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1. RESUMEN

El dengue es una enfermedad viral transmitida por mosquitos, principalmente de las especies
Aedes aegyptis y A. albopictus. Los sintomas de la enfermedad pueden abarcar desde un
estado febril leve hasta un amplio rango de manifestaciones clinicas que han sido clasificadas
como Dengue leve (con y sin signos de alarma) y Dengue Severo. Alun son desconocidos los
factores que conllevan a que un individuo desarrolle las manifestaciones mas severas, sin
embargo, genotipos mas Vvirulentos, predisposicion genética y la respuesta inmune

exacerbada del huésped, han sido relacionados con este desarrollo.

La produccion alterada de citocinas, como TGF-3, se ha relacionado con la patogénesis de la
enfermedad. Esta citocina normalmente favorece muchas funciones entre las que destacan:
proliferacién, migracién, muerte y regulacion de la respuesta inmune debido a que es capaz
de regular la expresién y secrecion de diferentes mediadores inflamatorios. Algunos estudios
han demostrado la participacion de TGF- en el desarrollo de la severidad del Dengue. Por
otra parte, se ha visto que una de las proteinas generada en respuesta a la sefializacion por
TGF-B, regula de manera negativa a la via de sefalizacién de IL-1B, demostrando una

relacion entre estas citocinas.

En base a esto, nosotros estudiamos el efecto de TGF-1 en la expresion y produccion de IL-
18 en un modelo de macréfagos (células THP-1 diferenciadas a macrofagos) infectados con
virus Dengue serotipo 2 con la finalidad de determinar el papel que juega esta citocina
durante este proceso, lo cual permitira un mejor entendimiento de los procesos patologicos de

esta enfermedad.

La pre-estimulacion con TGF-B1 provoco la inhibicién de la secrecion de IL-18 en macr6fagos
infectados con el virus Dengue; no obstante, los macrofagos infectados y posteriormente
estimulados con TGF-B1 secretaron niveles similares de IL-1B a los macréfagos que fueron
Unicamente infectados. Por otra parte, la inhibicion de la sefializacién de TGF-B aumentd la
produccion de IL-18 en macréfagos infectados con el virus Dengue. Sin embargo, no se
observaron cambios en la expresion de IL-1B en respuesta al estimulo con TGF-B1 en
ninguno de los casos. Estos resultados sugieren que TGF-B1 podria estar implicada en las
primeras etapas del proceso de infeccion por el virus Dengue a través de la modulacién de la

secrecion de IL-1B.



2. ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by mosquitoes like Aedes aegypti and Aedes albopictus.
Manifestations of the disease ranges from a mild febril state to a wide spectre of clinical
manifestations, classified as Dengue Fever (mild Dengue with or without alarm signs) and
Severe Dengue. Why certain individuals develop severe manifestations is unknown, but it has
been proposed that the factors involved are: virulent genotypes, genetic predisposition and the

immune response of patients.

Altered cytokine production, such as TGF-B, has been linked with the disease pathogenesis.
This cytokine participates in proliferation, migration, death and regulation of immune response,
because it regulates the expression and secretion of different inflammatory mediators.

Some studies have shown the participation of TGF-B in the development of severity of
Dengue. On the other hand, one of the proteins produced in response to TGF-B regulates

negatively the signaling of IL-1B, showing a relationship between these cytokines.

In order to determine the role of this cytokine during dengue infection, we studied the effect of
TGF-B1 in the expression and secretion of IL-18 in a model of macrophages (THP-1 cells
differentiated to macrophages) infected with Dengue virus serotype 2. This will allow a better

understanding of the pathological processes of this disease.

Pre-stimulation with TGF-B1 caused the inhibition of IL-1f secretion in macrophages infected
with Dengue virus; however, macrophages infected and subsequently stimulated with TGF-31
secreted similar levels of IL-1 to macrophages that were only infected. On the other hand, the
inhibition of TGF-B signaling increased the production of IL-1B in macrophages infected with
Dengue virus. However, no changes were observed in the expression of IL-1 in response to
stimulation with TGF-B1 in any of the cases. These results suggest that TGF-f1 could be
involved in the early stages of the Dengue virus infection process through the modulation of IL-

18 secretion.



3. INTRODUCCION

3.1 Dengue

3.1.1 Generalidades del Dengue

El dengue se define como una enfermedad febril aguda provocada por la infeccién del virus
Dengue (DENV). Esta afecta a una gran parte de la poblacion mundial que vive en zonas de
riesgo, por la presencia del mosquito vector, como son las regiones tropicales y sub-tropicales
del planeta'. Es endémica en méas de 100 paises, como se observa en la figura 1, y se han
reportado tasas de mortalidad de 5 a 20% en algunas zonas. La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) establece que cada afio se infectan aproximadamente 390 millones de
personas, de las cuales 96 millones presentan sintomatologia®. Las estimaciones de la
incidencia de esta enfermedad han estado entre 50 y 200 millones, sin embargo, estudios
recientes utilizando aproximaciones cartograficas indican que la cifra se encuentra cercana a

los 400 millones®.

En el afio 2012, el Dengue se clasific6 como la principal enfermedad viral transmitida por
mosquito en todo el mundo; observandose una rapida propagacion de los 4 serotipos en
diferentes regiones de Asia, América, Africa y el Mediterraneo Oriental®*. El afio 2016 se
caracterizd por un aumento significativo en los brotes de Dengue en todo el mundo; por
ejemplo, en América se registraron 2,380,000 casos de los cuales 1,500,000 correspondieron

a Brasil, reportandose ademéas 1032 muertes por esta enfermedad®.

Datos de la Organizacibn Panamericana de la Salud para el 2017, reportaron un total de
483,208 casos tan solo en el continente Americano®, siendo Brasil, Peri y México los paises
con el mayor nimero de casos. En México, el dengue se ha diseminado de sur a norte
principalmente en las entidades que cuentan con las condiciones propicias para el vector. Es
posible observar que los 4 serotipos del virus asi como combinaciones del mismo se
encuentran en circulacion. En general, la epidemiologia del Dengue ha mostrado un
comportamiento irregular debido a que se han observado tasas altas y bajas de morbilidad

cada afio’.
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Figura 1. Distribucion global del Dengue. En el mapa se muestra el nimero promedio de
casos confirmados o sospechosos reportados por la OMS durante el periodo 2010-2016
indicados mediante color rojo.

Tomado de: http://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/

3.2 Manifestaciones clinicas del Dengue

En algunos casos, la infeccion por el virus Dengue no genera sintomas; sin embargo, es
posible que un pequefio porcentaje presente manifestaciones leves e incluso algunas
personas desarrollen manifestaciones clinicas mas severas de la enfermedad. El curso de la
enfermedad se ha dividido en tres fases como se observa en la figura 2 y se describen a

continuacion®®:

1) Fase Febril, dura aproximadamente 2 a 7 dias, los pacientes presentan fiebre mayor o igual
a 38.5° asi como dolor de cabeza, de cuerpo, retro-orbital y de articulaciones; el vomito y las
nduseas son comunes en esta fase. En la mayoria de los casos, los pacientes pueden pasar

0 no a la fase 3 sin mayores complicaciones en esta etapa.



2) Fase critica, suele coincidir con el periodo de defervescencia (disminucion de la fiebre) y se
caracteriza por leucopenia progresiva seguida por una disminucion en el conteo de plaguetas
que en la mayoria de las ocasiones coincide con la fuga vascular; el aumento en el
hematocrito que provoca disminucion en la presion sanguinea suele ser un indicativo de la
severidad de la fuga. Cabe mencionar que cuando ocurre una pérdida importante de plasma
debida a la fuga vascular se puede presentar el Sindrome de Shock por Dengue que se
caracteriza por hipotensién, hemorragias severas y deterioro de los érganos que puede

conllevar a la muerte.

3) Fase de recuperacion, si los pacientes logran sobrevivir a la fase critica de la enfermedad,
ocurre la reabsorcion espontanea de los fluidos en las 48 a 72 horas siguientes generando
estabilizacién del hematocrito y un aumento en el nimero de células y plaquetas que conlleva

a una mejora de los pacientes.

Dias de enfermedad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura L

- /N

Deshidratacién - Reabsorcién de la
Problemas clinicos potenciales sobrecarga de liquidos

Deterioro de 6rganos

Plaquetas

Cambios de laboratorio
Hematocrito

IsM/IgG

.

Serologia y virologia Viremia

Curso de la enfermedad del dengue: Febril Critica Fases de convalecencia

Figura 2. Etapas clinicas de la enfermedad.
Tomado de Dengue: guia para el diagnéstico, tratamiento,
prevencion y control. OMS, 2009.



Desde el afio 2009, la OMS propuso una clasificacion basada en la severidad de la
enfermedad que permite distinguir con mayor facilidad los casos mas graves y que requieren
una mayor atencién médica; esta incluye el Dengue sin sintomas de alarma, Dengue con
sintomas de alarma y Dengue Grave™. En la figura 3, se indican los parametros que se

utilizan en esta clasificacion.

Clasificacién OMS (2009)

Infeccidon sintomatica por Dengue

Dengue -/+ signos de alarma Signos de alarma** Dengue Severo
Dengue probable - Dolor abdominal y Cualquiera de los
Vivir/viajar areas endémicas sensibilidad siguientes sintomas:
de Dengue - Vémito persistente - Fugasevera de
Fiebre y 2 de los siguientes - Acumulacion clinica de plasma que
sintomas: fluidos conlleva a shock o
- Nausea, vomito - Sangrado de mucosas dificultad
- Exantema - Letargia, irritabilidad respiratoria
- Molestias y dolor - Hepatomegalia > 2cm - Sangrado severo
- Test del torniquete positivo - Laboratorio: incremento segun evaluacion
- Cualquier signo de alarma en el hematocrito en del clinico
conjuntocon unarapida - Afectacion grave
Confirmacién por laboratorio u disminucion en el de 6rganos
ocurrencia en el mismo sitioy conteo de plaquetas Higado (AST, ALT 2100)

periodo con otros casos SNC (alteracion de la

** requiere estricta

confirmados de Dengue o R y NS
f observacion e intervencion goncne'nma)
médica . orazon y otros
organos

Figura 3. Manifestaciones clinicas consideradas por la OMS. Esta clasificacién permite incluir a un
paciente dentro de alguno de los 3 grupos: Dengue sin sintomas de alarma, Dengue con sintomas de
alarma y Dengue Grave.

Traducido de Sudulagunta et al., 2015.



3.3 El virus Dengue

El agente etiolégico de la enfermedad es el virus Dengue, un arbovirus transmitido
principalmente por mosquitos como Aedes aegypti y A. albopictus™. Este virus pertenece a la
familia Flaviviridae y se relaciona con los virus que causan la fiebre amarilla, la encefalitis del
oeste del Nilo, encefalitis japonesa, encefalitis transmitida por garrapata y fiebre por Zika*. El
virus infecta principalmente células del sistema inmune innato como son: monocitos,

macrofagos, células dendriticas maduras e inmaduras™,

Su genoma consiste en un ARN monocatenario positivo de aproximadamente 11 kb que
codifica para tres proteinas estructurales: Cépside (C), Membrana (M) y Envoltura (E) asi
como para siete proteinas no estructurales (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5 implicadas en diferentes procesos. NS1, NS2A, NS4A y NS4B participan en la
replicacién del ARN junto con NS5 que posee actividad de polimerasa en la posicion C-
terminal. NS2B y NS3 participan en el procesamiento de la poliproteina’®. Una vez que entra a
la célula, el genoma se libera y se traduce a una poliproteina que se procesa por proteasas
tanto del virus como de la célula, liberando las proteinas estructurales y no estructurales antes
mencionadas. Las proteinas NS comienzan la replicacion del genoma viral que se asocia a la
proteina C para formar la nucleocépside y se sintetizan las proteinas E y prM, que deben
glicosilarse para su correcto plegamiento. Una vez que dimerizan entre ellas, se unen al virién
y se proyectan en su superficie. El viribn pasa a través del trans-Golgi donde la furina corta a

la proteina prM en la forma activa (M) y la secrecién de los viriones ocurre via exocitosis'®*’.

UTR 5" UTR 3"

o 05 el S ol

pr M

Figura 4. Estructura del virus Dengue. A) El virus Dengue es un virus envuelto constituido por 3
proteinas estructurales: las proteinas M y E que se encuentran ancladas a la membrana del virus y
la proteina C que rodea y protege al ARN viral. B) El genoma consiste enun ARN monocatenario de
polaridad positiva que codifica para 3 proteinas estructurales asi como para 7 proteinas no
estructurales implicadas en la replicacion del virus y en el procesamiento de la poliproteina.

Tomado de Del Angel & Reyes-Del Valle, 2013



3.4 Respuesta inmune frente a la infeccion por el virus Dengue

La primera linea de defensa contra la infeccion por el virus Dengue requiere el reconocimiento
del ARN viral, entre otros por los Receptores Tipo Toll (TLR’s, por sus siglas en inglés), de
manera particular por TLR3, TLR4 y TLR7'. La activacion de estos inicia una cascada de
sefializacién que culmina en la activacion de factores de transcripcion como IRF-3, NF-kB y
AP-1 que promueven la expresion y secrecion de Interleucinas (IL’s) como IL-8 e IL-1B asi
como de Interferones (IFN) a/B*°. La unién de IFN o/ al receptor de IFN tipo | conlleva a la
activacion de cinasas Jak-Jakl y Tyk2-que a su vez fosforilan y activan a STAT1 y STAT2.
Una vez activas, estas proteinas se dimerizan formando un factor de transcripcion que se
transloca al nucleo, donde promueven la transcripcion de genes involucrados en la respuesta

antiviral®®.

La cinasa PKR es una de las primeras proteinas que se produce en respuesta al IFN a/B, esta
fosforila al factor elF2a promoviendo su union irreversible con elF2B, impidiendo asi que
participe en el proceso de traduccion de las proteinas virales. Ademéas PKR fosforila a la
proteina cinasa IkkB, permitiendo la liberacion de NF-kB que se transloca al nucleo donde
promueve la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF?'. Otra proteina que
participa en la respuesta antiviral es RNasa L, que al activarse por la union de oligdmeros de
adenosina, corta tanto el ARN viral como el celular y por lo tanto inhibe la traduccion de las

proteinas del virus®.

El virus Dengue ha desarrollado diferentes estrategias para evadir la respuesta antiviral del
huésped, particularmente inhibiendo la expresion y accion de IFN a/B. Algunos ejemplos
incluyen la degradacion de STING que fosforila al IRF-3" por NS2B3, la degradacion de
STAT2 por NS5 y la inhibicion de la activacion de STAT1 por las proteinas virales NS2A,
NS4A y NS4B**%,

Ademas de esto, se induce una respuesta mas pronunciada por medio de la activacion de
factores de transcripcion como NF-kB, que permite la expresion de mediadores pro-
inflamatorios entre los que se encuentran: IL-6, TNF, IL-1B, quimiocinas como IL-8 y
RANTES, que promueven el reclutamiento de diferentes células, entre las que destacan:
células dendriticas, monocitos, neutrofilos, células cebadas, células NK y células T que
cumplen diferentes funciones durante el proceso inflamatorio y que se describen de manera

breve a continuacion.



Las células cebadas se encuentran dentro de los limites de los vasos sanguineos y son
capaces de liberar mediadores pre-formados como histamina, prostaglandinas, asi como
citocinas formadas de novo en respuesta a la infeccién por el virus Dengue® ® lo que se ha
relacionado con funciones protectoras asi como con la severidad de la enfermedad®?. Las
células NK tienen actividad citotoxica contra las células infectadas y ademas son una de las
principales fuentes de IFN-y que activa a las células dendriticas y macréfagos?® las cuales
presentan el antigeno viral en el contexto del MHC a células T CD4" y CD8" que producen
diferentes citocinas como TNF, IL-2, IFN-y, entre otras, y actlan sobre diferentes células
permitiendo su activacion y promoviendo la produccién de otros intermediarios incluyendo
mas citocinas®’. En el caso de Dengue, se ha observado una participacién dual, debido a su
papel protector a través de los mecanismos descritos anteriormente. Sin embargo, se ha
observado que el virus Dengue puede inducir la sobre-expresion de moléculas MHC-I,
convirtiéndose en una sefial negativa de activacion para las NK, permitiendo asi la evasion de
esta respuesta. Por otro lado, la presencia de anticuerpos anti-Dengue, puede facilitar el
reconocimiento de células infectadas induciendo su apoptosis. No obstante, en casos de alta
carga viral, parece gue esta estrategia es negativa para el paciente, ya que se puede asociar

a la destruccion de células hepaticas, asi como a otros tipos de dafios tisulares®.

Las células T CD4" y CD8" se activan después de la infeccion viral al reconocer diferentes
epitopes en proteinas estructurales y no estructurales; sin embargo, NS3 se ha identificado
como la principal proteina inmunodominante debido a que contiene mdltiples epitopes en su
estructura®. El papel de las células T no es completamente entendido, pero diferentes
estudios han mostrado su participacion durante la infeccion por el virus Dengue. Un estudio
mostré que los linfocitos T CD4+ y CD8+ son capaces de migrar a la piel durante la fase
aguda y pueden ejercer funciones antivirales debido a que producen IFN-y*. Sin embargo, se
han observado diferencias en la funciébn de las células T durante el desarrollo de la
enfermedad ya que un estudio demostré que las células T CD8+ de pacientes con Fiebre
Dengue son capaces de desgranular pero producen niveles bajos de TNF e IFN-y mientras
que en infecciones secundarias y Dengue Severo se observl un efecto contrario, es decir,
estos linfocitos presentan una capacidad disminuida de desgranulacién y producen niveles
elevados de TNF e IFN-y, sugiriendo un efecto negativo en el control viral y por otra parte su
participacion en la patologia de la enfermedad a través de la produccion elevada de citocinas

inflamatorias®:,



3.5 Mediadores de la respuesta inmune.

Las causas que conllevan hacia formas mas severas de la enfermedad aun se desconocen,
sin embargo, se ha observado que genotipos virulentos descritos para los serotipos 2 y 3,
polimorfismos en HLA y en citocinas como IL-10, IL-6, TNF, IFN-y, TGF-B1 y principalmente la

respuesta inmune del huésped se relacionan con la patogénesis de la enfermedad®>°

Como se menciond anteriormente, en respuesta a la infeccibn se producen diferentes
intermediarios. Varios estudios han descrito la presencia de niveles elevados de TNF, IL-6, IL-
8, CCL2, CCL3, CXCL10 e IFN-y en infecciones primarias y secundarias®’. Otros estudios
demostraron un aumento en los niveles de IL-4, IL-6 e IL-10 en casos severos de la
enfermedad asi como un aumento en IFN-y e IL-2 en pacientes con Fiebre Dengue,
sugiriendo que el cambio en el perfil de citocinas inflamatorias hacia anti-inflamatorias esta
relacionado con la severidad de la enfermedad®.

La mayoria de las investigaciones han mostrado niveles elevados de IL-18, IL-4, IL-7, IL-13,
GM-CSF, IL-10, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-18, TGF-B1, TNF, CXCL10, MCP-1, ICAM-1,
Eotaxina, CCR1, CCL3%** asi como niveles bajos de IFN-a, MIP-1p, IL-2, IFN-y, VEGF, FGF
e IL-7%4%%9 en pacientes con las manifestaciones mas graves. Por otra parte, algunos
estudios han reportado niveles elevados de otros mediadores como hCF, TF, MIF, sTM,

SVEGFRI, IL-9, IL-17e IL-1Ra®***"*9°2 en |os casos mas graves de la enfermedad.

Estos intermediarios pueden inducir de forma directa o indirecta la fuga vascular observada
en los pacientes con manifestaciones severas de la enfermedad. Por ejemplo, se ha

534 asi como en

demostrado que TNF es capaz de inducir fuga vascular en modelos in vitro
modelos animales®. De igual manera, se han encontrado niveles elevados de esta citocina en
pacientes con Dengue Severo o sindrome de shock por Dengue®®’. Otro ejemplo es IFN-y,
que actla indirectamente sobre la fuga vascular al promover la produccion de TNF ademés

de interactuar con dicha citocina para activar a las células endoteliales en modelos in vitro®®.

Por otra parte, se sabe que las citocinas son capaces de inducir la produccion y liberacion de
mas citocinas asi como otros intermediarios conllevando a una compleja red de interacciones
que resulta en el incremento de diferentes mediadores, fendmeno conocido como “tormenta

de citocinas” que se ha relacionado con el desarrollo de la enfermedad®3°2,
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3.6 Interleucina 1 beta (IL-1B)

La IL-1B es producida principalmente por células del sistema inmune como monocitos,
macrofagos y células dendriticas en respuesta a la sefializacion mediada por TLR, a otras
citocinas o debido a un “loop” de retroalimentacién positivo. Se produce como un precursor
inactivo de 31 kDa que requiere un corte mediado principalmente por caspasa 1, que a su vez
se activa por un complejo multiproteico conocido como inflamasoma; posterior a este evento,
IL-1B se secreta rapidamente de la célula®. Se han descrito diferentes mecanismos de
secrecion de la forma activa de IL-18 como la pérdida de la integridad de la membrana

plasmatica, lisosomas secretores, microvesiculas y exosomas®.

Esta citocina presenta diversas funciones entre las que destacan: regulacion en la expresion
de otras citocinas, proteinas de fase aguda y enzimas encargadas de la remodelacién de
tejidos; infiltracién de leucocitos hacia el sitio de dafo; activacion de linfocitos ademéas de
actuar como un potente pirégeno®. IL-1B juega un papel importante durante la defensa frente
a patdgenos debido a que tiene la capacidad de activar a neutréfilos y macréfagos que
fagocitan y eliminan al patdgeno a través de la produccion de radicales de oxigeno y
nitrégeno asi como otras proteinas efectoras; ademas, al unirse a su receptor desencadena
una cascada de sefializacion que conlleva a la expresiéon y produccion de otras citocinas

inflamatorias como TNF e IL-6 y la polarizacion de las células T hacia un fenotipo Th17°.

La regulacion génica ocurre principalmente a través de vias que involucran proteinas cinasas
activadas por mitégeno (MAPKSs), cinasas MAPKK (MKK/MAP2Ks), cinasas MAPKKK
(MKKK/MAP3K/MEKKS) asi como las proteinas que se encuentran rio abajo que en conjunto
permiten la activacion de factores de transcripcién involucrados en la expresion de diferentes
genes relacionados principalmente en la defensa del huésped®. La unién de IL-1B a su
receptor (IL-1RI) promueve la unién de este con la proteina accesoria (IL-1RACP); dicho
complejo interactia con la proteina adaptadora Myd88 y conlleva al reclutamiento de
diferentes proteinas involucradas en diferentes vias de sefalizacion® como se menciond

anteriormente.
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Figura 5. Vias de sefalizacion activadas por IL-13. La union de IL-13 desencadena la
activacion de diferentes vias de sefializacion involucradas principalmente en procesos como
la defensa del huésped, ciclo celular, apoptosis, entre otros.

Tomado de Acuner-Ozbabacan et al., 2014.

Hablando particularmente de Dengue, se ha observado que la activacion de caspasa 4 en
respuesta a la infeccion conlleva a la activacion de caspasa 1 y en consecuencia a la
produccion de IL-18 sin la necesidad de sefales secundarias que estimulen el ensamblaje del
inflamasoma®. Otro estudio mostré6 que las plaquetas de pacientes infectados con virus
Dengue expresan y producen IL-1B%°. Por otra parte, IL-1B se ha asociado con formas
severas de Dengue ya que se encontraron niveles elevados de esta citocina a nivel de RNA y
proteina en pacientes con Dengue Grave; ademas se observé que en conjunto con TNF e
IFN-y incrementa la permeabilidad vascular, proceso relacionado con la patogénesis de la

enfermedad®®.
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3.7 Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B)

El TGF-B pertenece a la superfamilia del mismo nombre, la cual est4 constituida por proteinas
como Activina, Nodal, BMPs (proteinas morfogenéticas dseas), entre otras®’. El TGF-B, en
mamiferos, presenta tres isoformas que sélo se diferencian en ciertos amino&cidos, sin
embargo, acttan a través del mismo receptor. El TGF-B1 es la isoforma mas abundante en la

mayoria de los tejidos®.

TGF-P se sintetiza como un polipéptido precursor compuesto por 3 segmentos: un péptido de
sefializacibn que se elimina cuando la proteina se transloca al lumen del reticulo
endoplasmico rugoso; una regién N-terminal denominada péptido asociado a latencia (LAP
por sus siglas en inglés), que se elimina mediante protedlisis para la activacion de TGF- y

una region carboxilo-terminal que representa la forma activa de la proteina®.

Esta proteina participa en diferentes procesos como son proliferacién, diferenciacién, muerte,
migracién y, principalmente, regulacién de la respuesta inmune®’, debido a que se ha
observado que ratones que carecen de TGF-B1 mueren a temprana edad por una inflamacion

sistémica’.

Por otro lado, las proteinas Smad son mediadores importantes en la sefializacion por TGF-f3.
En humanos se conocen ocho proteinas (Smad 1-8), sin embargo, sélo las proteinas Smad 2,
3, 4, 6 y 7 son activadas por éste’. A su vez, estas proteinas se clasifican en tres categorias:
activadas por receptor (R-Smads), mediador comin (Co-Smad) e inhibidoras (I-Smads). Las
R-Smads engloban a Smad 2 y 3; Smad 4 es la Unica proteina que funciona como mediador
comin y Smad 6 y 7 son las proteinas inhibidoras’®. Las proteinas Smad contienen
aproximadamente 500 aminoacidos y estan formadas por dos dominios globulares unidos por
una region “linker”. El dominio N-terminal o MH1 est& conservado en todas las R-Smads y en
Smad4; las I-Smads carecen de este dominio. El dominio C-terminal o MH2 estéa presente en
todas las Smads. La regién “linker” es flexible y contiene diferentes sitios de unién para la
ubiquitin ligasa Smurf, sitios de fosforilacion y en el caso de Smad4, una sefal de exportacion
nuclear (NES)™.

La union de TGF-B al receptor tipo Il permite el reclutamiento y la fosforilacién del receptor
tipo I; dicho complejo fosforila y activa a las proteinas R-Smad que se unen a la Smad comun
(Smad4) formando un complejo que es capaz de translocarse al ndcleo vy dirigir la expresion

de diferentes genes como Smad 6 y 7%. Smad 7 actlia como un regulador negativo de la
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sefalizacién por TGF-B al unirse al receptor de TGF-f tipo | inhibiendo el reclutamiento y la
fosforilacion de las R-Smads y promoviendo el reclutamiento de ubiquitin ligasas que

participan en la degradacion del receptor”.

TGF-B activa otras vias de sefializacion como ERK, JNK y p38 que participan en el proceso
de transicién epitelio-mesénquima (EMT), uno de los principales efectos de TGF-B. Ademas
promueve la activacion de la via de Rho permitiendo la regulacion de procesos como
organizacion del citoesqueleto y movilidad celular. Por otra parte, es capaz de activar la via
PI3K promoviendo la reorganizacion de los filamentos de actina, migracion celular asi como

evasion de la apoptosis’®”’.

N

\!
& = N
R-SMAD
SMpbe PI3K ERK p38

[ = ) ® <@ -
R-SMADs I-SMADs kb TAK1 Rho JNK

Non-SMAD pathway
|

|
|
I
I

Figura 6. Sefalizacion mediada por TGF-B. La uniéon de TGF-B al receptor tipo Il
permite el reclutamiento y la fosforilacion del receptor tipo |; dicho complejo fosforila y
activa a las proteinas R-Smad que se unen a la Smad comin (Smad4) formando un
complejo que es capaz de translocarse al nucleo y dirigir la expresion de diferentes
genes. TGF-B es capaz de inducir otras vias de sefializacion como PI3K, p38 y MAPK.

Tomado de Zhang et al., 2014.
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TGF-B es capaz de actuar como una citocina inflamatoria o anti-inflamatoria dependiendo de
su concentracion. Se ha observado que puede inducir la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias para el control de infecciones; sin embargo, también disminuye la produccion de
radicales libres e inhibe la funcién de citocinas como IFN-y, TNF e IL-2 a la vez que induce la
produccién de citocinas anti-inflamatorias como I1L-10%. En este contexto, algunos estudios
han mostrado que las proteinas Smad6/7 que se producen en respuesta a la sefializacion de
TGF-B son capaces de unirse a la proteina adaptadora Pellino-1, interrumpiendo el complejo
de sefalizacibn IRAK4-IRAK1-Pellino-1-TRAF6 y por lo tanto reduciendo la actividad
transcripcional de NF-kB. De esta manera, TGF-B regula de manera negativa a IL-1B, ya que

se impide la sefializacion del IL-1R 8.

Por otra parte, se ha visto que TGF- en conjunto con IL-6 promueven la diferenciacién de
células Th17 al permitir que células T virgenes sean mas susceptibles a sefiales como IL-21
que a su vez permite la expresion del receptor de IL-23 (IL-23R). De esta forma, IL-21, IL-23 y
TGF-B inducen la produccién de IL-17 y de otras citocinas para completar el desarrollo de las

células Th17".

Ademas, TGF-B permite la diferenciacion de células T reguladoras (Treg) mediante la
induccién de Foxp3 que en conjunto con IL-2 aumenta la expresion de marcadores como
CTLA4 que al interactuar con moléculas co-estimuladoras como CD80/86 interfiere con la
activacion y proliferacion de células T efectoras, CD25 que les permite competir con otras
células por las fuentes de IL-2 y la secreciébn de citocinas como IL-10 que suprime la

respuesta de las células T al interferir con la expresion de IL-2, IFN-y y GM-CSF®*%*,
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4. ANTECEDENTES

En la infeccion por Dengue, los niveles de TGF-f en pacientes se han correlacionado con la
severidad de la enfermedad® 2. Dos estudios han demostrado que la concentracion de TGF-
B1 es menor en pacientes con fiebre Dengue; ademas, se observé un aumento gradual
conforme a la evolucién de la enfermedad en pacientes con formas severas de Dengue®®®*.
Por otra parte, en un estudio donde midieron las concentraciones de TGF-B1 en suero se
observd un aumento en los niveles de esta citocina indistintamente del grado de la
enfermedad comparado con el grupo control®:. Uno de los pocos estudios a nivel in vitro que
sugiere la participacion de TGF- en Dengue mostré que el knock-down de Smad7 redujo en
un 40% la infecciébn por el virus Dengue en células Huh7 (linea celular de hepatoma

humano)®.

Resultados de nuestro grupo de investigaciéon mostraron que los macréfagos infectados con el
virus Dengue secretan niveles elevados de citocinas como TNF, IL-6 e IL-18 durante las
primeras 48 horas post-infeccion. Sin embargo, después de 72 horas post-infeccion, los
macrofagos muestran una disminucion considerable de estas citocinas, principalmente TNF e

IL-1B asi como un aumento en la secrecién de TGF-B &.
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5. JUSTIFICACION.

Actualmente no se comprende la razén por la que ciertos pacientes desarrollan
manifestaciones severas durante la infeccion por Dengue. La falta de un modelo animal
inmunocompetente que reproduzca el cuadro humano, ha dificultado comprender la

participacion de la respuesta inmune en este contexto.

Existe evidencia firme que la respuesta inmune tiene un papel importante tanto para el control
de la infeccién, como en la patologia de la enfermedad, hablandose incluso de un estado de
“tormenta de citocinas”, en el que la produccién excesiva de diversos mediadores se asocian

al dafio del endotelio y la pérdida de plasma vascular.

En este sentido, entender el papel que tiene una citocina reguladora de la respuesta inmune,
como es el TGF-B1, permitira una mejor comprension del desarrollo de la enfermedad

contribuyendo de esta forma al desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento.
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6. HIPOTESIS.

TGF-B1 inhibira la produccién y expresion de IL-1B en macréfagos infectados con el virus
Dengue.

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

o Determinar el efecto de TGF-B1 en la produccion y expresion de IL-1B en macréfagos
infectados por el virus Dengue.

7.2 Objetivos Particulares

e Evaluar el efecto del tratamiento de TGF-B1 pre y post-infeccién sobre la expresion y

secrecién de IL-1B en macro6fagos.

e Evaluar el efecto de un inhibidor de TGF-B1 sobre la produccién de IL-1B en
macrofagos infectados.

e Establecer el efecto de TGF-B1 y la infeccién con el virus Dengue sobre las proteinas
Smad2,3y7.
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8. MATERIALES Y METODOS.

8.1 Cultivo Celular y virus

Se cultivo la linea celular monocitica humana THP-1(ATCC® TIB-202™) en medio RPMI-
1640 Advanced (Gibco) con 3% de SFB (Suero Fetal Bovino) y 2 mM de glutamina. Las
células se conservaron a 37°C en ambiente humidificado y con 5% de CO,. Para su
diferenciacion, las células se trataron con 10 nM de PMA (Sigma-Aldrich) durante 72 horas®~

8 en las mismas condiciones descritas.

Para las infecciones se utilizdé el virus Dengue serotipo 2 (DENV-2) cepa Nueva Guinea,
crecido en cerebro de raton neonato. Este virus fue donado por el Dr. Celso Ramos Garcia
del Centro de Investigacion Sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud
Publica (CISEI-INSP).

8.2 Ensayo para determinar el efecto del pre-tratamiento con TGF-B1 en macréfagos

infectados con el virus Dengue

Las células THP1, diferenciadas in vitro por 72 horas, se lavaron con PBS pH 7.4; se
colocaron en medio de cultivo sin suero y se incubaron durante 2 horas (periodo de ayuno);
posteriormente, se agregoé TGF-B1 (Human TGF-B1, PeproTech) a una concentracion final de
20 ng/ml durante 3 horas®® en los pozos correspondientes. Al término de este tiempo, se retird
el medio y se repitio el lavado; se colocd PBS Dulbecco’s en todos los pozos y se agregé el

virus Dengue (MOI=1) en los pozos correspondientes.

Las células se dejaron incubando durante 2 horas y posteriormente se retiré el sobrenadante,
se hizo un lavado con PBS y se adicion6 medio de cultivo nuevo en todos los pozos. Se
realizo el estimulo con LPS (E. Coli 011:B4, SIGMA) a una concentracion final de 10 ng/ml en

los pozos correspondientes. En la siguiente imagen se indican los tratamientos realizados.
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TGF-1+ TGF-p1+
Control LPS DENV-2 TGF-p1 LPS DENV-2

Figura 7. Tratamientos realizados en el ensayo pre-infeccién. Se formaron 6
grupos diferentes: Control (células sin tratamiento), estimulo con LPS, DENV-2
(infectadas), estimulo con TGF-B1, TGF-f1+LPS (estimuladas con TGF-31
durante 3 horas y posteriormente estimuladas con LPS) y TGF-B1+DENV-2
(estimuladas con TGF-1 durante 3 horas y posteriormente infectadas).

Después de 24 horas se recolectaron los sobrenadantes en tubos eppendorf y se
centrifugaron a 575.1-xg (Spectrafuge™ 24D, Labnet) durante 10 minutos. Posteriormente,
los sobrenadantes se recuperaron en tubos nuevos y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
Las células se lavaron 2 veces con PBS, se agregé 0.25 ml de TRI Reagent® en cada pozo;
los lisados se recuperaron en tubos eppendorf y se almacenaron a -20°C hasta su posterior

uso.

8.3 Ensayo para determinar el efecto del post-tratamiento con TGF-81 en macréfagos

infectados con el virus Dengue

A las células THP-1 diferenciadas se les retird el medio de cultivo y se hizo un lavado con
PBS Dulbecco’s; se colocéd este mismo reactivo en todos los pozos y se agreg6 el virus
Dengue (MOI=1) en los pozos correspondientes. Se dej6é incubando durante 2 horas.
Después se retir6 el sobrenadante, se hizo un lavado con PBS y se adicion6 medio de cultivo
fresco en todos los casos. Por ultimo se realizé el estimulo con LPS a una concentracion final
de 10 ng/ml y con TGF-f1 a una concentracion final de 20 ng/ml en los pozos

correspondientes. A continuacién se indican los tratamientos realizados.
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DENV-2+ LPS+
Control LPS DENV-2 TGF-B1 TGF-p1

Figura 8. Tratamientos realizados en el ensayo post-infeccion. Se formaron 5
grupos diferentes: Control (células sin tratamiento), estimulo con LPS, DENV-2
(infectadas), DENV-2+TGF-31 (células infectadas y posteriormente estimuladas
con TGF-B1) y LPS+TGF-B1 (estimuladas con LPS y TGF-B1 al mismo tiempo).

Después de 24 horas, se recolectaron los sobrenadantes y las células se almacenaron en TRI
Reagent®, como fue descrito en el ensayo pre-infeccion.

8.4 Ensayo para establecer el efecto del inhibidor de la sefializacién por TGF-B

Después de la diferenciacion de las células THP-1, se retir6 el medio de cultivo y se hizo un
lavado con PBS; se colocé medio de cultivo sin suero y se agreg6 el inhibidor SB 505124
(inhibidor selectivo de TGF-BRI, TOCRIS) a una concentracién final de 1 pM*%; se dej6
incubando durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se agregé TGF-B1 a una concentracion

final de 20 ng/ml durante 3 horas en todos los pozos.

Al término de este periodo, se retird el medio y se repitié el lavado; se colocé PBS Dulbecco’s
en todos los pozos y se agreg6 el virus Dengue (MOI=1) en el pozo correspondiente. Se dej6
incubando durante 2 horas y posteriormente se retir6 el sobrenadante, se hizo un lavado con
PBS y se adicioné medio de cultivo nuevo en todos los pozos. Se realizé el estimulo con LPS

(E. Coli 011:B4, SIGMA) a una concentracion final de 10 ng/ml en el pozo correspondiente.
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8.5 Deteccidn de la infecciéon por Dengue mediante Microscopia de Fluorescencia

Se realiz6 el mismo ensayo pre-infeccion descrito anteriormente pero en este caso las células
se diferenciaron sobre cubreobjetos; se agreg6 una solucion de Metanol: Acetona (50-50) fria
durante 20 minutos. Posteriormente, se retird esta solucion y las células se almacenaron

hasta su uso.

Para el ensayo de Microscopia, las células se hidrataron con 500 pl de agua destilada
realizando dos cambios cada cinco minutos. Después se lavaron con PBS 2 veces (lavados
rapidos). En cada pozo se colocaron 300 ul de una solucién de BSA 1% (SIGMA-ALDRICH)-
lgG humana (SIGMA) 0.01% en PBS y se dejo incubando durante 2 horas. Transcurrido este
tiempo, se hicieron dos lavados con PBS cada cinco minutos y tres lavados rapidos
adicionales. Se agregaron 300 pl del anticuerpo a-Dengue (Abcam, ab155042) diluido 1:20 en
una solucion de BSA 0.1%-PBS/Tween 0.05% y se dej6 incubando durante 2 horas. Se

repitieron los lavados descritos anteriormente.

Se agreg6 el anticuerpo secundario AlexaFluor 488 (Jackson Immunology) diluido 1:200 en
PBS y se incub6 durante 2 horas en la oscuridad. Se repitieron los primeros 3 lavados y se
incubé con 300 pl de DAPI durante dos minutos. Se hicieron 3 lavados rapidos con PBS. Por
ultimo, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con una solucion de Glicerol-PBS 50% y
se visualizaron en el microscopio de Fluorescencia (Nikon ECLIPSE E400) con el filtro FITC
(488 nm excitacion, 520 nm emision) y DAPI (350 nm excitacion, 461 nm emision); las

imégenes se analizaron mediante el programa ND2.

8.6 Deteccion de la infeccién por RT-PCR

Para determinar la infectividad del virus Dengue, se pusieron a diferenciar 4x10° células THP-
1 en dos botellas de cultivo T25 durante 72 horas y una de ellas se infect6 durante 24 horas
(la otra se dej6 como control negativo a la infeccién); posteriormente, se retir6 el
sobrenadante, se hicieron dos lavados con PBS y se agregé 1 ml de Trizol (TRI Reagent®,
Sigma-Aldrich). Se hizo la extraccion de ARN siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las muestras se vortexearon y se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente
para disociar los complejos nucleo-proteina. A continuacion se agregaron 200 ul de

cloroformo, se vortexearon vigorosamente durante 15 segundos y se dejaron 4 minutos a
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temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 13362.3 xg (Eppendorf®
Microcentrifuge 5415R) durante 15 minutos a 4°C.

Transcurrido este tiempo, se transfirid la fase acuosa (ARN) a un tubo nuevo, se adicionaron
500 pl de isopropanol frio y se dejé durante 15 minutos a -20°C; después, las muestras se
centrifugaron a 13362.3 xg durante 10 minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante, se agrego
1 ml de etanol al 75% y se vortexearon ligeramente; se centrifugaron a 7,500 rpm durante 5
minutos. Se descartd nuevamente el sobrenadante y los pellets se dejaron secando.
Finalmente, los pellets se resuspendieron en agua libre de nucleasas (Thermo Scientific) y se
incubaron a 55-60°C durante 10 minutos. Se realiz6 la cuantificacion del ARN mediante el
programa Take3™ (BioTek systems) y se verificé la integridad del ARN en un gel de agarosa
al 1.5%.

Posteriormente se realizo la sintesis del cDNA utilizando un kit (Thermo Scientific Revert Aid
First Strand cDNA Synthesis Kit), a continuacion se indican los reactivos y las cantidades

necesarias para la mezcla de reaccion.

Reactivo Cantidad (ul)
Buffer de reaccion 4
Inhibidor de RNasa RiboLock 1
dNTP’s 10 mM 2
Enzima transcriptasa reversa (RevertAid M-MULV) 1
Hexameros (random primers) 1

Tabla 1. Reactivos y cantidades requeridas para la sintesis de cDNA.

Se colocaron 1.5 pug de cada ARN en los tubos correspondientes que contenian la mezcla de

reaccion y se sometieron a las siguientes condiciones:

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
65 5
25 10
42 60
70 10

Tabla 2. Condiciones utilizadas para la sintesis de cDNA.

23



Transcurrido el tiempo, se cuantifico el cDNA utilizando el programa Take3™ (BioTek

systems) y se ajusté el volumen a 500 ng/ul para la primera reaccion de PCR. Los productos

de amplificacion resultantes se diluyeron 1:100 en agua libre de nucleasas y se sometieron a

una segunda etapa de amplificacion utilizando las mismas condiciones de amplificacion (PCR

anidado). En las siguientes tablas se indican las secuencias de los oligonucleétidos que

fueron proporcionados por el grupo del Dr. Humberto Lanz Mendoza del Centro de

Investigacién Sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)

campus Cuernavaca asi como los reactivos y las condiciones de ciclado.

Nombre Secuencia

DENV ALL RV 5 CCCCATCTATTCAGAATCCCTGC ¥
DENV ALL F 5 CAATATGCTGAAACGAGAGAGAA 3'
DENV 2RV 5 TGCTGTTGGTGGGATTGTTA %

Tabla 3. Oligonucledétidos utilizados para determinar infeccion por Dengue serotipo 2 mediante RT-PCR.

*Durante la primera amplificacion se usaron los oligonucleétidos DENV ALL RV y DENV ALL

F; para la segunda amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos DENV 2RV y DENV ALL F.

Reactivos Cantidad (ul)
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 5
Oligonucledtidos 0.5clu
cDNA 4

Tabla 4. Reactivos y cantidades necesarias para la amplificacion.

35 ciclos

Temperatura (°C) Tiempo
94 5 minutos
95 20 segundos
60 30 segundos
72 1 minuto
72 5 minutos
4 o0

Tabla 5. Condiciones de amplificacion para detectar infeccién por virus Dengue serotipo 2.

Los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 2%.
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8.7 Deteccidn por RT-PCR de la expresion de IL-1B en macrofagos infectados con virus

Dengue

El procesamiento de las células recuperadas con Trizol de los ensayos pre, post-infeccion y

con el inhibidor se realizé de la forma que se describe en el apartado anterior. Para cada

caso, se hicieron diluciones 1:100 del cDNA en agua libre de nucleasas y se utilizaron los

siguientes oligonucleétidos, reactivos y condiciones de amplificacion:

Nombre Sentido Anti-sentido
IL-1B 5 GTCATTCGCTCCCACATTCT 3 5 CTTCTTGCCCCCTTTGAAT 3
B-actina 5 GCTCCGGCATGTGCAA 3 5 AGGATCTTCATGAGGTAGT 3

Tabla 6. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados en la amplificacion.

Reactivo Cantidad (pl)
Master Mix 5
Oligonucleotidos 0.5 clu
cDNA 4

Tabla 7. Reactivos y cantidades requeridas para la amplificacién.

= 35 ciclos

Temperatura (°C) Tiempo
95 2 minutos
95 30 segundos
57 1 minuto
72 30 segundos
72 1 minuto
4 o

Tabla 8. Condiciones de amplificacion utilizadas para IL-1B y B-actina.

Los productos de la amplificacién se verificaron en un gel de agarosa al 1.5%.
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8.8 Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) para cuantificar IL-18 en el

sobrenadante de macréfagos infectados con el virus Dengue

Se utiliz6 un kit de ELISA especifico para IL-13 humana (Human IL-18 ELISA MAX™ Deluxe,
Biolegend®). Primero, se diluy6 el diluyente A 5X colocando 12 ml de esta solucién en 48 ml
de PBS (dilucién 1:5) y se reconstituyo la proteina estandar IL-1f liofilizada en el mismo vial
agregando 200 pl del diluyente A 1X, obteniendo una concentracion final de 90 ng/ml; se dej6
a temperatura ambiente durante 15 minutos, se vortexed durante unos segundos y se hicieron

alicuotas de 25 pl que se almacenaron a -70°C.

Se diluyé el buffer de bloqueo A 5X agregando 2.4 ml de este reactivo en 9.6 ml de agua MQ
(dilucién 1:5); se hizo una dilucion 1:200 del anticuerpo de captura (200X) en buffer de
bloqueo A 1X. En una placa de 96 pozos, se dej6 incubando el anticuerpo de captura toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, se retird el anticuerpo y se realizaron 4 lavados con 300 pul de
PBS/Tween 0.05%, eliminando la mayor cantidad de liquido mediante golpes firmes sobre
una toalla absorbente; se agregaron 100 ul del diluyente A 1X y se incub6 durante 1 hora.
Durante este tiempo se realizaron las diluciones correspondientes para la proteina estandar

asi como para las muestras como se indica a continuacion:

1) Se diluyeron 10 pl de la proteina estandar reconstituida en 90 pl de diluyente A 1X; se
tomaron 13.9 pl de este stock y se diluyeron en 986 pl de diluyente A 1X dando una

concentracion de 125 pg/ml a partir de la cual se realizaron 6 diluciones seriadas 1:1.
2) Para el caso de las muestras, se diluyeron 1:1 en diluyente A 1X.

Cabe mencionar que en cada pozo se colocaron 50 ul del buffer de ensayo D como se indica

en el protocolo del kit.

Transcurrido el tiempo, se retir6 el diluyente A 1X de la placa y se repitieron los lavados; se
colocaron las diluciones de la proteina estandar en orden descendente por duplicado y las
muestras diluidas de igual manera, por duplicado. Se dejaron incubando durante 2 horas, 5
minutos antes de terminar esta incubacion, se prepar6 el anticuerpo de deteccién haciendo

una dilucién 1:200 en diluyente A 1X.

Posteriormente, se retiraron las diluciones y se hicieron nuevamente los lavados; se
agregaron 100 pl del anticuerpo de deteccién a cada pozo y se dej6é incubando por 1 hora.

Después se retird el anticuerpo y se repitieron los lavados. Se agregaron 100 pl de la avidina-
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HRP previamente preparada (se hizo una dilucion 1:1000 en diluyente A 1X) y se dejé
incubando durante 30 minutos. Transcurrido este periodo, se hicieron los mismos lavados
pero en esta ocasion adicionando un lavado mas y permitiendo que los lavados duraran 30
segundos aproximadamente; se agregaron 100 pl de la solucion substrato F proporcionada
por el fabricante y se dejé incubando durante 30 minutos mas en la oscuridad. Finalmente, se
adicionaron 100 pl de la solucién de paro (H,SO,42N) y se leyo la absorbancia a 450 nm en un

lector de placas (Epoch, BioTek).

8.9 Efecto de la infeccién por el virus Dengue sobre las proteinas Smad 2,3y 7

Para evaluar el efecto de la infeccién por el virus Dengue sobre las proteinas Smad 2, 3y 7,

se hicieron grupos con diferentes tratamientos, como se indica a continuacion:

Grupo 1: Control

Grupo 2: DENV-2

Grupo 3: TGF-31

Grupo 4: DENV-2 + TGF-f31

Se colocaron 4x10° células en 5 ml de medio RPMI en frascos de cultivo y se diferenciaron a
macréfagos como se describié anteriormente. Posteriormente se hizo la infeccién en los
grupos correspondientes (2 y 4), incubando el virus a una MOI=1 durante 2 horas; para el
caso de los grupos 1 y 3 se colocd Unicamente PBS. Transcurrido este tiempo, se retir6 el
virus al igual que el PBS y se hicieron dos lavados con PBS pH 7.4; se coloc6 medio de
cultivo sin suero (periodo de ayuno) y se dejaron incubando durante 4 horas mas (tiempo
post-infeccion: 6 horas). Para el caso de los grupos 3y 4 se agregé TGF-B1 en concentracion
final de 10 ng/ml durante 30 minutos mas. Las células se lisaron con buffer frio que contenia
150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 1% Nonidet P-40, 0.25% deoxicolato de sodio, 1mM

EGTA y 1ImM PMSF suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas.

Se incubaron durante 15 minutos en agitacion continua en frio; transcurrido este periodo, las
células se despegaron con una espatula y el contenido se transfiri6 a tubos eppendorf. Se
centrifugd a 15549.9-xg (Spectrafuge™ 24D, Labnet) durante 10 minutos y el sobrenadante

se almacend a -20°C en tubos nuevos hasta su posterior uso.
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Se determiné la concentracion de proteinas utilizando el método de Bradford®. Se mezclaron
42 g de proteina total con buffer de muestra 4X y se calentaron a 100 °C durante 5 minutos.
Las muestras y el marcador de peso molecular se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10%
y se corrieron en buffer de corrida (25mM Tris, 190mM glicina, 0,1% SDS pH 8.3) a 35 mA
constantes por aproximadamente 40 minutos. Transcurrido el tiempo, se hizo la transferencia
a una membrana PVDF en buffer de transferencia (200 mM Glicina, 25 mM Tris y 20% MeOH)

a 200 V, 500 mA constantes durante 1 hora.

Se verifico la transferencia mediante tincion por Rojo Ponceau; posteriormente, la membrana
se bloqued con leche al 5% en PBS/ 0.05% Tween 20® durante 2 horas en agitacion
continua, se hicieron dos lavados con TBS/0.07% Tween 20® cada 10 minutos y se incubd
con a-p-Smad2/3 (#L0314, Santa Cruz Biotechnology) en dilucién 1:4000 (diluido en
TBS/0.07% Tween 20®1% BSA) toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron huevamente los
lavados y se incubd con el anticuerpo secundario a-conejo en dilucién 1:1500 (diluido en
leche al 5% en TBS/0.07%Tween 20®) durante 2 horas. Se repitieron los lavados y la
deteccidon de las proteinas se hizo mediante el método de quimioluminiscencia (Western
Lightning™ Plus-ECL) realizando una mezcla de 500 pl de reactivo oxidante y 500 ul de
reactivo luminol; la membrana se incubd con la mezcla durante un minuto y se reveld,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

La misma membrana se incubé con solucién stripping (7 M Guanidina-HCI, 0.1 M KCI, 0.05 M
Glicina, 0.5 M EDTA, 0.14% B-mercaptoetanol) durante 10 minutos y se hicieron multiples
lavados con agua MQ para eliminar el exceso de la solucién. La membrana se bloque6 con
leche al 5% en PBS/ 0.05% Tween 20® durante 2 horas; transcurrido el tiempo se repitieron
los lavados como se ha describe anteriormente. La membrana se incubé con a-Smad2/3
(#G2916, Santa Cruz Biotechnology) en dilucion 1:1000 (diluido en leche 5%/PBS/0.05%
Tween 20®) durante toda la noche; al siguiente dia, se hicieron los lavados y se incubé con el
anticuerpo secundario a-raton en dilucion 1:1000 (diluido en leche 5%/PBS/0.05% Tween
20®) durante 2 horas. Posteriormente, se realizaron nuevamente los lavados y la membrana
se reveld6 como se describe anteriormente. Se realiz6 el mismo procedimiento, pero
incubando en esta ocasién con a-actina (#K1814, Santa Cruz Biotechnology) en dilucion
1:1000 y utilizando el anticuerpo secundario a-cabra en dilucion 1:5000 (ambos diluidos en
leche al 5% /PBS/0.05% Tween 20 ®).
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9. RESULTADOS

9.1 Deteccidn de la infeccién en macrofagos infectados por virus Dengue

Para determinar la infeccion por el virus Dengue serotipo 2 se utilizaron dos estrategias
experimentales diferentes: Microscopia de Fluorescencia y RT-PCR. En el primer caso, se
utilizé un anticuerpo dirigido contra la proteina E del virus y como se observa en la figura 9,
las células infectadas presentaron una mayor intensidad de fluorescencia en comparacion con
las células no infectadas (Control); el analisis de las imagenes revel6 que un 40% de las

células fueron positivas para Dengue a las 24 horas.

a) 20X

=

504

40

304

204

% Celulas fluorescentes

Control DENV-2

Figura 9. Deteccién de la infeccién por Dengue mediante Microscopia de Fluorescencia. a) Imagenes de
3 campos diferentes para cada grupo: Control (células sin infectar) y DENV-2 (células infectadas); los
nucleos se tifieron con DAPI (color azul) y la tincidn en color verde indica la proteina E del virus Dengue.

b) Porcentaje de células infectadas respecto al conteo total. Se hizo un conteo total de células (n=200) en
cada campo para cada condicion; ademas se contaron las células tefiidas en color verde y se obtuvo el
porcentaje de células fluorescentes tanto en los macrofagos control (células sin infectar) como en los
macrdéfagos infectados con el virus Dengue. (n=1)
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Por otra parte, se realiz6 RT-PCR para detectar infeccién por el virus Dengue, una vez que se
hizo la sintesis de cDNA se procedi6 a realizar un PCR anidado utilizando 3 oligonucleétidos
diferentes; en la primer amplificacion se utilizaron los oligonucléotidos DENV ALL RV y DENV
ALL F que permiten amplificar la secuencia correspondiente al gen prM del virus mientras que
en la segunda etapa, se amplifica un fragmento mas pequefio de este mismo gen de
aproximadamente 140 pb. Como se observa en la figura 10, en los macréfagos infectados con
virus Dengue se detecté una banda correspondiente al tamafio esperado, de igual manera a

las 24 horas post-infeccion.

DENV-2

Control

Figura 10. Deteccién de la infeccion por RT-PCR. Imagen representativa de la
electroforesis de los productos del PCR anidado para detectar infeccién por el
virus Dengue serotipo 2. El producto final es de aproximadamente 100-200 pb.
(n=1).

Los resultados de estos experimentos permitieron confirmar que el stock viral utilizado infecta
de forma eficiente a los macréfagos, validando de esta forma los resultados de los posteriores
ensayos como la cuantificacién de IL-1[3; dicha citocina se produce en respuesta a la infeccion
por el virus Dengue y por lo tanto, permite confirmar nuevamente la infecciébn en nuestro

modelo.

9.2 Efecto de TGF-B1 sobre la produccién de IL-18 en macrifagos infectados con el

virus Dengue

Con el fin de determinar el papel de TGF-B1 durante la infeccién por el virus Dengue se
realizaron tres ensayos diferentes: 1) células THP-1 diferenciadas que fueron pre-tratadas con
TGF-B1 durante 3 horas y posteriormente infectadas (ensayo pre-infeccién), 2) células

infectadas y posteriormente estimuladas con TGF-B1 (ensayo post-infeccidn) asi como
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3) células tratadas con un inhibidor de la sefializacion de TGF-B, estimuladas con TGF-B1
durante 3 horas y posteriormente infectadas con el virus Dengue. Los resultados muestran la

produccién de IL-1 a las 24 horas para todos los casos.

En la figura 11 se muestran los resultados del ensayo pre-infecciéon donde se observa que las
células Control no secretaron IL-1pB, las células tratadas con TGF-1 secretaron niveles muy
bajos o nulos de IL-1B; las células estimuladas con LPS (control positivo) secretaron niveles
altos de IL-1B en comparacion con el grupo Control (p=0.0458); por otra parte, las células
infectadas con virus Dengue secretaron niveles bajos de IL-138 en comparacion con el control
positivo, sin embargo, la diferencia fue significativa con respecto al Control (p=0.0128). El pre-
tratamiento con TGF-B1 y la posterior estimulaciéon con LPS no mostré cambios en los niveles
de IL-1B en comparacion con las células tratadas Unicamente con LPS (p=0.8102). Sin
embargo, el pre-tratamiento de TGF-B1 inhibi6 completamente la producciéon de IL-1B en
respuesta a la infeccion por el virus Dengue (p=0.0128).
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Figura 11. Cuantificacién de IL-18 (ensayo pre-infeccion). Células THP-1 diferenciadas
durante 72 horas se sometieron a diferentes tratamientos y se determiné la produccion de
IL-1B a las 24 horas en los sobrenadantes mediante la técnica de ELISA. Los resultados
se analizaron mediante el programa GraphPad Prism 6 utilizando una prueba T no
pareada de dos colas. *p<0.05.
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En el ensayo post-infeccién, como se observa en la figura 12, las células Control secretaron
niveles bajos de IL-1B; las células tratadas con LPS secretaron niveles elevados de IL-13
como en el caso anterior y las células infectadas con virus Dengue secretaron niveles mas
bajos de IL-1B con respecto a las células estimuladas con LPS, sin embargo, los niveles
fueron mas elevados con respecto al grupo Control (p=0.0334). Para el caso de las células
previamente infectadas y posteriormente estimuladas con TGF-B1 no se observaron cambios
significativos en la producciéon de IL-1B con respecto a las células infectadas con Dengue
(p=0.3272). Ademas, las células que fueron estimuladas con LPS y TGF-B1 al mismo tiempo
tampoco presentaron cambios significativos en la produccién de IL-13 con respecto al grupo
tratado Unicamente con LPS (p=0.3787).
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Figura 12. Cuantificacion de IL-1B (ensayo post-infeccion). Células THP-1
diferenciadas se sometieron a diferentes tratamientos y los niveles de IL-13 se
cuantificaron en los sobrenadantes obtenidos a las 24 horas mediante ELISA.
El andlisis de los datos se realizd utilizando el programa GraphPad Prism 6
utilizando una prueba T no pareada con correccion de Welch. *p<0.05.
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En el tercer ensayo, las células THP-1 diferenciadas se incubaron con el inhibidor de TGF-
BRI, posteriormente fueron estimuladas con TGF-B1 y por ultimo se infectaron o se
estimularon con LPS. Como se observa en la figura 13, los resultados sugieren que los
grupos Control, LPS y DENV-2 que fueron tratados con el inhibidor secretaron niveles mas
elevados de IL-1B en comparacion con los grupos que no recibieron el tratamiento. Cabe
mencionar que el aumento en la secrecion fue 9 veces mas alta para el caso del grupo
Control tratado con el inhibidor (Control Inh) comparado con el grupo Control sin inhibidor
(Control), 4 veces mas elevada en el grupo de macréfagos que recibieron el tratamiento con
el inhibidor y que fueron posteriormente estimulados con LPS (LPS Inh) comparado con el
grupo que no fue tratado con el inhibidor (LPS) y 7 veces mas alta en los macréfagos que
fueron tratados con el inhibidor y posteriormente infectados (DENV-2 Inh) en comparacion con

los macrofagos que sélo fueron infectados (DENV-2).
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Figura 13. Cuantificacion de IL-1B (ensayo con el inhibidor de TGF-BRI).
Células THP-1 diferenciadas a macréfagos fueron tratadas con el inhibidor SB
505124 durante 2 horas; posteriormente fueron estimuladas con TGF-B1 por 3
horas y por dltimo fueron estimuladas con LPS o infectadas con DENV-2. Los
sobrenadantes se recolectaron a las 24 horas y se determiné la concentracion
de IL-1B mediante la técnica de ELISA. El andlisis de los datos se realizé con
el programa GraphPad Prism 6 (n=2).
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9.3 Efecto de TGF-B1 sobre la expresion de IL-18 en macréfagos infectados con el virus
Dengue

Con el fin de determinar si la expresion de IL-1B se modificaba por los diferentes tratamientos
realizados, se procedié a realizar RT-PCR. Para el caso del ensayo pre-infeccion, en el
analisis por densitometria se observé que el tratamiento con LPS vy la infeccién con el virus
Dengue parecieron aumentar la expresion de IL-1p con respecto al Control; por otra parte, el
tratamiento con TGF-1 al parecer disminuyé la expresion de IL-1B en comparacion con el
estimulo con LPS y la infeccién con Dengue. Ademas, el pre-tratamiento con TGF-31 parece

no tener efecto sobre la expresiéon de IL-1B3 en respuesta a la infeccién por el virus Dengue

(Figura 14).
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Figura 14. RT-PCR para IL-1B (ensayo pre-infeccion). a) Imagen representativa del PCR
para IL-1B (105 pb) de las muestras obtenidas a las 24 horas del ensayo pre-infeccién. Se
utilizé B-actina (542 pb) como control interno. b) Analisis de la intensidad relativa media por
mm?® respecto al control. El andlisis de densitometria se realiz6 mediante el programa
Quantity One (BIORAD) y la densidad relativa con el programa GraphPad Prism 6 (n=2).
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Por otra parte, como se observa en la figura 15, el analisis por densitometria en el ensayo
post-infeccién parecia indicar un ligero aumento en la expresion de IL-1B en todos los
tratamientos en comparacion con el control; sin embargo, el andlisis estadistico no mostré

cambios significativos en la expresion de IL-1B en ninguno de los tratamientos con respecto al

control (p= 0.8570).
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Figura 15. RT-PCR para IL-1B (ensayo post-infeccién). a) Imagen representativa del
PCR para IL-1B y actina a partir del cDNA de las muestras del ensayo post-infeccion
que se obtuvieron a las 24 horas. b) Andlisis de la intensidad relativa media por mm?
respecto al control (actina). El andlisis de densitometria se realiz6 mediante el
programa Quantity One (BIORAD) y el analisis de la densidad relativa se realizé con el
programa GraphPad Prism 6 utilizando una prueba de Dunnet (p<0.05).
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En el tercer caso, los resultados sugieren que los 3 grupos que recibieron el tratamiento con
el inhibidor expresaron niveles mas elevados de IL-1 en comparacion con los grupos que no
fueron tratados con el inhibidor. Como se observa en la figura 16, el grupo previamente
tratado con el inhibidor y posteriormente estimulado con LPS (LPS Inh) parece ser el que

expresd niveles mas elevados comparados con los demas grupos.
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Figura 16. RT-PCR para IL-1B (ensayo con el inhibidor de TGF-BRI). a) Imagen
representativa del PCR para IL-1f y B-actina de las muestras obtenidas del ensayo con
el inhibidor a las 24 horas. b) Andlisis de la intensidad relativa media por mm? respecto al
control (actina). El analisis de densitometria se realizé mediante el programa Quantity
One (BIORAD) y la densidad relativa se obtuvo con el programa GraphPad Prism 6
(n=2).
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9.4 Efecto de TGF-B1 y la infeccion por el virus Dengue sobre las proteinas Smad.

Para determinar si la infeccion por el virus Dengue tenia un efecto sobre las proteinas Smad-
mediadores importantes durante la sefalizacion por TGF-B-se realizaron diferentes
tratamientos: 1) células THP-1 diferenciadas infectadas con DENV-2, 2) células estimuladas
con 10 ng/ml de TGF-B1, 3) células infectadas y posteriormente estimuladas con TGF-$1 y 4)
células control (sin ningun tratamiento); se obtuvieron los lisados para detectar la presencia y
activacion de las proteinas Smad2/3 mediante Western Blot. A simple vista, parecia que los
macroéfagos infectados con el virus Dengue tenian niveles similares de p-Smad2/3 (forma
activada) en comparacion con los macréfagos estimulados con TGF-B1 asi como a los
macroéfagos infectados con el virus Dengue y posteriormente estimulados con TGF-B1; sin
embargo, el andlisis por densitometria sugiere que no hay cambios en ninguno de los

tratamientos (Figura 17).
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Figura 17. Deteccion de proteinas Smad2/3. Lisados de macréfagos con diferentes tratamientos
se analizaron por Western Blot para determinar la presencia y activaciéon de las proteinas
Smad2/3. La infeccién por el virus Dengue se hizo durante 6 horas y el estimulo con TGF-1 por
30 minutos. a) Imagen del western blot donde se observa la presencia y fosforilacion de la
proteina Smad2/3. b) Intensidad relativa media por mm? de p-Smad2/3 con respecto a la proteina
basal (Smad2); el andlisis de densitometria se realiz6 mediante el programa Quantity One
(BIORAD) y la densidad relativa con el programa GraphPad Prism 6 (n=1).

37



10. DISCUSION

El dengue se ha convertido en una de las enfermedades més comunes e importantes debido
a la distribucion geogréfica, que ha causado una gran tasa de morbilidad y mortalidad en los
Gltimos afios®™. El aumento en la expansion de esta enfermedad se ha atribuido a la
circulacion de diferentes serotipos (1-4) asi como al incremento en el nimero de cepas

virulentas, el comercio global y la expansion de los vectores (Aedes aegypti y A. albopictus)®.

En la mayoria de los casos, la infeccién por el virus Dengue no genera un cuadro clinico
(>75% de los casos); sin embargo, un porcentaje de las personas que se infectan pueden
desarrollar manifestaciones clinicas que incluyen el Dengue con y sin sintomas de alarma y el
Dengue Severo. La fuga vascular caracteristica de los pacientes que presentan las
manifestaciones mas severas de la enfermedad provoca hemoconcentracion e hipotension

que en el peor de los escenarios puede conllevar a la muerte de los pacientes™.

El tratamiento de esta enfermedad radica en el reemplazo de fluidos y la administracion de
farmacos antipiréticos como el paracetamol; siendo la administracion de fluidos la base del
tratamiento durante la fase critica de la enfermedad®. Las discrepancias en los estudios
basados en biomarcadores, la interpretacién de los mismos y la falta de un modelo animal
gue asemeje el cuadro clinico observado en los pacientes con Dengue han complicado la
generacion de estrategias nuevas asi como un tratamiento efectivo para esta enfermedad®’.
Sin embargo, la complejidad de la enfermedad ha impulsado al desarrollo de diversos

estudios que contribuyan a su entendimiento y al desarrollo de terapias.

En este contexto, diferentes factores se han relacionado con la patogénesis de la enfermedad
como la virulencia de la cepa®, susceptibilidad genética®, edad y comorbilidades como
diabetes, enfermedades cardiovasculares y asma®. Sin embargo, se ha visto que la
respuesta inmune del huésped juega un papel muy importante en la patogénesis de la
enfermedad debido a que se han observado cambios en los niveles de diferentes mediadores,
dicho fendbmeno se ha denominado “tormenta de citocinas” y sugiere un desbalance en los

29,36,58

niveles de diversas moléculas -principalmente citocinas-que pueden estar relacionados

directa o indirectamente con las manifestaciones clinicas, principalmente con la fuga vascular

observada en los pacientes con las formas mas severas de la enfermedad®*®.
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En este contexto, nos planteamos estudiar TGF-B1, una citocina que participa en diferentes
procesos como muerte, proliferacion, migracién, asi como regulacién de la respuesta
inmune®®"* A pesar de que existen pocos estudios, TGF-B se ha relacionado con Dengue
debido a que se han detectado niveles elevados de esta citocina en pacientes con formas
severas de la enfermedad®®; ademas, resultados de Kwon et al., 2014 mostraron que el
knockdown de Smad7 redujo el porcentaje de células infectadas® sugiriendo la participacion
de la via de sefalizacién de TGF-f durante la infeccion por el virus Dengue. Por otra parte, se
ha visto que TGF-B regula de forma negativa a IL-13 debido a que Smad7 interrumpe la
sefializacién mediada por esta citocina’. Asimismo, resultados previos de nuestro grupo de
investigacion mostraron que la disminucién en los niveles de IL-1B en macréfagos infectados

por el virus Dengue coincide con el aumento en los niveles de TGF-B%.

Debido a esto, nos cuestionamos sobre la relacion entre TGF- e IL-1 en el contexto de la
infeccion por el virus Dengue. Para esto, nos planteamos realizar 3 ensayos diferentes:
primero, estimular macréfagos con TGF-B1 durante 3 horas y posteriormente infectarlos
(ensayo pre-infeccién) con el fin de cuantificar los niveles de IL-1B en los sobrenadantes
recolectados a las 24 horas; segundo, infectar macréfagos y posteriormente estimularlos con
TGF-B1 (ensayo post-infecciéon), para determinar los niveles de IL-1B en los sobrenadantes a
las 24 horas; y tercero, incubar con un inhibidor de TGF-BRI, estimularlos con TGF-B1 durante
3 horas y posteriormente infectarlos y de igual manera cuantificar los niveles de IL-1 en los

sobrenadantes recolectados a las 24 horas.

La cuantificacion de IL-1B en los sobrenadantes mediante la técnica de ELISA mostr6 que el
pre-tratamiento con TGF-B1 inhibié la produccién de IL-1f en respuesta a la infeccion por el
virus Dengue (ensayo pre-infeccion; grupo TGF-B1+DENV-2). Por otra parte, en el ensayo
post-infeccion no hubo diferencias significativas en la produccion de IL-1B8 en macrofagos
infectados con el virus Dengue (DENV-2) y macrofagos infectados y posteriormente
estimulados con TGF-B1 (DENV-2+TGF-B1); en ambos ensayos, el pre-tratamiento (TGF-
B1+LPS) o el post-tratamiento (LPS+TGF-1) con TGF-B1 no tuvo un efecto significativo en
la produccion de IL-18 mediada por LPS. En el ensayo con el inhibidor, los resultados
sugieren que el tratamiento con el inhibidor impide el efecto negativo de TGF-B1 sobre la
produccion de IL1B debido a que se observo un incremento en la produccion de esta citocina
en los 3 grupos (Control Inh, LPS Inh y DENV-2 Inh) en comparacién con los grupos que no
recibieron el tratamiento con el inhibidor. Este resultado no pudo ser comprobado debido a la

falta de tiempo para la realizacién de mas repeticiones.
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A nivel de mensajero, el tratamiento con TGF-B1 parece incrementar los niveles de IL-18 en
comparacion con el grupo Control. Por otra parte, el tratamiento con TGF-B1 previo a la
infeccion (grupo TGF-B1+DENV-2) parece disminuir los niveles de expresion de IL-1B en
comparacion con los macréfagos que fueron Unicamente infectados (DENV-2). Sin embargo,
se requieren otras repeticiones para confirmar dicho resultado. También observamos que el
tratamiento con TGF-B1 post-infeccion no modificd la expresion de IL-1B3; de hecho, no se
observaron cambios significativos en ninguno de los tratamientos en comparacién con el
grupo Control (p=0.8570). En el ensayo con el inhibidor, los niveles de expresion en los
macrofagos Control, estimulados con LPS e infectados con Dengue parecen ser mas
elevados en comparacion con los grupos que no recibieron el tratamiento con el inhibidor pero

al igual que en el caso del ensayo pre-infeccién se requieren repeticiones para confirmarlo.

En base a los resultados anteriores, podemos decir que TGF-B1 esta actuando a nivel de la
secrecion de IL-18 debido a que no se observaron cambios significativos a nivel de
mensajero. En relacion a esto, se ha observado que el procesamiento y la secrecion de
citocinas como IL-1a, IL-18 e IL-18 pueden ser regulados por mecanismos como la

autofagia®.

La autofagia es un proceso sumamente coordinado que participa en la degradacién de
organelos dafiados y/o disfuncionales, agregados de proteinas, proteinas solubles asi como

patégenos’®*%

. Se han descrito 3 tipos de autofagia: 1) Macroautofagia, que requiere la
formacion de vesiculas de doble membrana (autofagosomas) que al fusionarse con los
lisosomas permiten la degradacion de los componentes citosolicos contenidos en su interior,
2) Microautofagia, que involucra la invaginacion de la membrana lisosomal y/o endosomal
permitiendo la degradacion de las moléculas por proteasas residentes y 3) Autofagia mediada
por chaperonas, en donde el reconocimiento por la chaperona citosélica HSC70 dirige a las

proteinas blanco hacia el lumen del lisosoma*®.

Se ha propuesto que la regulacion de IL-1 por la autofagia se debe al secuestro de pro-IL-1
e IL-1B en autofagosomas debido a que el uso de inhibidores como 3-MA (3-metiladenina) o

el silenciamiento de genes relacionados con la autofagia como Atgl6L1 aumentan la
103,104

produccion de IL-13 Por otra parte, se ha visto que los autofagosomas pueden

secuestrar y degradar componentes del inflamasoma como ASC y NLRP3, impidiendo de esta

forma el procesamiento y por lo tanto la secrecion de IL-1p%.

40



Asimismo, se ha visto la participacion de TGF-B en la regulacion de la autofagia debido a que
en células de carcinoma hepatocelular humanas se observé que el tratamiento con TGF-f3
indujo la formacion de autofagosomas, la degradacién de proteinas de vida larga y la
expresion de genes relacionados con la autofagia como BECLINAL, ATG5, ATG7 y DAPK;
ademas se observo que el uso de inhibidores de TGF-BRI atenuaron la activacién de la
autofagia mediada por TGF-B. De manera interesante, el knockdown de Smad2/3 y Smad4

disminuy6 la formacién de autofagosomas y la expresion de los genes antes mencionados*®®.

En este contexto, nosotros observamos que el pre-tratamiento con TGF-1 anuld la secrecion
de IL-1B en respuesta a la infeccibn con el virus Dengue, sugiriendo que TGF-B1
posiblemente activé el proceso de autofagia, impidiendo de esta forma la liberacién de IL-1p.
Sin embargo, este efecto no se observd cuando los macréfagos fueron infectados y
posteriormente estimulados con TGF-B1, indicando que una vez que se establecio la
respuesta contra el virus Dengue, TGF-B1 no tiene efecto en la secrecion de IL-1B. El ensayo
con el inhibidor donde observamos un aumento en la secreciéon de IL-13 podria apoyar la
propuesta sobre la posible activacién de la autofagia debido a que resultados de Kiyono et al.,
2009 mostraron que el uso del inhibidor SB431542 disminuye la activacion de la autofagia
mediada por TGF-B'%; cabe mencionar que este inhibidor actlia de igual manera que el
utilizado en nuestros experimentos, sin embargo, el inhibidor SB505124 es mas potente que
SB431542%.

Estos resultados contrastan con lo observado en los macréfagos estimulados con LPS,
debido a que ni el pre-tratamiento ni el post-tratamiento con TGF-f1 modificd la secrecién de
IL-1B. La diferencia en la secrecion de IL-1B podria deberse a que se ha visto que el LPS
puede reconocer directamente a las caspasas 4 y 5, permitiendo su oligomerizacién y por lo
tanto su activacion. Una vez activas, pueden activar a caspasa 1 promoviendo el
procesamiento de IL-1B y por lo tanto su secrecion'® %, Para confirmar estos resultados,
seria interesante estudiar la formacion de autofagosomas en las mismas condiciones
empleadas en estos ensayos, con el fin de determinar si la inhibicién de la secrecién de IL-1

ocurre a través de esta via.

Por otra parte, en el ensayo de Western Blot observamos que la infeccién por el virus Dengue
posiblemente induce la fosforilacion de Smad2/3 (forma activada), lo que podria estar
relacionado con la induccién de la autofagia debido a que esta via parece estar implicada en

la formacién de los autofagosomas, como se menciond anteriormente.
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Esto podria ser importante durante el establecimiento de la infeccion por el virus Dengue,
debido a las multiples funciones de IL-1B como: reclutamiento de neutrdéfilos, induccion de
citocinas y quimiocinas asi como la estimulacion de respuestas adaptativas especificas*'®. En
base a esto, seria interesante realizar mas repeticiones para confirmar este resultado asi

como otros ensayos a tiempos post-infeccion mas prolongados (48-72 hrs).

Cabe mencionar que para respaldar los resultados antes descritos fue necesario confirmar la
infeccidn por el virus Dengue, para esto se emplearon dos técnicas diferentes: 1) Microscopia
de Fluorescencia, en donde mediante el uso de un anticuerpo especifico para la proteina E
del virus pudimos determinar que aproximadamente un 40% de las células fueron positivas
para Dengue y 2) PCR anidado, que consiste de dos rondas de amplificacién; la primera
permiti6 amplificar el gen que codifica para prM y en la segunda, se amplificé un fragmento
mas pequefio del gen de aproximadamente 140 pb que corresponde con lo observado en la

electroforesis en gel de agarosa.

En resumen, los resultados del presente trabajo indican que el pre-tratamiento con TGF-31
inhibe la secrecién de IL-1B en macrofagos infectados con virus Dengue; no obstante, el post-
tratamiento con TGF-B1 no tuvo efecto en la secrecion de IL-1B por macrofagos infectados
con el virus Dengue. En ninguno de los casos se observaron cambios en el nivel de expresion

de IL-1B, sugiriendo que TGF-B1 actua sobre el procesamiento y la secrecién de IL-10.

Esto sugiere que TGF-B1 podria ser importante para el establecimiento y propagacion de la
infeccion al inhibir la secrecion de IL-1B y por lo tanto impedir sus funciones, entre las que
destacan: expresién de genes requeridos durante la inflamacion, respuesta adaptativa y el
control viral'**. Existen diferentes reportes que han asociado la carga viral con el resultado
clinico de los pacientes; por ejemplo, se ha observado una relacion entre altos picos de
viremia y la severidad de la enfermedad en nifios infectados por los serotipos 1 y 2'*%. Otro
estudio mostré una alta viremia en pacientes con Fiebre Hemorragica por Dengue; ademas se
observdé una asociacion con la fuga plasmética y trombocitopenia observada en estos
pacientes™'®. Debido a esto, los resultados de este trabajo pueden contribuir a un mejor
entendimiento sobre la patologia de la enfermedad ya que demostramos que TGF-B1 modula

la produccion de IL-1B en respuesta a la infeccidn por el virus Dengue.
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11. CONCLUSIONES

Conclusiéon General

Puesto que el pre-tratamiento con TGF-B1 inhibid la secrecion de IL-18 en macrofagos
infectados con el virus Dengue, pero no asi el post-tratamiento con TGF-1, nuestra hipétesis
es aceptada.

Conclusiones parciales

1. La inhibicion de la via de sefializacion de TGF-f aumentd la produccion de IL-13 en

macrofagos infectados con el virus Dengue.
2. TGF-B1 no modificé la secrecion de IL-1B en respuesta a la estimulacion con LPS.

3. El tratamiento con TGF-B1 no afecto la expresion de 1L-1.
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12. PERSPECTIVAS

1. Confirmar el efecto del inhibidor en la secrecion de IL-1pB.
2. Confirmar el efecto de TGF-B1 y el inhibidor de TGF-BRI sobre la expresién de IL-1.
3. Corroborar el efecto de la infeccion por el virus Dengue sobre las proteinas Smad.

4. Determinar si el mecanismo de autofagia es el responsable de la inhibicion de la secrecion
de IL-1B en macrofagos infectados por el virus Dengue mediante el estudio de la formacién de
autofagosomas, expresion de genes relacionados con la autofagia asi como la visualizacion

de pro-IL-1B o IL-1B en autofagosomas.
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