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RESUMEN

El dengue es una infeccidn viral aguda transmitida por la picadura de mosquitos del género
Aedes, la cual produce hasta 100 millones de infecciones anuales en el mundo. Una gran
proporcién de individuos infectados con el virus presentan infecciones asintomaticas. Sin
embargo, de los individuos que desarrollan la enfermedad, el 95 % presentan signos y sintomas
similares a una virosis comun, que por Io general se autoresuelven (dengue con y sin signos
de alarma). El 5 % restante puede evolucionar a manifestaciones graves, caracterizadas por
hemorragias, dafio organico, choque hipovolémico e incluso la muerte (dengue grave).

Los monocitos son uno de los blancos principales de la infeccién producida por el virus
del dengue (DENV), los cuales participan en la replicacién del mismo y en la producciéon
de una gran variedad de citoquinas que contribuyen con el dafio de diferentes tejidos y or-
ganos en respuesta a la infeccién. Los monocitos se dividen en tres subpoblaciones: clasica
(CD14++4+CD16-), no clasica (CD14+CD16+ +) e intermedia (CD144++CD16+), las cuales po-
seen respuestas funcionales contrastantes en diferentes procesos inflamatorios, en cuanto a la
produccién de mediadores solubles e interaccion con el endotelio. Los monocitos no clasicos
parecen ser los principales productores de mediadores inflamatorios como el TNF-o. y [a IL-1f3
en respuesta a la infeccién por DENV. Por o tanto, se propone que cada subpoblacién de mo-
nocitos debe tener un papel diferencial en la inmunopatologia de la enfermedad.

En esta revisién se recopilan los principales aspectos de la replicacién viral y la inmunopato-
logia del dengue, asi como los principales hallazgos referentes al papel de los monocitos en
esta infeccién y ademads, se propone un papel potencial y diferencial de las subpoblaciones
de monocitos.
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SUMMARY

Dengue immunopathology: Importance
and participation of monocytes and their subsets

Dengue is an acute viral infection transmitted by the
bite of the mosquito belonging to the genus Aedes,
which produce until 100 millions of infections world-
wide per year. A high proportion of infected indivi-
duals develop an asyntomatic infection. Nevertheless,
among patients that develop a clinical disease, 95 % of
them show clinical signs and symptoms similar to com-
mon virosis, that in the most of the cases can recover
by themselves (dengue with and without alarm signs);
the remaining 5 % can evolve to severe manifestations,
characterized for hemorrhages, organic damage, hy-
povolemic shock and death (severe dengue).

Monocytes are one of the main targets of the infection
by dengue virus (DENV), supporting the viral replica-
tion, contributing to the production of high levels of
cytoRine and the damage of different tissues and organs
in response to the infection. Monocytes are divided
in 3 subsets: classical (CD14++CD16-), non-classical
(CD14+4+CD16+ +) and intermediate (CD14++CD16+);
which have differential functional responses in the
inflammatory process, regarding the production of
inflammatory mediators and the interaction with the
endothelium. The non-classic monocytes seem to be
the main producers of inflammatory mediators such
as TNF-a and IL-1f in response to DENV infection. The-
refore, it is proposed that each monocyte subset may
have a different role in the disease immunopathology.

This review collect the main evidence regarding the vi-
ral replication and the immunopathology of dengue,
also it shows the most important findings about the
role of monocytes in this infection and proposes a po-
tential differential involvement of monocytes subsets.
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EPIDEMIOLOGIA

El dengue es una enfermedad infecciosa causada por
un virus que recibe el mismo nombre (DENV) (1, 2),
del cual, se han identificado a la fecha cuatro seroti-
pos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (3). Reciente-
mente se propuso la existencia del DENV-5 (4); sin em-
bargo, es importante aclarar que todavia se considera
un hallazgo controversial. Este virus es transmitido
por mosquitos del genero Aedes, principalmente Ae.
aegyptiy Ae. albopictus (5). La localizacion geogréafica
del DENV depende directamente de la ecologia y la
distribucion de sus vectores, siendo las zonas tropi-
cales y subtropicales las mas afectadas por esta enfer-
medad (6).

Segtin la OMS, el niimero de casos de dengue ha au-
mentado hasta 30 veces en los ultimos 50 afos en
el mundo (5), produciendo aproximadamente 96
millones de infecciones anuales (5, 7-10). Este incre-
mento en los casos se debe a varios factores, entre
ellos al aumento de la temperatura del planeta y a
una distribucién mdas amplia de los vectores (6, 9).
Dentro de las zonas de mds alta incidencia del den-
gue se encuentran las regiones del sudeste de Asia,
el Pacifico occidental, el Cono Sur de América, la
Regién Andina y Centroamérica (5). Actualmente, el
continente americano contribuye con el 14 % de los
casos mundiales reportados, que corresponde en-
tre 9 a 18 millones de las infecciones anuales. Esto
provoca una alta carga econdmica sobre los servi-
cios de salud en esta regién, cuyos gastos ascienden
aproximadamente a 2,1 billones de doélares estadou-
nidenses anuales, superando los costos de otras en-
fermedades virales (8, 10).

Los Uinicos paises que presentan los cuatro serotipos
del virus dengue en Suramérica son Colombia, Vene-
zuela y Perd, siendo Colombia quien ha reportado
mads muertes por esta causa (5).

Segun el Instituto Nacional de Salud de Colombia, la
incidencia de esta enfermedad ha ido en aumento
en la ultima década (11). EI informe epidemioldgico
realizado a finales del 2017 indicé una incidencia de
92,7 casos por cada 100.000 habitantes, con un total
de 26.279 casos reportados para ese ano, de los cuales
el 1,1 % correspondieron a dengue grave (11).
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GENERALIDADES Y REPLICACION DEL VIRUS
DENGUE

El dengue es un virus envuelto perteneciente a la fa-
milia Flaviviridae, cuyos serotipos varian del 25 al 40
% en su secuencia de aminoécidos y ademas se divide
en genotipos que divergen aproximadamente en el 3
% de su secuencia (12). Los viriones del DENV son es-
tructuras de 50 nm de didmetro que estdn compues-
tas por tres proteinas estructurales: capside (C), pre-
membrana (PrM) o membrana (M) y envoltura (E) (9,
12-14). Varias copias de la proteina C encapsulan el
genoma (ARN) de polaridad positiva de 10,7 Rb, for-
mando una envoltura de simetria icosaédrica, la cual
estd cubierta por una bicapa lipidica derivada de la
célula del hospedero, que contiene aproximadamen-
te 180 copias de las proteinas My E (13).

Este virus ingresa al ser humano por via cutdnea a tra-
vés de la picadura de un mosquito hembra infectado,
interactuando, inicialmente, con las células residen-
tes de la dermis, especialmente las dendriticas y los
macrofagos (15) (Figura 1).

El reconocimiento de las proteinas de la envoltura vi-
ral por los receptores presentes en estas células blanco,
conlleva a su infeccion (Figura 1). Entre estos receptores
tenemos el del lipopolisacéarido (CD14), el de manosa
(CD206), la molécula de adhesion de las células dendri-
ticas DC-SIGN (CD209) y las proteinas de choque térmi-
co HSP9O/HSP70 ancladas a la membrana plasmética,
entre otros (16). Este proceso de reconocimiento lleva
principalmente a una endocitosis del virus mediada
por clatrina (16). Adicionalmente, se ha descrito una via
de endocitosis que depende de anticuerpos denomina-
da ADE (del inglés antibody-dependent enhancement),
mediada por receptores para la fraccion cristalizable
(Fc) de las IgG (FcyR), la cual se ha asociado con el de-
sarrollo de manifestaciones graves de la enfermedad.
Esta via de ingreso ocurre principalmente en infeccio-
nes secundarias con un serotipo distinto al inicial, en las
cuales los anticuerpos que se producen y recubren las
particulas virales son subneutralizantes (17).

Posterior a la internalizacién y formacion del endoso-
ma, ocurren cambios conformacionales en la proteina
viral E por la reduccion del pH (18), que conducen a la
fusion de la envoltura viral con la membrana endoso-
maly a la formacién de un poro que libera el ARN viral
al citoplasma (19). EI ARN viral liberado va al reticulo
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endoplasmaético, donde ocurre la traduccién a poli-
proteina y una segmentacién en tres proteinas estruc-
turales: C, M, E, y otras siete proteinas no estructurales
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5).

La proteina E tiene varias funciones como la unién a
receptores de lectina tipo C, heparan sulfato y CD14
(12, 16, 20, 21), que permiten la internalizacion del vi-
rus; esta proteina también media la fusidon del viridon
con la membrana del endosoma en células blanco. La
proteina M interactiia con la proteina E, permitiendo
la estabilidad de esta ultima y su respectiva interaccion
con los receptores mencionados (22, 23). Las proteinas
NS participan en la replicacion viral (24) y en la pato-
génesis de la enfermedad (22); por ejemplo, la NS5 es
una metiltransferasa que sirve como ARN polimerasa
dependiente de ARN (25-27).

La NS1 se considera un patrén molecular asociado a pa-
togenos (28), que es reconocido por el TLR-4 (del inglés
toll like receptor-4); esto ultimo se ha demostrado en es-
tudios in vitro, en los cuales se obervo un aumento en la
expresion del ARN mensajero de citoquinas, como IL-6
y el TNF-o. en CMSP (células mononucleares de sangre
periférica) humanas y macrofagos de ratones expuestos
a la proteina NS1, proceso que fue revertido con el uso
de un anticuerpo antagonista contra el TLR-4 (28).

El ensamblaje de los viriones ocurre en el reticulo en-
doplasmico por la interaccion de las proteinas C con
el ARN de polaridad positiva, sintetizado para formar
la nucleocépside (24). La maduracién del viridn se
da en la red Trans-Golgi, dependiente del pH y de las
proteasas furinas, las cuales escinden el factor Pr de la
proteina M, permitiendo su correcta interaccion con
la proteina E; esto le da la simetria icosaédrica al virus
(12). Posterior a esta maduracion, se libera el DENV al
medio extracelular mediante exocitosis, sin que se al-
tere la integridad celular, al tiempo que permite que la
célula infectada contintie produciendo mas viriones.

INMUNOPATOLOGIA DEL DENGUE

Se ha propuesto que el DENV interacttia en la dermis,
inicialmente con células residentes como las dendriti-
cas, macrofagos tisulares y mastocitos (29, 30) (Figura
1), con las dos primeras como los blancos principa-
les del virus (31, 32). Sin embargo, se ha demostrado
que posteriormente el virus infecta células que han

IATREIA Vol 32(3) julio-septiembre 2019



sido reclutadas a la dermis como monocitos y célu-
las dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) (33).
Las células infectadas, especialmente las dendriticas,
migran a los nédulos linfaticos regionales para reali-
zar la presentacion antigénica y asi activar la respues-
ta inmune adaptativa (Figura 1); se cree que de esta
forma el virus alcanza estos tejidos y una vez alli, los
macroéfagos y los monocitos reclutados son a su vez
infectados por DENV (3). Como resultado de esta pri-
mera viremia, la infeccién se amplifica y el virus se
disemina por el sistema linfatico, llegando posterior-
mente a sangre periférica y a distintos érganos, en los
cuales infecta células como monocitos (Figura 1), cé-
[ulas dendriticas (34), hepatocitos (35), células endote-
liales (36), macroéfagos esplénicos v células de Kupffer
(37, 38). Todo esto ocurre durante los tres primeros
dias del inicio de los sintomas, en los cuales se repor-
tan los picos de la viremia en la sangre periférica (5).

Adicionalmente, los fagocitos mononucleares que en-
tran en contacto con el virus pueden promover una
respuesta para eliminar la infeccidon, mediante el re-
conocimiento del DENV por receptores intracelulares
como el TLR-3 que reconoce el ARN viral de doble
cadena que se forma cuando DENV esté en el proceso
de replicacion (39); también estarian los TLR-7 y TLR-8
que reconocen ARN de cadena sencilla, y [os sensores
citoplasmaéticos como la proteina inducible por cido
retinoico (RIG-I) y la proteina de diferenciacién aso-
ciada al melanoma (MDA-5), que también reconocen
ARN de doble cadena (12, 20, 40).

Estos receptores conducen a la activacién de los facto-
res reguladores del interferdn (IRF) 3y 7, que inducen la
produccién de interferones tipo uno (IFN-I) (Figura 1),
los cuales tienen una alta actividad antiviral intrinseca
(12, 20) que se asocia con una resolucién de la infec-
cién sin manifestaciones graves de la enfermedad (41).
Ademas, se promueve la via del factor nuclear kappa B
(NF-xB) y la produccién de citoquinas proinflamatorias
como el TNF-a e IL-6, y de quimioquinas como CCL5
y CXCL12 (40). Estos factores solubles permiten la acti-
vaciéon de otras células, como las endoteliales y mas-
tocitos, las cuales amplifican la respuesta mediante la
liberacion de més mediadores solubles, mencionados
previamente, al igual que otros promotores de inflama-
cién como los derivados lipidicos (49).

Las infecciones por DENV generalmente se autore-
suelven rdpidamente. Estas se manifiestan con fiebre,

mialgia, dolor muscular generalizado, vomito, dolor
retroocular, entre otros sintomas. Se presentan entre
los 4-10 dias posteriores a la inoculacién del virus. Sin
embargo, menos del 5 % de los casos pasan a ser den-
gue grave, caracterizado por un aumento en la per-
meabilidad vascular que Ileva a la pérdida de plasma
sanguineo y la hemoconcentracién. Generalmente
estd acompanado de una caida en el numero de pla-
quetas y de una acumulacién de liquidos en la regién
pleural o peritoneal, ademds, se pueden presentar
cuadros de hemorragia grave y, en algunos casos, in-
suficiencia multiorganica que puede causar la muerte
del individuo si no es tratada a tiempo (5).

DENGUE GRAVE

Aun no son claras las causas por las cuales algunas
personas desarrollan dengue grave, pero se ha pro-
puesto que gran parte del desarrollo de esas mani-
festaciones estd determinado por la interaccién del
virus con diversos componentes del sistema inmune
del hospedero (9).

Dentro de los elementos del sistema inmune que se
han asociado con el desarrollo de gravedad se han
propuesto el ADE, basados en la premisa de que la ma-
yoria de los casos de dengue grave ocurren en una in-
feccidén secundaria tanto de nifos como adultos (17).
Este fendmeno se ha validado in vitro mediante el uso
de sueros en pacientes que cursaron una infeccion se-
cundaria por DENV en una linea celular de fibroblastos
de raton (BHK-21), que expresaron o no el FcyR.

Se observd que los anticuerpos subneutralizantes exis-
tentes en el suero, aumentaron la infeccion de las cé-
[ulas que exprensaban el FcyR al compararse con las
células de control (43). Resultados concordantes se han
encontrado in vivoen el que ratones AG129 fueron ino-
culados intraperitonealmente con el suero de ratones
sanos o de ratones infectados previamente con DENV-1.

Después de 24 horas los ratones fueron retados con
DENV-2, se encontrd que los animales expuestos a los
sueros de los ratones infectados murieron a causa de
la infeccidn, mientras que los animales de control no
lo hicieron. Estas y otras evidencias sugieren que el
ADE puede estar aportando no solo al aumento de la
infeccion de células blanco, sino también al desarro-
llo de la gravedad en los pacientes con dengue (44).
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Por otro lado, la tormenta de citoquinas es uno de
los fendmenos méas importantes y ampliamente aso-
ciados con la agudizacién de la enfermedad. Se ha
propuesto que se presenta cuando hay una carga viral
inicial alta, junto con la activacion de un gran name-
ro de células como monocitos, macréfagos, mastoci-
tos y los linfocitos T, lo que Ileva a un incremento en
los niveles circulantes de citoquinas como TNF-a,, IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, entre otras (45-48) (Fi-
gura 1). Este incremento en las citoquinas séricas por
DENV se ha evidenciado in vivo (49) y una asociacion
entre la presencia de estos mediadores y el compro-
miso tisular se ha desmotrado in vitro. Por ejemplo,
se ha observado que el TNF-a o sueros de pacientes
infectados tienen un efecto directo sobre las mono-
capas de las células endoteliales, disminuyendo asi
la expresion de las proteinas de la unioén intercelular
como la cadherina-VE (50) y ZO-1 (51), lo que lleva a
la pérdida de la integridad endotelial. Ademaés de es-
tos factores, también se ha propuesto que los media-
dores lipidicos y las aminas vasoactivas pueden apor-
tar al dano endotelial directo, ya que factores como el
activador de plaquetas (PAF) reducen la expresion de
ZO-1 en celulas endoteliales (52), asi como inducen
el NF-xB, que a su vez conduce a la produccién de las
citoquinas citadas previamente (53, 54).

A pesar de esto, es importante mencionar que exis-
ten evidencias contradictorias referentes a las cito-
quinas plasmaticas y a los niveles de las mismas en
los pacientes con dengue (51, 55). Atn no existe un
consenso sobre los factores inmunoldgicos y no in-
munoldgicos que estan llevando a los pacientes a de-
sarrollar dengue grave.

PAPEL DE LOS MONOCITOS Y SUS
SUBPOBLACIONES EN LA INFECCION POR DENV

Los fagocitos mononucleares representan un sub-
grupo de leucocitos de origen mieloide, son descri-
tos como una poblacién que circula en la sangre en
forma de monocitos y que pueden poblar los tejidos
como macroéfagos (56). Cabe resaltar que la mayoria
de los autores también incluyen a las células dendriti-
cas dentro de este sistema celular (56). Los monocitos
maduran a partir de células madre mielomonociticas
presentes en la medula dsea, pasan a la circulaciéon
sanguinea y de alli a colonizar los tejidos, al parecer,
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principalmente en respuesta a un estimulo exdgeno
o durante un proceso inflamatorio (57). Sin embargo,
en los ultimos afos se ha demostrado que en un es-
tado de reposo pueden existir reservas de monocitos
en los tejidos del bazo, pulmén y piel, que cumplen
funciones de patrullaje, donde posteriormente pue-
den migrar a nédulos linfaticos y presentar antigenos
a los linfocitos T (58, 59).

En el contexto de la infeccién por DENV se ha observa-
do que los monocitos son las células que permiten una
mayor infeccién y replicacion viral en la sangre perifé-
rica (60-62) (Figura 1). Esto se ha demostrado en mode-
los in vitro de infeccién por DENV en los cuales CMSP
infectadas con el serotipo 2 con una multiplicidad de
infeccién (MOI) de cinco, tuvieron un mayor porcentaje
de células positivas para la proteina viral E en los mo-
nocitos CD14+ (con un 4,34 %), al compararse con los
linfocitos CD3+ y CD19+ (del 0,02 % y 0,4 %, respectiva-
mente) (60). Algo andlogo se observd en pacientes con
dengue durante la etapa febril de la enfermedad, en los
cuales se encontré que los monocitos fueron las prin-
cipales CMSP positivas para el antigeno viral PrM (61).

Un patrén semejante se ha observado ex vivo en
nifos menores de 14 anos infectados con DENVY, en
los cuales se ha encontrado un mayor porcentaje de
células positivas y una intensidad media de fluores-
cencia aumentada para la proteina viral PrM en los
monocitos (63).

Ademas de ser uno de los principales blancos de la
infeccidén, los monocitos también se activan y res-
ponden al DENV mediante el reconocimiento del
ARN viral por medio de los receptores TLR-7, TLR-8,
RIG-1 y MDA-5, previamente mencionados (12, 20),
lIo que lleva a la produccién de IFN-I y de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a., IL-13, IL-6 e IL-8, por
monocitos humanos infectados in vitro con DENV-2
(64-66) (Figura 1). Este aumento en la produccioén de
citoquinas por parte de los monocitos tambien se ha
observado ex vivo en ninos infectados con dengue,
en [os cuales se observd un aumento en el porcentaje
de monocitos productores de TNF-a e IL-6 al compa-
rarse con los controles sanos (67). Esto podria estar
contribuyendo con la tormenta de citoquinas y las
alteraciones en la permeabilidad vascular vistas en
pacientes infectados con DENV (68).

La activacién de monocitos se ha observado en pa-
cientes con dengue, en los cuales se encuentra un
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aumento en el porcentaje de estos fagocitos que ex-
presan ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular),
TLR-2 y TLR-4 al ser comparados con controles sanos
(69); una induccién similar en la expresion de TLR-
2 se observa al infectar in vitro monocitos humanos
con DENV-2 (69). Otro estudio también reportd un
perfil activado (CD32+, CD86+, CD11c+) de los mo-
nocitos CD14* en pacientes con dengue (61). Asi mis-
mo, el estado activado de los monocitos durante la
infeccién se ha corroborado por el aumento en la ex-
presion de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible
(iNOS), tanto en las células circulantes positivas para
el virus como en las infectadas in vitro, al compararse
con controles sanos y células no infectadas (62).

Se ha evaluado el efecto de los factores solubles pro-
ducidos por estas células monociticas activadas sobre
las células endoteliales de microvasculatura humana
(HMVEC), como por ejemplo las THP-1 infectadas con
DENV-2, que redujeron la resistencia eléctrica tran-
sendotelial, [o que se interpreta como una menor
integridad del endotelio y una mayor permeabilidad
endotelial (70). Este dafio de las células endoteliales
también se ha observado en un sistema transwell en
el que se ponen en contacto células HUVEC con so-
brenadantes de monocitos primarios infectados con
DENV-2 para evaluar el paso de la proteina peroxidasa
de rdbano picante conjugada con estreptavidina (71).
Todo esto sugiere que la infeccién in vitro e in vivo
con DENV induce la activacion de los monocitos, con
la consecuente produccién de mediadores inflamato-
rios que pueden aportar en gran medida a la tormen-
ta de citoquinas y al compromiso vascular visto en
esta enfermedad (Figura 1).

Los monocitos humanos circulantes se pueden divi-
dir en tres subpoblaciones de acuerdo a la expresién
del receptor de membrana del lipopolisacarido (LPS)
CD14 y del CD16, un FcyR de baja afinidad (FcyRIII),
isoforma A. Teniendo en cuenta lo anterior se pueden
encontrar los monocitos clasicos (CD14++CD16-),
los no clasicos (CD14+CD16++) y los intermedios
(CD14++CD16+) (72). En individuos sanos, la subpo-
blacién de monocitos clasicos se encuentra en mayor
porcentaje (80-90 %) respecto a los no clasicos (10-15
%) y los intermedios (1-5 %) (73). Los monocitos cla-
sicos e intermedios se caracterizan por la expresion
de los receptores de quimioquinas CCR2 y CCR5
con niveles bajos de CX3CR1, que contrastan con los

monocitos no clasicos, los cuales tienen menor expre-
sién de CCR2 y de CCRS5, pero si grandes cantidades
de CX3CR1 (74). También se ha descrito que los mono-
citos clasicos al estimularse con LPS producen princi-
palmente IL-10 y pocas cantidades de TNF-a,, ademas
de expresar mds receptores scavenger (barrenderos o
pepenadores) en comparacion con las otras dos supo-
blaciones. Estas células tienen una mayor interaccién
con el endotelio de macrovasculatura (56, 73-76). Por
otra parte, los monocitos no clésicos son los princi-
pales productores de TNF-a frente a la estimulacion
con LPS, poseen una mayor expresion de TLRs com-
parados con los clésicos, por lo que se consideran
los mas proinflamatorios. Esto se ha demostrado en
algunos modelos de enfermedades infecciosas como
la tuberculosis; dichas células, ademas, son las encar-
gadas de la vigilancia y homeostasis del endotelio de
microvasculatura (56, 73-76). Los monocitos inter-
medios producen baja cantidad de IL-10 y de TNF-a
frente a la estimulaciéon con LPS en comparacion con
los monocitos clasicos y no clasicos, respectivamen-
te, expresan mas HLA-DR y al parecer no interactiian
con células endoteliales (56, 73-76).

Aun se desconoce en gran medida el papel que des-
empefan estas subpoblaciones de monocitos dentro
de la inmunopatologia del dengue y en su gravedad.
No obstante, teniendo en cuenta que los monocitos
no clasicos son una fuente importante de TNF-a, en-
tre otros factores proinflamatorios (77), ademads de
que son los que interactiian preferiblemente con cé-
[ulas endoteliales de microvasculatura (78), es posible
proponer que estos fagocitos deben tener un papel
importante en la inmunopatologia de la enfermedad
(Tabla 1y Figura 1). En el afio 2010, Azeredo et al., en-
contraron una mayor expresiéon de CD16 en los mo-
nocitos de pacientes con dengue durante la fase febril
de la enfermedad, asi como con la infeccién in vitro
de monocitos de individuos sanos con DENV-2 (69).
Adicionalmente, observaron mayores porcentajes de
la subpoblacién intermedia en los pacientes con las
formas moderadas (definido como conteo de plaque-
tas por encima de 100000/mm? sin hipotensién, 12 %)
y graves (definido como conteo de plaquetas por de-
bajo de 100000/mm? con hipotensién 8 %) de la en-
fermedad comparados con los controles sanos (5 %);
también se encontrd una disminuciéon de la subpobla-
cién clasica en los casos moderados (56 %) y severos
(65 %) en contraste con los sanos (77 %) (69) (Tabla 1).
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Tabla 1. Subpoblaciones de monocitos en pacientes con dengue y la respuesta de estos fagocitos en DENV

Clasicos
CD14++CD16-
Frecuencia comparada l
con los controles sanos
CD68 extracelular, CD69, TNF-a, !
externalizacién de PS*
% de monocitos NS1+ 5-10%
% de monocitos proteina viral E+ 0,5%-4%
Unidades formadoras 0-7
de placa x10*/ml
IFN-0, CXCL-10 y TRAIL* =
IL-1(3, TNF-q, IL-6, CCL2, CCL3 y CCL4* \2
iINOS* )
IDO* \’

Intermedios No clasicos Tipo de

Referencia

CD14++CD16+ CD14+CD16++ ensayo

) 3 Exvivo (64, 69,79, 80)
4 T Ex vivo (79)
5-10% In vitro (77)
05%-4% In vitro (77)
0-7 In vitro (77)
= In vitro (77)
0 In vitro (77)
{ Ex vivo (80)
) Ex vivo (80)

IFN-ou: interferon alfa; TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral; IL: interleuquina; TNF-ou: Factor de necrosis tumoral
alfa; PS: Fosfatidilserina; iINOS: sintasa de ¢xido nitrico inducible; IDO: indolamina 2 3-dioxigenasa. *Resultados comparando entre las subpoblaciones de

MONOCitos.

Mediante la infeccién in vitro con DENV-2 de las sub-
poblaciones de monocitos CD14+ (tanto CD16+ como
CD16-) obtenidas a partir de sangre periférica de indivi-
duos sanos, Wong et al., (77) observaron una suscepti-
bilidad similar a la infeccién y unos niveles de produc-
cioén de los factores antivirales IFN-o, CXCL10 y TRAIL,
comparables entre ambas subpoblaciones (Figura 1).

Ademads, se encontré que los monocitos CD16+ se-
cretaron mas TNFa, IL-1B, IL-6, y quimioquinas del
tipo CCL-2 y CCL-4 en respuesta a la infeccién (Figura
1). Los autores sugirieron que la subpoblacién no cla-
sica, posiblemente, estd mediando una actividad mas
protectora que podria estar asociada, en parte, con
un reclutamiento de células hacia el tejido infectado.
Teniendo en cuenta estos resultados v que el TNFo y
el CCL2 estan relacionados con la permeabilidad vas-
cular (50, 51), esta subpoblacion no clasica podria es-
tar contribuyendo preferencialmente con la tormenta
de citoquinas ademas de estar participando en la alte-
racion del endotelio observada en los pacientes con
formas graves de dengue. De hecho, nosotros hemos
obervado que son los monocitos no clasicos los que
presentan una mayor expresiéon de marcadores de
activacién como por ejemplo CD69, CD68 extracelu-
lar, un mayor porcentaje de células TNFa+ y que han
externalizado la fosfatidilserina (PS+) en pacientes
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infectados con dengue, al compararlos con las otras
subpoblaciones de monocitos y con controles sanos
(79) (Tabla 1 y Figura 1).

Kwissa et al. (64) observaron por citometria de flujo un
aumento estadisticamente significativo del porcentaje
de monocitos a expensas de la subpoblacion interme-
dia, en los estadios agudos de la enfermedad en hu-
manosy primates no humanos infectados con DENV-2.
En estos ultimos, se observd un claro aumento de los
monocitos intermedios circulantes en los dias 1-3 pos-
tinfeccion y se encontré un namero alto de estos mo-
nocitos intermedios en los nddulos linfaticos drenantes
al tercer dia (Tabla 1). Ademés, mediante un cocultivo
observaron que la subpoblacion de monocitos inter-
medios infectados con DENV-2 indujo la diferenciacion
de células B autdlogas a plasmablastos productores
de IgM, de forma dependiente de las citoquinas BAFE
APRIL e IL-10; sugiriendo que la infeccién por DENV
produce un aumento de los monocitos intermedios,
los cuales promueven la diferenciacion de las células B
a plasmablastos, lo que podria Ilevar a un aumento de
anticuerpos de baja afinidad contra el virus.

El aumento en plasmablastos y anticuerpos de baja
afinidad se ha descrito previamente en pacientes con
dengue (81), lo que al parecer podria promover el in-
cremento en la carga viral del individuo por medio de
ADE, incluso desde infecciones primarias (64).
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Figura 1. Potencial participacion de las subpoblaciones de monocitos en lainmupatologia del dengue. El virus ingresa por via cutanea interactuando
inicialmente con células residentes de la dermis (29, 31-33); posteriormente se produce la replicacion viral y la produccién de anticuerpos en los nédulos linféticos,
generando un aumento tanto de los viriones como de los niveles de IgM e IgG en la sangre (81); una vez en el torrente sanguineo, el virus dengue interactua
principalmente con los monaocitos (60, 77), provocando la disminucién en el porcentaje de la supoblacion clsica ((D14++CD16-), junto con un aumento de la
subpoblacion intermedia ((D14+-+(D16+), la cual esta asociada a una retroalimentacion positiva en la produccion de plasmablastos y con esto un incremento
en los niveles de anticuerpos, pontenciando posibles procesos de ADE (64). Ademds se produce la disminucién de la subpoblacién no cldsica ((D14+CD16++),
que tiene como funcién basal la vigilancia del endotelio (76), y son las células que contribuyen principalmente con la produccion de citoquinas proinflamatorias
asociadas a la disrupcion de la integridad endotelial frente al virus dengue (64, 67, 69, 77,79, 80)

Por ultimo, en un estudio realizado recientemente en
pacientes infectados con DENV-4 provenientes de Bra-
zil, se encontrd que la expresion de la iNOS fue mayor
en los monocitos CD16- comparados con los monoci-
tos CD16+, mientras que estos tltimos tuvieron mayor
expresion de la indolamina 2 y 3-dioxigenasa (IDO) (Ta-
bla 1). Sugiriendo que, si bien ambas clases de monoci-
tos se activan en respuesta a la infeccion, la presencia
de iNOS debe estar ayudando a controlar el virus en
los monocitos clasicos, mientras que los bajos niveles
de esta enzima en los monocitos CD16+, asi como el
aumento en IDO, sugieren que estas células podrian
estar promoviendo la generacion de Linfocitos T regu-
ladores en el contexto de la infeccion y, posiblemente,
promoviendo la diseminacién viral (80).

Ademas, también es poco lo que se conoce del papel
de las subpoblaciones de monocitos en otras infeccio-
nes virales. Por ejemplo, se ha observado en pacientes
con VIH-1 un aumento en la frecuencia de los mo-
nocitos intermedios con infeccién aguda, con un au-
mento en su expression de HLA-DR al compararse con
controles sanos. También se observd una disminucién
en la frecuencia de los monocitos clasicos en estos pa-
cientes. Los monocitos no clasicos, por su parte, solo
se encontraron disminuidos en los pacientes con infec-
cidon croénica (82). Los monocitos clasicos humanos ex-
puestos a los virus de sarampion y herpes simplex tipo
[ produjeron altos niveles de IL-6 e IL-8, mientras que
los no clésicos secretaron una baja cantidad de estas
citoquinas, pero niveles significativamente mayores de
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TNFa-, IL-1B y CCL3 en respuesta a estos virus, por una
via dependiente de TLR-7, TLR-8 y MyD88 (78).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las evidencias recopiladas en esta revision dejan claro
que los monocitos tienen un papel protagénico, pero
dual, en la infeccién por DENV. Participan en el control
de la viremia gracias a la produccion de factores antivi-
rales como el IFN-a, pero también tienen un papel im-
portante en el desarrollo de la infeccidn, al ser una de las
principales células blanco. Esto, junto con la alta capa-
cidad que tienen estos fagocitos de producir citoquinas
proinflamatorias frente a la infeccion por DENV, permite
concluir su importancia durante la inmunopatologia de
la enfermedad y su potencial papel en la tormenta de
citoquinas, el aumento en la permeabilidad endotelial
y, finalmente, en el desarrollo del dengue grave.

Por otro lado, los pocos estudios que existen sobre las
subpoblaciones de monocitos en la inmunopatologia
del dengue, apuntan a que existe un papel diferencial
de cada subpoblacion (Tabla 1 y Figura 1). Teniendo
en cuenta las diferencias funcionales y fenotipicas que
poseen estas células de forma basal, asi como en dife-
rentes modelos inflamatorios e infecciosos, es muy pro-
bable que cada subpoblacién de monocitos tenga una
respuesta y un papel contrastante frente a la infeccién
por el DENV (Figura 1). Por ejemplo, la subpoblacion no
clasica encargada de la vigilancia y mantenimiento de la
homeostasis del endotelio, se propone como un elemen-
to crucial en el desarrollo de las manifestaciones graves
de la enfermedad, por aportar de forma considerable a
la produccién de citoquinas proinflamatorias como el
TNF-a y la IL-1P en respuesta al DENV (77). Esto resalta
la importancia de hacer maés estudios en este campo, ya
que un mayor entendimiento de la contribucion de estas
células en la respuesta inmune contra el dengue podria
llevar a identificar nuevos y tempranos blancos terapéu-
ticos, que conduzcan a menor desarrollo de signos de
alarma y manifestaciones graves de la enfermedad.
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