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Descripcion de un modelo de infeccidn in vitro con virus dengue
empleando células mononucleares humanas de sangre periférica

Félix Giovanni Delgado Tiria', Adriana Marisol Pérez Acosta', Jaime E Castellanos’

RESUMEN

No existen modelos animales apropiados para el estudio de la fisiopatologia y las manifestacio-
nes clinicas de la enfermedad causada por la infeccion con virus dengue, por lo que para ello
se requiere desarrollar modelos experimentales. EI propoésito del presente trabajo fue establecer
un modelo de infeccion in vitro con virus dengue serotipo-2 (DENV-2). Para esto se obtuvieron
celulas mononucleares de sangre periférica (CMSP) usando un gradiente de Ficoll, y se las culti-
v6 e infectd con DENV-2 a una baja multiplicidad de infeccidn. La subpoblacion celular que se
infectd y produjo citocinas se identificd empleando un anélisis multiparamétrico por citometria
de flujo. Como resultado, las CMSP fueron permisivas a la infeccién, que se detectd a las 24 horas
de inoculado el virus. Ademas, en este mismo tiempo, los monocitos CD14+, pero no los linfo-
citos CD3+4+ o CD19+, fueron la subpoblacion celular preferencialmente infectada y responsable
de la produccién de TNF-a e IL-6. En conclusion, se establecié un modelo de infeccion in vitro
usando CMSP no fraccionadas, en el que se identifico a los monocitos CD14+4 como la principal
célula blanco de la infeccion con DENV-2 y productora de citocinas proinflamatorias.
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SUMMARY

Human peripheral blood mononuclear cells as an in vitro model for dengue virus infec-
tion

To date, there are no appropriate animal models for the study of the pathophysiology and
clinical manifestations of the disease caused by dengue virus infection; therefore, experimen-
tal models are required for that purpose. The objective of the present work was to establish a
model of in vitro infection with DENV-2. To this end, human peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were obtained using a Ficoll gradient, and infected with DENV-2 using a low
multiplicity of infection. The cell populations infected and responsible for the production
of cytoRines were identified using a multiparametric analysis by flow cytometry. As a result,
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PBMC were permissive to infection that was detected
24 hours after virus inoculation. Additionally, at this
same time, CD14+ cells, but not CD3+ or CD19+
cells, were preferentially infected and responsible for
the production of TNF-a and IL-6. In conclusion, we
established a model of in vitro infection using unfrac-
tionated PBMC, in which CD14+ cells were identified
as the primary target cells for infection with DENV-2,
and the production of proinflammatory cytoRines.

KEY WORDS

Dengue Virus; Flow Cytometry: IL-6; Mononuclear
Cells; TNF-a

INTRODUCCION

El virus dengue (DENV) es un miembro del género Fla-
vivirus de la familia Flaviviridae. Comprende cuatro
diferentes serotipos (DENV-1 al 4) transmitidos por la
hembra del género Aedes aegypti (vector principal)
mediante el ciclo de transmision hombre-mosquito-
hombre (1). Su genoma es un RNA de cadena tnica y
polaridad positiva con aproximadamente 11 Rb de lon-
gitud y presenta un solo marco de lectura abierto que
codifica para una poliproteina precursora procesada
antes y después de la traduccién por proteasas celula-
res y virales en tres proteinas estructurales: C (capside),
M (membrana no glicosilada, que se forma a partir de
un precursor denominado prM durante la madura-
cion), E (envoltura glicosilada), y siete no estructurales:
NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 (2).

No se ha determinado claramente la afinidad por un
grupo celular especifico para la infeccion con DENV,
debido a que no se tienen datos suficientes que defi-
nan el tejido de mayor susceptibilidad y replicacién
del DENV in vivo. Existen datos limitados respecto a la
deteccion del DENV en tejidos humanos premortem y
posmortem y [o que se ha sugerido es que la infeccién
con DENV se inicia en el sitio de la inoculacion, posi-
blemente mediante la infeccion de las células de Lan-
gerhans en la piel (3,4) para [uego diseminarse hacia los
noédulos linfoides regionales, el bazo, el higado y otros
6rganos por la via linfatica y el sistema circulatorio
(5,6). Hallazgos patologicos adicionales en monos
rhesus infectados experimentalmente y en casos fata-
les de infeccidn en seres humanos determinaron que
el tipo celular que soporta la replicacién del DENV in
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vivo son las células del linaje fagocitico-mononuclear
(7-10). En este sentido, varios estudios han intentado
detectar el DENV en células mononucleares de sangre
periférica (CMSP), como una forma sencilla de exami-
nar la replicacién del DENV in vivo e in vitro.

Estudios in vivo han encontrado que el DENV se de-
tecta con mayor frecuencia en las CMSP de pacientes
durante una infeccion aguda (11,12) y que se observa
ademas una relacion directa entre la gravedad de la
enfermedad y mayor deteccién de antigeno viral en
estas células (11). Ademaés, se ha logrado detectar he-
bras positivas y negativas de RNA viral en CMSP de
pacientes infectados, lo que indica una replicacién
activa del DENV en estas células (13,14). Por otra
parte, en trabajos in vitro de infeccion de CMSP con
DENV-2 se detectd un pico en la replicacion viral al
segundo dia postinfeccion al cuantificar el DENV por
la técnica de plaqueo (15).

Por otro lado, no existen modelos animales apropia-
dos para el estudio de la fisiopatogenia y de las mani-
festaciones clinicas de la enfermedad causada por el
DENV, ni como referentes para la evaluacion de tra-
tamientos farmacologicos especificos. La enfermedad
(leve o grave) solamente la padecen los humanos y
ninglin animal sufre manifestaciones clinicas similares,
aunque sean infectados por mosquitos o experimen-
talmente. Los monos de algunas especies de la familia
Cercopithecus al ser infectados muestran susceptibi-
lidad a Ia infeccidn, pero en ellos se detectan bajos
titulos de virus producidos sin que aparezcan signos o
sintomas de la enfermedad (16). Teniendo en cuenta
lo anterior, con el presente trabajo nuestro grupo de
investigacion busca establecer en el laboratorio un
modelo de infeccidn in vitro con virus dengue que
permita fundamentar estudios posteriores encamina-
dos a la evaluacién de moléculas para ejercer un me-
jor control farmacoldgico de la enfermedad, ya sea
disminuyendo la replicacién viral o regulando la res-
puesta inmune innata inducida durante la infeccién.

METODOLOGIA

Lineas celulares: se emplearon en este estudio cé-
[ulas LLC-MK2 (linea de epitelio de rindn de mono
rhesus) y U937 (linea promonocitica humana obteni-
da de un linfoma histiocitico difuso) mantenidas en
el medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Sigma) suplementado con 10% de suero fetal bovino
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(SFB), antibidticos (penicilina 100 U/mL y estreptomi-
cina 100 mg/mL, Gibco), e incubadas a 37 °C en una
atmosfera con CO, al 5%. La linea celular C6/36 (pro-
veniente de Aedes albopictus) fue mantenida en las
mismas condiciones excepto que la temperatura de
incubacién fue de 33 °C.

StocR viral: el DENV serotipo 2 (DENV-2) fue suminis-
trado por el Instituto Nacional de Salud de Colombia
y cosechado en células C6/36. La recoleccion de la
cosecha viral se hizo entre el quinto y el octavo dias
postinfeccién, con base en la observaciéon del efecto
citopético inducido por el virus sobre la monocapa
celular. El sobrenadante y las células (lisadas por cam-
bios bruscos de temperatura entre 28 °C y -80 °C) se
recolectaron y centrifugaron a 720 xg por 10 minutos
a 4 °C y el sobrenadante se distribuy® en alicuotas y
se almaceno a -80 °C. Adicionalmente, se prepard un
control antigénico celular (MocR) en iguales condi-
ciones sin inoculacién del virus. La titulacion viral se
efectud por inmunodeteccion enzimatica de focos de
células infectadas sobre monocapas de LLC-MK2.

Obtencion de CMSP: se utilizo sangre venosa perifé-
rica de donantes adultos sanos quienes autorizaron,
por medio de un consentimiento informado, el uso
de sus componentes sanguineos para este trabajo de
investigacién, aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad el Bosque. Se hizo una prueba rdpida
de ELISA (Dengue Duo Cassette, Panbio Diagnostics)
usando el plasma obtenido, para detectar anticuer-
pos IgM o IgG especificos contra DENV. Se seleccio-
naron los donantes seronegativos para IgM e IgG para
la obtencién de las CMSP empleando un gradiente
de ficoll (Histopaque-1077, Sigma). Las CMSP obte-
nidas se resuspendieron en medio de mantenimien-
to RPMI-1640 (Gibco) suplementado con SFB al 10%
(Gibco), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100
mg/mL (Gibco), se sembraron 1 x 10° células/mL en
tubos de polipropileno de 15 mL (Becton Dickinson)
para evitar la adherencia, y se incubaron a 37 °C en
atmosfera con 5% de CO, y 70% de humedad. La ob-
tencién y procesamiento de las CMSP se llevaron a
cabo en condiciones de apirogenicidad, usando para
esto reactivos con niveles de endotoxina por debajo
de 0,3 EU/mL.

Inmunocompetencia de las CMSP en cultivo: se
evalud la inmunocompetencia de estas células usando
5 ng/mL de PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate,

Sigma) y 500 ng/mL de ionomicina (lonomycin cal-
cium salt de Streptomyces, Sigma) como estimulo
para la activaciéon de linfocitos, vy 50 ng/mL de LPS
(lipopolisacarido de Escherichia coli, Sigma) como
estimulo para la activacién de los monocitos. Para
ello, se sembraron 1 x 10° células/mL en tubos de 15
mL, se adicionaron el respectivo estimulo y 3 ug/mL
de brefeldina (eBioscience) durante 12 horas. Poste-
riormente, se recuperaron las CMSP (5 x 10° células)
y se analizaron por citometria de flujo para detectar
la presencia de citocinas intracelulares (IL-6 y TNF-a).

Infeccidn de Ias células con DENV-2: las infecciones
se hicieron con DENV-2 a una multiplicidad de infec-
cién (MQOI) de 0,1. Como control negativo se utiliza-
ron células tratadas con el sobrenadante del lisado de
células C6/36 no infectadas (MocR). Dependiendo del
ensayo, las CMSP se infectaron por 12 y 24 horas. En
el caso de la deteccion de citocinas intracelulares se
adiciono brefeldina (3 ug/mL) 12 horas antes de re-
coger las células. Las células se usaron para detectar
la presencia de marcadores de fenotipo (CD14, CD3 y
CD19), antigeno viral o citocinas intracelulares (IL-6 y
TNF-a). Ademas, los sobrenadantes de las CMSP de 24
horas postinfeccién (HPI) se usaron para infectar una
monocapa de células LLC-MK2 sobre las que poste-
riormente se analizd, por inmunodeteccion enzima-
tica, la presencia de células infectadas. Como control
positivo de infeccidn, las lineas celulares U937 y C6/36
fueron infectadas por dos y cinco dias respectivamente,
y luego analizadas por citometria de flujo para detec-
tar la presencia intracelular de antigeno viral.

PCR: se extrajo el RNA de las CMSP adicionando 1 mL
de TrizolP (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se resuspendié el RNA obtenido en agua
tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) al 0,1% y se
cuantificd a 260 nm. A partir de 0,5-1 ug de RNA total
se efectud una transcripcion reversa utilizando la re-
trotranscriptasa M-MLV (Promega) y random primer
(Promega) a 37 °C por 1 hora. Para detectar el genoma
viral, se hizo una PCR convencional utilizando la en-
zima GoTaq polimerasa (Promega) y los primers sen-
tido Md1 5°-TCA ATA TGC TGA AAC GCG AGA GAA
ACC G-37, y antisentido D2 5"-TTG CAC CAA CAG TCA
ATG TCT TCA GGT TC-3, que amplifican un producto
de 511 pb correspondiente a un segmento del gen C-
prM del DENY, segun lo reportado por Chien y cola-
boradores (17).
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Anticuerpos para citometria de flujo: para la de-
teccion intracelular del DENV-2 se emple6 una mar-
cacion indirecta utilizando un anticuerpo monoclo-
nal antiflavivirus (10 mg/mL) (Chemicon, MAB8744.
[sotipo IgG2a de ratdn) especifico para la proteina E
viral y un anticuerpo anti-IgG2a de ratén acoplado
a isotiocianato de fluoresceina (FITC, por su sigla en
inglés) (8 mg/mL, Becton Dickinson). Todos los demaés
anticuerpos empleados poseen un isotipo IgG1. Los
anticuerpos usados para detectar los marcadores de
superficie fueron CD3-Pacific Blue (8 mg/mL, Becton
Dickinson), CD19-APC-Cy7 (5 mg/mL, Becton DicRin-
son) y CD14-PerCP Cy5.5 (10 mg/mL, eBioscience).
Los anticuerpos utilizados para detectar citocinas in-
tracelulares fueron TNF-a-APC (5 mg/mL, Becton Dic-
Rinson) e IL-6-PE (5 mg/mL, eBioscience). Todos los
anticuerpos se titularon previamente.

Citometria de flujo: en total, se centrifugaron 5x10°
células a 250 xg por 5 minutos y se resuspendieron
en 100 uL. de FACSFlow™ (BD Biosciences). Posterior-
mente, se hizo una incubacién con el colorante de
viabilidad (LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain,
INVITROGEN) y los anticuerpos para deteccioén de fe-
notipo por 30 minutos a 4 °C. Luego de un lavado con
FACSFlow ™, las CMSP se fijaron y permeabilizaron
con el reactivo Cytofix/Citoperm™ (Becton-DicRin-
son) por 20 minutos a 4 °Cy se hizo un lavado con Per-
mWash™ (Becton-DicRinson). Después, dependiendo

del ensayo, se hizo una incubacién con el anticuerpo
antiflavivirus por 1 hora a 37 °C y con el anticuerpo
antirratén por 30 minutos a 4 °C, o se incubd con los
anticuerpos para TNF-a e IL-6 por 30 minutos a 4 °C.
Finalmente, se hizo un lavado con PermWash™ y las
células se analizaron en un citémetro de flujo FACS-
Canto™ Il (Becton-Dickinson) empleando el software
FACSDiva™.

RESULTADOS

Los monocitos CD14+ en las CMSP son permisivos
a la infeccion con DENV-2

Para estudiar la infeccién desde un enfoque mas pa-
recido a lo que ocurre naturalmente, CMSP no frac-
cionadas fueron infectadas in vitro con DENV-2 a una
MOI baja (0,1) por 24 horas. La infeccion de las CMSP
se verificd empleando dos técnicas: PCR e inmuno-
deteccion enzimatica del DENV en células LLC-MK2.
Como resultado, en la figura 1A (linea 2) se observa
una banda de 511pb correspondiente a un segmento
del gen C-prM del DENV tinicamente en las CMSP que
fueron infectadas, y en la figura 1C se observa la pre-
sencia de antigeno viral en las células LLC-MK2 ino-
culadas con los sobrenadantes de CMSP infectadas.
Estos dos hallazgos no se observaron en los controles
negativos (células inoculadas con MocR; figuras 1A
(linea 1) y 1B).

A B
1 2
500 pb» ! e
e ——

Mock 'DENV-2

Figura 1. Las CMSP son permisivas a la infeccion con DENV-2. (A) Se hizo una PCR para detectar un segmento del gen C-prM del DENV
en CMSP inoculadas con Mock (linea 1) o DENV-2 (linea 2). Se detecté una banda Unica de 511pb solo en las células infectadas (A).
Mediante inmunodeteccién enzimatica se detectd antigeno viral solo en las células LLM-CK2 inoculadas con sobrenadantes de
CMSP infectadas con DENV-2 (C), este hallazgo no se encontré en las LLM-CK2 tratadas con Mock (B). Datos representativos de

tres experimentos independientes.

270

IATREIA VoI 27(3) julio-septiembre 2014



Posteriormente, se quiso identificar la subpoblacién
celular de las CMSP permisiva a la infeccién con
DENV-2 y para ello se empled citometria de flujo.
Sin embargo, debido a que la deteccidon del DENV
se efectud utilizando una marcacién indirecta, se
verificd previamente la eficacia de la misma. Para

Células infectadas con Mock

ello, se emplearon lineas celulares de diferente per-
misividad a la infeccidon con DENV. En la figura 2 se
muestra que el 74,8% de las células C6/36 y el 7,3%
de las células U937 fueron positivas para DENV y se
observd menos del 0,2% de inespecificidad en las
células no infectadas.

Células infectadas con DENV
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Figura 2. Deteccion de antigeno viral en lineas celulares permisivas a la infeccion por DENV-2. Las células U937 y
C6/36 fueron infectadas por 2 y 5 dias, respectivamente. Las células C6/36 fueron mas permisivas a la infec-
Cion (74,8%) con el DENV-2 que las U937 (7,3%). Menos del 0,2% de background se observé en las células no
infectadas de las dos lineas celulares. Datos representativos de tres experimentos independientes

Una vez definidas las condiciones de deteccién indi-
recta del DENV por citometria de flujo, se procedi a los
ensayos con las CMSP Para esto, como se ilustra en la
figura 3, se aplico la siguiente estrategia de analisis: 1.
Se seleccionaron los singlets (células que pasan una a la
vez frente al laser) definidos por tener un area (FSC-A)
y un ancho de sefial (FSC-W) uniformes, medidas en el
forward scatter; de esta manera se descartaron del anali-
sis los agregados celulares (dos 0 mds células que pasan
juntas frente al laser). 2. Sobre esta poblacién de singlets,
se identificaron las poblaciones de linfocitos y mono-
citos de acuerdo con su tamano (forward scattered) y
complejidad interna (side scattered). 3. Sobre cada una
de estas dos poblaciones se identificaron las células no
viables mediante el uso de un colorante de viabilidad

que penetra en las células cuya membrana celular esta
danada o alterada, reaccionando con los grupos amino
presentes en el citoplasma. De esta manera fue posible
seleccionar, para los anélisis respectivos, los monocitos
y linfocitos viables que emiten niveles bajos de fluores-
cencia. 4. Sobre la region de linfocitos viables, se evalud
la expresion de CD3, considerando la poblacion CD3+
como linfocitos T, y sobre la region CD3- se identifico la
poblacién CD19+ como linfocitos B. Por otro lado, en
los monocitos viables se evalud la expresion de CD14,
considerando la poblacién CD144+ como monocitos.
Esta estrategia de andlisis nos permiti¢ identificar plena-
mente nuestras poblaciones de interés (CD3+, CD19+,
CD14+) para los experimentos de deteccidén de antige-
no viral o citocinas intracelulares.
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Singlets

Monocitos vivos

CD14- CD14+

N Fsc
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FSC-W

FSC-A

Figura 3. Estrategia de analisis para los datos obtenidos por citometria de
flujo. Al analizar las CMSP por este método, se identificaron las subpo-
blaciones celulares de interés (CD14+, CD3+, CD19+) para analizar su

infeccién con virus dengue

Aplicando la estrategia de andlisis ya expuesta, se exa-
miné la permisibilidad de los diferentes subtipos celu-
lares de las CMSP al DENV. Los resultados mostraron
que, de las subpoblaciones analizadas, los monocitos
CD14+ presentaron un porcentaje significativamente
mayor de células positivas para el DENV-2 en relacion
al Mock (2,2% frente a 0,5%); en contraste, los linfoci-
tos T (CD3+) y B (CD19+) no presentaron evidencia
de infeccion viral (figura 4).

La infeccion de las CMSP con DENV-2 induce la
produccion de TNF-a e IL-6 en monocitos (D14+

Antes de analizar la produccién de TNF-a e IL-6 en
las diferentes subpoblaciones celulares durante la
infeccién, se verificd la inmunocompetencia de las
CMSP en las condiciones de cultivo empleadas. Las
células se mantuvieron por 12 horas en presencia o
ausencia de PMA/lonomicina (estimulos policlonales
para la activacion de linfocitos T y B) o LPS (estimulo
para la activacién de monocitos) y posteriormente se
analizaron por citometria de flujo, en la que se evalud

272

Monocitos

Aqua

CD14 PerCP Cy5.5
Linfocitos Linfocitos vivos
0
@
w k
Aqua >
3/cp3-  cD3+
w

i)

CD3Azul Pacifico

CD19- CD19+

ok

CD19APC Cy7

FSC

la presencia intracelular de las citocinas IL-6 y TNF-a.
En la figura 5 se observa que el tratamiento con PMA/
Ionomicina indujo a 1,4%y 1,3% de linfocitos a la pro-
duccién de TNF-a e IL-6, respectivamente (figura 5B
y G). Cuando se uso el estimulo con LPS, se indujo
la produccion de TNF-a e IL-6 en 45% y 30,9% de los
monocitos, respectivamente (figura 5D e I). De esta
manera, los resultados confirman que bajo las condi-
ciones de cultivo empleadas, las CMSP son suscepti-
bles de ser activadas.

Posteriormente se llevaron a cabo los ensayos con las
CMSP inoculadas con Mock o DENV-2 por 12y 24 ho-
ras, tiempos en los que se recogieron las células para
detectar IL-6 y TNF-a intracelularmente empleando
citometria de flujo. De esta manera, se identifico la
subpoblacion celular de las CMSP responsable de la
produccién de las citocinas proinflamatorias durante
la infeccién. De las subpoblaciones analizadas, los
monocitos CD14+ produjeron TNF-a e IL-6 a las 12
y 24 horas postinfeccion (figura 6); sin embargo, en
los linfocitos T y B no se detectd ninguna de las dos
citocinas evaluadas (datos no mostrados).
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Células infectadas con Mock  Células infectadas con DENV
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Figura 4. Solo la subpoblacién de monocitos (D14+ es permisiva a la
infeccion con DENV-2. CMSP fueron infectadas con DENV-2 a una
MOI 0,1 por 24 horas. Los resultados muestran que los monoci-
tos CD14+ presentaron un mayor porcentaje de células positivas
para el DENV en relacién al Mock (2,2% frente a 0,5%); en contras-
te, los linfocitos Ty B no presentaron evidencia de infeccion viral

DISCUSION

En el presente trabajo se establecid un modelo de in-
feccién in vitro con DENV en el que se identificaron
la poblacién celular permisiva a la infecciéon y la po-
blaciéon celular responsable de la produccién de cito-
cinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6. Una de las
ventajas de este modelo fue la utilizacion de CMSP
no fraccionadas y una MOI baja de infeccién (0,1), ya
que de una manera aproximada permitié semejar el
ambiente natural en que ocurre la infeccién in vivo.

No estimuladas Estimuladas
\!_ 24
o A + B
ER 2
Pt 01% | 3 14% Linfocitos
e | e
3 W e Jir D AL e D
[T I = #
ES ES
8 2] 8 . Monocitos
il | D]
i e e i i A
TNFa
- #
o F & G
L 02%| ¥ 1,3%
# ) & ] Linfocitos
ES v - r
)} e L e e e P e e
o w w » »' W w » '
R #
# H £
2 0,4% | &3 30,9% ]
33 ) 3 e Monocitos
T |8 g
e
IL-6

Figura 5. Las CMSP son inmunocompetentes en las condiciones
de cultivo empleadas. Las CMSP fueron tratadas con brefel-
dinay estimuladas por 12 horas con PMA/lonomicina (lin-
focitos) o LPS (monocitos), tiempo en el cual se hizo una
marcacion intracelular para TNF-a (A-D) e IL-6 (F-1). Datos
representativos de tres experimentos independientes.

Ademaés, el cultivo de las CMSP se hizo en tubos de
polipropileno porque este material no permite la ad-
herencia de los monocitos a la superficie del tubo,
sino que los mantiene en suspensién durante todo el
tiempo de cultivo; en estas condiciones se alcanzan
porcentajes de recuperacidon mas altos para los anéli-
sis por citometria (18). Este enfoque metodoldgico se
ha empleado en varios trabajos de investigacidon con
los monocitos como objeto de estudio (18-20) lo que
sugiere que es una forma aceptada de cultivo para es-
tas células. Por otro lado, se tuvo la precaucién de
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seleccionar donantes seronegativos para anticuerpos
contra DENV, pues se sabe que tanto la neutraliza-
cién como la amplificacién virales dependiente de

Células infectadas con Mock

anticuerpos (ADE) son fendémenos que modifican la
infeccién viral (21) y los niveles de citocinas durante
la infeccidén por dengue (29).

Células infectadas con DENV
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Figura 6. Los monocitos (D14+ son los responsables de la produccion de citocinas proinflamatorias.
CMSP fueron infectadas con DENV-2 a una MOI 0,1 por 12 y 24 horas y en cada tiempo se
hizo una marcacién intracelular para TNF-a e IL-6. La brefeldina se adiciond 12 horas antes de
cumplirse el tiempo de infeccion. Datos representativos de tres experimentos independientes

Las CMSP fueron infectadas por 24 horas, debido a
que se ha reportado que para este tiempo ocurre la
primera ronda de infeccidén (23). Ademas, Torrentes-
Carvalho y colaboradores (24) reportaron que mono-
citos primarios infectados con DENV-2 por 48 horas
expresaron marcadores apoptéticos como fosfatidil-
serina y el receptor de muerte Fas, a diferencia de los
monocitos infectados por 24 horas que presentaron
niveles de expresidn mads bajos de estos marcadores
de apoptosis. En el presente trabajo no se considerd
la evaluacién de estos marcadores; sin embargo, du-
rante los andlisis multiparamétricos por citometria de
flujo, en los que se utilizd un colorante de viabilidad,
se pudo observar que las células inoculadas por 24
horas con Mock o con DENV-2 presentaron porcen-
tajes bajos de células no viables (en promedio 4,1%
y 3,4%, respectivamente), que fueron muy similares.
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Una vez establecido que las CMSP eran susceptibles
de ser infectadas in vitrocon DENV-2 (figura 1), y antes
de proceder a identificar el fenotipo de la subpobla-
cién celular blanco de la infeccion, se verifico la mar-
cacién indirecta empleada para la deteccidn del virus
por citometria de flujo. Para esto se emplearon lineas
celulares de diferente permisividad a la infeccién con
DENV. Se usaron células altamente permisivas a la in-
feccidn (C6/36) (23) y otras que se consideran de baja
permisividad (U937) (25). Los resultados obtenidos en
este estudio estdn de acuerdo con lo esperado, pues,
como se muestra en la figura 2, el porcentaje de célu-
las infectadas con DENV-2 fue del 74,8% para las C6/36
y de 7,3% para las U937. Es importante resaltar que
las células inoculadas con el virus o con solo el me-
dio se marcaron de igual manera para la detecciéon
de la proteina E viral. El background observado en
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las células no infectadas con esta marcacion indirecta
fue bajo (0,1%), lo que sugiere que esta estrategia de
marcacion permite identificar de manera especifica
las células infectadas con el virus.

Una vez obtenidos estos resultados, se hicieron los en-
sayos empleando CMSP y se continuaron los andlisis
por citometria de flujo. Esta técnica permite andlisis
detallados de subpoblaciones celulares sin necesidad
de hacer separaciones fisicas de las mismas, mediante
andlisis multiparamétricos como el que se muestra en
la figura 3. Esta estrategia de analisis, que se aplicd
en todos los ensayos posteriores, permitié ademas
identificar agregados celulares (mediante FSC-A y
FSC-W) y células muertas (mediante la marcacién
con un colorante de viabilidad), que fueron excluidas
porque presentan caracteristicas diferentes de auto-
fluorescencia y unen de manera inespecifica los an-
ticuerpos; con ello se mejoraron en gran medida la
sensibilidad y la precisién en los analisis de los datos
(26). Teniendo en cuenta lo anterior, se analizaron las
CMSP infectadas o no con DENV-2 y los resultados in-
dicaron que de las tres subpoblaciones identificadas
(CD14+, CD19+, CD3+) solamente los monocitos
CD14+ fueron infectados con DENV-Q (figura 4). Este
resultado es similar al obtenido en dos trabajos en los
que infectaron in vitro CMSP totales no fraccionadas,
provenientes de donantes seronegativos para DENV,
y lograron determinar por citometria de flujo que los
monocitos humanos CD14+ son las células preferen-
cialmente infectadas (6,27).

Por otro lado, el porcentaje de infeccién de los mo-
nocitos CD14+ obtenido en este trabajo se encuentra
dentro de los valores esperados debido a que estudios
previos como el de Wu y colaboradores (3) hallaron
entre 1% y 5% de monocitos/macréfagos infectados
con una MOI de 2. De forma similar, Kou y colabora-
dores (6) reportaron en promedio un 3,5% de mono-
citos CD14+ infectados cuando se us6 una MOI de
5. Una consideracién muy importante para tener en
cuenta es que las células primarias humanas son mas
dificiles de infectar in vitro que las lineas celulares;
ademas, la cinética de deteccion del DENV en fagoci-
tos mononucleares varia de acuerdo con la cepa del
virus y la MOI empleadas (28). Por otro lado, estudios
[levados a cabo empleando CMSP provenientes de
pacientes con dengue identificaron por citometria de
flujo a los monocitos CD14+ como las células blanco

para el DENV (29,30), lo que corrobora nuestro hallazgo
in vitro.

En contraste con lo anterior, otros estudios sugieren
que el DENV tiene la capacidad de replicarse activa-
mente tanto en linfocitos B como en linfocitos T y
que estos grupos celulares podrian también jugar un
papel importante en la patogenia del dengue como
hospederos del DENV (31-33). Sin embargo, en nues-
tros ensayos no observamos infeccién de linfocitos T
(CD3+) 0 B (CD19+), como se muestra en la figura 4.
Estos resultados contradictorios pudieron deber-
se a que en los estudios en que se detectd infeccidn
en linfocitos usaron principalmente lineas celulares o
poblaciones celulares purificadas.

Adicionalmente, se ha sugerido que una de las carac-
teristicas mds importantes que se presentan en los pa-
cientes con dengue grave es la pérdida de la integri-
dad endotelial, que se explica como consecuencia de
una respuesta inmune anormal contra el DENV (34).
Estudios clinicos muestran que los niveles de citocinas
como TNF-a e IL-6 se encuentran significativamente
aumentados en pacientes con dengue grave (35-38).
Estas citocinas proinflamatorias se asocian in vivo
con una respuesta de fase aguda que puede resultar
en la liberacién de péptidos quimiotacticos, fiebre y
la activacidn de células endoteliales que conduce a la
permeabilidad vascular, rasgo clinico dominante en
el dengue grave (39).

Se han descrito como fuente de TNF-a e IL-6 a mo-
nocitos y linfocitos B purificados al infectarlos con
DENV-2, y a linfocitos T CD4+ al exponerse a antige-
nos del DENV-2 in vitro (40). En el presente estudio, se
detectd la presencia de TNF-a e IL-6 en los monocitos
de las CMSP infectadas. Los resultados indican que
solo los monocitos CD14+ son los responsables de la
producciéon de TNF-a e IL-6 durante la infeccidn
(figura 6). Por otro lado, estudios in vivo han mos-
trado que los monocitos activados podrian jugar un
papel importante en la inmunopatogénesis de la en-
fermedad. Durbin y colaboradores (30) informaron la
presencia de un alto porcentaje de monocitos activa-
dos en pacientes con dengue grave.

En conclusién, con el presente trabajo se logré es-
tablecer en nuestro laboratorio un modelo de infec-
cién in vitro con DENV-2 empleando CMSP que se
asemeja de cerca a lo que ocurre in vivo, ya que a
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una baja MOI se detectd la infeccién de monocitos 'y
la produccién de citocinas proinflamatorias que me-
dian procesos inmunopatolégicos caracteristicos de
la enfermedad.
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