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RESUMEN

Introduccién: las variantes polimorficas del receptor FcyRlla han sido asociadas con la susceptibilidad a padecer diferentes
enfermedades infecciosas. Recientemente se reporté la asociacion entre el polimorfismo de este receptor y la susceptibilidad a
padecer la fiebre hemorragica por dengue. Objetivos: explorar si la asociacion a la susceptibilidad o proteccion de las variantes
homocigéticas del receptor, pudieran estar relacionadas ademas, con los titulos de I1gG y la exposicién a diferente nimero de
infecciones. M étodos. se hizo un estudio de tipo analitico retrospectivo a individuos infectados por virus dengue 4 en Ciudad de
La Habana durante la epidemia de 2006, que se contactaron en 2008. Se reclut6 un total de 97 individuos, de los cuales 68 habian
padecido fiebre dengue y 29 fiebre hemorrégica de dengue. Se les extrajo una muestra de 10 mL de sangre total en anticoagulante
que se empled en el aislamiento de ADN. Se determind el polimorfismo genético del receptor FcaRlla, los titulos de anticuerpos
totales 1gG anti-dengue y el antecedente de infeccion por dengue. Resultados: se evidencio, de modo interesante, una relacion
directamente proporcional y muy significativa (p< 0,0001) entre los altos titulos de IgG anti-dengue con el nimero de
infecciones padecidas. Este comportamiento fue caracteristico en los individuos con la variante homocigética HH. Conclusiones:
al parecer, en agquellos individuos con polimorfismo para el receptor FcyRIla-H/H podria haber una tendencia a la no eliminacion

de los anticuerpos 1gG a través del FcyRlla, la cual esta asociada con el nimero de infecciones.
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INTRODUCCION

La fiebre dengue (FD), caracterizada por un
cuadro febril acompariado, entre otras manifesta-
ciones, de cefalea y rash, es causada por cual-
quiera de los 4 serotipos del virus dengue (VD),
pertenecientea géneroflavivirus. El virusestrans-
mitido de humano ahumano por & mosquito Aedes
aegypti. El espectro clinico de lainfeccion puede
variar desdeindividuosasintométicos hastaaquellos
en los que la infeccion tiene un desarrollo mas
severo, conocido como fiebre hemorrégica del
dengue (FHD).*

Durante la infeccion primaria, € VD entraa
la célula mediante la interaccion de la proteina E

1 Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. La Habana, Cuba.

de su envoltura con un receptor celular ain no
caracterizado.? Durante la infeccion secundaria,
el virus, ademés de utilizar su receptor primario
para entrar a la célula, es capaz de hacerlo for-
mando inmunocomplejos (IC) con anticuerpos
heter6logos no neutralizantes preexistentes. La
interaccion con receptores alternativos, como los
receptores Fcg | y 11, puede resultar en e fendmeno
deinmunoamplificaci én dependiente de anticuerpos
(ADA). Hipotéticamente, este fendmeno contri-
buiria a explicar lainmunopatogenia del dafio
severo causado por VD.2 Sin embargo, a pesar de
laaltafrecuenciadeinfecciones secundarias, solo
un pequefio porcentaje progresa a FHD; por €llo,
se piensaquefactores adicional esrel acionados con



el ambiente, el hospedero y factores virales,
contribuyen al desarrollo de laformagrave de
la enfermedad.*”

La produccién de anticuerpos contra ciertos
antigenos puede resultar un incremento sel ectivo
deinmunoglobulinas|gG deciertas subclases®° En
general, losanticuerpos 1gG antiviralesestan alta-
mente restringidos a IgG1 e 1gG3.1* Se ha des-
crito parael receptor FcaRlla, quelavariante para
la histidina une de modo eficiente la 1gG2
(FeyRlla-H/H131), mientrasquelaisoformadela
argininapresentamuy bajaafinidad por esteligan-
do uniendo de manerapreferencial laslgG 1elgG3
(FcyRIla-R/R131).*2 De esta forma las variantes
aélicas del FcaRlla estén vinculadas a las dife-
rencias en € proceso de fagocitosis y, en conse-
cuencia, a una susceptibilidad hereditaria a
enfermedades asociadas con inmunocompl e os,™
infecciosasy de tipo autoinmunes.*

Contrarioalacomplejasituacion epidemiol dgica
del dengue en & Sudeste asiético, la experiencia
en Cuba ha sido més limitada.’>*¢ Esto ofrece un
escenario Unico para el estudio de los factores
genéticos del hospedero asociados con la sus-
ceptibilidad o resistenciaalaenfermedad. Recien-
temente, nuestro grupo reportd la asociacion
significativa entre la variante polimérficaHH del
FcyRlla con la enfermedad por dengue en una
muestra de individuos de la poblacion cubana,
todos adultos, que evolucionaron con lainfeccién
clinicapor denguey fueron clasificados como FD
y FHD, comparados con un grupo de infeccién
asintomética,’” Teniendo en cuenta la asociacion
delasdiferentesvariantes polimérficasdel receptor
FcyRIla con la susceptibilidad de padecer varias
enfermedades infecciosas, como son la malaria,
lasinfeccionesrespiratorias agudas'®®y larecien-
temente demostrada en dengue,'’ los autores del
presente trabajo establecieron como objetivo co-
nocer qué relacion pudiera existir entre € poli-
morfismo del receptor Fc, los titulos de IgG
remanentes a los 2 afos de haber padecido la
infeccion y la exposicion a diferente nimero de
infecciones.

METODOS
MUESTRA

El estudio, de tipo analitico retrospectivo, se
realiz6 aindividuosinfectados por VD4 en Ciudad
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de la Habana durante la epidemia de 2006. Los
mismos se contactaron a los dos afios de haber
padecido laenfermedad por dengue, en el afio 2008.
A estas personas, que habian sido ingresadasen el
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK), se les diagnostico dengue seguin los crite-
rios establecidos por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y se les confirmé la infeccién
mediante la deteccién de IgM en suero a sexto
diadel inicio delafiebre.®

Serecluté untota de 97 individuos nacidosen
Ciudad de La Habana, de los cuales 68 habian
padecido FD y 29 FHD. Se les extrgjo una mues-
tra de 10 ml de sangre total en anticoagulante
(EDTA), queseempled en el aidamiento deADN,
el cual se extrgjo utilizando un estuche comercial
de extraccion QIAGEN (QlAamp DNA Mini Kit
and QlAamp DNA Blood Mini Kit.informacion
disponible en la pagina www.giagen.com). A
partir del ADN se procedié a la caracterizacion
del genotipo del receptor FcyRlla, previamente
reportado.’” Se alcanzaron ademas 5 mL de sangre
en tubo seco paralaobtencion del suero (alrededor
de 2 mL de suero).

DETERMINACION DEL POLIMORFISVIOGENETICO
DEL RECEPTORFcyRlla

Para determinar el polimorfismo genético se
empled lametodologia antes descrital” Brevemente,
se amplificd mediante lareaccidn en cadenadela
polimerasa (PCR, por su siglaen inglés) el frag-
mento de 1 kb correspondiente a gen Fcylla La
reaccion utiliz6 como cebador sentido el P63
(5°-CAAGCCTCTGGTCAAGGTC) y antisentido
FyRII-3' (5 -CAATGACCACAGCCACAATC).
A esta fase se le denominé PCR1. El producto
obtenido se empled en una reaccion de amplifi-
cacion anidada utilizando |os cebadores sentido
especificos: 494A (5 -ATTCTCCCATTTGGATC)
y 494G (5'-ATTCTCCCGTTTGGATC), y €l
cebador antisentido P52 (5'-GAAGAGCTGCC
CATGCTG). La reacciéon de amplificacion se
denominé como PCR2 y PCR3, respectivamente.
Los productos amplificados se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa 2 % tefiido con
bromuro de etidium.
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DETERMINACION DEL TITULODEANTICUERPOS
TOTALESIGGANTI-DENGUE

Los titulos de anticuerpos IgG anti-dengue
presentes en losindividuos 2 afios después de haber
padecido laenfermedad, se determinaron mediante
un procedimiento ELISA de inhibicion, segin e
protocolo descrito por Vazquez y otros.?

Inmunoglobulinashumanasanti-dengue, disudtas
en unasolucion carbonato/ bicarbonato aunacon-
centracion de 10 ug/mL y pH 9,5, se adsorbieron
en placa de poliestireno y se incubaron toda la
noche (18 h, aproximadamente) a 4 °C. A conti-
nuacion, la superficie no cubierta por anticuerpos
fue bloqueada con 150 pL de albumina de suero
(ABS) 1 % en PBS. Se incubd a 37 °C por 1 h.
Lasplacas selavaron 3 veces con PBS-T, pH 7,4;
se afadieron después 100 yL de la dilucion de
trabajo delasuspension del antigeno en cadapozo
(diluido 1:40 en PBS-T). Seincubd laplacalha
37°Cy selavd enigualescondiciones. Las mues-
tras de suero y los controles (positivo y negativo)
se afiadieron arazén de 100 uL por pozo aladilu-
cién /20 en PBS-T. Tras similares condiciones
de lavado e incubacion, se afiadieron 100 uL del
conjugado anti-dengue-peroxidasadiluido 1/8 000
en PBS-T con 2 % de suero de ternera; se degjo
incubar de nuevo 1 h a 37 °C. Seguido de 3 la-
vados, 100 pL por pozo de sustrato se adicionaron
y a cabo de30 minlareaccion sedetuvo con 100 L
deé&cido sulfurico 12,5 % en cada pozo. Losvalo-
res de densidad éptica se determinaron a 492 nm
en un lector Micro-ELISA (Dynex Technologies
Denkendorf Germany). Se consideraron positivos
aquellos sueros gque presentaron un porcentaje de
inhibicion mayor oigual que 50 % en relacion con
el control negativo.

DETERMINACION DEL ANTECEDENTE
DE INFECCION POR DENGUE

Para saber la historia deinfeccién por dengue
se empled el ensayo de neutralizacion por reduc-
ciéndel nimero de placas (NRNP, siglaeninglés),
siguiendo | o descrito por Morensy otrosen 1985,%
con las modificaciones realizadas por Alvarez y
otros en 2005.%

Lo suerosaestudiar seinactivaroniniciamente
a 56 °C por 30 miny setrataron con cloroformo.

Luego seprepar6 unadilucién delossuerosde 1/30.
Loscontrolespositivoy negativo se utilizaronala
dilucion 1/10. Las cepas virales utilizadas en el
ensayo VD1 (Angola, 7 pases en C6/36), VD2
(A15, con 2 pases en ratén y 2 en C6/36), VD3
(116/00, con 6 pasesen C6/36) y VD4 (Dominica,
5 pases en C6/36), se diluyeron en medio de
mantenimiento a 40 ufp (unidades formadoras de
placas) por cada 50 pL. Una vez preparadas las
diluciones de las muestras, cada una se mezcl6 a
razén de 100 pL volumen-volumen conladilucion
detrabgjo de cada cepaviral por separado. Poste-
riormente, |as mezclas se incubaron durante 1 h a
37 °C en atmosfera hiimeday 5 % de CO,. Luego
seinocularon por triplicado 50 pL de cadaunade
lasmezclasvirus-sueroy deloscontroles, en 500 pL
desuspensiondecédulasBHK 21 clono 15, en placas
de 24 pozos a una concentracion de 2 x 10°cé-
lulas/mL. Las placas se incubaron durante 4 h en
atmosfera himeda (5 % de CO,) y unavez finali-
zado el tiempo, lefueron afadidos 500 pL de me-
dio de recubrimiento (MEM-E 2X, glutamina,
SFBI, carboximetilcelul osa viscosidad media
y antibidticos) a cada pozo, incubandose a 37 °C
por 5dpaaVD2, 6 dparaVD4y 7 paralos virus
VD1y VDS3. Posteriormente, alaincubacién sele
decanté el medio, las monocapas celulares fueron
lavadas con agua corriente. A cada pozo de las
placaslefueafiadido 0,5 mL deunasolucion colo-
rante naphtol blue black (&cido acético 60 mL,
naphtol blue black 1g y 13,6 g de acetato de
sodio). El valor porcentual de reduccion del
numero de placas con respecto al control viral
se calcul 6 segln la ecuacion:

% reduccion=[1- (X /X )] * 100 %

Donde;

X = promedio del numero de placas obtenidas
por cadadilucién del suero.

X .= promedio del nimero de placas obtenido
parael control del virus.

Toda muestra de suero con un porcentaje de
reduccién superior o igual que 50 % se considerd
positivo parala presenciade anticuerpos contrael
serotipo viral en cuestion.



ANALISISESTADISTICO

En las asociaciones establecidas con €l titulo
de IgG anti-dengue Yy, teniendo en cuenta que esta
variableno sigue unadistribucion normal, seaplico
la prueba estadistica de Kruskal Wallis para la
comparacion de medias, mediante el paquete
estadistico SPSS paraWindows, version 11.5.1.

RESULTADOS

ANALISISDELA RELACION DELOSTITULOSDE
IGGTOTALESCON EL NUMERO DEINFECCIONES

Seanalizélaposiblerelacion entrelosniveles
delgG antiVVD con € nimero deinfecciones (Fig. 1).
El andlisismostro diferencias altamente significa-
tivas (%= 23,7, p< 0,0001), lo cual evidenciaque
existe una relacién directamente proporcional
entrelosaltostitulosde IgG anti VD con el nimero
de infecciones padecidas.
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Cada caja representa el valor medio de los titulos IgG en los
individuos estudiados. La linea horizontal dentro de la caja
representa los valores medio y las lineas superiores e inferiores
muestran los valores méximos y minimos, respectivamente. Se
observa un aumento proporcional de los titulos de IgG con el
nimero de infecciones (prueba estadistica de Kruskal Wallis para
la comparacién de medias 2= 23,7; p< 0,0001).

Fig. 1. Relacién entre la media de los titulos de anticuerpos 1gG
anti virus dengue y el nimero de infecciones en los individuos
que padecieron la enfermedad por dengue.
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ANALISISDELA RELACION ENTRELOSTITULOS
DEIGG TOTALESFRENTEALASVARIANTES
GENOTIPICAS

Conociendo que el polimorfismo del receptor
FcyRIla-HH se habia asociado a la presencia de
manifestaciones clinicas, entonces ¢qué relacion
pudieran tener los titulos de 1gG con las variantes
genoatipicas homocigoticas del receptor?

El andlisis mostré una distribucion similar de
ambos genotipos en relacion con la media de los
titulos de 1gG; no se encontré una asociacion sig-
nificativa(p=0,33) (Fig. 2).
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Cada caja representa el valor medio de los titulos IgG en los
individuos estudiados. La linea horizontal dentro de la caja
representa los valores medio y las lineas superiores e inferiores
muestran los valores méximos y minimos, respectivamente. No
existe relacion significativa entre la media de los titulos de 1gG
anti virus dengue y las variantes homocigoéticas del receptor
FcaRlla (prueba x2 p= 0,33).

Fig. 2. Relacién entre la media de los titulos de 1gG anti virus
dengue y las variantes genotipicas homocigéticas del FcRylla

ANALISISDELA RELACION ENTRELOSTITULOS
DEIGGTOTALESCON EL NUMERODEINFECCIONES
Y LASVARIANTESGENOTIPICAS

Resultaba interesante en este punto relacio-
nar los tres aspectos, es decir, €l nimero de infec-
ciones sufridas con las variantes genéticas y los
titulostotales de |gG antidengue.

Solo para la variante genética HH los titulos
de 1gG muestran una tendencia al aumento de
manera proporcional en relacion con el nimero
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Cada caja representa el valor medio de los titulos IgG en los individuos estudiados. La linea horizontal dentro de la caja
representa los valores medio y las lineas superiores e inferiores muestran los valores maximos y minimos, respectivamente.
Se observa un aumento proporcional cercano ala significacion estadistica de los titulos de I1gG para la variante homocigética
HH relacionado con el nimero de infecciones padecidas (x?=7,8; p= 0,05).

Fig. 3. Relacion entre la media de los titulos de 1gG anti virus dengue y el nimero de infecciones para cada variante

genotipica homocigoética del FcRylla

de infecciones padecidas (Fig. 3). Sin embargo,
estarelacion nollegaaser significativa, quizade-
bido al reducido nimero de muestras en los grupos
surgidos delanuevadivision (x2=7,8; p=0,05).

DISCUSION

En Cuba se ofrece una oportunidad excelente
y Unicaparaidentificar algunosdelos determinantes
genéticos mayoritarios relacionados con €l cuadro
grave de laenfermedad por dengue. Como se co-
noce, lapresenciade anticuerpos no neutrali zantes
en los individuos es un requisito para que tenga
lugar laFHD/SSD. Debido & eficiente control del
vector y el monitoreo de la enfermedad desarro-
[lado en el pais, alas bondades del sistema de sa-
ludy lavoluntad politica, Cubaconstituyeun modelo
natural para estudiar las implicaciones del fondo
genético en la severidad de la enfermedad. La
experiencia cubana ha generado materiales de
investigacion unicos, queincluyeen ellolas posi-
bilidades de acceder a personas con historia de
infeccién por dengue en epidemias reportadas y
bien caracterizadas.

Como ya se mencionaba, |as variantes poli-
morficas del receptor FcyRIla han sido asociadas

con la susceptibilidad a padecer diferentes enfer-
medades infecciosas.?*? Recientemente, nuestro
grupo aportd nuevas evidencias sobre €l papel del
polimorfismo del receptor FcyRIlacomo un factor
de riesgo en la patogénesis de la FHD.'” Basados
en una poblacion de adultos bien caracterizada
desdelos puntos de vistaepidemiol égicoay clinico
conloscuadrosde FD, FHD einfeccién asintomé-
tica, se comprobd y confirm6 la asociacion de la
variante homocigética HH con la susceptibilidad
a padecer la enfermedad por dengue, asi como la
variante RR se vio asociada con la proteccion.
A partir de estos resultados y teniendo en cuenta
quelas subclases |gG1 e 1gG3, inmunoglobulinas
predominantes en la infeccién por dengue,® se
unen con mayor afinidad alavariante polimérfica
FcyRlla-R/R131,*2” postulamos que quizalas se-
fial es generadas después de lainteraccion entre el
receptor FcyRIlay e complegjo virus-anticuerpo
(VD/1gG1/3) pudiera estar asociada a una
ineficiente o eficiente unién, con consecuencias
desiguales en individuos con diferente variantes
genéticas.

El comportamiento que muestran | ostitulosde
IgG y el nimero deinfeccionesen aquellosindivi-
duos cuyo receptor FcyRlla presenta la variante
polimérficasHH sugiere: un aumento delostitulos



de anticuerpos, tras €l desarrollo de infecciones
sucesivas por € virusy, posiblemente, unadismi-
nucion en laeliminacion de estos.

El presente trabajo provee nuevas evidencias
que apoyan lo antes reportado,'’ porque pone en
evidenciaque aguellosindividuos con el genatipo
RR son capaces de eliminar |os anticuerpos, inde-
pendientemente del nimero de infecciones a las
que han sido expuestos y los individuos HH, en
cambio, muestran una tendencia alano elimi-
nacién con el aumento del nimero deinfecciones.

Hasta donde conocemos, este es el primer
trabajo que analiza el polimorfismo genético del
receptor FcyRIla en relacion con la exposicion a
lainfeccién por VD y apoya el hecho antes des-
crito,Y” porque los individuos con la variante RR
serian mayores productores de anticuerposy como
elemento compensatorio susmayoreseliminadores,
al poseer @ receptor de mayor afinidad por las
subclases 1gG1 e IgG3 que son las subclases que
maduran su afinidad en la medida en que se
incrementan los episodios de enfrentamiento al
virus.

Para dar sustento a la hipétesis del presente
trabajo es necesario desarrollar futuros estudios
con un mayor nimero de muestras que determinen,
entre otros aspectos de interés, la afinidad del
inmunocomplejo VD/IgG1/3 a las variantes
polimorficas del receptor FcyRIlay las sefidesde
transduccion intracel ulares que pudieran favorecer
lainmunoamplificacion o laeliminacién eficiente
delas particulas virales.

New evidencein the susceptibility to dengueinfection
associated toHH polymor phism of FcyRllar eceptor

ABSTRACT

Introduction: polymorphic variants of FcyRlla receptor have
been associated to susceptibility to develop severa infectious
diseases. The relationship between the polymorphism of this
receptor and the susceptibility to dengue hemorrhagic fever was
recently reported. Objectives: to explore whether the association
of the homocygotic variants of the receptor to susceptibility to
or protection from a disease could be also related with the I1gG
antibody titters and the exposure to a number of infections.
Methods: a retrospective analytical study was performed on
individuals who had been infected with the dengue virus 4 during
the 2006 epidemic in the City of Havana and were tracked down
in 2008. A total number of 97 individuals were recruited of
whom 68 had suffered dengue fever and 29 had had dengue
hemorrhagic fever. A 10-mL blood sample was taken from each
of them and then placed in EDTA anticoagulant for DNA
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isolation and 5 mL placed in dry tubes to obtain serum. The
genetic polymorphism of FcyRlla receptor, the total anti-dengue
I1gG antibody titers and the antecedent of dengue infection were
determined. Results: it was interesting to note that there was
very significant direct relation (p< 0.0001) between high anti-
dengue 1gG antibodies titers and the number of infections suffered
by these people. This behaviour was present in those individuals
with the HH homocygotic variant. Conclusion: it seems that
those individuals with polymorphism in FCyRIla-H/H receptor
would tend to non-elimination of 1gG antibodies through this
receptor, which is associated to the number of infections suffered
by the individual.

Key words: dengue, FcyRlla receptor, polymorphism, anti-
dengue 1gG titer.
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