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Listado de abreviaturas

AcM: anticuerpos monoclonales

AcP: anticuerpos policlonales

ADE: inmuno-amplificacion  dependiente de anticuerpos del inglés
antibodydependent enhacement

ADN: &cido desoxirribonucleico

Arbovirus: enfermedades transmitidas por artropodos del inglés arthropodeborne
Viruses
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ARN: &cido ribonucleico

ALAT: alanina aminotransferasa

ASAT: aspartato aminotransferasa

BSA: albumina de suero bovino del inglés bovine serum albumin
Caspasas: del inglés cysteinyl-aspartate-cleaving proteases
CE: células endoteliales

CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
CMSP: células mononucleares de sangre periférica

DCSA: dengue con signos de alarma

DG: dengue grave

DM: diabetes mellitus

DSSA: dengue sin signos de alarma

ELISA: ensayos inmunoenzimaticos sobre fase solida del inglés enzime linked
immunosorbent assay

FasL: ligando de Fas del inglés Fas ligand

FFIP: fijados en formalina e incluidos en parafina

FD/FHD/SCD: fiebre dengue/fiebre hemorragica del dengue/sindrome de choque
por dengue

HLA: antigenos leucocitarios humanos del inglés human leukocyte antigen

IHQ: inmunohistoquimica

IFN: interferon/es

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”

MAC-ELISA: del inglés IgM antibody capture ELISA

MEI: método de ELISA de inhibicién
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MET: microscopia electronica de transmision

NS: proteinas no estructurales del inglés non structural

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: solucion tampoén salina fosfatada del inglés phosphate buffer saline

RT-PCR: reacciobn en cadena de Ila polimerasa del inglés reverse
transcriptionpolimerase chain reaction

TNF: factor de necrosis tumoral del inglés tumor necrosis factor

TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF del inglés tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand

TUNEL: marcaje por dUTP de extremos finales cortados mediado por Transferasa
deoxinucleotidica Terminal del inglés Terminal deoxynucleotydil Transferase-
mediated dUTP nick-end labeling

VDEN: virus dengue

VEGEF: factor de crecimiento de células endoteliales vasculares del inglés vascular
endothelial cell growth factor

RESUMEN

Antecedentes: En la compleja fisiopatologia del dengue se ha sugerido la
participacion de la apoptosis por estudios en pacientes y en fallecidos por dengue.
Nuestro grupo demostré previamente apoptosis por microscopia convencional en
tejidos de fallecidos por dengue de epidemias cubanas de los afios 1997 y 2001;
este resultado obtuvo Premio de la Academia de Ciencias en el 2009. Objetivos:
Determinar las relaciones entre las concentraciones plasmaticas de proteinas
apoptéticas con el dengue grave y no grave y visualizar la apoptosis por
microscopia electronica en tejidos de un fallecido por dengue del afio 2006.
Resultados: Se cuantificaron en plasma tres proteinas proapoptéticas (TNF-q,
FasL, TRAIL) y una proteina antiapoptotica (Survivin) en los pacientes con
dengue. La concentracion plasmatica de las proteinas apoptoticas estudiadas no
se asocié con la gravedad del dengue en todos los casos usando la nueva
clasificacion clinica de dengue de la Organizacion Mundial de la Salud. Sin
embargo, se encontrd6 una disminucion en plasma del TRAIL en los casos de
dengue grave. Las correlaciones de las proteinas apoptoticas en plasma con el
recuento de las células sanguineas de los pacientes sugieren que el TRAIL induce
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apoptosis de linfocitos y que en cambio el Survivin brinda protecciéon contra la
apoptosis de leucocitos. El aumento en plasma del TRAIL se correlacioné con el
incremento del nimero de plaquetas. Por otro lado, en tejido del bazo del fallecido
por dengue se observo en un macréfago, mediante microscopia electronica, una
vacuola fagocitica con virus dengue en su interior muy sugestiva de ser un cuerpo
apoptotico fagocitado. También se observaron virus dengue en tejidos de higado,
pulmén y cerebro. Conclusiones: Por primera vez a nivel mundial, se encontraron
correlaciones entre la concentracion en la circulacion de proteinas apoptéticas con
el recuento de células sanguineas de pacientes con dengue grave y no grave y
ademas se observaron virus dengue y apoptosis por microscopia electronica en
tejidos de un fallecido por dengue. Los resultados obtenidos sugieren que la
apoptosis esta implicada en el dengue grave y no grave.

COMUNICACION CORTA

Introduccion

El dengue se considera la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mayor
importancia en el mundo. Recientemente, se estim6 que cada afio ocurren 390
millones de infecciones por dengue. De hecho, la mayoria de los paises
latinoamericanos son endémicos o hiperendémicos de dengue. El dengue es
causado por cualquiera de los cuatro serotipos del virus dengue (VDEN-1 al 4) y
puede causar una enfermedad potencialmente fatal llamada fiebre hemorragica
del dengue/sindrome de choque por dengue (FHD/SCD) segun la clasificacion
tradicional de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Sin embargo, debido a
la complejidad de la aplicacion de esta clasificacion la OMS propuso una nueva
clasificacion en el 2009: dengue sin o con signos de alarma (DSSA y DCSA) y
dengue grave (DG).

La fisiopatologia del dengue no estd completamente esclarecida. Sin embargo,
existen estudios que indican la interaccion de factores virales y del hospedero
como la inmuno-amplificacion dependiente de anticuerpos, la hiper-activacion de
células T de memoria, el serotipo viral infectante y la hiper-produccién de citocinas
proinflamatorias. Dentro de este complejo contexto, existen también algunas
evidencias de la participacion de la apoptosis en el dengue.

Un grupo de investigacion del Instituto Pasteur en Francia estudié casos fatales
por dengue y mostrd la apoptosis primeramente en cortes de tejidos del higado.
Sin embargo, posteriormente nuestro grupo de investigaciones del dengue del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) demostré apoptosis en cortes de
tejidos provenientes de cerebro, pulmon e intestino. Ese trabajo se realizo
mediante microscopia de luz convencional y recibié en el afio 2009 un Premio de

la Academia de Ciencias de Cuba.

A pesar de los diversos estudios realizados, no se comprende bien la relacion de
la apoptosis con la fisiopatologia del dengue. En la actualidad no estd aclarado
como la interaccion entre las proteinas pro y antiapoptoéticas esta relacionada con
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la gravedad del dengue. Ademas, no se ha evaluado la apoptosis en pacientes
con dengue utilizando la reciente clasificacion de dengue de la OMS. Por otra
parte, la apoptosis no se ha estudiado en tejidos de casos fatales por dengue
mediante microscopia electronica.

Materiales y métodos

En este trabajo se realizaron dos estudios. En uno se cuantificaron proteinas
apoptoticas en el plasma de pacientes brasilefios con dengue. El otro estudio de
apoptosis se realiz6 mediante microscopia electronica en tejidos de un caso
cubano fatal por dengue.

En 62 casos brasilefios con dengue clasificados segun la nueva clasificacion de
dengue de la OMS (27 con DSSA, 20 con DCSA, 17 con DG) se cuantificaron los
niveles plasmaticos de TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF),
FasL (ligando de FasL), Survivin (R&D Systems, USA) y TNF-a (Pepro Tech, USA)
mediante ELISA. El TRAIL, FasL y TNF-a son proteinas proapoptéticas, en cambio
el Survivin es una proteina antiapoptética. Se tomaron de las historias clinicas los
datos de los hemogramas completos y del recuento por citometria de flujo de
linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y monocitos CD14+.

De un fallecido cubano por FHD/SCD de una epidemia por VDEN-4 en el afno
2006 en La Habana se recolectaron tejidos procedentes de bazo, higado, cerebro
y pulmén para realizar microscopia electrénica de trasmision (JEOL Ltd., Japan) y
detectar células apoptéticas y antigenos de VDEN por inmunomicroscopia.
También se incluyeron en este estudio tejidos provenientes de cerebro, rifidn,
corazén, higado y bazo para detectar antigenos de VDEN por
inmunohistoquimica. Los tejidos controles positivos y negativos de ambas técnicas
se realizaron como ha sido descrito previamente.

Resultados y discusion

Un trabajo in vitro anterior demostré una accion antiviral de TRAIL, independiente
de la apoptosis, en células dendriticas y monocitos infectados por VDEN. Otro
estudio detectd concentraciones sanguineas elevadas de TRAIL en pacientes
venezolanos con dengue. En ese estudio no se realiz6 una comparacion de las
concentraciones de TRAIL con la gravedad de los pacientes venezolanos con
dengue. En cambio, en el presente estudio si se contrastaron las concentraciones
de TRAIL en los diferentes grupos de casos brasilefios con dengue clasificados
segun la clasificacion clinica reciente de la OMS. De forma interesante, los
pacientes clasificados como DSSA presentaron concentraciones plasmaticas mas
aumentadas de TRAIL en comparacion con los casos controles y los pacientes
graves. Este hallazgo apoya el posible papel antiviral de TRAIL si consideramos
que esta proteina pudo ejercer una accion antiviral en los casos de DSSA.

En una investigacion previa se detectd que las concentraciones plasmaticas de
Fas (receptor soluble de FasL) era mayor en casos con FHD que en casos sin
FHD en Tailandia. Sin embargo, en el presente estudio se cuantificd el ligando de
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Fas (FasL) que se une a su receptor especifico Fas en la membrana celular. La
concentracion plasmatica mayor de FasL se encontré en un caso brasilefio grave
el dia antes de fallecer mientras que el grupo DG presentd significativamente
menores concentraciones de esta proteina que los casos de DSSA. De este modo,
el presente trabajo aborda por primera vez la participacién de FasL en la infeccién
por VDEN, su posible asociacion con la fisiopatologia del dengue vy
particularmente con la del dengue fatal.

Se encontr6 una concentracidon plasmatica mas elevada de TNF-a en los
pacientes brasilefios con DSSA comparada con los individuos controles. No
encontramos diferencias del TNF-a entre los tres grupos de pacientes con dengue
(DSSA, DCSA, DG). El TNF-a es una de las citocinas mas estudiadas en el
dengue, sin embargo, mientras unos estudios internacionales relacionan el
aumento en la sangre de TNF-a con la FHD otros no encuentran la misma
asociacion. Estas discrepancias pueden estar relacionadas a los polimorfismos
genéticos de TNF-a, la influencia del serotipo viral y la cinética diaria de
produccion de TNF-a durante la enfermedad del dengue.

Se evaluaron ademas los niveles plasmaticos de Survivin por primera vez en
la infeccion por VDEN. Al cuantificarse esta proteina se observo una variabilidad
marcada de las concentraciones plasmaticas entre los individuos brasilefios.

En este estudio las concentraciones de TRAIL se correlacionaron positivamente
con el recuento de plaquetas. De forma interesante observamos una correlacion
inversa entre las concentraciones de TRAIL con el recuento de linfocitos,
especificamente linfocitos T. Es notable que el Survivin estaba correlacionado
positivamente con el numero de leucocitos, linfocitos y el recuento de monocitos
CD14+.

La correlacion inversa entre la cuantificacion de TRAIL y el namero de
linfocitos sanguineos indica que esta proteina participa posiblemente en la
induccion de apoptosis de los linfocitos. Un hallazgo similar fue descrito
anteriormente en pacientes infectados con diferentes virus como el virus de la
inmunodeficiencia humana, el virus sincitial respiratorio, el coronavirus y el virus
del sarampion. También en nuestro estudio se observd una correlacién positiva
entre el TRAIL y el recuento de plaquetas. Otros estudios in vitro han demostrado
que el TRAIL participa en la regulacion de la megacariopoyesis, induce el
desarrollo de megacarioblastos en plaquetas y que ademas las plaquetas
activadas liberan TRAIL. Se necesitan mas estudios para determinar si el TRAIL
esta asociado al incremento de plaguetas o si las plaquetas liberan esta proteina
en el dengue. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que la
plaquetopenia en los casos graves de dengue estudiados esté relacionada a
una concentracion menor de TRAIL en la sangre.

Un hallazgo notable de este estudio fue la correlacion positiva entre la proteina
antiapoptotica Survivin y el nUmero de leucocitos, linfocitos y monocitos CD14+.
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Por lo tanto, postulamos que en los casos con dengue evaluados el Survivin
podria estar brindando proteccion contra la apoptosis a estas células
sanguineas.

En los cortes ultra-finos de tejidos procedentes de cerebro, rifién, higado, bazo y
pulmén del caso fatal de la epidemia cubana del afio 2006 no se observaron
células apoptoticas mediante microscopia electrénica de trasmisién. Sin embargo,
si se visualizaron particulas de 50-60 nm sugestivas de pertenecer a VDEN
en cortes de tejidos del bazo, higado, cerebro y pulmén. Ademas, se
confirmaron por inmuno-microscopia electrénica, utilizando anticuerpos anti-
VDEN, que se encontraban poli-péptidos de VDEN en hepatocitos, neuroglias y
células pulmonares. Sin embargo, no se detectaron antigenos virales en otros
cortes de tejidos provenientes de cerebro, rifidn, corazon, higado y bazo
analizados por inmunohistoquimica.

Se debe resaltar que es la primera vez que se visualizan particulas de VDEN
por microscopia electrdnica en tejidos de un caso fatal por dengue. También
es la primera ocasion en que se utiliza la inmuno-microscopia electronica para
confirmar la presencia de polipéptidos de VDEN en tejidos humanos.
Anteriormente, se habian observado particulas virales por microscopia electronica
de trasmision en casos no fatales de dengue solo en cortes de tejido del rifion y en
una muestra de sangre. Resultdo también interesante en nuestro trabajo que
visualizamos particulas virales en una gran vacuola fagocitica de un
macrofago esplénico. Esta estructura es sugestiva de corresponder con la
fagocitosis de un cuerpo apoptotico o tal vez una célula apoptética debido a
su gran tamafio, la presencia en su interior de organelos y el hallazgo en el interior
de particulas virales.

En resumen, este trabajo describe por primera vez la posible induccion de
apoptosis por el TRAIL en linfocitos sanguineos de pacientes con dengue. Hasta
donde conocemos, no se habian evaluado las concentraciones en la circulacion de
FasL y Survivin en pacientes con dengue y también este trabajo constituye el
primero que estudia proteinas circulantes de apoptosis usando la reciente
clasificacion de dengue de la OMS. Una proteccién contra la apoptosis podria ser
ejercida por el Survivin en leucocitos sanguineos. Por otro lado, es la primera vez
qgue se utiliza la microscopia electronica para estudiar tejidos de un caso fatal por
dengue y no se observaron células apoptoticas sino una célula fagocitica en el
bazo con una vacuola conteniendo posiblemente un cuerpo apoptético con
particulas virales. El andlisis integrado de estos resultados sugiere que la
apoptosis juega un papel en la compleja fisiopatologia del dengue.
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