los estados de
Jalisco, Michoacéan, Tamaulipas, Nuevo Leon y San Luis Potosi. (SINAVE/DGE/SALUD).

1.5 Patogénesis del dengue

El DENV tiene 4 serotipos distintos (DENV 1-4), cuatro de ellos evolucionaron en primates
no humanos de un antepasado comun y cada uno entré en el ciclo urbano de manera
independiente aproximadamente hace 500-1000 afios atras. La quinta variante DENV-5 fue
aislada en octubre de 2013. Este serotipo sigue el ciclo silvestre a diferencia de los otros
cuatro serotipos que siguen al ciclo humano. La causa probable de la aparicion del nuevo
serotipo podria ser la recombinacion genética (Mustafa et al. 2014). Las propiedades

bioldgicas del DENV, incluyendo la unién al receptor, la hemaglutinacion de los eritrocitos,
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la induccién de anticuerpos neutralizantes y la respuesta inmune, estan asociadas con la
glicoproteina E. Cada DENV comparte alrededor del 65% del genoma con los otros serotipos,
que es aproximadamente el mismo grado de relacion genética que el virus del Nilo Occidental
comparte con el virus de la encefalitis japonesa. A pesar de estas diferencias, cada serotipo
causa sindromes casi idénticos en los seres humanos y circula en el mismo nicho ecoldgico.
Los mosquitos vectores, principalmente Aedes aegypti, se infectan cuando se alimentan de
seres humanos infectados durante el periodo de viremia el cual dura habitualmente cinco
dias. El virus pasa del tracto intestinal del mosquito a las glandulas salivales después de un
periodo de incubacidn extrinseca, un proceso que tarda aproximadamente 10 dias y es mas
rapido en climas con a altas temperaturas. Las picaduras de mosquito después del periodo de
incubacidn extrinseca resultan en una infeccién, que podria ser promovida por las proteinas
salivales del mosquito. Las células dendriticas infectadas maduran y migran a los ganglios
linfaticos locales donde presentan los antigenos virales a las células T, Iniciando las
respuestas inmunes celulares y humorales. También hay evidencia de una abundante
replicacion del DENV en células hepaticas y en macrofagos de ganglios linfaticos, higado y
bazo, asi como en monocitos de sangre periférica, los cuales participan en la potenciacion
inmunitaria. Recientemente, Reyes-Ruiz et al., demostraron que el DENV se replica en el
reticulo endoplasmatico y que una parte del ciclo biol6gico del virus se lleva a cabo a nivel
citoplasmatico; de manera relevante, observaron que algunas proteinas virales (NS5 y C) son
translocadas al nucleo durante el proceso infeccioso, en células de mama. En sus resultados
encuentran las proteinas virales C, NS1, NS3 y NS5 en el ndcleo de la linea celular C6/36,
generando estructuras complejas denominadas “estructuras similares a hebras” (Reyes-Ruiz
et al., 2018). EI DENV produce varios sindromes que estan condicionados por la edad y el
estado inmunoldgico. Durante las infecciones iniciales del dengue, la mayoria de los nifios
experimentan infeccidn subclinica o sindromes febriles indiferenciados leves. Durante las
infecciones secundarias del dengue la fisiopatologia de la enfermedad cambia
dramaticamente, particularmente las infecciones secuenciales en las cuales la infeccion con
DENV-1 es seguida por la infeccion con DENV-2 o DENV-3, o la infeccion con DENV-3
es seguida por la infeccion con DENV-2. Tales infecciones pueden dar como resultado un
sindrome de permeabilidad vascular aguda conocido como sindrome de choque de dengue
(DSS).
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Los estudios in vitro demuestran que la infeccion de monocitos y células dendriticas maduras
da lugar a una mayor replicacién del virus como resultado de la supresion del sistema inmune.
Posteriormente, el aumento del nimero de células infectadas presenta dianas para las células
TCD4 y TCD8, produciendo grandes cantidades de interleucina (IL)-10, IL-2, interferon
(IFN)-y y factor de necrosis tumoral (TNF) que, aisladamente o en combinacion, pueden
contribuir al dafio endotelial y una alteracion de la hemostasia (Calvert et al., 2015). Los
viriones liberados de las células infectadas también podria dafar directamente las células
endoteliales y la absorcion de la proteina no estructural NS1 por los hepatocitos podria
promover la infeccion viral del higado. Durante la FHD, también se activa la cascada del
complemento y los niveles de los productos de activacion del complemento C3a y Cba se
correlacionan con la gravedad de la enfermedad. Hipotesis alternativas de la patogénesis de
DENYV incluyen las sugerencias de que las respuestas de células T secundarias se atentan
porque la estimulacion de la memoria de células T da lugar a la produccion de células CD4
y CD8 que tienen una capacidad disminuida de matar pero liberan citocinas inflamatorias
que contribuyen a la gravedad de la enfermedad asi como hip6tesis méas recientes que
sugieren que la reactividad cruzada entre NS1, plaquetas y células endoteliales genera

anticuerpos que dafian estas células (Simon et al., 2015)

1.6 Estructura del virus de Dengue

El DENV es un icosaedro de 50 nm, aproximadamente, conformado por una membrana
lipidica (obtenida de las células del huésped), sobre la cual se insertan las proteinas de
membrana y de envoltura. El interior del virus contiene el complejo riboproteico conformado
por la proteina de la capside y el genoma viral que consiste en una Unica hebra de ARN de
sentido positivo que codifica para un poli péptido Unico, que contiene 3 proteinas
estructurales: capside (C), membrana (M) y envoltura (E) asi como 7 proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) que intervienen durante los
procesos de ensamblaje y replicacion del RNA gendmico (Guzman et al., 2010) figura 2. La
sintesis de la proteinas virales y ARN viral ocurren predominantemente en el citoplasma de
las células hospederas. La replicacion es lenta y comienza dentro de las 15 horas después de

la infeccién. Las proteinas de la envoltura, con la que el virus se une a receptores de las
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células anfitrionas, lleva a cabo las funciones biologicas del virus, incluido el transporte del
genoma viral en la célula huésped, la hemaglutinacion de los eritrocitos, la induccion de

anticuerpos neutralizantes, y la respuesta inmune protectora (Gurugama et al., 2010)
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Figura 2. Genoma y ciclo bioldgico de los arbovirus. La figura muestra los receptores descritos para que se
lleve a cabo la internalizacion del virus a la célula diana, siendo DC SING vy el receptor Fc los principales
descritos. El proceso replicacion del material genético y ensamblaje de los viriones se lleva a cabo en
citoplasma, lo anterior mediado principalmente por proteasas y modificaciones en el pH del medio. Por otra
parte, se observa el papel individual que lleva a cabo la proteina NS1 y su capacidad para ser traslocada a la
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membrana de la célula infectada en forma de dimero y excretada al medio extracelular en forma de hexamero,

participando en la respuesta inmunoldgica contra el virus. Guzman et al. 2016 Nature Rev.

1.6.1 Proteina no estructural 1 (NS1) del virus de dengue

Se sabe que las proteinas estructurales del DENV tienen una funcién especifica, sin embargo
las funciones de las proteinas no estructurales solo se han definido parcialmente. La proteina
NS1 (46 kDa) forma dimeros o hexameros asociados a balsas lipidicas de la membrana
plasmatica. Es una glicoproteina altamente conservada que participa activamente en la
patogénesis de la enfermedad, contiene un marco de lectura de aproximadamente 353 a 354
aminoacidos y se puede encontrar soluble en el citoplasma y en el espacio extracelular; por
esta razon, la NS1 puede estimular al sistema inmunitario. La funcién principal descrita de
esta proteina es su participacion en replicacion del material genético del virus proponiéndose
interacciones directas con NS4A y NS4B (Akey et al., 2014). Clasicamente, se ha observado
a la proteina en forma de mondmero en el citosol de células infectadas. Posterior a las
modificaciones postraduccionales ocurridas en reticulo endoplasmatico, se observa a la
proteina formando dimeros anclados en las membranas celulares. Los mecanismos mediante
los cuales ocurre este proceso son desconocidos, pero, se propone asociacion de la proteina
a fosfatidilinositol y lipidos glicosilados. NS1 es la Unica proteina no estructural que tiene la
capacidad de ser secretada al medio extracelular, lo hace formando hexdmeros asociados a
moléculas lipidicas, que le confieren caracteristicas hidrofébicas, asemejando una
lipoproteina. Dadas estas caracteristicas, se propone a NS1 como un potente inhibidor de la
cascada de la coagulacion irrumpiendo en la génesis endogena de particulas lipoproteicas
(Akey et al., 2014; Chen et al., 2018). Niveles elevados de proteina NS1 en sangre se han
observado en fases criticas de la enfermedad, asociando concentraciones superiores a 50
pg/ml con mayor grado se agresividad de la patologia (Libraty et al., 2002). Estudios previos
han demostrado el dafio endotelial mediante la internalizacion de la proteina a la célula
endotelial y el desencadenamiento de una tormenta de citosinas proinflamatorias en el sitio
de lesion. Se han observado que el bloqueo de los receptores TLR4 y 6 atenua la produccion
de citocinas inflamatorias por parte de las células periféricas mononucleares (Chen et al.,

2015). Posteriormente, se reportd la interaccion entre la proteina NS1 y la célula endotelial
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mediante TLR4 induciendo el dafio endotelial (Modharian et al., 2015). Es escasa la
informacion en la literatura sobre reportes de interacciones directas y especificas entre las

plaquetas y la proteina NS1.

1.6.2 Estructura de NS1 de DENV

La proteina no estructural 1 de DENV (NS1) es una glicoproteina versatil no estructural que
se expresa en la superficie celular y se secreta en el espacio extracelular, donde tiene
funciones de evasion inmune. Hasta la fecha, la biologia estructural de NS1 es limitada, lo
que ha dificultado una comprension completa de sus funciones. Dos grupos independientes
han descrito recientemente la estructura de NS1 (Akey et al., 2014; Edeling et al., 2014) .
NS1 existe como un mondmero, un dimero (proteina unida a la membrana) y un hexamero
(proteina secretada). La estructura tridimensional cristalogréafica de rayos X del dimero NS1
sugiere tres dominios funcionalmente distinguibles: un B-roll hidréfobo (un tramo de 1-29
aminoacidos), un dominio de ala o/p similar a RIG-1 (38 - 151 residuos de aminoacidos) y -
ladder (181 — 352 aminoécidos), estabilizada por enlaces disulfuro (figura 3). La asociacion
de NS1 con la membrana y el complejo de replicacion estan mediados a través de estos tres
dominios estructurales distintos. NS1 es la Gnica proteina no estructural que entra en el lumen
del reticulo endoplasmico (RE), donde NS1 esta glicosilado, forma un dimero, y
posteriormente se secreta durante la replicacion de DENV como dimeros o hexameros, que
son altamente inmunogénicos. Un estudio realizado por Yen L-C y colaboradores indicaron
que el dominio conservado de B-ladder de la estructura NS1 multimérica, desencadena

facilmente respuestas de anticuerpos especificos del hospedero (Yen et al., 2016).
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Figura 3. Estructura de la proteina NS1 de los flavivirus. La figura muestra la estructura de un dimero de
NS1, una de las proteinas se colorea en gris y en colores rojo (B-ladder), azul (B-roll) y amarillo (wing) las
regiones proteicas que forman a la proteina. Se observa también un diagrama topoldgico de la estructura

monomeérica de la proteina NS1. Akey et al. 2014. Science.

1.7 Respuesta inmune contra NS1

La proteina NS1 de DENV es utilizada intracelularmente para promover la replicacion viral,
pero también es secretada a partir de células infectadas como una glicoproteina hexamérica
de 300 kDa. Esta especie hexamérica se encuentra circulando en la sangre de individuos
infectados y su presencia se utiliza para el diagnostico rapido de la infeccién por DENV.
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Recientes investigaciones sugieren un papel critico para NS1 en el dafio vascular que
caracteriza la infeccion severa. Se sabe que NS1 activa los TLR e inhibe el sistema del
complemento (Modhiran et al., 2017). NS1 juega un papel crucial tanto en la supresion y la
activacion de diversas respuestas celulares durante la infeccion por DENV (Rastogi et al.,
2016).

Los TLRs han sido implicados en el reconocimiento de varios flavivirus, donde aumentan o
suprimen las respuestas inmunes frente a patdgenos. Se ha informado que la activacion de
TLR2 y TLR6 por NS1 durante la infeccion por DENV aumenta la produccién de citoquinas
proinflamatorias como IL-6 y TNF-o. Modhiran et al. Informé de la posible participacion de
TLR4 en el reconocimiento de NS1 de DENV (Modhiran et al., 2015). Se ha informado que
NS1 activa las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) a traves de TLR4, lo
que condujo a la expresién de citocinas proinflamatorias. EI aumento de la produccién de
estas citoquinas proinflamatorias afecta la integridad de las células endoteliales. Ademas, el
antagonista de TLR4 y el tratamiento con anticuerpos anti-TLR4 inhibieron el dafio vascular,
un signo caracteristico de la gravedad de la enfermedad del dengue. Recientemente se
demostro que NS1 activa tanto las células inmunes como las endoteliales a través de TLR4
y ademas, se report6 que TLR2 no estuvo involucrado en la respuesta a NS1 (Modhiran et

al., 2017). Estos hallazgos sugieren la interaccion de NS1 con los TLRs.

1.8 Proteina no estructural 1 (NS1) y plaquetas.

La presencia de virus en las plaquetas y su capacidad para ingresar dentro de esas células ha
sido reconocida desde 1959, cuando en un estudio in vitro se introdujo al virus de influenza
en las plaquetas (Danon, D., Jerushalmy, Z., & De Vries, 1959). Las observaciones a esta
situacion no se estudiaron entonces debido a que en esa época las plaquetas no eran
reconocidas como células sino mas bien como restos celulares del megacariocito que tenian
una participacioén exclusiva en la coagulacion (Danon, D., Jerushalmy, Z., & De Vries, 1959).
DENV es el primer virus que se ha descrito como permisivo a la replicacion por plaquetas
(Simon et al., 2015). La infeccion por dengue suele producir trombocitopenia (tanto en
formas leves como graves), y las plaguetas han emergido como viajeros clave en la

patogénesis del dengue. Los estudios recientes han demostrado que el dengue induce la

19



activacion plaquetaria y la apoptosis, que modulan las respuestas inflamatorias en los
monocitos y un aumento constante de la expresion de CD62P en plaquetas aisladas de
pacientes con dengue (Hottz et al., 2013),. Ademas, la infeccidn por dengue desencadena la
sintesis y liberacion de interleucina-1b (IL1b) por plaguetas humanas. Los autores confirman
que el dengue se une directamente a DC-SIGN en la superficie de las plaquetas. Sin embargo
hasta el momento no existe informacion suficiente del papel de NS1, algunos autores
sugieren que NS1 de DENV podria unirse directamente a las plaquetas e inducir la activacion
plaquetaria a traves de transduccion de la sefiales, o que puede aumentar la agregacion
plaquetaria. Estos resultados pueden explicar parte de las causas de la trombocitopenia y re-

enfatizar el papel critico de DENV NS1 en la patogénesis del dengue.
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2. JUSTIFICACION

En el continente americano, el dengue se considera la enfermedad reemergente mas
importante y su forma hemorrégica es cada vez de mayor relevancia, especialmente debido
al aumento progresivo en el nimero de defunciones. Las infecciones por DENV son un
importante problema de salud publica en México al final de 2021 se confirmaron un total de
24,313 casos, de los cuales 1,058 fueron dengue severo hemorragico, sin embargo en los
ultimos afos. Las plaquetas han sido tradicionalmente vistas como mediadores fragmentarios
de la coagulacion. Sin embargo, la evidencia molecular y celular reciente sugiere que tienen
papeles multiples en la defensa del anfitrion contra las infecciones. Desde las primeras lineas
de defensa que detectan patdgenos y despliegan rapidamente péptidos de defensa del
huésped, hasta los mas especializados que reclutan y mejoran las funciones leucocitarias, las
plaquetas representan el vinculo entre la homeostasis y la inmunologia y a pesar de esto la
mayor parte de los estudios de respuesta inmune a infeccién viral han pasado por alto a las
plaquetas, que en afios recientes han demostrado ser también moduladores de la inmunidad
innata y adaptativa.

Los anticuerpos contra las proteinas virales de DENV NS1 juegan un papel central en la
profilaxis y/o tratamiento de la infeccion por DENV mediante inmunizacion pasiva.
Concentraciones elevadas de NS1 se correlaciona directamente con la gravedad de la
enfermedad y el aumento de la viremia. La proteina NS1 es un objetivo importante para el
disefio de inhibidores ya que NS1 secretado y asociado con la superficie celular son altamente
inmunogénicos. La informacidn sobre la estructura molecular de NS1 proporcion6 una mejor
comprension del papel en la patologia de DENV, sin embargo la via por la cual logra activar
a las células inmunoldgicas ha sido poco estudiada.

Por todo lo anterior se necesitan mas investigaciones para dilucidar el papel de la
participacion de NS1 en la activacion plaquetaria para una mejor comprension de los
mecanismos que afectan a las plaquetas en procesos infecciosos por DENV y los complejos
mecanismos que conducen a la trombocitopenia que es caracteristicamente observada en

formas leves y severas de este padecimiento.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las plaguetas han sido tradicionalmente vistas como mediadores fragmentarios de la
coagulacién. Sin embargo, la evidencia molecular y celular reciente sugiere que tienen
papeles multiples en la defensa del anfitrion contra las infecciones. Desde las primeras lineas
de defensa que detectan patogenos y despliegan rapidamente péptidos de defensa del
huésped, hasta los mas especializados que reclutan y mejoran las funciones leucocitarias, las
plaquetas representan el vinculo entre la homeostasis y la inmunologia y a pesar de esto la
mayor parte de los estudios de respuesta inmune a infeccién viral han pasado por alto a las
plaquetas, que en afios recientes han demostrado ser también moduladores de la inmunidad
innata y adaptativa. La infeccidn por el virus de dengue suele producir trombocitopenia (tanto
en formas leves como graves), y las plaquetas han emergido como células clave en la
patogénesis del mismo. En el continente americano, el dengue se considera la enfermedad
reemergente mas importante y su forma hemorragica es cada vez de mayor relevancia,
especialmente debido al aumento progresivo en el nimero de defunciones. Las infecciones
por DENV son un importante problema de salud publica en México, al cierre de 2021 se
confirmaron un total de 6746 casos positivos de los cuales 300 fueron casos de dengue
severo. La proteina no estructural 1 de Dengue (NS1) es un objetivo importante para el disefio
de inhibidores ya que NS1 secretado y asociado con la superficie celular es altamente
inmunogénica. NS1 es una glicoproteina versatil con un PM de 45-56 kDa. Los anticuerpos
contra las proteinas virales de DENV NS1 juegan un papel central en la profilaxis y/o
tratamiento de la infeccion por DENV mediante inmunizacion pasiva. Concentraciones
elevadas de NS1 se correlaciona directamente con la gravedad de la enfermedad y el aumento
de laviremia. Por todo lo anterior se necesita dilucidar a participacién de NS1 en la activacion
plaquetaria para una mejor comprension de los mecanismos que afectan a las plaquetas en
procesos infecciosos por DENV y los mecanismos que conducen a la trombocitopenia que

es caracteristicamente observada en formas leves y severas de este padecimiento.
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4. HIPOTESIS.

La proteina viral NS1 de Dengue induce una respuesta celular inmunol6gica mediada por

plaquetas.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Analizar la respuesta plaquetaria a la proteina viral de DENV NS1y cada uno de sus dominios

5.2 Objetivos especificos

1. Determinar activacion plaquetaria antes y después de la estimulacién con la proteina viral
2. Analizar la interaccion de NS1 con receptores plaquetarios

3. Analizar la respuesta plaquetaria en pacientes con previa infeccion por DENV vy
correlacionar con datos clinicos

4. Determinar citosinas inflamatorias (IL-6, 1L-8) moléculas de adhesion (P-selectina,
PSGL-1) y trombdticas (Dimero D, Factor tisular, PAI-1)
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CAPITULO I.

Production and Purification of Dengue Virus NS1 Glycoprotein in HEK293 Cells
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1. Introduccién.

La glicoproteina NS1 del virus de Dengue (DENV) tiene un peso molecular de ~50 kDa y
existe en multiples formas oligoméricas, como dimeros NS1 intracelulares asociados a la
membrana y NS1 secretada (SNS1) en forma de hexamero (trimero de dimeros). Cada
mondmero consta de tres dominios: B-roll N-terminal (1-30 residuos), wing (31-180
residuos) y B-ladder C-terminal (181-352 residuos) (Edeling et al., 2014). NS1 es un factor
de patogenicidad multifuncional, que es esencial para la replicacion del virus y la evasion
inmune (Rastogi et al., 2016). La NS1 secretada es altamente inmunogénica y estimula altos
titulos de anticuerpos especificos de NS1 (Edeling et al., 2014). Tanto la proteina NS1 como
los anticuerpos se han implicado en la patogenia de la enfermedad. NS1 también es un
biomarcador importante para el diagnostico temprano de la enfermedad (Conde, Silva,
Barbosa, & Mohana-Borges, 2017). En este capitulo, se describen los protocolos para la
produccion, purificacion y caracterizacion de glicoproteinas NS1 de DENV (sNS1, wing
NS1, NS1 B-roll y NS1 B-ladder) mediante transfeccion transitoria de células HEK293T.

Para producir glicoproteinas DENV NS1 recombinantes, se disefiaron genes con codones
optimizados y se clonaron en un vector pHLsec que tiene una etiqueta His C-terminal, y su
expresion en células HEK293T se confirmd mediante transfecciones a pequefia escala A esto
le sigui6 una transfeccién a gran escala del sistema de expresion de mamiferos HEK293T
utilizando botellas giratorias y purificacion mediante cromatografia de afinidad con metales
inmovilizados (IMAC). La proteina -ladder NS1 se obtuvo con alta pureza mediante IMAC
solo, mientras que se llevaron a cabo purificaciones adicionales mediante cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC) para obtener SNS1 de mayor pureza. Se caracterizaron las
glicoproteinas DENV NS1 (sNS1, p-ladder, wing y B-roll).
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2. Materiales y métodos

2.1 Expresion de la proteina NS1 usando células HEK293T.

Se utilizaron células HEK293T cells, para su mantenimento se us6 el medio Dulbecco’s
Modified Eagle (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal de ternero (FCS),
aminoéacidos no esenciales (1:100), y L-glutamina (1:100), acido etilendiaminotetraacético-
tripsina (trypsin-EDTA). Tampon de fosfato salino (PBS): 0.01 M PBS, 0.0027 M cloruro
de potasio, 0.137 M cloruro de sodio, y se ajust6 a un a pH de 7.4. Se utilizaron matraces de
cultivo de tejidos T175. EI ADN plasmidico con una relacion A260/A280 mayor o igual a
1,8 (ver Nota 1). Se recomienda usar placa de cultivo de tejidos de 6 pocillos. Medio Opti-
MEM I, Lipofectamina 2000., Polietilenimina (PEI) (PEI ramificado de 25 kDa, 1 mg/ml en
agua), Botellas de rodillos de superficie expandida. Filtro de tapa de botella de 0,22 um.

Concentrador por centrifugacion de ultrafiltracion.

2.2 Purificacion de proteinas secretadas usando una etiqueta His-6 (IMAC)

Para el proceso de purificacion se usaron Columna HisTrap de 1 o 5 ml, mediante un sistema
de purificacion A" KTA como A" KTA start™ o A" KTA pure™. El tampon de lavado fue
de niquel (filtrado y desgasificado): Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 40 mM y pH
7,5 (ver Nota 2). Para el proceso de elucién se us6 un tampon de elucién de niquel (filtrado
y desgasificado): Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM vy se ajust6 a un pH 7,5.

Para el proceso de dialisis se usaron cassettes comerciales.

2.3 Purificacion adicional por cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Se utiliz6 una columna de aumento Superdex 200. Sistema de purificacion A" KTA como A”
KTA pure™., Tampon de exclusion por tamafio (filtrado y desgasificado): Tris 10 mM pH
8,0 y NaCl 150 mM. Agua Milli-Q filtrada. Etanol al 20% filtrado

2.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western Blot (WB)
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Tampon de muestra de Laemmli 2x: B-mercaptoetanol 20 mM. Bufer de ejecucion SDS-
PAGE Tris. Bloque calefactor. Gel SDS-PAGE. Membrana de nitrocelulosa o PVDF.
Tincion de proteinas. Estandares de transferencia Western. Solucion salina tamponada con
fosfato con Tween (PBST): tampodn de fosfato 0,01 M, cloruro de potasio 0,0027 M, cloruro
de sodio 0,137 M, Tween 20 al 0,05 % v/v y un pH de 7,4. Caja de incubacion de transferencia
Western. Leche al 5% en PBST. Solucion de anticuerpo primario: dilucion 1:1000 de un
anticuerpo 6-His Tag de ratén (Thermo Fisher Scientific) y solucion de anticuerpo
secundario: IgG anti-raton de cabra conjugada con HRP 1:5000 (Bio-Rad). Sustrato de
transferencia Western. Sistema de formacion de imagenes de deteccion de transferencia

Western.

3. Resultados

3.1 Produccion y purificacion de las proteinas DENV NS1 completa, NS1 wing, NS1 -
ladder y NS1 mutante.

Los plasmidos de expresion de NS1 de DENV se disefiaron para codificar los dominios y la
version de NS1 completa, se clonaron en los vectores de expresién pHLSec para producir
proteinas NS1 de DENV con una etiqueta His C-terminal con la excepcion de la p-ladder,

que tenia una etiqueta C-terminal C como se muestra en la Figura 1A.

Estas construcciones se usaron para transfectar células HEK293T vy las proteinas secretadas
se purificaron mediante cromatografia de afinidad y se analizaron mediante tincion SDS-
PAGE Coomassie y WB usando un mAb con etiqueta His o un mAb con etiqueta C o un
anticuerpo NS1 contra DENV (Figura 1B-E). ElI gel SDS-PAGE mostr6 las bandas del
tamafio esperado de NS1 y sus dominios (Figura 1B). El dominio NS1 B-ladder tenia una

sola banda ~25 kDa con la mayor pureza.

La proteina NS1 completa mostré una banda esperada de alrededor de ~ 50 kDa, mientras
que la verdion mutante de NS1 tenia una banda de ~ 45 kDa correspondiente a una masa

molecular ligeramente mas pequefia debido a la eliminacion del dominio B-roll. Ademas,
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NS1 completa mostré bandas adicionales alrededor de ~ 30 kDa y 25 kDa, que pueden
corresponder a NS1 B-ladder-His y NS1 B-roll-wing, respectivamente, formadas después de
la autoescision por la proteasa de la célula huésped. EI dominio wing NS1 mostr6 una banda
intensa de ~150 kDa probablemente debido a su estado multimérico ademas de una banda

muy tenue de ~30 kDa que corresponde a la forma monomérica de wing.

El analisis WB de las proteinas NS1 del DENV (completas y mutantes) mostr0 masas
moleculares esperadas de ~ 50 kDa y la version mutante de NS1 tenia una masa molecular
ligeramente menor debido a la eliminacion del dominio B-roll (Figura 1C). Similar a SDS-
PAGE, WB de DENV NS1 (completo) mostré bandas débiles alrededor de ~ 30 kDa que
pueden corresponder a NS1 B-ladder-His. El wing mostré bandas tenues ~25 kDa y ~50 kDa
en la Figura 1C correspondientes a formas monoméricas y diméricas, respectivamente, y

estas bandas se ven mas claramente en la Figura 2 a una exposicion mas alta.

La banda de ~150 kDa que se muestra en SDS-PAGE de wing-NS1 no se detectd en WB y
esto puede deberse al enmascaramiento del epitopo His. No se observo ninguna banda para

el dominio B-ladder, ya que no tiene una etiqueta de His.

Por otro lado, la WB realizada con un mAb con etiqueta C mostré una banda de ~25 kDa que
corresponde al tamafio esperado de B-ladder de DENV NS1 (Figura 1D). Para caracterizar
aun mas las proteinas NS1 del DENV purificadas, se llevo a cabo una WB con un anticuerpo
de proteina NS1 del DENV policlonal que se dirige a la region central de NS1 del DENV
(Figura 1E). EI WB mostré tamafios moleculares esperados de ~50 kDa, ~45 kDa y ~25 kDa,
que corresponden a proteinas NS1, NS1-mutante y B-ladder, respectivamente. No se observo
una banda clara para wing en el WB y esto puede deberse a que este anticuerpo se une

unicamente a la region de B-ladder de NS1.
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llustracion 4 Disefio y caracterizacion de los dominios de NS1 de DENV

Fig. 1 Disefio y caracterizacion de la proteina y los dominios NS1 de DENV. (A) Disefio de dominios
virales y la proteina NS1 completa (B) Gel SDS-PAGE tefiido con Coomassie de dominios y proteinas
NS1 de DENV purificados (NS1 completa, mutante, B-ladder y wing). (C) Western blot de la proteina
y los dominios DENV NS1 purificados usando anticuerpo anti-His. (D) Western blot de proteina
Bladder purificada utilizando un mAb de etiqueta C. (E) Western blot de la proteina y los dominios
NS1 de DENV purificados utilizando un anticuerpo NS1 policlonal. Para SDS-PAGE, se carg6 1 g
de las proteinas NS1 purificadas en cada carril, mientras que para WB se cargaron 0,5 g de proteinas

NS1 por carril.
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llustracion 5Western blot de la proteina y los dominios DENV NS1

Figura 2. Western blot de la proteina y los dominios DENV NS1 purificados (la transferencia
WB idéntica que se muestra en la Figura 1C) usando anticuerpo anti-His a una exposicion
mas alta.

4. Conclusion

Estas glicoproteinas NS1 recombinantes fueron utilizadas para la estimulacion de plaguetas
que ayudaron a evaluar la respuesta de estas células a las proteinas virales y con ello entender
mejor la fisiopatologia de la infeccion con DENV sin embargo también se pueden utilizar
para aplicaciones clinicas amplias, como el serodiagnéstico de DENV, como candidatos a

vacunas basadas en subunidades y en otras aplicaciones bioquimicas.

5. Notas

1. Muchos vectores estan disponibles comercialmente para la expresion en células de
mamiferos. En el caso de los genes sNS1 y B-ladder, estos se clonaron en el vector pHLsec

que tiene una etiqueta His C-terminal.

2. Los tampones se filtran al vacio utilizando filtros de 0,45 pm para eliminar el polvo y las

burbujas de aire no deseados.
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3. Las transfecciones se pueden reducir a 24 pocillos o 96 pocillos ajustando los volumenes

de medio, ADN vy lipofectamina para guardar los reactivos.

4. EI ADN para la transfeccion debe tener una relacion A260/A280 igual o superior a 1,8,
que se puede obtener utilizando kits comerciales estdndar, como el kit PureLink HiPure Expi
Plasmid Megaprep.

5. Si hay un bajo nivel de expresion de proteina después de 24 h, las condiciones de
transfeccion pueden optimizarse variando las concentraciones de ADN y Lipofectamine 2000
e incubando durante 48 h. Como alternativa, el sobrenadante se puede concentrar mediante
un concentrador centrifugo de ultrafiltracion adecuado antes de volver a realizar la prueba en

la WB con el anticuerpo anti-His.

6. Los paquetes de transferencia de nitrocelulosa Trans-Blot Turbo Mini se pueden usar para
transferir la proteina de interés de los geles usando el sistema de transferencia Trans-Blot
Turbo. Alternativamente, el método de transferencia Western estandar que utiliza membranas

de PVDF se puede utilizar como se describe en [13].

7. El volumen del tampdn de bloqueo depende del tamafio del recipiente que contiene la

membrana y el tampdn debe cubrir completamente la membrana.

8. Si la incubacion dura méas de 10 min, esto puede resultar en una pérdida de eficiencia de

transfeccion.

9. Se recomienda seleccionar el concentrador con corte de peso molecular (MWCO) basado
en la mitad del peso molecular de la proteina de interés, ya que es posible que no adopte la
conformacién globular esperada, mientras que el MWCO del concentrador se estima

utilizando un modelo de proteina globular.

10. Es posible que se requiera cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para obtener

proteinas de mayor pureza para aplicaciones tales como vacunas basadas en proteinas.
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Abstract

Background: Platelets are now recognized as immunological sentries in the first line of
defense that participate in the detection and response to pathogens. This frequently
results in a decrease in the number of circulating platelets. Different mechanisms have
been hypothesized to explain the thrombocytopenia in patients with severe dengue,
one of them is the participation of the non-structural protein 1 (N51) of dengue virus
(DENV), which can be secreted into circulation during DENV infection and promotes
a more efficient infection.

Objective: The present study aimed to investigate the ability of platelet response to
stimulation with full-length DENV N51 protein and its domains.

Methods: DENV NS1 plasmid was transfected into HEK-293T. Proteins were purified
by Miguel Sepharose affinity chromatography. Secreted proteins were assessed by
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Coomassie staining and
western blot. Platelet-rich plasma was directly incubated with DEMY NS1 proteins.
Platelet activation was confirmed by expression of allbplll and P-selectin by flow cy-
tometry. Platelet aggregation was also assessed using DENY MS1 protein and its indi-
vidual domains as agonists.

Results: DENV N51 protein and its domains induce P-selectin and «llbf3 complex
expression on platelet surfaces. DENY N51 induce a stable platelet aggregation after
the addition of a minimal dose of adenosine diphosphate (ADP), epinephrine (EPI),
or collagen. Interestingly, only EPI could induce the formation of platelet aggregates
after incubation with the protein domains of N51.

Conclusion: Our results suggest that the full DENY N51 protein and also its domains
promote platelet recognition, activation, and aggregation.
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1 | INTRODUCTION

Platelets are anucheate cells that store RMA to be processed through
mechanisms of highly specialized post-transcriptional pathways to
synthesize proteins such as coagulation factors, defense proteins,
and cytokines; store them in cytoplasmic granules; and finally se-
crete them in respanse to stimull during platelet activation.” The role
of platelets has traditionally focused on hemostasis and thrombosis;
however, inflammatory functions with an important influence on
bath innate and adaptive immune responses point toward a major
role of platelets in immunity. 2™

Thrombaocytopenia is 2 hallmark in patients with mild or severe
symptoms of dengue virus infection (DENV).® The drap of platelet
count and rise in platelet activation in dengue patients correlate
with levels of hemodynamic instability and severity of liness,
while its recovery assaciates with clinical improvement.® Platelets
express specific pathogen-recognition molecules.” Mareover, ey-
tokines released from activated platelets upon degranulation can
alter endothelial functions under pathological conditions, which
leads to platelet aggregarjan-,"’ as aresult, a decrease in the num-
ber of platelets Is a manifestation that is commonly observed
in several infectious diseases, Including those caused by wirus-
es.'% DENV infection is the mast prevalent mosquito-borne
viral diseaze, being transmitbed in urban settings by infected
female Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes. DENY in-
fection is endemic in more than 100 countries and is considered
to be responsible for approximately 50 to 100 million cases each
year 115 DENV is an RMA virus that encodes three structural pro-
teins, envelope protein (E), membrane pratein (M), and capsid (C),
plus seven nen-structural proteins (NS). Non-structural protein 1
{MN51) is a versatile glycoprotein of 45-56 kDa that contains 352
amina acid residues.® NS1 participates in the replication of the
viral genome as an intracellular dimer, can be expressed on the
cell surface of the infected cell, and participates in the evasion of
the immune system a5 an hexamer secreted into circulation.t” The
crystallographic structure analysis reveals that each N51 mono-
mer is organized into three different domains: the highly hydro-
phaobic f-roll {1-2% amino acids), the wing {30~180 amino acids),
and -ladder (181-352 amino adds]_“’ Experimental evidence sug-
gests that N51 could play an important role during virus replica-
tign. It has been reported that the serum levels of N51 in patients
infected with dengue correlate with the sewverity of the disease
and these can reach up to 50 pg/ml in the acute stage of infec-
tion. ' The detection of N51 circulating in the sera of infected pa-
tients is 3 commonly used approach for the early diagnosis of this
DENY infection.™ It has been suggested that DENV N51 could
bind directly to platelets and induce platelet activation through
signal transduction, ™ which can increase platelet secretion of co-
agulation factors and inflammatory mediators and lead to platelet
aggregation. Although N51 protein is recognized as playing a piv-
otal role in the pathogenesis of dengue. little is known about the
role individual M51 domains play in platelet response 2523

Essentials

+ Thrombocytopenia is a hallmark In patients with mild or
severe symptoms of dengue virus infection.

Serum levels of non-structural protein 1 [M51) in pa-
tients infected with dengue correlate with the severity
of the disease.

We observed that dengue MNS1 protein and Its domains
induce P-selectin and glycoprotein allbf3 complex ex-
pression on platelet surfaces.

Only N51 full-length was able to induce a stable plate-
let aggregation after the addition of a minimal-dose
platelet agonist.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Production and purification of DENV N51
full-length protein and domains

For the expression and purification of the DENY NS1 proteins,
the coden-optimized gene of NS1 [1094 bp) was synthesized by
GeneArt® using the known sequence of NS1 DENV2 and used
as a template to generate NS1 protein domains. DENY NS1 do-
mains including NS1 wing (residues 30-180), and the mutant ver-
sion of NS1 (p-roll domain deletion). Residues 1-29 were cloned
by PCR and inserted into a pHLsec vector with a C-terminal His
tag. Codon-optimized DEMY NS1 p-ladder [residues 181-352)
with a terminal C-tag was synthesized by GeneArt and cloned
into a pHLsec vector after removing the C-terminal His tag. The
production and purification of DENV N51 proteins and domains
[Full, wing, and the mutant) were carried out as described previ-
ously.?! Briefly, pHLsec DENY N51 plasmid {500 pg) was trans-
fected Into HEK-293T cells using polyethyleneimine (PEI) in roller
bottles under standard cell culture conditions, Five days after
transfection, media containing the secreted protein was filtered
through 0.22 uM disposable filters and purified by Ni Sepharose
affinity chromatography (HisTrap™, GE Healtheare), using the
Akta Start chromatography system, and eluted with 500 mM imi-
dazole and buffer-exchanged using a dialysis cassette in 1xPBS.
DENY N51 p-ladder was produced similarly and purified by a C-
tag column ICap!umSeIectm. Thermo Scientific). The secreted
proteins were assessed by sodium dodecylsulfate polyacrylamide
el electrophoresis [SDS-PAGE), Coomassie staining and western
blot (WB) using a His monoclonal antibody {mAb; 1:2000) or C-
tag mAb (1:2000). To characterize DENW N51 protein further, WB
was carried out using a biotinylated polyclonal DENY N51 protein
antibody (GeneTex. GTX124280-02) at 1:2000 dilution following
manufacturer’V's instruction. This DENV NS51 antibody targeted
the central region of DENV NS1 protein, but the exact sequence
was proprietary by the manufacturer,
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2.2 | Blood sample collection

For in vitro experiments, whole human blood was obtained from
healthy wolunteers by venipuncture after signing the informed
cansent form. Considerable care was devoted to select individu-
als who would be appropriate to be considered healthy. Donors
were individuals within normal range body mass index that were
not taking any kind of medication, did not exhibit any abnormal
findings on routine blood chemistry and hematological tests such
as complete blood cell count and erythrocyte sedimentation rate,
and had normal platelet count and mean platelet volume. Before
experiments, sera samples from donors were screened for 1gG and
lgM antibodies against DENWY MS1 and only those testing negative
were selected. Blood was obtained by clean venipuncture and the
first tube (3 mi) of blood was discarded to ensure the accuracy of
platelet testing. Samples were collected In vacutainer tubes with
3.2%10.109 mol/1} sodium citrate solution as anticoagulant {Becton
Dickinson) and processed within 4 h after collection.

2.3 | Platelet isolation

Platelet-rich plasma (PRP) was obtained by centrifuging the blood
samples at 100 g for 10 min at 21-23°C with na break. Then, the
supernatant was carefully collected with 2 wide-bore pipette from
the top third of the centrifuged blood to avoid disrupting the buffy
coat and resuspended in Tyrode's buffer pH of 7.4 to maintain the
integrity of the platelets and it was left to rest for 20 min before its

analysis by flow cytometry.

24 | Platelet stimulation with NS1 DENV and viral
proteins domains

The isolated platelets were adjusted to a concentration of 11077
ml in plasma. They were Incubated directly with N51 full length, -
ladder, wing, and N51 mutant on a concentration scale of 1 pg/mi
to 20 pg/ml for a minimurm of 10 min to a maximum of 240 min at a
temperature of 37°C. Platelet activation was confirmed by express-
ing the heterodimeric complex allbfill (PAC1-FITC) and P-selectin
{CD2-PE) by flow cytometry.

2.5 | Flow cytometry assays

Platelets were selected according to their size (F5) and complexity
{S5). The expression of CD41 conjugated with PE/Cy7 (BioLegend
Cat. No-303718) was used as a marker of identity. Expression of
the heterodimeric complex allbplil-PAC-1-FITC (Biolegend Cat.
362804) and P-selectin CD62-PE [BioLegend Cat. 304904) were
used as platelet activation markers. The following isotype controls
were used: PE/CyT Mouse lgG1 (Biolegend Cat. 400124), FITC
Mouse IgM (Biolegend Cat. 401406), PE Mouse 1gG1 (Biolegend

jth-1°
Cat, 400112). Positive platelet activation patterns were performed
using agonists directed against different platelet receptors: ADP
20pM, collagen 0.1%mg/mL and EPI 100pM (Chrona-log). The per-
centage of fluorescence was analyzed using the flow cytometric

equipment {CytoFLEX, Beckman Coulter Life Sciences). Data was
analyzed with FlowJo software (Tree Star).

2.6 | Strategy to obtain platelet activation
positive control

To identify different degrees of platelet activity, the PRP of healthy
donors was stimulated with three different platelet agonists: ADP 20
uM, collagen 0.19 mg/ml, and epinephrine (EP1) 100 pM. After acqui-
sition, platelets were analyzed on scatter plots according to size and
complexity. Once the area was delimited, the positive population was
selected for the expression of the CD41 marker. Platelet activation
was confirmed by expression of the heterodimeric complex allbpill
{lib/1Ha) complex PAC1-FITC and P-selectin CD&2-PE on the cell sur-
face (Figure 1) Stimulated platelet-rich plasma (PRP) suspension was
acquired in the eytometer and platelet population was selected by
size and complexity (Figure 1A), the expression of CD41-PE/Cy7 was
considered a marker of platelet identity and the positive population
was selected (Figure 1B). Platelet activation was determined by dou-
ble positivity expression of allbplil-FITC and CD&2-PE (Figure 1C)
Unstimulated PRP was used as a2 negative control and platelet popu-
lation was selected by size and complexity [Figure 1D). The area of
negativity to CD41-PE/Cy7 was determined (Figure 1E). The double
negative population to allbpill-FITC and CD&2-PE were determined
as inactive platelets (Figure 1F). Significantly higher expression of
P-selectin and alibglll complex was cbserved In platelets that were
stimulated with agonists ADP, collagen, and EPI (Figure 2A and B)
compared to unstimulated platelets (Figure 2C and D). This identifi-
cation and platelet activity analysis were used as a contral during all
subsequent experiments. All experiments were performed a minl-
mum of five times.

2.7 | Lighttransmission aggregation assays

Whole blood was obtained from healthy donors in tubes with so-
dium citrate (3.2%). PRF was obtained under conditions described
above and incubated for 1 h with DENV proteins. Platelet-poor
plasma (PPP) was separated by centrifugation at 2500 g for 15 min
and used as a blank. Subsequently, 0.5 ml of the PRP previously in-
cubated with the DENV proteins and 0.5 mi of unstimulated PRP
were placed in the cuvette of the aggregometer containing a sili-
conized magnetic bar, at a constant temperature of 37°C for a mini-
mum of 5 min; the results were compared against positive controls
(PRP + ADP 20 uM, PRP + collagen 0.19 mg/ml, PRP + EPl 100 pM).
Ta investipate whether the addition of platelet aponists could im-
prove platelet aggregation in PRP incubated with dengue viral pro-
teins; suboptimal doses of ADP (2.5 pM), EPI (10 pM) and collagen
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FIGURE 1 Flow cytometry strategy to identify activated platelets. [A} Stimulated platelet-rich plasma (PRP) suspension was acquired in
the cytometer and platelet population was selected by size and complexity. (B) The expression of CD41-PE/Cy7 was considered a marker of
platelet identity and the positive population was selected. (C) Platelet activation was determined by doubde positivity expression of allbgill-
FITC and CD¥2-PE. (D) Unstimulated PRP was used as a negative control and platelet population was selected by size and complexity. (E)
The area of negativity to CO41-PE/CyT was determined. [F) The double negative population to allbfll-FITC and CD&2-PE were determined

as inactive platelets

(2.0 M) were added. Light transmission was measured on a Chrono-
log 560ca aggregometer (Chrono-log). All data were analyzed with
AGGROVLINKES software.

28 | Statement of ethics

All the studies with healthy donors were approved by the ethics com-
mittee of the Faculty of Medical and Biological Sciences "Dr. lgnacio
Chavez” of the UMSNH and the General Hospital "Dr. Miguel Siva®;
registration number 17-C1-156053153. Morelia, Mexico.

2.9 | Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to compare non-parametric
data. For parametric data, an unpaired Student’s t test was per-
formed, and data were reported as mean and standard deviation.
P values «<.05 were considered statistically significant in all cases.
The data were analyzed by GraphPad Prism software for windows
wersion &.00.

3 | RESULTS
31 | Production and purification of DENV N51
full-length protein and domains

DENW M51 expression plasmids were designed to encode full
M51 or domains (B-ladder, wing. N51 mutant) and cloned into the
pHLSec expression vectors to produce DEMV M51 proteins with a
C-terminal His tag with the exception of DENV M51 j-ladder, which
had a C-terminal C-tag as shown in Figure 3A. These constructs
were used to transfect HEK293T cells and secreted proteins were
purified by affinity chromatography and analyzed by SD5-PAGE
Coomassie staining and WE using a His tag mAb or a C-tag mAb
or DENV M51 antibody (Figure 3B-E). S0G-PAGE gel showed the
expected-sized bands of M51 and its domains (Figure 3B). N51 p-
ladder protein had a singhe band -25 kDa with highest purity. Full-
length M51 protein showed an expected band around -50 kDa
while M51 mutant had a band -45 kDa corresponding to slighthy
smzller molecular mass due to fl-roll domain deletion. In addition,
full-length W51 showed additional bands arownd -30 kDa and
25 kDa, which may correspond to the N51 p-ladder-His and N51
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FIGURE 2 Detection of platelet activation with different agonists. Platelets were incubated with ADP 20 uM, collagen 0.19 mg/ml, and
epinephrine 100 pM: in order to establish positive activation patterns. (A and B) Average fluorescence percentage of the allbjdll PAC1-FITC
complex in platelets stimulated with agonists and unstimulated platelets. {C and D) The expression of the average percentage of CD62
P-selectin fluorescence in platelets with and without stimulation was determined. The results show collagen as the agonist that caused the
most potent platelet activation. Statistical analysis was performed using Student's {-test

p-roll-wing, respectively, formed following autocleavage by host
cell protease. NS1 wing protein showed an intense band 150 kDa
likely due to its multimeric state in addition to a very faint band
=30 kDa that corresponds ta monomeric form of N51 wing. WB
analysis of DENV N51 proteins (full and mutant) showed expected
molecular masses at <50 kDa with the NS1 mutant having slightly
smaller molecular mass due to -roll domain deletion (Figure 3C).
Similar to SDS-PAGE, WB of DENV W51 {full) showed faint bands
around -30 kDa that may correspond to NS1 f-ladder-His. NS1
wing showed faint bands <25 kDa and <50 kDa on Figure 3C corre-
sponding to monomeric and dimeric forms, respectively, and these
bands are seen more clearly on Figure 52 in supporting informa-
tion at higher exposure. The band -150 kDa shown at SD5-PAGE
of DENV M51 wing was not detected on WE and this may be due
to the His epitope masking. No band was seen for DENY N51 -
ladder as it does not have a His tag. On the other hand, WE carried
out using a C-tag mAb showed a band <25 kDa that corresponds to
the expected size of DENV N51 f-ladder {Figure 3D). In order to
characterize purified DENW M51 proteins further, WB was carried
out using a polyclonal DENY N51 protein antibody that targets the
central region of DENY N51 (Figure 3E). WB showed expected mo-
lecular sizes at ~50 kDa, -45 kDa, and -25 kDa, which correspond

to full-length MS1, mutant, and fi-ladder proteins, respectively. No
clear band was seen for N51 wing on WB and this may be due to
this antibody binding toward the fi-ladder region of the N51 only.

3.2 | DENV N51 protein and domains induced
platelet activation

We evaluated the ability of full-length N51 and its separate domains
to activate platelets. Platelets were incubated for 60 min at 37°C
with NS1 p-ladder, N51 wing, and N51 mutant at different concen-
trations. Fluorescence expression of platelet activation markers
when incubated with the NS1 full-length DENV NS1 full-lenght are
shown in Figure 4 (A and E) Individual domains flucrescence expres-
sion of platelet activation markers is shown in Figure 4. The full-
length N51 was able to induce the maximum expression of P-selectin
(CD&2) and allbplll (PACI-FITC) at a concentration of 2.5 pg/mi for
60 min, which was significantly higher than the negative control
(Figure 51 in supporting information). To evaluate the ability of the
N51 domains to activate platelets, we incubated isolated platelets
with N51 fi-ladder {Flgure 4C, G), N51 mutant (Figure 4D, H). and
M51 wing (Figure 4B, F) for #0 min at different concentrations. We
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FIGURE 4 Platelet stimulation with non-structural protein 1 (N51) full-length and domains. Platelets were incubated for 60 min at

37°C with N51 g-ladder, NS1 wing, and N51 mutant at different concentrations. (A and E) Fluorescence expression of platelet activation
markers when incubated with the N51 full-length. (B and F) Wing domain fluorescence expression of activation markers. (C and G) p-ladder
fluorescence expression of platelet activation markers. (D and H) N51 mutant fluorescence expression of platelet activation markers. Percent
fluorescence of allbplll-PAC1 and CD&2 P-selectin were analyzed by flow cytometry
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observed a similar behavior in the expression of platelet activation
markers when stimulated with 2.5 pg/ml for 60 min for p-ladder
domain and N51 mutant. Interestingly, the wing domain was able
to activate platelets at a lower concentration (1 pg/ml for 60 min;
Figure 4F). Finally, we compared the expression results of P-selectin
(CD62) and allbplll (PAC1-FITC) of all versions of N51 at a concen-
tration of 2.5 pg/ml against a negative control. The negative control
was treated under the same conditions as the experimental groups,
but without the stimulation of the viral proteins. The results indicate
that NS1 wing is the domain that generates a higher expression of
platelet activation markers, even higher than N51 full-length. These
results are shown in Figure 5A and B.

3.3 | NS1 full-length promotes platelet aggregation
in the presence of low doses of platelet agonists

Once we determined the ability of dengue viral proteins to induce
the expression of activation markers on the surface of platelets,
we investigated their ability to trigger platelet aggregation. We
performed aggregation tests using N5S1 full-length from a concen-
tration of 2.5 pg/ml to 50 pg/ml, which has been reported in pa-
tients with severe dengue symptom 5.'® The conditions of platelet
stimulation with viral protein were the same as those used for
the flow cytometry assays, and we compared the results with a
positive aggregation control, using ADP 20 pM as an agonist. Our
results indicate that the protein by itself was not able to induce
the formation of platelet aggregates even at a high concentra-
tion of the whole protein (Figure 6A). However, the results ob-
tained by flow cytometry showed that platelets were activated by
viral proteins, so based on this and the results published by Chao
et al..¥ we decided to investi gate whether the addition of platelet
agonists in doses below the activation threshold could improve
platelet aggregation. PRP was incubated with the full-length N51
protein (2.5 pg/ml) and after 1 h low doses of ADP (2.5 uM), col-
lagen (2.0 uM), and EPI (10 pM) were added in separate assays.
Negative control was PRP to which the same dose of agonists
was also added but without the stimulus of full-length N51. The
results showed platelet aggregation for samples that had previ-
ous incubation with full-length NS1 (6C). PRP that was stimulated
with ADP (2.5 pM)/DENV NS1 achieved an aggregation percent-
age above 80% (6D), while collagen (2.0 pM)/DENV N51 achieved
B89% (6E), and finally EPI (10 pM)/DENV NS1 resulted in an ag-
gregation percentage of 79%. These results showed that DENV
NS51 full can induce stable platelet aggregation if small doses of
agonists are added as a secondary stimulus (Figure 6B).

3.4 | Platelet aggregation capacity stimulated by
NS1 wing, N51 p-ladder, and NS1 mutant

Like the full-length DENV N51, the individual viral domains were
also unable to induce platelet aggregate formation by themselves. Its

ith L7
jth
ability to induce platelet aggregation was evaluated in the presence
of low doses of agonists, using the same concentrations and condi-
tions that were used for full-length N51. Unlike N51 full-length, the
protein domains N51 wing, N5 f-ladder, and NS1 mutant failed to
induce an aggregation response in the presence of ADP and collagen
(Figure 7B, C, E, F, H, ). However, when a low dose of EPl was used
as an agonist secondary to incubation with the protein individual
domains, the formation of stable platelet aggregates was observed
(Figure 7A, D, G, J).

4 | DISCUSSION

Thrombocytopenia is a very common manifestation of dengue dis-
ease. Increased platelet clearance may occur in dengue infection
as a consequence of platelet activation; however, the pathogen-
esis of DENV infection, the mechanisms of severe dengue hem-
orrhagic symptoms, and the relationship to platelets is not fully
understood.™®%! In this study, we produced recombinant N51 as
a full-length protein and three individual sub-domains: p-ladder,
wing, and NS1 protein with deletion of p-roll (NS1 mutant). These
proteins have been successfully used for seroprevalence studies.
Different from some other studies, our NS1 proteins were pro-
duced in a mammalian expression system based on HEK293, a
human embryonic kidney cell line.?* Protein expression in mam-
malian systems ensures post-translational modifications such as
N-glycosiiatiunﬂ that are not present in prokaryotic produced
proteins and are important to maintain the stability of dimers and
hexamers secreted into circulation, as well as for their interaction
with host cells.

Regarding the interaction of our viral proteins with platelets,
we used PRP from healthy donors that were seronegative for en-
demic arbovirus (dengue, chikungunya, and Zika). Flow cytome-
try analysis indicated that the DENY NS1 full protein, the wing
domain, the p-ladder domain, and N51 mutant domain were all
able to induce expression of both the P-selectin receptor and the
wllbp3 complex on platelet surfaces. The allbp3 complex is the
most recognized marker of platelet activation and is tightly reg-
ulated through a process termed “inside-out signalling." The ex-
pression of allbp3 on platelet membrane allows interaction with
its various ligands: fibrinogen, von Willebrand factor, vitronectin,
and fibronectin, which conversely induces "outside-in" signals
across platelet membrane that allow wllbp3 clustering during
platelet aggregation. Ligand binding to allbf3 and integrin clus-
tering mediate cellular responses leading to cell spreading, gran-
ule secretion of proteins, and mediators leading to further platelet
activation and aggregation as well to interaction and activation
of endothelial and immune cells.?® It has previously been hypoth-
esized that thrombocytopenia and hemorrhagic manifestations
may be due to platelet apoptosis and/or consumption of platelets
after being activated during the DENV infection process.?” Our
results indicate that NS1 and their domains actively participate

in dengue immunopathogenesis by inducing platelet activation,
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FIGURE 6 Determination of the aggregation capacity of platelets in response to non-structural protein 1 (N51) full-length. (A) Platelet-
rich plasma (PRP) was incubated with the N51 full-length (2.5 pg/ml) protein for 1 h, and was compared to a positive control stimulated with
a dose of 20 uM ADP. The formation of platelet aggregates in the PRP incubated with the protein was not observed. (B) DENV N51 full can
induce stable platelet aggregation if small doses of agonists are added as a secondary stimulus. (C) A dose of ADP (2.5 uM) was added to the
PRP incubated with 2.5 pg/ml of N51 full-length and compared to a negative control (PRP + ADP 2.5 uM). (D and E) Assays using low doses
of collagen (2.0 uM) and epinephrine (10 uM) were performed on PRP previously incubated with N51 full-length (2.5 pg/ml). Platelet agonists
at minimal doses were able to induce a percentage of aggregation greater than 75% in samples previously incubated with viral proteins

expression of platelet membrane procoagulant glycoproteins, and and coagulation factors that lead to amplification of inflamma-
aggregation, contributing to the development of the proinflam- tion, platelet aggregation, and microthrombi formation. Further

matory microenvironment found in severe dengue. According studies on platelet supernatants are needed to address if DENV

to platelet physiology, platelet activation is followed by platelet NS1 protein is capable of inducing degranulation and secretion of
degranulation and release of mediators, inflammatory cytokines, platelet mediators.
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FIGURE 7 Assessment of platelet aggregation capacity in response to dengue virus (DENV) non-structural protein 1 and (NS1) domains.
Platelet-rich plasma (PRP) was incubated with different DENV NS1 protein domains. (A) Epinephrine (EPI) at minimal doses was able to
improve platelet aggregation in PRP previously incubated with the viral domains. The formation of aggregates with ADP and collagen was
not observed. (B-D) Percentage of platelet aggregation in response to stimulation with the NS1 wing domain. (E-G) Percentage of platelet
aggregation in response to stimulation with the p-ladder domain. (H=J), Percentage of platelet aggregation in response to stimulation with
the mutant N51 domain. A minimal dose of ADPF, collagen, and EPl was used as secondary agonists in all trials

Addressing the individual DENV N51 domains, interestingly, it
was the N51 wing domain that produced the highest expression of
both P-selectin and allbp3 on the platelet surface. It is known by
crystallographic studies that the wing domain is composed of hy-
drophobic amino acids, which gives them a positive characteristic
of association with the cell membrane in addition to presenting a
disordered loop, which is an antigenic site exposed to the contact
surface.® |n addition, there is evidence that antibodies directed
against the N51 wing domain acted as protectors against DENV in-
fection in mice and were inversely correlated with the severity of
the disease.”® This could explain why platelets that were incubated
with the wing domain expressed a higher percentage of activation
markers than the other domains of N51.

Previous studies have shown the ability of the NS1 protein to
induce platelet aggregation in the presence of low doses of ADP?
Our aggregation results concur with those from Chao et al .7 which
show that N51 full-length alone was not able to induce platelet ag-
gregates; however, N51 full-length protein induces a state of cel-
lular hyperreactivity in which platelets can aggregate when a dose
below the threshold of ADP is added. These studies evaluated plate-
let aggregation response with a single agonist: ADP;’ therefore, we
decided to study stimulation with other known platelet agonists:
collagen and EPI, because stimulation of other receptors on platelets
could bring new insights to platelet activation pathways. DENV NS1
full protein was able to achieve platelet aggregation in the presence

of low doses of ADP, collagen, and EPI; however, individual domains
failed to induce platelet aggregates in the presence of ADP or col-
lagen. Conversely, a robust aggregation response was obtained for
all three individual domains in the presence of a minimal dose of EPI
and the results were comparable to full-length NS1. EPI is a weak
agonist that promotes platelet activation via a-2 adrenergic recep-
tors coupled to Gz proteins on the platelet surface and can induce
fibrinogen receptor exposure.”? In a recently published study it was
shown that EP| was able to restore aggregation in platelets inhibited
with ticagrelor and induced stable aggregation through inhibition
of the cAMP pathway and activation of the PI3K paﬂ1way.3° which
could explain the platelet aggregation that we observe with the viral
domains.®!

Our results show that the N51 dengue protein must be in com-
plete length and conformation to induce platelet activation; further-
more, that wing, the most immunogenic domain of the protein and
presumably the one that interacts with the cell membrane, is the
only one that can also induce activation by itself. This highlights the
importance of the interactions between the protein and its recog-
nition receptors on platelet surfaces in the pathogenesis of dengue
virus. The fact that our results seem to indicate that the wing do-
main alone is capable of inducing a greater expression of platelet
activation markers and also platelet aggregation appears to confirm
that NS1 wing could be an interesting target to block the platelet-
activating effects of DENV.
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The three structural domains of N51 had been proposed to play
different roles in membrane association, replication complex assem-
bly, and immune system evasion. It had also been proposed that the
NS1 wing domain could be actively participating in the RLR (RIG-1,
retionoic acid-inducible gene | - like receptor) mediated innate im-
mune response according to structural analysis, although this has
not yet been demonstrated. As the most consistent results corre-
spond to those obtained with the full DENV NS1 protein, it seems to
indicate that the presence of the f-roll domain is essential to induce
a stable platelet response because it allows the formation of dimeric
and hexameric structures.
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CAPITULO 111

Respuesta trombo-inflamatoria en pacientes con virus de Dengue
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1. Introduccion

El virus del dengue (DENV) es un miembro de la familia Flaviviridae y del género Flavivirus.
Es la infeccidn por arbovirus mas prevalente en todo el mundo con aproximadamente 50 a
100 millones de infecciones reportadas anualmente (OMS) (Sutherland et al., 2016). DENV
se transmite a los humanos a través de los mosquitos vectores Aedes albopictus y Aedes
aegypti (Guzman, Gubler, lzquierdo, Martinez, & Halstead, 2016). Estos vectores se
encuentran principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo con su region
geogréfica en expansion (Van Kleef et al., 2010), exponiendo potencialmente al 40% de la
poblacion mundial a la infeccion por dengue (OMS). Hay cuatro serotipos de DV
antigénicamente distintos pero estrechamente relacionados (DV1-4) (Halstead, 1988). Tras
la infeccion primaria con uno de los serotipos, los sintomas suelen variar de subclinicos a
dengue autolimitado. Tras la infeccion secundaria con un serotipo heterélogo, los anticuerpos
de reactividad cruzada del serotipo desarrollados durante la infeccion primaria aumentan el
riesgo de desarrollar fiebre hemorragica del dengue (DHF) o sindrome de shock del dengue
(DSS) en un proceso denominado mejora dependiente de anticuerpos (ADE) (Halstead y O.
Rourke, 1977). Durante la ADE, los anticuerpos subneutralizantes mejoran la infeccién de
las células portadoras del receptor Fc, lo que provoca un aumento de la viremia y una
tormenta de citocinas posterior que se cree que contribuye a la manifestacion de una
enfermedad grave (Zapata, Cox, & Salvato, 2014). El virus del dengue tiene un genoma de
ARN de 11 kb, de sentido positivo, monocatenario con un unico marco de lectura abierto. Es
un virus envuelto y, al liberarse en el citoplasma, el genoma sirve como ARNm y se traduce
directamente en una sola poliproteina. Se escinde postraduccionalmente por proteasas virales
y del huésped en tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete no estructurales (NS) (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5). La proteina no estructural 1 del dengue (NS1) es una
glicoproteina de 46 kD que existe dentro de la célula infectada, asociada a la superficie celular
y secretada en el torrente sanguineo (Flamand et al., 1999, Winkler et al., 1989). Tras la
traduccion, el flavivirus NS1 se traslada a la luz del RE donde se dimeriza y se cree que
desempefia un papel estructural en el complejo de replicacion del virus al interactuar con
NS4B (Youn et al., 2012). Los estudios también muestran que NS1 juega un papel vital en

la replicacion viral de cadena negativa temprana (Lindenbach y Rice, 1997, Lindenbach y
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Rice, 1999, Mackenzie et al., 1996). Sin embargo, el mecanismo exacto del papel de NS1 en
la replicacion viral sigue siendo dificil de determinar. DV NS1 se secreta como un oligémero,
que sirve como un inmundgeno principal durante la fase aguda de la infeccidén que conduce
a una fuerte respuesta humoral anti-NS1. EI DV NS1 secretado se ha implicado con funciones
tanto protectoras como inmunopatogénicas. Inicialmente se identifico como una proteina
fijadora del complemento en la sangre (Chambers et al., 1990). Estudios recientes muestran
que NS1 conduce a la activacion del complemento y contribuye al dafio de las células
endoteliales (Kurosu et al., 2007), mientras que otros estudios informan que NS1 previene la
activacion del complemento, lo que sirve como una estrategia de evasion inmunitaria que

protege a las particulas DV de la lisis mediada por el complemento.

1.1 Caracteristicas clinicas de la enfermedad del dengue

Después de un periodo de incubacion de 2 a 7 dias, la infeccion por DENV puede tener una
amplia gama de resultados, con ~75 % de las infecciones que conducen a una enfermedad
asintomatica o inaparente (Guo et al., 2017). La mayoria de los pacientes sintomaticos
padecen dengue clasico (DF), una enfermedad autolimitada pero debilitante caracterizada
por fiebre alta; dolor muscular, articular y 6seo; y erupcién . Sin embargo, algunos pacientes
progresan a una enfermedad grave, denominada inicialmente fiebre hemorragica del
dengue/sindrome de shock del dengue (DHF/DSS), caracterizada por fuga vascular,
trombocitopenia y hemorragia, lo que puede provocar shock e insuficiencia organica (11).
La viremia alcanza su punto maximo en la fase aguda temprana (dias 1 a 4), mientras que la
fuga vascular y el shock ocurren durante la fase critica (dias 4 a 6). En 2009, para facilitar el
manejo clinico, la Organizacion Mundial de la Salud introdujo un nuevo esquema de
clasificacion de la gravedad de la enfermedad que consta de dengue sin signos de alarma,

dengue con signos de alarma y dengue grave (12).

1.2 Patogenia mediada por citoquinas

Se cree que las citoquinas inflamatorias juegan un papel importante en la patogenia del
dengue grave. Se ha planteado la hipotesis de que la produccién desregulada de citoquinas

es un mecanismo de fuga vascular en DHF/DSS, y varias citoquinas, incluidas TNF-a, IL-
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10, IL-6 e IFN-y, se han propuesto como posibles predictores de la gravedad de la
enfermedad. 92-96). En estudios en humanos, los niveles de TNF-a se elevaron en los casos
de DHF/DSS (Reyes-sandoval & Ludert, 2019) y los niveles de IL-6 se elevaron en pacientes
con dengue fatal en comparacion con los sobrevivientes de enfermedad grave o leve (97, 98).
En un modelo de raton, la administracion intravenosa de DENV2 NS1 resultd en niveles
significativamente més altos de TNF-a e IL-6 en la sangre 3 dias después de la inyeccion en
comparacion con la inyeccion de la proteina de control ovoalbumina, lo que respalda el papel
de NS1 en la induccion de la secrecion de citocinas inflamatorias que pueden contribuir a la

fuga vascular durante la enfermedad grave

2. Material y métodos

2.1 Obtencién de la muestra

Se realiz6 toma de muestra de sangre periférica mediante venopuncién de antebrazo con
sistema Vacutainer® de recoleccion al vacio, técnica minimamente invasiva. Las muestras
fueron tomadas en el Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular de la Facultad de
Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” por un estudiante de posgrado asignado
al proyecto. Se obtuvieron 2 muestras, una muestra anticoagulada con citrato de sodio al
3.2% utilizada para la obtencion de plasma rico en plaquetas (PRP) y plasma pobre en
plaquetas (PPP). Para los ensayos de determinacion de citocinas se obtuvo sangre humana
completa de todos los pacientes mediante venopuncion limpia después de firmar el
formulario de consentimiento informado. La sangre para las muestras de plasma se recogio
en tubos vacutainer que contenian citrato de sodio al 3,2% (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EE. UU.) Y se proces6 dentro de las 2 h posteriores a la recogida. El suero y el
plasma se obtuvieron por centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos a temperatura

ambiente y se conservaron a -70 C hasta su uso para la evaluacion de biomarcadores.
2.2 Aislamiento de plaquetas

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtuvo centrifugando las muestras de sangre venosa a

100 xg durante 10 min a 21-23 °C, el sobrenadante se recogio cuidadosamente con una pipeta
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de calibre ancho del tercio superior de la sangre centrifugada. EI PRP obetnido se resuspendio
en tampon de Tyrode a pH 7,4 para mantener la integridad de las plaquetas y se dejo reposar
durante 20 min antes de su andlisis por citometria de flujo.

2.3 Ensayos de determinacion de citocinas

El ensayo LEGENDplexTM de BioLegend es un inmunoensayo basados en perlas que
utilizan el mismo principio basico que los inmunoensayos tipo sandwich. Las perlas se
diferencian por tamafio e intensidades de fluorescencia interna. Cada conjunto de perlas se
conjuga con un anticuerpo especifico en su superficie y sirve como perlas de captura para ese
analito en particular. Cuando un panel seleccionado de perlas de captura se mezcla e incuba
con las muestras a analizar, cada analito se unira a sus perlas de captura especificas. Después
del lavado, se agrega un cdctel de anticuerpos de deteccion biotinilados, y cada anticuerpo
de deteccidon en el coctel se unira a su analito especifico unido en las perlas de captura,
formando asi un sdndwich. Posteriormente se agrega estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE), que
se unira a los anticuerpos de deteccion biotinilados, proporcionando intensidades de sefial
fluorescente en proporcion a la cantidad de analitos unidos. Dado que las perlas se diferencian
por tamafio e intensidad de fluorescencia interna en un citometro de flujo, se pueden segregar
poblaciones especificas de analito y cuantificar la sefial fluorescente de PE. La concentracion

de un analito particular se determina usando una curva estandar generada en el mismo ensayo.

2.4 Plan de andlisis estadistico

Las variables sociodemogréaficas y categoricas se expresan en frecuencias y porcentajes. Las
variables continuas se expresan utilizando valores de media, desviacion estandar, mediana,
minimo y maximo. Los resultados obtenidos se expresaron en medias estandar y
desviaciones. Se utilizo la prueba de Shapiro Wilk para la prueba de normalidad. Se utiliz6
un analisis de varianza para evaluar las diferencias entre grupos y se evaluaron
comparaciones multiples mediante la prueba de ANOVA. Se considero estadisticamente
significativo un valor de p <0,05. Para el analisis se utilizo el software GraphPad 6.0 (San
Diego, CA
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2.5 Aspectos éticos

En la fase que involucra el uso de muestras biolégicas humanas del presente estudio, se
respetaron las disposiciones contenidas en el reglamento de la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud, de acuerdo con este reglamento, este tipo de
investigacion estd clasificada como investigacion con riesgo minimo. El protocolo en
ninguno de sus procedimientos atentd en contra de la integridad fisica y moral de los
individuos que participaron en él; prevalecio el criterio de respeto a la dignidad del individuo
y la proteccion de sus derechos y bienestar como se establece en el articulo 13 de los aspectos
éticos de la investigacion en seres humanos reglamentado en la ley general de salud, ademas
tal como se cita en el articulo 14 del 33 reglamento ya mencionado, el presente estudio fue
realizado por profesionales de la salud, con conocimiento y experiencia para cuidar la
integridad del ser humano, bajo la responsabilidad de una institucion de atencion a la salud
que actud bajo la supervision de las autoridades sanitarias competentes y contd con los
recursos humanos y materiales necesarios que van a garantizar el bienestar del paciente que
decida participar en la investigacion. Se respetaron cabalmente los principios éticos para la
investigacion médica en seres humanos numerados en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (AMM), que fomenta al personal de salud “velar solicitamente
y ante todo por la salud del paciente”, asimismo, invita al reconocimiento de la investigacion
médica como una herramienta para generar nuevos conocimientos y no como un medio para
la obtencion de algin beneficio personal. También promueve el respeto a la intimidad de la
persona que decida participar en la investigacion, asi como la confidencialidad de su

informacidn personal.

También fueron considerados los principios basicos del Cddigo de Ndremberg, entre los que
se menciona que el consentimiento voluntario del participante es primordial; esto implica el
respeto por el individuo y su derecho a ejercer su libertad en cuanto a la toma de decisiones
después de haber obtenido la informacion necesaria acerca de su posible participacion en la
investigacion, asi como ser informado sobre los resultados generales del estudio una vez que
estos sean obtenidos. Todos los estudios con donantes sanos fueron aprobados por el comité

de ética de la Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez ”de la UMSNH
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y del Hospital General* Dr. Miguel Silva ”; nimero de registro 17-CI-16053153. Morelia,

México.

3. Resultados

3.1 Evaluacion de la actividad plaquetaria en pacientes con diagnostico positivo a
DENV en estado agudo.

Para la tercera fase del estudio, que corresponde a la fase clinica se reclutaron un total de 25
participantes con diagnostico seroldgico confirmado de DENV. Las caracteristicas clinicas y

demogréficas se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacion de estudio

Pacientes con diagnostico
Variable Controles positivo de DENV Valor de p
3-5 dias 6-10 dias
Edad (afios, media +SD) 41.40 +14.9 39.40+11.9 36.80 + 12.3 0.154
Genero (%)
Masculino 45% 32% 40& NA
Femenino 55% 16% 12% NA
WBC (x109/L, media + SD) 6.14+1.1 2618 4.1+14 0.015
Hb (g/dL media + SD) 1452 +2.1 14.38 £ 0.85 11.20+£2.5 0.276
Plaguetas ( x109/L media + SD) 322.1 £53.39 140.7 £ 43.10 212.7£21.70 <0.0001
VPM (fL media + SD) 8.30 + 1.3 10.05 + 1.3 10.45 +0.79

Datos expresados en media + SD y porcentajes (%)

Con el objetivo de comparar la actividad plaquetaria en pacientes con diagnostico positivo a

Dengue, se compararon 12 casos. Una vez confirmados se analizaron mediante citometria de
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flujo siguiendo el mismo protocolo usado para evaluar activacion plaquetaria mencionado
anteriormente. Se clasificaron a los pacientes por los dias de evolucién al momento de la
toma de muestra, los cuales se distribuyeron de la siguiente manera: grupo de 3-5 dias de
evolucion 7 participantes, grupo 6-10 dias de evolucion 5 participantes, grupo control 10
voluntarios sanos con resultado negativo por serologia a DENV. Los porcentajes de
expresion del complejo allbBIIl (PAC1-FITC) y P-selectina (CD62-PE) de los pacientes y
grupo control fueron comparados contra un pool de plaquetas de voluntarios sanos las cuales
fueron estimuladas con las diferentes proteinas virales (NS1 Full, NS1 wing, NS1 mutante y

NS1 B-ladder) en ensayos por triplicado. Los resultados se muestran en la figura 1y 2.
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Figura 1. Comparacion en los porcentajes de fluorescencia de alIbgIII-FITC en pacientes con
diagnostico de dengue y plaquetas estimuladas con las proteinas virales. Los pacientes con
diagnostico positivo a DENV fueron clasificados de acuerdo a los dias de evolucion de la enfermedad.
Se estimularon plaquetas de donadores con las diferentes proteinas virales y comparar con los casos

in-vivo. Todos los resultados fueron contrastados contra un grupo control.
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Figura 2. Comparacion en los porcentajes de fluorescencia de P-selctina-CD62 PE en pacientes
con diagnostico de dengue y plaquetas estimuladas con las proteinas virales. Los pacientes con
diagnostico positivo a DENV fueron clasificados de acuerdo a los dias de evolucion de la enfermedad.
Se estimularon plaquetas de donadores con las diferentes proteinas virales y comparar con los casos

in-vivo. Todos los resultados fueron contrastados contra un grupo control.

3.2 Evaluacion de la citocinas en pacientes con diagnostico positivo a dengue.

Los pacientes con dengue muestran sintomas febriles durante el pico de viremia, que
aparecen durante el tiempo en que el virus y la proteina NS1 de DENV se liberan a la
circulacion. Una de las complicaciones mas comunes en los pacientes con dengue es la
respuesta inflamatoria que desencadena dafio endotelial y activacion plaquetaria en pacientes
enfermos lo que sugiere que en las manifestaciones de enfermedad grave por el virus de

dengue, los componentes de la respuesta inmunitaria del huésped, incluidas las células, los
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complementos de citocinas y otros mediadores celulares, pueden servir como biomarcadores
de enfermedades graves. Por este motivo, se evaluaron concentraciones de citocinas
circulantes: 1L-6 e IL-8 como citocinas inflamatorias, biomarcadores protrombéticos: dimero
D, PAI-1y citocinas de adhesion P-selectina, PSGL-1 y Factor tisular en muestras de plasma
de pacientes infectados con DENV y un grupo de donantes sanos. Para todas las
comparaciones el grupo de pacientes con diagnostico positivo a DENV fue dividido de
acuerdo a los dias de evolucion de la enfermedad, los resultados se expresan en media + SD

y se considero significativo un valor de p menor a 0.05.

3.4 Evaluacion de citocinas inflamatorias en pacientes con dengue.

3.4.1 1L-6.
Los resultados obtenidos mostraron una mayor concentracion de IL-6 en el grupo de dengue

agudo con evolucién temprana (3-5 dias) 1051 + 430.9 pg/ml en comparacién al grupo con
evolucidn tardia (6-10 dias) 565 * 234.1 pg/ml, y al grupo de donadores sanos 419.5 + 112.8

pg/ml. Los resultados se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Comparacion de las concentraciones plasmaticas de IL-6 en pacientes con DENV de
acuerdo a los dias de evoluciéon. El grupo de donantes sanos y el grupo de dengue con evolucion de
6-10 dias mostraron concentraciones de IL-6 similares. Los niveles plasmaticos de IL-6 aumentaron

en el grupo de dengue con evolucién temprana (3-5 dias) (ANOVA p < 0,001).

3.4.2 1L-8.
Los resultados obtenidos mostraron una ligera elevacion en la concentracién de IL-8 en el

grupo de dengue agudo con evolucién temprana (3-5 dias) 2623 + 1157 pg/ml en
comparacion al grupo con evolucién tardia (6-10 dias) 2322 + 1355 pg/ml, y al grupo de

donadores sanos 1460 + 569.7 pg/ml. Los resultados se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Comparacion de las concentraciones plasmaticas de IL-8 en pacientes con DENV de

acuerdo a los dias de evolucién. Los grupos de mostraron concentraciones de IL-6 similares. Los
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niveles plasmaticos de IL-8 similares los cuales estaban incrementados en comparacién con el grupo
control. (ANOVA p < 0,006).

3.5 Evaluacion de marcadores trombdticos en pacientes con dengue.

3.5.1 Dimero-D

El sello distintivo de la progresion al dengue grave es el aumento de la permeabilidad
vascular. Si no se atiende puede volverse lo suficientemente grave como para causar un
compromiso circulatorio y shock, asi como anomalias de la coagulacion debido a la pérdida
de plaquetas y factores de coagulacién en el tercer espacio. Esto generalmente no causa
cuadros de hemorragia importante, pero cuando se asocia con shock por enfermedad grave,
la hipoxia y otras patologias a menudo conduce a coagulacién intravascular diseminada y
falla organica multiple. ElI dengue hemorragico, resulta en una combinacion de
trombocitopenia asociada con la prolongacién tanto del TP como del TTPA que
invariablemente se asocia con un aumento en los productos de degradacion de la fibrina
(FDP) y el dimero D. Nuestros resultados mostraron un incremento en los niveles plasmaticos
de Dimero-D en el grupo de evolucion temprana (3-5 dias) 7.40 £ 5.63 pg/ml y en el grupo
de evolucion tardia (6-10 dias) 2.80 + 2.35 pug/ml al compararlos contra el grupo de

voluntarios sanos 0.45 + 0.26 pg/ml. Los resultados se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Comparacion de las concentraciones plasmaticas de dimero DENV segun la evolucion
de la enfermedad. Se observa un aumento en las concentraciones plasméticas de dimero D en
pacientes infectados con DENV. En grupo de evolucion temprana (3-5 dias) mostré concentraciones
superiores al grupo de evolucidn tardia (6-10 dias) y el grupo control. (ANOVA p < 0.0001)

3.5.2 PAI-1

La actividad del sistema fibrinolitico esta regulada, entre otros, por el inhibidor del activador
del plasmindgeno tipo | (PAI-1), cuyos niveles pueden aumentar considerablemente durante
las reacciones de fase aguda de una infeccidn. Los resultados que obtuvimos muestran un
aumento significativo en los grupos de pacientes con infeccion por DENV. El grupo de
infeccion temprana (3-5 dias) con 594.8 + 359.3 ng/ml y el grupo con infeccion tardia (6-10
dias) 627.6 = 451.3 ng/ml en comparacion al grupo de donadores sanos que presento una
concentracion de 183.7 = 129.1 ng/ml. Los resultados se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Concentraciones plasmaticas de PAI-1 en pacientes con DENV. Las concentraciones
plasmaticas de PAI-1 aumentaron significativamente en pacientes con infeccion por DENV. Los

resultados se compararon con un grupo de donantes sanos (ANOVA p 0.0002).

3.6 Activador tisular del plasmindgeno.

Las células endoteliales pueden sintetizar y secretar varias moléculas diferentes relacionadas
con la regulacion de la hemostasia, incluido el activador del plasmindgeno tisular (tPA) y el
inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI), que son muy importantes en el control de la
fibrindlisis. El tPA puede activar el plasmindgeno a plasmina que se encarga de degradar a
la fibrina. Es bien sabido que la regulacion controlada de la biosintesis de tPA y PAI-1 en las
células endoteliales es muy importante para asegurar el mantenimiento adecuado de la
hemostasia. Por lo cual se evaluaron las concentraciones de tPA en pacientes con infeccion

por DENV de acuerdo al periodo de evolucion. Al igual que en PAI-1 se encontraron valores
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incrementados en los grupos de infeccion por dengue: grupo 3-5 dias de evolucion 5.97
2.46 ng/ml y grupo 6-10 de evolucién 5.40 £ 2.75 ng/ml en comparacion al grupo control
2.87 = 1.11 ng/ml. Los resultados se observan en la figura 7.
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Figura 7. Concentraciones plasméticas de tPA en pacientes con DENV. Las concentraciones
plasmaticas de tPA aumentaron significativamente en pacientes con infeccion por DENV. Los

resultados se compararon con un grupo de donantes sanos (ANOVA p 0.0002).

3.7 Evaluacion de moléculas de adhesidn en pacientes con dengue.

3.7.1 P-Selectina

Las moléculas de adhesién que expresan las plaquetas, incluida la P-selectina, facilitan las
interacciones de estas células con muchos efectores celulares. Se evaluaron las
concentraciones de P-selectina plasmaética en los pacientes con diagnostico de DENV, en

ambos grupos encontramos concentraciones elevadas (grupo 3-5 dias: 3011 + 2953 pg/ml,

64



grupo 6-10 dias: 1378 + 1175 pg/ml) en comparaciéon al grupo control (496.2 + 204 ng/ml).
Los resultados se muestran en la figura 8.
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Figura 8. Concentraciones plasmaticas de P-selectina en pacientes con DENV. Las
concentraciones plasmaticas de P-selectina aumentaron significativamente en pacientes con infeccion

por DENV. Los resultados se compararon con un grupo de donantes sanos (ANOVA p 0.0006).

3.7.2 PSGL-1

Uno de los constituyentes de los granulos alfa, que es expresado en la superficie de las
plaquetas activadas, es la P-selectina, una molécula de adhesion que interacciona con la
gliproteina ligando de P-selectina (PSGL-1) expresado por las células inmunes. Esto media
la adhesion de plaquetas activadas a monocitos, neutrofilos y linfocitos, formando complejos
leucocitos-plaquetas que promueven el rodado y detencién de los leucocitos sobre la
superficie de las plaguetas adherentes causando la inflamacion vascular. La interaccion de la

P-selectina plaquetaria con PSGL-1 es crucial para la activacion del endotelio. Los resultados
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que observamos confirman que los pacientes con infeccion por el virus de dengue expresan
una mayor concentracion plasmatica de PSGL-1: grupo 3-5 dias 15.80 £ 3.98 ng/ml, grupo
6-10 dias 12.48 + 2.89 ng/ml en comparacion al grupo de donadores sanos que expresan

concentraciones de: 3.82 £ 0.90 ng/ml. Los resultados se observan en la figura 9.
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Figura 9. Concentraciones plasmaticas de PSGL-1 en pacientes con DENV. Las concentraciones
plasmaticas de PSGL-1 aumentaron significativamente en pacientes con infeccion por DENV. Los

resultados se compararon con un grupo de donantes sanos (ANOVA p < 0.0001).

3.7.3 Factor tisular

Varias infecciones por virus activan la cascada de la coagulacion mediante la induccién de
la expresion del factor tisular (TF) en las células diana. Por tal motivo se evaluaron los niveles
plasmaticos del TF en pacientes con infeccion por DENV. El grupo de infeccion temprana
mostré concentraciones mas elevadas de TF (862.0 = 476.8 pg/ml) a diferencia del grupo de
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evolucion tardia (414.3 + 238.5 pg/ml) que presento concentraciones similares a las del grupo

de donadores sanos (386.4 + 207.5 pg/ml), los resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Comparacion de las concentraciones plasmaticas de dimero Factor Tisular segin la
evolucién de la enfermedad. Se observa un aumento en las concentraciones plasmaticas de TF en
pacientes infectados con DENV. En grupo de evolucién temprana (3-5 dias) mostrd concentraciones

superiores al grupo de evolucion tardia (6-10 dias) y el grupo control. (ANOVA p = 0.0003)
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4. Discusion

Se ha demostrado que las plaquetas son células clave involucradas en la inmunorregulacién
de la enfermedad del dengue, ya que la activacion plaquetaria no solo lleva a cabo mediante
interacciones directas con los virus. Los mecanismos de defensa del huésped en respuesta a
infecciones virales también pueden conducir a la activacion plaquetaria. Por ejemplo, muchas
infecciones virales provocan inflamacion sistémica, que a su vez desencadena la activacion
de las plaquetas y reduce la vida util de las mismas. Los casos de dengue severo muestran
caracteristicas particulares como tormenta de citocinas, alteraciones hematoldgicas y
disfuncion endotelial (Daisy Vanitha John, 2015). Estos biomarcadores propios de la
respuesta inmunologica del hospedero pueden servir como indicadores de severidad de la
enfermedad (Green Sharon, 2006).

Diferentes estirpes celulares se activan en la infeccién por el virus del dengue; sin embargo,
su funcidn en la respuesta contra el patdgeno in vivo no es del todo clara. La actividad de las
plaquetas y su participacion en la respuesta inmunoldgica se ha abordado previamente. En
nuestro estudio confirmamos que la expresion de alIbBIII y P-selectina en la superficie de
las plaquetas se encontraba en mayor proporcion en el grupo de pacientes que presentaban
un cuadro de infeccion temprana por DENV (infeccidn aguda) en contrastarse con pacientes
que se encontraban entre los dias 6 a 10 posteriores al inicio de sintomas y los donadores
sanos. La comparacion también se llevo a cabo contra plaquetas de donadores estimuladas
con las proteinas virales NS1 full, NS1 wing, NS1 mutante y NS1 B-ladder, los resultados
mostraron una expresion similar de los porcentajes de los marcadores de activacion al
compararlos contra el grupo con infeccidn aguda, lo cual correlaciona con la presencia de la
proteina NS1 en circulacion, la cual se puede detectar a partir del primer dia de la aparicion
de los sintomas de la enfermedad y durante los primeros 5 dias después del inicio de los

sintomas, posteriormente, NS1 disminuye gradualmente (Malavige & Ogg, 2017) .

La activacion plaquetaria en personas infectadas por el virus de dengue, confirma nuestros
ensayos in vitro y la participan de estas celulas en la respuesta contra el virus (Trugilho 2017).
La activacion plaquetaria conlleva a la apoptosis y posterior aclaramiento de estas células
por parte de células especializadas. Este proceso puede estar asociado a la trombocitopenia

observada en pacientes con infeccion por dengue los primeros dias de la infeccion, periodo
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en el cual el proceso inflamatorio es mas fuerte (Sridhar, Sunil Kumar, Rau, & Rau, 2017),
nuestros resultados muestran disminucion en el niamero de plaquetas en los primeros 5 dias
de la infeccion, que se normalizan a valores normales conforme el paciente se va
recuperando, estos datos correlacionan con los reportados por Ojha A y cols, donde
determinaron la severidad de la trombocitopenia en pacientes con dengue de acuerdo a los

dias de evolucion de la enfermedad (Ojha et al., 2017).

La activacion de células dendriticas y macrofagos, principales dianas del dengue, estimula la
liberacion de citocinas inflamatorias como la IL-6 e IL-8 que fungen como moléculas
quimioatrayentes (human dendritic cells). La activacion de linfocitos T resulta en la
produccion de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 entre otras, contribuyendo a esta tormenta de citocinas
(t cells responses 2006) que contribuye a una activacion plaquetaria indirecta. En nuestro
estudio encontramos concentraciones plasmaticas elevadas de IL-6 e IL-8 en pacientes que
cursaban los primeros dias de la infeccion con DENV. Las IL-6 e IL-8 son citocinas
multifuncionales que actia sobre diferentes células diana para inducir una variedad de
respuestas bioldgicas que involucran la regulacion inmune y la transduccién de sefiales [19].
Nuestro estudio indica que los niveles de IL-6 en plasma correlacionan con la progresion
clinica de la enfermedad. Los resultados mostraron que el nivel de expresion de IL-6 en
pacientes con dengue agudo dentro de los primeros 3-5 dias de la infeccion fue
significativamente mas alto que en pacientes con un cuadro tardio de dengue y controles
sanos, también observamos niveles incrementados de IL-8 en los primeros dias de la
infeccion por dengue, comparados contra aquellos que cursaban con una infeccién tardia y
el grupo control, lo anterior indica que el proceso inflamatorio tiene un pico dentro de los
primeros 5 dias de iniciados los sintomas en la enfermedad por el virus de dengue, lo que
correlaciona con el tiempo que se encuentra en circulacion la proteina NS1 de DENV vy los
marcadores inflamatorios comienzan a disminuir en plasma una vez que la proteina viral
también lo hace, lo que podria explicar por qué la trombocitopenia e hiper reactividad
plaquetaria se ve con mayor frecuencia dentro de los primeros dias de evolucion de la

enfermedad.

P-selectina es una glicoproteina almacenada en los a-granulos de plaguetas que se transloca

a la superficie y se libera en suspension durante la activacion plaquetaria. Es la principal
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molécula de adhesion responsable de la interaccion de las plaquetas con los monaocitos, y se
han detectado agregados de monocitos plaquetarios circulantes en pacientes con dengue.
Observamos concentraciones plasmaéticas de la glicoproteina P-selectina y de su receptor
PSGL-1 elevadas en ambos grupos de estudio al compararse el grupo control. Elevaciones
en las concentraciones de P-selectina y la fraccion soluble de su ligando, reflejan un estado
inmunoldgico activo y altas concentraciones correlacionan con un estado grave de la
infeccion. Ademas, indican un estado de hiper activacion plaquetaria y confirman la

participacion de estas células en la respuesta inflamatoria y hemostatica (Huang 2019).

A la par de la tormenta de citocinas y el estado exacerbado inflamatorio, los estados graves
de la enfermedad cursan con alteraciones hematoldgicas, disrupciones de la hemostasia y de
los procesos fibrinoliticos. Nuestros resultados muestran concentraciones de Factor tisular
(FT) elevado en ambos grupos de acuerdo al tiempo de evolucién de la enfermedad. La
expresion de FT en plasma se considera como un marcador de activacion y lesién endotelial
lo cual es una marcada caracteristica de la gravedad de la infeccién por virus de dengue
(Gulati, 2016). Los monocitos activados también son capaces de expresar factor tisular y se

ha reportado su relacién en pacientes con dengue severo (Deazeredo 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos es posible observar una desregulacion del estado
fibrinolitico en pacientes que cursaban con infeccion activa por el virus de dengue, las
concentraciones plasmaticas elevadas del activador del plasmindgeno tisular (tPA) y del
inhibidor del activador del plasmindgeno tisular (PAI-1) confirman alteraciones hemostaticas
y lesién endotelial que se pueden asociar el estado de gravedad de los pacientes, asi como
con posibles complicaciones en el curso de la enfermedad. Previamente otros grupos han
reportado alteraciones similares, donde reportan niveles de PAI-1 y tPA elevados en
pacientes con fiebre hemorragica (Huang Y. 2003), estados fibrinoliticos alterados pueden
converger en la aparicion de productos de degradacion de fibrina, los cuales indican un estado
de coagulacion activo en respuesta a la lesion endotelial y hemorragica observada en la

infeccion por virus de dengue.

El dengue hemorrdgico se asocia con un aumento de la permeabilidad vascular,

trombocitopenia y pérdida de factores de coagulacion lo cual puede provocar un proceso
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hemorragico inicial debido a la trombocitopenia y posteriormente coagulacion intravascular
diseminada (CID) como un evento terminal. Un marcador sensible de CID temprano es la
presencia de dimero D (DD) en la circulacién. Observamos elevacion en las concentraciones
de Dimero-D en ambos pacientes con dengue independientemente del tiempo de evolucion
al ser comparados con el grupo control, la presencia de dimero D (DD) indica la activacion
del sistema de coagulacion resultante de la destruccion de la fibrina y refleja la formacion de
codgulos y su lisis. La deteccion de DD en la etapa febril de la infeccion por dengue puede
ser beneficiosa para predecir el curso clinico de la enfermedad y ayudar a los médicos a
predecir la gravedad de la infeccion por dengue antes de que los pacientes progresen a una

etapa grave.

5. Conclusién.

Los resultados obtenidos en la expresion de citocinas inflamatorias y tromboticas en
pacientes infectados con DENV observamos una mayor expresion durante la fase aguda, lo
que concuerda con el tiempo de circulacion de la proteina NS1 en el organismo, por otro lado
los resultados in vitro son similares a los que observamos en pacientes en fase aguda. Los
niveles incrementados de citocinas inflamatorias y pro trombdticas al inicio de la infeccion
pueden ser marcadores de pronostico para la progresion a Dengue grave y parecen

desempefiar un papel en la patogénesis de la enfermedad.
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CAPITULO IV

Un duo peligroso: Calentamiento global y virus tropicales
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n los Ultimos anos se han hecho evidentes los

efectos del calentamiento global, pero sus

consecuencias van mucho mas alla del hecho
de que el comportamiento meteoroldgico atipi-
co sea mas recurrente o que las alteraciones en el
medio ambiente sean mas palpables. El fendémeno
del calentamiento global esta modificando el com-
portamiento de distintas especies, su distribucion
geografica e incluso su codigo genético. Mientras
la mayoria padecemos los estragos del aumento de
la temperatura, para algunas especies, como es el
caso de algunos virus, resulta especialmente fa-
vorecedor permitiéndoles expandirse a regiones
mas altas o con condiciones climatoldgicas extre-

mas.

Pero, primero entendamos ;Qué es el cambio cli-
matico?

Hasta hace algunas décadas, el cambio cli-
matico era un tema que se discutia Unicamente en
foros cientificos y laboratorios especializados; no
obstante, hoy en dia se ha convertido en un tema
cotidiano que acapara portadas de periodicos, pro-
gramas en television y sobre todo en redes sociales.
Es motivo de elaboracion de acuerdos internacio-
nales para aminorar sus efectos y también de discu-
siones acaloradas entre mandatarios, cientificos y
activistas, se convirtio en un tema de moda del que
muchos opinan pero realmente pocos conocen.

La organizacion Greenpeace define a el cam-
bio climatico como la mayor amenaza medioam-

biental a la que se enfrenta la humanidad, mientras
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
describe como una serie de alteraciones que influye
en los determinantes sociales y medioambientales
de la salud.

La evidencia cientifica reporta un aumento
en la temperatura media mundial de 1.1 °C desde
la época preindustrial, y en los peores escenarios,
la temperatura podria aumentar hasta 4.8 °C para
final de este siglo.

A pesar de esto, es importante recordar que
el cambio climatico no se refiere solo a un aumento
en las temperaturas medias globales y sus efectos
sobre las precipitaciones pluviales —fendmenos
meteoroldgicos extremos como tormentas y hura-
canes, que son importantes tanto para el ser huma-
no como para las actividades que realiza como las
agricolas—, sino que también tiene repercusiones
en la salud. Es precisamente este Ultimo punto el
tema del presente articulo, en el que describimos
como el cambio climatico influye en las enferme-
dades transmitidas por vectores o enfermedades
tropicales.

Enfermedades tropicales, sus vectores y el cam-
bio climatico

Las enfermedades transmitidas por vecto-
res o enfermedades tropicales representan mas
del 17% de todas las enfermedades infecciosas, y
provocan cada afio mas de setenta mil muertes.
Estas enfermedades estan estrechamente relacio-

https://ec.europa.euljrc/sites/jresh/files/styles/normalresponsive/public/viralinfection-
mosquitoes-cover-pic.jpg?itok=_Elt3Vak
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nadas con variaciones en la temperatura, de hecho,
a la mayoria de ellas se les conoce como enferme-
dades tropicales, y como su nombre lo indica, un
clima tropical trae consigo un aumento de los vec-
tores que las transmiten.

Segun la OMS, los vectores son organismos
vivos capaces de transmitir enfermedades infeccio-
sas entre personas, o de animales a personas. Mu-
chos de esos vectores son insectos hematdéfagos,
es decir, que ingieren los microorganismos patoge-
nos como parasitos, bacterias o virus, junto con la
sangre de un portador infectado y posteriormente
los transfieren a un nuevo portador al alimentarse
de su sangre.

Los mosquitos son los vectores de enferme-
dades mejor conocidos, y aunque cueste creerlo,
son asesinos implacables. De hecho, se encuen-
tran clasificados entre los animales mas letales del
mundo, debido a que pueden infectarse con virus
peligrosos u otros organismos y trasmitirlos a tra-
vés de una picadura. Se sabe que los mosquitos que
transmiten estas enfermedades son extremada-
mente sensibles a la temperatura, y que su ciclo de
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vida y reproduccién dependen de diversos factores
como la lluvig, la posicion geografica e incluso la ur-
banizacion.

Hoy en dia se sabe que existen cientos de vi-
rus que se trasmiten por picaduras de mosquitos,
de los cuales unos treinta son conocidos por causar
enfermedades en seres humanos. Entre todos ellos,
Aedes aegyptiy Aedes albopictus son los mosquitos
mas importantes como vectores de enfermedades
tropicales.

Aedes aegypti y Aedes albopictus ;Qué hacemos
con ellos?

Estas dos especies de mosquitos son los res-
ponsables de transmitir enfermedades virales in-
fecciosas como Dengue, Zika, Chikungunya y Fie-
bre amarilla, las cuales causan millones de muertes
anuales en todo el mundo. El aumento en la preva-
lencia de estas enfermedades en numerosas regio-
nes del planeta, constituye ejemplo claro de asocia-
cion entre el cambio climatico y sus efectos sobre la
salud humana.
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La expansion de estos dos vectores a zonas
geograficas cada vez mas al norte, esta ocasionan-
do una creciente preocupacion y las predicciones
a futuro hechas por modelos matematicos no son
alentadoras, ya que se estima que para 2030y 2050,
ambas especies se estableceran en nuevos habitats
y expandiran sus nichos ecoldgicos a medida que
cambia el clima, lo cual originara un aumento ex-
ponencial en el nimero de infecciones y muertes
causadas por estos virus. Se cree que la mitad de
la poblaciéon mundial estara expuesta a infecciones

por estos virus en los proximos afnos.

¢Los virus se pueden adaptar?

Cuando hablamos de adaptacion o de como
afecta el clima a estas enfermedades trasmitidas
por vectores, generalmente se hace referencia al
mosquito que porta al virus; sin embargo, la coe-
volucién entre los mosquitos y los virus debe ser
analizada como un producto de diversos procesos
fisiologicos.

Los virus son organismos intracelulares al-
tamente desarrollados y eficientes, contienen un
genoma de ARN o ADN que esta protegido por una
membrana proteica. Su propagacion depen-
de de las células que infecta ya que
los virus son acelulares y carecen
de la compleja maquinaria
metabdlica y biosintética
de las células eucariotas o
procariotas.

Por estas caracteristicas, se ha discutido por
mucho tiempo si los virus son seres vivos o no. A
pesar de que no cumplen en el sentido estricto de
la palabra con los cuatro postulados de la teoria ce-
lular para ser considerados “vivos”, los virus estan
presentes en casi cualquier lugar del mundo y coe-
xisten con todos los seres vivos.

Estos organismos han sido capaces de desa-
rrollar interacciones duraderas y de gran éxito con
sus anfitriones. Tienen estrategias especializadas
dirigidas a maximizar la tasa de invasion, pueden
seleccionar al hospedador de acuerdo a caracteris-
ticas que le permitan ampliar su ciclo de vida y la
fertilidad. También hay evidencia de que una vez
dentro del organismo hospedador, los virus utilizan
métodos especializados para facilitar su replicacion
y evadir respuestas antivirales especificas que faci-
liten la transmision confiable a la progenie.

Ademas, las caracteristicas gendomicas de los
virus les permiten cambiar a través del tiempo; no
obstante, esto no implica necesariamente el surgi-
miento de nuevas especies, sino mutaciones que
pueden dar lugar a cambios en el comportamiento

del virus.

En condiciones normales, la mayoria de
estas variantes permanecen silencia-
das o se expresan en frecuencias
muy bajas, siempre y cuando
el ambiente del que depen-
den siga siendo constan-
te. Si estas condiciones se
modifican, como sucede
con el cambio climatico,
estas variantes comien-
zan a expresarse y a sus-
tituir al genoma original.
La variante del virus
que mejor se adapte
a las nuevas condicio-
nes se convertira en la
especie dominante y desplazara a su
antecesora.
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¢Qué podemos hacer al respecto?

En cualquier caso, esta claro que el mundo
estd cambiando, que el cambio climético es una
realidad y que es necesario entender la variabilidad
de los virus, la interaccion entre los vectores que los
trasmiten y su relacion con las nuevas condiciones
climatolégicas.

El uso de energias renovables es una de las
alternativas para aminorar los efectos del cambio

Cavicchioli R., Ripple W.J., Timmis K.N. et al. (201g).
Scientists’ warning to humanity: microorganisms and
climate change. Nature Reviews Microbiology, 17:569-
586
https://www.nature.com/articles/s41579-019-0222-
g#citeas

National Geographic en Espanol. (2007). El cambio cli-
matico precipita el aumento del dengue
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climatico, asi como prescindir de los combustibles
contaminantes y sobre todo, fomentar una cultu-
ra de cuidado al medio ambiente. La tarea que te-
nemos por delante no sera facil, pero la amenaza
latente de seres sumamente adaptables como los
virus, los convierte en un factor mas que se afnade al
grave problema entre los muchos retos que implica
el cambio climatico, una razén mas para intentar
frenarlo.

https://v
matico-precipita-aumento-del-dengue/

ngenespanol.com/fotografiafcambio-cli-

OMS. (2003). Cambio climatico y salud humana - Riesgos
y respuestas, 38 p

https://w ho.int/globalchange/publicationsjen/
Spanishsummary.pdf?ua=1

82



6. DISCUSION GENERAL

La trombocitopenia es una manifestacion muy comudn de la enfermedad por el virus de
dengue. Puede producirse en la infeccion como consecuencia de la activacion plaquetaria,
sin embargo, la patogenia de la infeccion por el virus del dengue y su relacion con las
plaquetas no est& por completo dilucidada (Mourdo, Lacerda, Macedo, & Santos, 2007). En
este estudio, producimos NS1 recombinante y los subdominios NS1 B-ladder y NS1 wing,
asi como la proteina NS1 con la eliminacion de B-roll (mutante NS1). Estas proteinas se han
utilizado con éxito para estudios de seroprevalencia. A diferencia de otros estudios, nuestras
proteinas NS1 se produjeron en un sistema de expresion de mamiferos basado en HEK293,
una linea celular de rifién embrionario humano (Young Chan Kim, Cesar Lopez-Camacho,
Arturo Reyes-Sandoval 2020). La expresion de proteinas en los sistemas de mamiferos
asegura que estén presentes las modificaciones postraduccionales como la N-glicosilacion
(Kim et al., 2019) que no estan presentes en las proteinas producidas por procariotas. En
cuanto a la interaccion de nuestras proteinas virales con las plaquetas, utilizamos plasma rico
en plaquetas de donantes sanos seronegativos para arbovirus endémicos (dengue,
chikungunya y Zika). El anéalisis de citometria de flujo indic6 que la proteina DENV NS1, el
dominio de wing, el dominio de B-ladder y la proteina NS1 mutante fueron capaces de inducir
la expresion del receptor de P-selectina y el complejo heterodimerico allbB3 en la superficie
de las plaquetas. El complejo allbp3 es el marcador més reconocido de activacion plaquetaria
y esta estrictamente regulado mediante un proceso denominado "sefializacién expresion de
adentro hacia afuera". La expresion de allbpf3 en la membrana plaquetaria permite la
interaccidn con sus diversos ligandos: fibrindgeno, factor von Willebrand, vitronectina y
fibronectina, que a la inversa induce sefiales "de afuera hacia adentro™ a través de la
membrana plaquetaria lo que permiten la agrupacion del complejo allbB3 durante la
agregacion plaquetaria. La union del ligando a allbB3 y la agrupacion de integrinas median
las respuestas celulares que conducen a la propagacion celular, la secrecion granular de
proteinas y mediadores que conducen a una mayor activacién y agregacion plaquetaria, asi
como a la interaccion y activacion de células endoteliales e inmunes (Huang et al., 2019).
Anteriormente se habia planteado la hipétesis de que la trombocitopenia puede deberse al

consumo de plaquetas después de ser activadas durante el proceso de infeccion por DENV
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(Krishnamurti, Peat, Cutting, & Rothwell, 2002). Estos resultados indican que la proteina
NS1y sus dominios participan activamente en la inmunopatogénesis del dengue al contribuir
a la activacion plaquetaria y al desarrollo del microambiente proinflamatorio en las
manifestaciones graves de la infeccion por DENV. Curiosamente, fue el dominio NS1 wing
el que produjo la mayor expresion de P-selectina como allbB3 en la superficie de las
plaquetas. Se sabe por estudios cristalograficos que el dominio NS1 wing estd compuesto por
aminoacidos hidrofobos, lo que les confiere una caracteristica positiva de asociacion con la
membrana celular ademas de presentar un bucle desordenado, que es un sitio antigéenico
expuesto a la superficie de contacto (Edeling et al., 2014). Ademas, hay pruebas de que los
anticuerpos dirigidos contra el dominio NS1 wing actuaron como protectores contra la
infeccion por DENV en ratones y se correlacionaron inversamente con la gravedad de la
enfermedad (Lai et al., 2017). Esto podria explicar por qué las plaquetas que se incubaron
con el dominio del wing expresaron un porcentaje mas alto de marcadores de activacion que
las otras versiones de NS1. Estudios anteriores demostraron la capacidad de la proteina NS1
para inducir la agregacion plaquetaria en presencia de dosis bajas de ADP. Nuestros
resultados de agregacion coinciden con los de Chao et al, (2019) que muestran que la proteina
NS1 completa por si sola no fue capaz de inducir la formacion de agregados plaguetarios, sin
embargo, induce un estado de hiperreactividad celular donde las plaquetas pueden agregarse
cuando ADP se aflade a una dosis por debajo del umbral necesario para producir una
activacion plaquetaria. Estudios anteriores evaluardn la respuesta de agregacion plaquetaria
usando un solo agonista: ADP (Chao, Wu, Lai, & Tsai, 2019), por lo que decidimos utilizar
dosis minimas de otros 2 agonistas plaquetarios conocidos: coladgeno y EPI, ya que la
estimulacion de otros receptores en las plaquetas podria aportar nuevos conocimientos sobre
las vias de activacion plaquetaria en respuesta a DENV. Los resultados fueron similares a los
obtenidos con el agonista ADP y la proteina NS1 completa, en presencia de dosis minimas
colageno y EPI fueron capaces de inducir la formacion de agregados plaquetarios. También
se evalud la capacidad de los dominios proteicos para inducir agregacion plaquetaria. Sin
embargo, a diferencia de la proteina NS1 completa, los dominios individuales no lograron
inducir la formacion de agregados de plaquetas en presencia de ADP o colageno. Sin
embargo, se obtuvo una respuesta de agregacion robusta para los tres dominios individuales

en presencia de una dosis minima de EPI1 y los resultados fueron comparables a la agregacion

84



observada en respuesta a NS1 completa. EPI es un agonista débil que promueve la activacion
plaquetaria a través de receptores adrenérgicos a-2 acoplados a proteinas Gz en la superficie
plaquetaria y puede inducir la exposicion del receptor de fibrindgeno (Hayes, Kitahara, &
Tcherniantchouk, 2014). En un estudio publicado recientemente se demostré que EPI fue
capaz de restaurar la capacidad de agregacion en plaguetas inhibidas con ticagrelor e indujo
una agregacion estable a través de la inhibicidn de la via CAMP y la activacion de la via PI3K
(Martin et al., 2020), lo que podria explicar la agregacion plaquetaria que observamos con el
dominios virales. Las plaquetas se activan y participan en la defensa inmune innata al detectar
la presencia de patdgenos o sefiales inflamatorias a través de inmunoglobulinas,
complementos y receptores tipo TLR, secretando el contenido de sus granulos, que atraen a
otras células, potenciando la respuesta inmune y culminando con la formacién de agregados
de plaquetas (Chabert et al., 2015). Nuestros resultados muestran que la proteina NS1 DENV
debe de estar en una conformacion completa para lograr inducir la activacion plaquetaria de
forma estable; ademas, podemos decir que NS1 wing es el dominio mas inmunogénico de la
proteina y presumiblemente el que interactGa con la membrana celular ya que también puede
inducir la activacién por si misma, no asi los otros dos dominios conformacionales, ni la
version mutante. Esto resalta la importancia de las interacciones entre la proteina y sus
receptores de reconocimiento en la superficie de las plaquetas en la patogenia del virus del
dengue. El hecho de que nuestros resultados parezcan indicar que el dominio del wing por si
solo es capaz de inducir la activacion plaquetaria e incluso la agregacion plaquetaria, lo
convierte en un objetivo muy interesante para el tratamiento del desarrollo de una vacuna.
Sin embargo, los resultados mas consistentes corresponden a los obtenidos con la proteina
DENV NS1 completa. Se ha propuesto que los tres dominios estructurales de NS1
desempefian diferentes funciones en la asociacion de membranas, el ensamblaje del complejo
de replicacion y la evasion del sistema inmunoldgico. También se ha propuesto que el
dominio del NS1 wing podria participar activamente en la respuesta inmune innata mediada
por RLR segun los analisis estructurales, aungque esto aun no se ha demostrado. En este
estudio analizamos su participacién en las plaquetas y su capacidad para inducir activacion
y agregacion. Todo parece indicar que la presencia del dominio B-roll es fundamental para
inducir una respuesta plaquetaria estable ya que permite la formacion de estructuras

diméricas y hexamericas; esto se observd en los resultados consistentes de activacion y
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agregacion por lo que nuestros resultados parecen confirmar que el NS1 wing podria ser un

objetivo interesante para bloquear la actividad de NS1 de DENV.

Se ha demostrado que las plaquetas son células clave involucradas en la inmunorregulacion
de la enfermedad del dengue, ya que la activacion plaquetaria no solo lleva a cabo mediante
interacciones directas con los virus. Los mecanismos de defensa del huésped en respuesta a
infecciones virales también pueden conducir a la activacion plaquetaria. Por ejemplo, muchas
infecciones virales provocan inflamacion sistémica, que a su vez desencadena la activacion
de las plaquetas y reduce la vida util de las mismas. Los casos de dengue severo muestran
caracteristicas particulares como tormenta de citocinas, alteraciones hematoldgicas y
disfuncion endotelial (Daisy Vanitha John, 2015). Estos biomarcadores propios de la
respuesta inmunologica del hospedero pueden servir como indicadores de severidad de la
enfermedad (Green Sharon, 2006).

Diferentes estirpes celulares se activan en la infeccién por el virus del dengue; sin embargo,
su funcidn en la respuesta contra el patdgeno in vivo no es del todo clara. La actividad de las
plaquetas y su participacion en la respuesta inmunolégica se ha abordado previamente. En
nuestro estudio confirmamos que la expresion de alIbBIIl y P-selectina en la superficie de
las plaquetas se encontraba en mayor proporcion en el grupo de pacientes que presentaban
un cuadro de infeccion temprana por DENV (infeccidn aguda) en contrastarse con pacientes
que se encontraban entre los dias 6 a 10 posteriores al inicio de sintomas y los donadores
sanos. La comparacion también se llevo a cabo contra plaquetas de donadores estimuladas
con las proteinas virales NS1 full, NS1 wing, NS1 mutante y NS1 B-ladder, los resultados
mostraron una expresion similar de los porcentajes de los marcadores de activacion al
compararlos contra el grupo con infeccidn aguda, lo cual correlaciona con la presencia de la
proteina NS1 en circulacion, la cual se puede detectar a partir del primer dia de la aparicion
de los sintomas de la enfermedad y durante los primeros 5 dias después del inicio de los

sintomas, posteriormente, NS1 disminuye gradualmente (Malavige & Ogg, 2017) .

La activacion plaquetaria en personas infectadas por el virus de dengue, confirma nuestros
ensayos in vitro y la participan de estas células en la respuesta contra el virus (Trugilho 2017).
La activacion plaquetaria conlleva a la apoptosis y posterior aclaramiento de estas células

por parte de células especializadas. Este proceso puede estar asociado a la trombocitopenia
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observada en pacientes con infeccion por dengue los primeros dias de la infeccién, periodo
en el cual el proceso inflamatorio es méas fuerte (Sridhar et al., 2017), nuestros resultados
muestran disminucion en el niamero de plaquetas en los primeros 5 dias de la infeccion, que
se normalizan a valores normales conforme el paciente se va recuperando, estos datos
correlacionan con los reportados por Ojha Ay cols, donde determinaron la severidad de la
trombocitopenia en pacientes con dengue de acuerdo a los dias de evolucion de la enfermedad
(Ojhaetal., 2017).

La activacion de células dendriticas y macrofagos, principales dianas del dengue, estimula la
liberacion de citocinas inflamatorias como la IL-6 e IL-8 que fungen como moléculas
quimioatrayentes (human dendritic cells). La activacion de linfocitos T resulta en la
produccién de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 entre otras, contribuyendo a esta tormenta de citocinas
(t cells responses 2006) que contribuye a una activacion plaquetaria indirecta. En nuestro
estudio encontramos concentraciones plasmaticas elevadas de IL-6 e IL-8 en pacientes que
cursaban los primeros dias de la infeccion con DENV. Las IL-6 e IL-8 son citocinas
multifuncionales que actua sobre diferentes células diana para inducir una variedad de
respuestas bioldgicas que involucran la regulacién inmune y la transduccién de sefiales [19].
Nuestro estudio indica que los niveles de IL-6 en plasma correlacionan con la progresion
clinica de la enfermedad. Los resultados mostraron que el nivel de expresion de IL-6 en
pacientes con dengue agudo dentro de los primeros 3-5 dias de la infeccion fue
significativamente mas alto que en pacientes con un cuadro tardio de dengue y controles
sanos, también observamos niveles incrementados de IL-8 en los primeros dias de la
infeccion por dengue, comparados contra aquellos que cursaban con una infeccién tardia y
el grupo control, lo anterior indica que el proceso inflamatorio tiene un pico dentro de los
primeros 5 dias de iniciados los sintomas en la enfermedad por el virus de dengue, lo que
correlaciona con el tiempo que se encuentra en circulacion la proteina NS1 de DENV y los
marcadores inflamatorios comienzan a disminuir en plasma una vez que la proteina viral
también lo hace, lo que podria explicar por qué la trombocitopenia e hiper reactividad
plaquetaria se ve con mayor frecuencia dentro de los primeros dias de evolucion de la

enfermedad.
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P-selectina es una glicoproteina almacenada en los a-granulos de plaquetas que se transloca
a la superficie y se libera en suspension durante la activacion plaquetaria. Es la principal
molécula de adhesidn responsable de la interaccion de las plaquetas con los monocitos, y se
han detectado agregados de monocitos plaquetarios circulantes en pacientes con dengue.
Observamos concentraciones plasmaticas de la glicoproteina P-selectina y de su receptor
PSGL-1 elevadas en ambos grupos de estudio al compararse el grupo control. Elevaciones
en las concentraciones de P-selectina y la fraccion soluble de su ligando, reflejan un estado
inmunoldgico activo y altas concentraciones correlacionan con un estado grave de la
infeccion. Ademas, indican un estado de hiper activacion plaquetaria y confirman la

participacion de estas células en la respuesta inflamatoria y hemostatica (Huang 2019).

A la par de la tormenta de citocinas y el estado exacerbado inflamatorio, los estados graves
de la enfermedad cursan con alteraciones hematoldgicas, disrupciones de la hemostasia y de
los procesos fibrinoliticos. Nuestros resultados muestran concentraciones de Factor tisular
(FT) elevado en ambos grupos de acuerdo al tiempo de evolucion de la enfermedad. La
expresion de FT en plasma se considera como un marcador de activacion y lesion endotelial
lo cual es una marcada caracteristica de la gravedad de la infeccion por virus de dengue
(Gulati, 2016). Los monocitos activados también son capaces de expresar factor tisular y se
ha reportado su relacion en pacientes con dengue severo (Deazeredo 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos es posible observar una desregulacion del estado
fibrinolitico en pacientes que cursaban con infeccion activa por el virus de dengue, las
concentraciones plasmaéticas elevadas del activador del plasmindgeno tisular (tPA) y del
inhibidor del activador del plasmindgeno tisular (PAI-1) confirman alteraciones hemostaticas
y lesion endotelial que se pueden asociar el estado de gravedad de los pacientes, asi como
con posibles complicaciones en el curso de la enfermedad. Previamente otros grupos han
reportado alteraciones similares, donde reportan niveles de PAI-1 y tPA elevados en
pacientes con fiebre hemorragica (Huang Y. 2003), estados fibrinoliticos alterados pueden
converger en la aparicién de productos de degradacion de fibrina, los cuales indican un estado
de coagulacion activo en respuesta a la lesion endotelial y hemorragica observada en la

infeccion por virus de dengue.
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El dengue hemorragico se asocia con un aumento de la permeabilidad vascular,
trombocitopenia y pérdida de factores de coagulacion lo cual puede provocar un proceso
hemorrégico inicial debido a la trombocitopenia y posteriormente coagulacion intravascular
diseminada (CID) como un evento terminal. Un marcador sensible de CID temprano es la
presencia de dimero D (DD) en la circulacion. Observamos elevacion en las concentraciones
de Dimero-D en ambos pacientes con dengue independientemente del tiempo de evolucion
al ser comparados con el grupo control, la presencia de dimero D (DD) indica la activacion
del sistema de coagulacidn resultante de la destruccion de la fibrina y refleja la formacion de
coagulos vy su lisis. La deteccion de DD en la etapa febril de la infeccion por dengue puede
ser beneficiosa para predecir el curso clinico de la enfermedad y ayudar a los médicos a
predecir la gravedad de la infeccion por dengue antes de que los pacientes progresen a una

etapa grave.
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7. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que la proteina NS1 de dengue debe tener una conformacion
completa para lograr inducir la activacion plagquetaria; ademas, el dominio de Wing, fue el
mas inmunogénico de la proteina y presumiblemente el que interactia con la membrana
celular, es el unico de los dominios que logro inducir una mayor activacion plaquetaria. Esto
destaca la importancia de las interacciones entre la proteina y sus receptores de
reconocimiento en la superficie de las plaquetas en la patogenia del virus del dengue. El
hecho de que nuestros resultados parezcan indicar que el dominio de wing por si solo es
capaz de inducir una mayor expresion de marcadores de activacion plaquetaria parece
confirmar que el ala de NS1 podria ser un objetivo interesante para bloquear los efectos
activadores de plaquetas del DENV. Se ha propuesto que los tres dominios estructurales de
NS1 desempefian diferentes funciones en la asociacion de membranas, el ensamblaje del
complejo de replicacion y la evasion del sistema inmunitario. También se habia propuesto
que el dominio del wing podria participar activamente en la respuesta inmunitaria innata
mediada por RLR (RIG-I, gen I inducible por &cido retionoico) segun el analisis estructural,
aunque esto aun no se ha demostrado. Como los resultados méas consistentes corresponden a
los obtenidos con la proteina NS1 de DENV completa, parece indicar que la presencia del
dominio B-roll es fundamental para inducir una respuesta plaquetaria estable porque permite
la formacion de estructuras diméricas y hexamericas. En cuanto a los resultados obtenidos
en la expresion de citocinas inflamatorias y trombdticas en pacientes infectados con DENV
observamos una mayor expresion durante la fase aguda, lo que concuerda con el tiempo de
circulacién de la proteina NS1 en el organismo, por otro lado los resultados in vitro son
similares a los que observamos en pacientes en fase aguda. Los niveles incrementados de
citocinas inflamatorias y pro tromboticas al inicio de la infeccion pueden ser marcadores de
pronostico para la progresion a Dengue grave y parecen desempefiar un papel en la
patogénesis de la enfermedad.
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9. ANEXOS

9.1 Oficio de autorizacion del proyecto
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9.2 Carta de consentimiento informado.

Carta de consentimiento informado.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIDAD DE INVESTIGACION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE ESTUDIO: Estudio
epidemioldgico de incidencia y prevalencia de enfermedades causadas por los arbovirus Zika, Dengue y
Chikungunya.

INTRODUCCION: La siguiente informacidn describe el protocolo al cual se le esta invitando para participar
de forma activa. El investigador debera responder cualquier duda que surja a partir de la lectura de ésta.

PROPOSITO DEL ESTUDIO: Estudiar la incidencia y prevalencia real de infecciones causadas por arbovirus,
en personal de riesgo.

PROCEDIMIENTO: Ha sido elegido para participar en este estudio, si usted desea participar, contestara
un cuestionario y proporcionara muestra de sangre para medir los niveles de células inmunoldgicas y
anticuerpos especificos contra Dengue, Chikungunya y Zika. Sus muestras seran utilizadas en diferentes
estudios de laboratorio por los investigadores que participan en este estudio.

BENEFICIOS PARA PARTICIPANTES: Los resultados aportaran informacidon nueva e importante para
posteriormente realizar estudios clinicos fase | y Il de modelos de vacunas.

CONFIDENCIALIDAD. La informacion obtenida durante el desarrollo de este estudio es absolutamente
confidencial y no puede ser utilizada con otro fin. Usted serd informado acerca de cualquier hallazgo de
importancia para su salud durante el desarrollo de este estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente
investigaciéon en el momento que lo desee. Ademas sé que puedo pedir informacion adicional acerca de
los riesgos y beneficios de mi participacion en este estudio. Recibiré, si asi lo solicito una copia de los
resultados de laboratorio de los estudios que se me practiquen. Debo informar, tan pronto como sea
posible a los investigadores de cualquier cambio importante que ocurra en mi salud, incluyendo el
consumo de medicamentos, suspension o inicio de algun habito (p. ej. tabaquismo, alcoholismo) o cambio
de domicilio. Sé que las muestras obtenidas sélo podran ser utilizadas para los fines de este estudio. Los
costos del estudio los cubriran los fondos de la unidad de investigacion y el paciente no pagara por los
estudios paraclinicos propios del proyecto de investigacion.
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He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento informado, mis dudas han sido resueltas
y voluntariamente acepto participar en este estudio.

FIRMA DEL INVESTIGADOR Y FECHA. NOMBRE, FIRMA DEL PACIENTE Y FECHA

FIRMA DE TESTIGO 1 Y FECHA FIRMA DE TESTIGO Il Y FECHA
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