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RESUMEN

Introduccion: durante afios se ha especulado sobre el posible papel de los
mastocitos en la patogenia de la infeccidén por dengue, debido a su extensa
ubicacion en los tejidos. Sin embargo, su papel en relacion con esta infeccién no ha
sido bien explorado.

Objetivo: evaluar el comportamiento de las plaquetas en el ratén Balb/c, deficiente
de mastocitos peritoneales, en el cual se reproduce la infeccién secundaria.
Métodos: se evalud el comportamiento de las plaquetas en un modelo animal en
raton Balb/c en presencia o ausencia de mastocitos peritoneales.

Resultados: se constaté una disminucion significativa de las plaquetas asociada a
la presencia de los mastocitos (p= 0,0155).

Conclusiones: los resultados sugieren que los mastocitos pudieran tener un papel
patogénico en la infeccion por dengue.
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ABSTRACT

Introduction: the possible role of mast cells in the pathogenesis of dengue
infection has been speculated upon for years, due to its broad distribution in
tissues. However, the role of mast cells in relation to dengue infection has not been
explored properly.
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Objective: evaluate the behavior of platelets in Balb/c mice, deficient in peritoneal
masts cells, in which secondary infection is reproduced.

Methods: the behavior of platelets was evaluated in an animal model based on
Balb/c mice in the presence or absence of peritoneal mast cells.

Results: results show a significant decrease in platelets, associated to the presence
of mast cells (p= 0.0155).

Conclusions: results suggest a possible pathogenic role of mast cells in dengue
infection.

Key words: dengue, mast cells, platelets, pathogenesis.

Los mastocitos, células implicadas en reacciones alérgicas e infecciones
parasitarias, han sido objeto de atencidén de aquellos que estudian la infeccion por
dengue.! Durante afos se ha especulado sobre el posible papel de esas células en
la patogenia de esta virosis. A favor de ello se han observado niveles elevados de
histamina, un mediador soluble de estas células, en la orina de pacientes de
cuadros severos de dengue.? Sin embargo, el papel preciso de los mastocitos en
relacion con la patogenia del dengue no ha sido bien explorado audn.

Estas células, que se encuentran practicamente en todos los tejidos, excepto en
circulacion, maduran bajo la influencia del microambiente en que se encuentren, lo
que posibilita un contacto directo con el agente infeccioso, por ejemplo el virus
dengue y, en consecuencia, una mayor posibilidad de infeccion.® Los mastocitos
estan involucrados tanto en la inmunidad innata como en las fases de iniciacion y
efectora de la inmunidad adaptativa.*®> Recientemente, se ha constatado que
pueden inducir la secrecion de IFNa
(http://www.frontiersin.org/Inflammation/10.3389/fimmu.2012.00016/abstract),
asi como otras quimoquinas, entre las que se destacan CXCL10, CCL4 y CCL5,
RANTES, MIP-1a, y MIP-1R.% Su participacién en la fase efectora de la inmunidad
adaptativa se asocia principalmente a las sefiales inducidas por los receptores Fc
que estan en su superficie, porque a través de estos se activan respuestas celulares
como endocitosis, fagocitosis de complejos particulados, exocitosis de aminas
vasoactivas, enzimas proteoliticas y moléculas citotéxicas, asi como mediadores
proinflamatorios de derivados lipidicos, citoquinas, quimoquinas y factores de
crecimiento.”8

Teniendo en cuenta la importancia del mastocito en la inflamacién, sus lugares de
residencia en tejidos asociados a los vasos sanguineos, su activacion unida al
incremento de la permeabilidad vascular, el hecho de que no exista un modelo
animal que reproduzca la enfermedad por dengue y que la infeccién secundaria es
considerada como un factor esencial en el desencadenamiento de las formas
severas de la enfermedad, resulta de interés evaluar en el ratén Balb/c deficiente
de mastocitos peritoneales, en el cual se reproduce la infeccién secundaria, el
comportamiento de las plaquetas, uno de los pardmetros clinicos que se asocia con
mayor significacion a la enfermedad grave por dengue.

Esquema de inmunizacion

Para evaluar la posible participacion de las células cebadas o mastocitos en la
infeccion secundaria por dengue, se empled el compuesto 48/80,%1° el cual produce
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la degranulaciéon de esas células y su inactivacion total a los 4 dias posteriores a su
inoculacion intraperitoneal en ratones balb/c. Los grupos de ratones inoculados con
el compuesto 48/80 no poseen al cuarto dia posinoculacién, mastocitos funcionales
en peritoneo.

Se disefid un esquema de infeccion secuencial VD1 VD2 (tabla), en el que se
emplearon ratones balb/c machos en un peso corporal de 23 a 25 g, los cuales
fueron inoculados por via intraperitoneal (IP) y sangrados a 15 dias tras la ultima
inoculacioén, para realizar el conteo de plaquetas (tabla).

Tabla. Esquema de infeccidn secuencial VD1-WD2 en ratones balb/c en ausencia
{grupol)} o presencia {grupo 2} de mastocitos funcionales

Grupo 1 Grupo 2
Dias VD1-48/80- .
( vD2) (VD1-PBS-VD2)

[ Dia 0 [ VD1 [| VD1 |
[ Dia 45 [ 48/80 [| PBS |

Dia 4

(dia 45= dia 0} VD 2 VD2
[ Tras 15 dias | sangrade || |

VD1: Virus dengue 1, VD2: Virus dengue 2. Dias de sangrado dia 7 y dia 15 tras
la dltima inoculacién con VD2 o PBES.

Paralelamente, se realizé el conteo de plaquetas en un grupo de 10 ratones de la
misma cepa, edad y sexo, no infectados por dengue (grupo C), para determinar los
valores normales de este parametro. El conteo de plaquetas fue evaluado, ademas,
en otro grupo similar de 10 ratones, pero que incluyd la inoculacion del compuesto
48/80 (grupo C 48/80).

Conteo de plaquetas

La sangre obtenida por sangrado retro orbital, se mezclé con oxalato de amonio 1 %
durante 5 min, para lisar los eritrocitos y diluir leucocitos y trombocitos.
Posteriormente, se depositd la muestra en la camara de Neubauer y se dejo
reposar de 5 a 10 min en camara hiimeda. Finalmente, se procedid al conteo de
plaquetas en el cuadrante central completo (1 mm?) a 40 x.

Analisis estadistico

Las posibles asociaciones establecidas no siguen una distribucion normal, por lo que
se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney empleando el paquete
estadistico GraphPad PRISM version 2.00.

Como se puede apreciar en la figura, en los grupos DV1-48/80-DV2 y DV1-PBS-DV2
hay una disminucién del conteo de plaquetas en relacién con los grupos controles.
El grupo D1-48/80-D2 no presenta significacion respecto al grupo control. Esto
pudiera indicar que en este grupo no hubo afectacion de las plaquetas, sin
embargo, al comparar los conteos de plaquetas entre este grupo con su grupo
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homoélogo de infeccidén secundaria D1-PBS-D2, asi como con el grupo control, las
diferencias observadas resultaron significativas (p= 0,0155 y p= 0,0002,
respectivamente). Los conteos de plaguetas de los grupos controles C y C-48/80
mostraron valores semejantes, por lo que el compuesto inoculado no incidi6é en el
parametro.

Conteo
de plaguetas
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DV1-4880-DV2 DV1-PBS-D c 4880-C

Grupos

Cada barra representa la media aritmética v la linea superior representa los valores de la
desviacidn estandar.

Fig. Deteccion de plaquetas en los grupos estudiados.

Son escasos los trabajos que exploren la afectacion del conteo de plaquetas en
dengue en modelos animales. Un estudio realizado en ratones balb/c modificados
genéticamente (SCID) e infectados con VD2, en el que se evalud la
trombocitopenia, mostré una disminucidn en el conteo de plaquetas en la infeccién
secundaria 13 dias después del evento infectivo.!!

Desde el pasado siglo se habla acerca del importante papel que desempefian las
células cebadas o mastocitos en la aterogénesis y la ruptura plaquetaria, sin
embargo, no son muchos los trabajos enfocados sobre su participaciéon en la
activacion plaquetaria y la formacién de trombos. Se conoce que sustancias
liberadas por los mastocitos activados influyen potencialmente sobre la activacion
plaquetaria y los mecanismos de la hemostasis. Entre estas, los leucotrienos,!?
tromboxanos A2,'3 factor activador de plaquetas (PAF),'“ prostaglandina E2,'% y
moléculas de proteoglicanos de heparina de alto peso molecular.*®

Es conocido que, ademas del receptor para IgE FceRI, el mastocito expresa en
superficie constitutivamente los receptores de baja afinidad FcyRIIB and FcyRINIA y
de alta afinidad FcyRI1.” Tanto el FcyRIIIA como el FceRI son expresados en
asociacion con la misma subunidad de transduccion de sefiales en los mastocitos de
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raton, de manera que a través de la IgG, se pueden desencadenar las mismas
respuestas bioldgicas.”

Gardiner y otros demostraron que la activacion de los receptores FceRIl induce una
agregacion parcial de las plaquetas.l’ Teniendo en cuenta lo anterior, se pudiera
establecer la hip6tesis que los IC formados entre las particulas virales y las 1gG en
el grupo VD1-PBS-VD2 activarian la agregacion plaquetaria a través de la union a
los receptores Fc eRl. Por el contrario, una menor afectacion en el conteo de
plaquetas en el grupo VD1-48/80-VD2 en relacion con el grupo homoélogo de
infeccion secuencial, se explicaria por la ausencia de una poblacién mayoritaria
funcional de mastocitos peritoneales, que pudiera incidir tanto en poseer una
progenie viral menor como en la no activacion de las sefiales antes explicadas a
través de los receptores de superficie.

No se ha demostrado severidad asociada al ADE en modelos animales in vivo. Sin
embargo, un estudio in vivo realizado por Balsitis y otros,'® demuestra que al
modificar genéticamente receptores Fc (AG 29), tiene lugar un incremento de la
infeccion por dengue, quiza debido al fenémeno de inmunoamplificaciéon.®

Teniendo en cuenta los antecedentes antes mencionados y los resultados de
nuestro trabajo, se apuntan a que el mastocito pudiera estar involucrado en la
disminucién en el conteo de plaquetas. Sin embargo, para definir hasta qué punto
su papel pudiera ser patogénico o protector, se necesitan mas evidencias que
contribuyan a aclarar su funcion en la patogénesis.
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