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COMUNICACION BREVE
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de dengue y fiebre hemorragica por dengue que muestra diferencias
en la respuesta inmunitaria y claves en la inmunopatogénesis
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Introduccion. El dengue puede manifestarse como una enfermedad leve o evolucionar hasta una
enfermedad grave, llamada fiebre hemorragica por dengue, cuyos mecanismos de inmunopatogénesis
no son claros.

Objetivo. Utilizar un andlisis de microarreglos para identificar los genes de la respuesta inmunitaria
diferencialmente expresados en nifios colombianos con dengue leve y grave.

Materiales y métodos. Se evaluaron los cambios de la expresion génica de células mononucleares
de sangre periférica de nifios con fiebre de dengue y fiebre hemorragica por dengue en fase aguda,
mediante el microarreglo de Affymetrix HG-U133_Plus_2.

Resultados. Los pacientes con fiebre hemorragica por dengue expresaron transcritos para interleucina
6, quimiocinas, complemento y pentraxina 3, al igual que inhibidores de la actividad de linfocitos
(gen 3 de activacién de linfocitos y catepsina L1). Un modelo de interaccién desarrollado para estos
genes mostrd al factor tisular como central en la red generada. Por el contrario, los pacientes con
fiebre de dengue expresaron inhibidores de la actividad de citocinas, complemento y leucotrienos
[lactotransferrina, inhibidor peptidasa serpina del complemento C1, leucotrieno B (4-omega hidroxilasa
2)].

Conclusiones. Los resultados podrian indicar que durante la fiebre de dengue, los inhibidores de
citocinas y del complemento logran controlar el dafo al endotelio y el aumento de la permeabilidad
vascular, mientras que, en los pacientes con fiebre hemorragica por dengue, la disfuncién de las células
inmunitarias y la acciéon no regulada del complemento y de las citocinas, conducen a un estado de
“hipercoagulacion”y dafo endotelial. La identificacion del papel patdgeno de las moléculas encontradas
podria contribuir a la interpretacién de la patogenia y al desarrollo de farmacos terapéuticos.

Palabras clave: dengue, transcripcion genética, analisis de micromatrices, fiebre hemorragica del
dengue, proteinas del sistema del complemento, citocinas.

Comparison of the transcriptional profiles of patients with dengue fever and dengue hemorrhagic
fever reveals differences in the immune response and clues in immunopathogenesis

Introduction. Dengue infection demonstrates a wide spectrum of clinical manifestations from mild
disease (dengue fever) to severe dengue hemorrhagic fever, but the immunopathogenic mechanisms
involved in disease severity are not clear.

Objective. Differentially expressed genes associated to immune response were indentified from
peripheral blood mononuclear cells of Colombian children with dengue fever and dengue hemorrhagic
fever.

Materials and methods. Microarray analysis was used as a tool to establish and compare transcriptional
profiles of peripheral blood mononuclear cells of six children in acute phase of dengue fever and dengue
hemorrhagic fever. The commercial gene chip used was Affymnetrix GeneChip HG_U133_Plus_2.
Results. Dengue hemorrhagic fever patients expressed interleukin 6, chemokines, complement proteins
and pentraxin 3, along with the lymphocyte inhibitors lymphocyte-activation gene 3 and cathepsin L1. An
interaction model for these genes showed tissue factor playing a central role in the network generated.
In contrast, dengue fever patients expressed cytokines, complement and the leukotrienes inhibitors
lactotransferrin, C1 inhibitor, and leukotriene-B (4-omega-hydroxylase 2).

Conclusions. These results indicate that in dengue fever, cytokine and complement inhibitors are
able to limit endothelial damage and prevent increases in vascular permeability, whereas dengue-
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hemorrhagic fever patients have immune cell dysfunction and unregulated complement and cytokine
action. This leads to “hypercoagulation” and endothelial damage, thereby increasing disease severity.
Verification of the pathogenic role of the identified molecules will contribute to understanding of dengue
pathogenesis and lead to rational development of therapeutic drugs.

Key words: dengue; transcription, genetic; microarray analysis, dengue hemorrhagic fever, complement

system proteins, cytokines.

El dengue es una enfermedad transmitida por la
picadura de mosquitos Aedes aegypti infectados
con el virus del dengue (DENV, acrénimo oficial),
un miembro de la familia Flaviviridae, que afecta
principalmente a nifios en las regiones tropicales
y subtropicales del mundo (1). La mayoria de los
pacientes sufren una enfermedad benigna y de
resolucion espontanea llamada fiebre de dengue,
pero un porcentaje de pacientes desarrolla una
forma mas grave caracterizada por el incremento
de la permeabilidad vascular y alteraciones en
la hemostasia, denominada fiebre hemorragica
por dengue, que en los estados mas graves
se manifiesta con choque hipovolémico y se
denomina sindrome de choque por dengue o fiebre
hemorrégica por dengue grado Il o IV, la cual
puede ser fatal (2).

Los mecanismos que conducen a la enfermedad
grave no estan completamente dilucidados. Se cree
que la fiebre hemorragica por dengue se desarrolla
en pacientes que sufren una infecciéon secundaria
con un serotipo de DENV diferente al de la primera
infeccién, durante la cual las células portadoras del
receptor FcyRIl, como monocitos y macrofagos, son
infectadas por DENV con opsonina con anticuerpos
heterotipicos no neutralizadores generados en la
primera infeccion. Esto conduce a un aumento en
el nimero de células infectadas y a la activacién de
monocitos y linfocitos T que, finalmente, secretan
cantidades desproporcionadas de citocinas y otros
mediadores quimicos que actlan sobre el endotelio
vascular y producen aumento en la permeabilidad
vascular, extravasacién plasmatica y alteraciones
en la hemostasia (3,4).

Por otra parte, alrededor de 10% de los casos de
fiebre hemorragica por dengue ocurren durante
infecciones primarias con DENV, usualmente en
infantes en la segunda mitad del primer afo de
vida (5). Se ha postulado que, en estos casos,
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la transmision de anticuerpos maternos no
neutralizadores esta involucrada en el aumento de
células infectadas (6).

Esta red de mediadores y sus mudltiples vias
reguladoras son muy complejas y se conocen
s6lo parcialmente en el dengue. Gracias a que
los métodos de andlisis de expresion global de
genes permiten examinar procesos bioldgicos
complejos en un gran contexto, se propuso
diferenciar las caracteristicas de los eventos de
transcripcion de genes de la respuesta inmunitaria
en nifos colombianos con fiebre de dengue y fiebre
hemorragica por dengue, por la tecnologia de
microarreglos. El estudio encontr6 diferencias en
los patrones de expresion génica entre estos dos
grupos de pacientes, que pueden brindar nuevas
claves sobre los mecanismos que conducen a la
enfermedad grave.

Materiales y métodos
Muestras clinicas

Se obtuvieron muestras de sangre de seis nifios
en un rango de edad entre 7 meses y 15 afos,
que padecian una enfermedad febril de 4 a 7 dias
de evolucion, presuntiva de dengue, en el Hospital
Universitario de Neiva y la Institucién Prestadora
de Salud San Sebastian de La Plata, en el
departamento del Huila, Colombia.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad El Bosque y los acudientes de cada
paciente firmaron un consentimiento informado
para su inclusion en el estudio.

Las muestras fueron procesadas para obtencién
de plasma y células mononucleares de sangre
periférica por Ficoll Hypaque (Sigma). Las células
mononucleares de sangre periférica se trataron
con Trizol (Invitrogen) para la extraccién del ARN
total y, junto con el plasma, se almacenaron a -80
°C hasta su uso.

Los casos de dengue se confirmaron por
deteccién de ARN viral e IgM contra DENV y se
clasificaron segin su gravedad, siguiendo el
criterio de la Organizacién Mundial de la Salud
(7). La serotipificacion del DENV se realiz6 por
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RT-PCR, segun el protocolo descrito previamente
(8), y el ARN viral fue cuantificado como se report6é
previamente (9). La técnica de ultramicro-ELISA
(Tecnosuma Intl.) se us6 para la deteccion de
anticuerpos IgM e IgG contra DENV en el suero.
En los pacientes en cuyas muestras se detectd
ARN viral y ausencia de anticuerpos IgG contra
DENV, se consideré una infeccion primaria por
DENYV, mientras que en aquellos cuyas muestras
tenian ARN viral y anticuerpos IgG contra DENV,
se considerd una infeccién secundaria (10). El
grupo control consisti6 de adultos voluntarios
sanos, sin ARN viral ni anticuerpos IgM contra
DENYV detectables (n=3).

Preparacion de la muestra e hibridacion en el
microarreglo

El procesamiento de las muestras y la hibridacién
del microarreglo se llevaron a cabo como se publicé
anteriormente (11). EI ARN total fue nuevamente
purificado usando el sistema RNAeasy MiniKit
(Quiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Con 5 pg de ARN de cada muestra, se
sintetizd6 el ADNc de cadena sencilla, usando la
transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen) y el
cebador T7-Oligo(dT),,, el cual esta disefiado para
incorporar la secuencia central del promotor para
la ARN polimerasa T7.

Enseguida, se sintetiz6 el ADN de doble cadena
(ADNdsc) con el sistema SuperScript Choice
(Invitrogen) y fue purificado con el estuche
GeneChip Simple CleanUp Module (Affymetrix). El
paso siguiente consistié en generar y marcar con
biotina el ARNc; para ello se us6 un sistema que,
aprovechando la secuencia del promotor de la ARN
polimerasa de T7 previamente incorporada, inicia
la transcripcion in vitro del ADN de doble cadena
para sintetizar un ARNc que incorpora nucleétidos
biotinilados (GeneChip Expression IVT Labeling,
Affymetrix).

Posteriormente, el ARNc se incub6 en una solucién
tampdn de fragmentacion, que genera por hidrdlisis
metélica fragmentos de ARNc entre 35y 200 bases
(para una hibridacién mas eficiente), y esta muestra
se inoculd con los genes controles bacterianos
bioB, bioC, bioDy cre. Ocho microgramos de cada
muestra de este ARNc biotinilado se hibridaron
durante 18 horas al microarreglo Affymetrix
GeneChip. HG-U133_Plus_2 (38.500 genes) v, al
finalizar, se hicieron los lavados correspondientes.

El paso siguiente fue hacer una incubacion
con estreptavidina acoplada a R-phycoerythrin

Comparacién de los perfiles de transcripcién de pacientes con dengue

(SAPE, Molecular Probes) y luego un proceso
de amplificacién usando un anticuerpo anti-
estreptavidina biotinilado (Vector Labs.), para
finalizar con una nueva incubacién con SAPE. Los
microarreglos se leyeron con el equipo GeneArray
Scanner (Hewlett-Packard), ubicado en el Center
for Infectious Disease and Vaccine Research,
University of Massachusetts. Las imagenes
obtenidas se analizaron usando la aplicacion
Affymetrix MAS5, para generar archivos CEL (datos
de intensidad media de fluorescencia).

Analisis de datos

Para el andlisis de los datos, los archivos CEL fueron
importados al software GeneSpringGX (Agilent).
Se hicieron las correcciones de background y
normalizacién mediante un algoritmo matematico
sélido (12), usando los datos de intensidad de
fluorescencia de cada sonda transformados en su
logaritmo de base 2.

Cada arreglo se normalizd independientemente
del valor de intensidad media de fluorescencia de
todos los genes en el chip y, posteriormente, cada
gen se normalizé al nivel de expresién media de
ese gen en todos los arreglos. Los datos con una
sefal de fluorescencia por debajo del percentil 20
se eliminaron del andlisis (26% de los genes).

Los genes expresados diferencialmente en cada
grupo de pacientes fueron identificados por un
incremento de la intensidad media de fluorescencia
para cada gen en, al menos, tres logaritmos
respecto a los individuos voluntarios sanos. Las
funciones y clasificaciones biol6gicas de los genes
regulados diferencialmente se revisaron por andlisis
de ontologia de genes en el programa EASE (13).

Finalmente, se hizo un andlisis de vias biol6gicas
para visualizar redes de regulacion de genes y
mapas de interaccién a partir de grupos de genes
expresados diferencialmente, usando la aplicacién
Pathway Analysis soportada por GeneSpringGX.

Cuantificacién de citocinas

Se cuantificaron los niveles séricos de IL-8 e
IL1B utilizando el sistema FlowCytomix Multiplex
Quantitation (BMS710FF, Bender MedSystems) en
un citémetro DAKO.

Resultados
Caracteristicas de los pacientes

Los hallazgos clinicos y virolégicos se presentan
en el cuadro 1. Los pacientes incluidos fueron nifios
entre los 7 meses y los 15 afos de edad, en estado
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con dengue.
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Clasificacion OMS

Fiebre de dengue

Fiebre hemorragica de dengue (IV)

Paciente 1 2 3 4 5 6
Sintomas clinicos
Dias de evolucién 4 4 4 7 5 7
Evidencia de extravasacion plasmatica 2 (-) (-) (-) (+) (+) (-)
Hepatomegalia () () ) (+) (+) (+)
Choque ° ) () () (+) (+) (+)
Hallazgos de laboratorio
Plaquetas (10%/mm?) 125 129 ND 71 54 58
Anticuerpos IgM (+) (+) () (+) (+) (+)
Anticuerpos 1gG (+) (+) ) () (+) )
Serotipo dengue 1 1 1 1 1 4
Numero de copias ARN dengue/ug ARN 50 6,8 15 ND 1,2 17,6
Otros datos
Historia de la infeccién © S S P P S S
Edad en afios 10 15 12 0,7 6 0,9
Sexo F M M M F M

2 uno o mas de los siguientes sintomas: extravasacién plasmatica (ascitis o derrame pleural), hemoconcentracién mayor de 20%

en el valor de hematocrito

® uno o mas de los siguientes sintomas: pulso débil y rapido, hipotension, presion de pulso estrecha, ausencia de pulso

¢ infeccién secundaria (S) o infeccién primaria (P)
ND: no determinado; (+): presente; (-): ausente

febril de 4 a 7 dias de evolucion. Tres pacientes
se clasificaron con fiebre de dengue vy, tres, con
fiebre hemorragica de dengue grado IV (sindrome
de choque por dengue). Excepto por un paciente
infectado con DENV serotipo 4, todos estaban
infectados con DENV 1 y no hubo diferencias en la
historia de la infeccién entre los dos grupos.

Genes con aumento de la regulacién en las
células mononucleares de sangre periférica de
ambos grupos de pacientes

El analisis ontologico de los transcritos, cuya
expresion se encontr6 aumentada en pacientes
con fiebre de dengue e, igualmente, aumentada
en pacientes con fiebre hemorragica de dengue,
identific6 23 genes asociados con el término
“respuesta inmunitaria” (p=2,99 E-13) (cuadro 2).
Se encontraron mediadores de la inflamacion y
actividad de los linfocitos T, como CD69, COX-2,
IL-1B, IL-8, MIP1-A, PBEF2, CCL3L1, DEFA1 y
DEFA2, aligual que reguladores negativos de estas
respuestas (TNF-IP3, TSG6, SOD2, RGS1, CTLA4
y CD83). También, se expresaron los factores de
transcripcion NFKBIA, JUN y NR4A2, esenciales
para la activacion de los linfocitos y la expresiéon de
muchas citocinas y otros mediadores inmunitarios
(14-16), asi como el inhibidor de apoptosis BCL2A1,
la proteina inducida por interferones IFI27 y las
inmunoglobulinas IGHG1, IGHG2 e IGHM.

Teniendo en cuenta que el producto final de
muchos de estos transcritos se secreta en el suero,
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se realizd un ensayo por citometria de flujo para
determinar sila expresién de ARNm de IL-13 e IL-8
en células mononucleares de sangre periférica se
relaciona con los niveles de estas proteinas en
el suero. Efectivamente, el ensayo demostrd que
los pacientes con fiebre hemorragica de dengue
tenian niveles mayores de IL-18 que aquellos
con fiebre de dengue: 38,7 pg/ml (33,4-48,1) Vs.
23,9 pg/ml (0-39,6), respectivamente, al igual
que niveles mayores de IL-8: 576,3 pg/ml (124,3-
1.452,7) Vs. 5,5 pg/ml (0-16,4); esto se relaciona
con los resultados encontrados con el andlisis de
la transcripcion (cuadro 2).

Genes diferencialmente expresados entre los
grupos de fiebre de dengue y fiebre hemorragica
de dengue

En el cuadro 3 se presentan los transcritos asociados
a la ‘“respuesta inmunitaria” diferencialmente
expresados en pacientes con fiebre de dengue.
Excepto por PROK2, estos pacientes no expresaron
otros mediadores solubles de la inflamacion.
Algunos promotores de procesos inflamatorios
fueron expresados (IL-8RB, CEACAM8 y FOS),
asi como inhibidores de la expresion de citocinas
y complemento (LTF, SERPING1 y CYP4F3).
Las inmunoglobulinas (IGHA1, IGHD e IGHV),
los receptores FCGR3B y FCGR3A, el inhibidor
de apoptosis TRAILR3 y SNCA, también fueron
expresados en las células mononucleares de sangre
periférica de los pacientes con fiebre de dengue.
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Cuadro 2. Genes de la respuesta inmunitaria con aumento de regulacion en las células mononucleares de sangre periférica en

casos de fiebre de dengue y de fiebre hemorragica por dengue.

Simbolo Descripcion Fiebre de Fiebre hemorragica
dengue ? de dengue ?
BCL2A1 proteina A1 relacionada con BCL2 4,3 4.5
MIP1-A proteina 1 alfa inflamatoria de macréfagos (CCL3) 5,0 12,2
CCL3L1 ligando 1 similar a 3 de quimiocina (motivo C-C) 5,2 7,7
CD69 molécula CD69 4.5 8,1
CcD83 molécula CD83 4.6 7,2
CTLA4 proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos 3,7 8,6
DEFA1 defensina alfa 1 6,1 6,0
DEFA3 defensina alfa 3 7,9 6,3
IF127 proteina 27 inducible por interferén 28,9 75,4
IGHG1 cadena constante de inmunoglobulina gamma 1 3,8 3,7
IGHG2 cadena constante de inmunoglobulina gamma 2 5,7 47
IGHM cadena constante de inmunoglobulina mu 3,6 3,1
IL1B interleucina 1 beta 3.1 7,3
IL8 interleucina 8 53,7 139,4
JUN oncogen jun 18,1 14,2
NFKBIA factor nuclear kappa beta 55 53
NR4A2 receptor nuclear, subfamilia 4, grupo A, miembro 2 6,0 12,0
PBEF2 factor potenciador de colonias de prelinfocitos B 19,2 9,8
COX-2 ciclooxigenasa 2 14,9 9,9
RGS1 regulador de la sefalizacién por proteina G 6,0 21,2
SOD2 superéxido dismutasa 2 mitocondrial 3,7 9,7
TSG6 gen 6 inducido por factor de necrosis tumoral 13,6 5,6
TNFAIP3 proteina 3 inducida por factor de necrosis tumoral 3,9 5,8

2 Log, del nimero de veces de incremento en la expresion del gen en los pacientes respecto a los individuos voluntarios sanos. Los
resultados corresponden a aquellos genes cuyos transcritos fueron aumentados al menos tres veces en ambos grupos de pacientes
(fiebre de dengue y fiebre hemorragica por dengue) respecto a voluntarios sanos.

Por otra parte, los transcritos exclusivamente
expresados en pacientes con fiebre hemorragica
de dengue fueron principalmente mediadores
inflamatorios (cuadro 4). En este grupo se
encontraron transcritos para las quimiocinas MCP1,
MCP3, CXCL1, CXCL2 y CXCLS3, complemento
C1QA, C1QB, IL-6 y PTX83, asi como otros
transcritos cuyas proteinas promueven la activacion
del sistema inmunitario, como PELI1, EDH1, WIP y
HAMP. También fueron expresados inhibidores de
los linfocitos T, como CTSL1, LAG3 e IL1RN.

Asociaciones funcionales de genes
diferencialmente expresados en pacientes con
fiebre hemorragica de dengue

Para generar un posible modelo de regulacién de
la respuesta inmunitaria en los pacientes con fiebre
hemorragica de dengue, los genes con aumento
de la expresién en este grupo, fueron sometidos
a analisis con Pathway Analysis (GeneSpringGX).
Este andlisis identifica y crea redes de interaccion
biolégicas, usando un algoritmo para extraer el
conocimiento desde interacciones moleculares
conocidas entre los genes o sus productos. El
andlisis generd una red de interacciones mediada

principalmente por los mediadores proinflamatorios
IL-1B, IL-1a, FNT-a (factor de necrosis tumoral),
IL-6 y CCL2 (MCP-1) y en la cual participa el factor
tisular (figura 1).

Discusion

En este estudio se encontraron similitudes y
diferencias en los perfiles de expresidon génica
entre los pacientes con fiebre de dengue y
aquellos con fiebre hemorragica de dengue, que
sefalan claves importantes en la patogénesis del
dengue. Los pacientes expresaron genes como
COX-2, IL-1B, IL-8 y MIP1-A, cuyos transcritos son
potentes mediadores de la inflamacion y han sido
previamente reportados en la infeccién por dengue
(17-20), y otros no reportados (PBEF2, CCL3LA1,
DEFA1 y DEFA2), cuyas proteinas inducen la
expresion de citocinas y quimiotaxis (cuadro 2).

En este estudio encontramos una relacién entre
el aumento de la transcripcién del ARNm vy la
expresion de las proteinas IL-15 e IL-8 en los casos
de fiebre de dengue y los de fiebre hemorragica
de dengue. También, se expresaron los genes
para potentes inhibidores de la expresién de
mediadores inflamatorios y la quimiotaxis (TNFIP3,
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Cuadro 3. Genes de la respuesta inmunitaria con aumento de la expresion en los pacientes con fiebre de dengue 2.

Simbolo Descripcion Incremento
CEACAMS8 molécula de adhesion celular 8 relacionada con el antigeno carcinoembrionario 3,9
CYP4F3 leucotrieno B (4)-omega hidroxilasa 2, familia 4 citocromo P450, subfamilia F, polipéptido 3 8,2
FCGR3B fragmento Fc de IgG, baja afinidad Illb, receptor CD16b 51
FCGR3A fragmento Fc de IgG, baja afinidad llla, receptor CD16a 6,4
FOS oncogén de osteosarcoma viral v-fos FBJ 53
IGHA1 cadena constante pesada de inmunoglobulina alfa 1 3,3
IGHD cadena constante pesada de inmunoglobulina delta 3,5
IGHV grupo variable de cadena pesada de inmunoglobulina 3,8
IL8RB receptor beta de interleucina 8 55
LTF Lactotransferrina 7,4
PROK2 procineticina 2 4.5
SERPING1 inhibidor peptidasa serpina del complemento C1 3,2
SNCA sinucleina alfa 3,6
TRAILR3 receptor 3 de TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con FNT) 6,7

a corresponde a aquellos genes con aumento de la expresién tres veces o mas en los pacientes con fiebre de dengue y reprimidos,
al menos, tres veces en los pacientes con fiebre hemorragica por dengue.

Cuadro 4. Genes de la respuesta inmunitaria con aumento de la expresion en los pacientes con fiebre hemorragica por dengue 2.

Simbolo Descripcion Incremento
C1QA componente 1 del complemento, subcomponente q, cadena A ,
C1QB componente 1 del complemento, subcomponente g, cadena B ,
MCP-1 proteina 1 quimiotrayente de monocitos o CCL2 33,
MCP-3 proteina 3 quimiotrayente de monocitos o CCL7 ,
CXCL1 ligando 1 de quimiocina (motivo C-X-C) ,
CXCL2 ligando 2 de quimiocina (motivo C-X-C) ,
CXCL3 ligando 3 de quimiocina (motivo C-X-C) ,
HAMP péptido antimicrobiano hepcidina ,
IL1RN antagonista del receptor de interleucina 1

IL6 interleucina 6

PTX3 pentraxina 3

WIP

CTSL1 catepsina L1

EHD1 dominio EH

LAG3 gen 3 de activacion de linfocitos
PELI1 pelino 1

SDC1 sindecan 2

proteina de interaccion con WASp (proteina. del sindrome de Wiskott-Aldrich)

WP WWWONNOOTWWWANWOW
— 0 ANOWOOLRO—=HRONOINO®

acorresponde a aquellos genes que fueron expresados, al menos, cuatro veces mas en los pacientes con fiebre hemorragica por
dengue y reprimidos al menos 1,8 veces en los pacientes con fiebre de dengue.

TSG6, SOD2 y RGS1) y CTLA4 y CD83, que
son inhibidores de la proliferacién y actividad de
los linfocitos T (21-25). Estos resultados podrian
sugerir que la infeccién por dengue en los pacientes
analizados conduce a una enfermedad inflamatoria
que se caracteriza por la expresién concomitante
de ARNm, cuyos productos son activadores vy
supresores del sistema inmunitario.

La informacion actual indica que las citocinas, el
complementoyotrosmediadoresproducenaumento
de la permeabilidad vascular, extravasacion de
plasma y desequilibrio de la hemostasia, lo cual
caracteriza el cuadro de la fiebre hemorragica
de dengue (3,4). Para tratar de encontrar claves
que ayuden a entender este modelo de la
inmunopatogénesis del dengue, se analizaron las
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diferencias en los perfiles de expresién génica
entre los casos de fiebre de dengue y los de fiebre
hemorragica de dengue (cuadros 3 y 4). Estos
analisis demostraron que, excepto por PROK2,
los pacientes con fiebre de dengue no expresaron
mediadores solubles de la inflamacion y, por el
contrario, expresaron reguladores de lainflamacion,
como: la lactotransferrina, que afecta la expresion
de citocinas, quimiocinas y otras moléculas
efectoras en células presentadoras de antigeno
(26), la CYP4F3, una monooxigenasa que inactiva
y degrada el leucotrieno B4 (27), y SERPING1, que
inhibe el complemento y previene la permeabilidad
vascular inducida por lipopolisacaridos (28).

Es muy importante resaltar que dos estudios
independientes de andlisis de expresion génica
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Figura 1. Red de interaccion biolégica generada por GenespringGX desde los genes expresados en casos de fiebre hemorragica
por dengue pero no en los de fiebre de dengue (p<0,05). Los genes estan unidos unos con otros por lineas que representan

interacciones de unién o regulacion.

también han encontrado que SERPING1 se expresa
en pacientes con fiebre de dengue pero no en
aquellos con diagndstico de fiebre hemorragica
de dengue (29,30), lo que indica un papel
preponderante para esta molécula, posiblemente
como protector de la progresién a cuadros clinicos
mas graves de la infeccion. Los hallazgos obtenidos
permiten plantear que la accién de las citocinas y
del complemento sobre el endotelio vascular logra
ser controlada durante la evolucién de la infeccién
leve (fiebre de dengue).

A diferencia de los hallazgos vistos en los
pacientes con fiebre de dengue, aquellos con fiebre
hemorragica de dengue expresaron gran numero
de mediadores inflamatorios, como IL-6, MCP1,
MCP3, CXCL1, CXCL2, CXCL3, C1QB, C1QA y
PTX8 (cuadro 3). Previamente se ha reportado una
asociacion entre la gravedad y la expresién de IL-6
y MCP-1, asi como un papel para estas moléculas
en el aumento de la permeabilidad vascular y el
desequilibrio hemostatico durante los cuadros
de fiebre hemorragica de dengue (4,31,32). La
activacion del complemento es otra manifestacion
clinica importante en el dengue grave que
contribuye a la extravasacién de plasma (33).

También se ha encontrado aumento de los niveles
de PTX3 en pacientes con fiebre hemorragica de
dengue-sindrome de choque por dengue (34),
aunque su papel en la patogénesis del dengue se
desconoce.

Los pacientes con fiebre hemorragica de dengue
expresaronotrostranscritosqueindicanlaactivacién
del sistema inmunitario, por ejemplo: WIP, que es
indispensable paramantenerlacapacidadcitotdxica
de las células natural killer (35), EHD1, necesaria
para la sefializacion de la integrina p1 (36), PELI
1, necesaria para la activaciéon de NFxB mediada
por IL-1 (37), y SCD1, un proteoglucano de sulfato
de heparan que media la adhesion y sefalizacion
celular en los leucocitos y el endotelio (38). Por
otra parte, diferentes estudios han demostrado que
en la fiebre hemorragica de dengue los conteos
de linfocitos T estan disminuidos, ademas de que
podrian ser incapaces de establecer una respuesta
antiviral apropiada, lo que contribuye a la gravedad
del cuadro clinico (39-41).

En este estudio, los pacientes con fiebre
hemorragica de dengue expresaron fuertes
inhibidores de la actividad de los linfocitos T, como:
LAGS3, que inhibe su proliferacién (42), IL1RN, que
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inhibe la sefalizacién de la IL-1 (43), y CTSL1, un
inductor de apoptosis en linfocitos T que entran en
anergia por altas dosis de antigeno (44). Varios
estudios diferenciales de expresion génica entre la
fiebre de dengue y la fiebre hemorragica de dengue,
han demostrado que IL-1RN, CTSL, IL-1B, IL-8 y
MCP1 se expresan principalmente en pacientes
con fiebre hemorragica de dengue (29,30,45), lo
que resalta la importancia de estas moléculas en
su patogénesis.

La expresion de MCP3, CXCL1, CXCL2, CXCLS3,
WIP, EDH1, PELI1 y SDC1 no ha sido reportada
previamente en casos de fiebre hemorragica
de dengue y futuros estudios podrian definir su
posible uso como indicadores de gravedad o sus
posibles papeles fisiopatoldgicos en el dengue. Por
otra parte, otros estudios también han reportado
la expresion de mediadores diferentes a los
encontrados en este estudio, como IP-10, MCP-2
y MIP-1p (46).

Hasta el momento, no esta completamente clara
la forma en que estos mediadores interactian y
conducen a extravasacion de plasma y hemorragia
enlafiebre hemorragicade dengue (4); asique, para
tratar de generar un posible modelo de interaccion,
los genes expresados en los pacientes con fiebre
hemorragica de dengue se sometieron a un analisis
de vias usando el programa GeneSpringGX.
Este analisis gener6 una red de interacciones
moleculares mediadas principalmente por la
IL-6, IL-1B, IL-1RN, CCL2 (MCP-1) y TNF-a que
interactlan con el factor tisular (figura 1).

El factor tisular es el principal regulador de la
hemostasia y responsable de iniciar la coagulacion
sanguinea, cuya expresién aberrante puede
conducir a alteraciones de la hemostasia, como
la coagulacién intravascular diseminada (47). Las
citocinas TNF-q, IL-6 e IL-1p parecen ser cruciales
en el inicio de la coagulacién y fibrindlisis que
conducen a alteraciones como la coagulacion
intravascular diseminada en pacientes con sepsis
(48) y, en casos de fiebre hemorragica de dengue/
sindrome de choque por dengue, se ha demostrado
correlacién entre estas citocinas y los marcadores
de coagulacién-fibrindlisis (49), al igual que la
relacion entre niveles elevados de factor tisular y
gravedad (50).

En los casos mas graves de fiebre hemorragica de
dengue, la coagulacion intravascular diseminada
es un mecanismo que conduce a sangrado (51),
por lo que el factor tisular podria jugar un papel en
la patogénesis del sangrado en estos pacientes y
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representar un blanco terapéutico interesante. La
razén por la cual el ARNm para el factor tisular no
se detect6 en las células mononucleares de sangre
periférica de los pacientes con fiebre hemorragica
de dengue, podria ser consecuencia de su dinamica
de expresion. Elfactortisulares ungende respuesta
inmediata (52), cuya expresion inicial podria no
ser regulada a nivel de la transcripcion, sino por
traslocacién de la proteina en compartimientos
celulares y secretores. Sin embargo, la interaccion
generada por el andlisis de vias entre otros genes
asociados a la actividad de factor tisular que si
tienen control de la transcripcién, indican una
funcién del factor tisular en la fiebre hemorragica
de dengue.

A pesar de que los cambios en los niveles de
ARNm detectados por microarreglos no reflejan
procesos posteriores criticos para la expresién
de un producto génico funcional, y ademas el
muestreo de los niveles de ARN en un punto dado
del tiempo es una medida estadistica que puede no
reflejar completamente la dindmica de expresién
génica, estas observaciones derivadas de la
evaluacion simultanea de diferentes transcritos en
un tipo de muestra facilmente obtenible, como son
las células mononucleares de sangre periférica,
y que refleja las condiciones de la periferia, son
herramientas poderosas y confiables que afaden
nueva informacion, guian disefios experimentales
que pueden conducir a un mejor entendimiento
de aquellos procesos asociados con la respuesta
inmunitaria en la infeccion por DENV y brindan
claves importantes que ayudan a entender la
manera como la respuesta inmunitaria participa
en la patogénesis de la fiebre hemorragica de
dengue.

Es posible que exista un efecto de la edad sobre
la expresion de los genes encontrados en este
estudio, que podria estar relacionado, por ejemplo,
con los procesos propios del desarrollo del sistema
inmunitario durante la infancia. Hasta donde
conocemos, no existen reportes de la forma en
que la edad podria afectar este grupo particular
de genes. Igualmente, hay que considerar que
las variabilidades dependeran de las respuestas
especificas de cada paciente; de alli la importancia
de realizar estudios con cohortes mas grandes y
analizar las respuestas que se obtengan como
comun denominador en todos los estudios
publicados.

En conclusién, los pacientes con fiebre hemorragica
de dengue expresaron transcritos para mediadores
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inflamatorios (IL-6, MCP1, MCP3, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, C1QA, C1QB, PTX3) e inhibidores de los
linfocitos (LAG3, CTSL1), y la interaccién tedrica
de estos genes desarrolla una red donde el factor
tisular es central. Por el contrario, los pacientes
con fiebre de dengue, expresaron inhibidores de
la inflamacién (LTF, SERPING, CYP4F3). Estos
resultados, en conjunto, sugieren que casos de
fiebre hemorragica de dengue la interaccion de
citocinas, quimiocinas y otros mediadores solubles,
sumada a una respuesta alterada por parte de los
linfocitos T, produce aumento en la permeabilidad
vascular, extravasacion de plasma, alteraciones de
la hemostasia y, finalmente, choque. Mientras que,
en los pacientes con fiebre de dengue, la accion
de inhibidores del complemento y las quimiocinas
controla el dafo al endotelio vascular y el desarrollo
de enfermedad grave. Los futuros estudios que
validen la participacién y papel en la patogénesis
del dengue de las moléculas identificadas en
este estudio, contribuiran a la interpretacion de la
patogenia y al desarrollo racional de farmacos.
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