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Resumen

“Analisis in vivo de la microarquitectura y la respuesta inmune de linfocitos By T en

ganglio linfatico regional ante la infeccion cutanea con virus dengue”

Los ganglios linfaticos (LNs) son érganos altamente especializados en la generacién de respuestas
inmunes adaptativas. Para ello, es indispensable el encuentro entre células del sistema inmune y
microorganismos que han traspasado las barreras fisicas como la piel y mucosas. Nos propusimos
estudiar la distribucién del DENV en LNs desde su entrada en la piel, las respuestas de activacion y
proliferacion de linfocitos T y B, asi como el remodelamiento de células estromales y endoteliales en

LNs regionales de ratones inmunocompetentes ante la infeccion cutanea con DENV.

El DENV se localizé rapidamente en LNs tras su inoculacién en piel asociado principalmente con
células dendriticas, macréfagos CD169+ y dentro de los foliculos de linfocitos B desde 1 h post
inoculaciéon (p.i.) cutdnea. A tiempos mas tardios, 3 dias p.i., se detectdé una proporciéon muy
importante de linfocitos B activados (CD69+), disminuyendo a tiempos tardios. Los linfocitos T CD4+y
CD8+ mostraron una minima expresion de CD69 desde los 3 dias y hasta los 23 dias p.i. Encontramos
un notable agrandamiento en los foliculos de linfocitos B que ocupan casi la mitad del 4rea total de los
DLNSs, en comparacion con un 24% en condiciones basales. Dichos foliculos albergan gran cantidad
de células proliferantes desde los 7 dias p.i con un pico méaximo a los 14 dias y disminuyendo para los
28 y 49 dias. Ademas, dentro de los centros germinales (GCs) notamos un reclutamiento importante de
macrofagos fagocitando cuerpos apoptoticos. Los linfocitos T Ki-67+ se encontraron dispersos y
distribuidos al azar en la paracorteza de los LNs de manera muy similar que en los ratones no
infectados. La aparente falta de respuestas de las células T no es atribuible a la muerte por apoptosis ya

que no se observaron diferencias significativas en comparacion con los ratones no infectados.

Encontramos una expansién importante de la red de células dendriticas foliculares (FDCs) ocupando
toda el area de los GCs, sin la clasica compartimentalizacién en zona clara y obscura. La vasculatura
linfatica se encontré incrementada principalmente en la zona medular del LN manteniéndose asi hasta
tiempos tardios p.i., esto provocd una mayor captacion de antigenos solubles. Las células fibroblasticas
reticulares desregularon la expresién del marcador reticular ER-TR-7, sin embargo, se mantuvo la
produccién de la quimiocina CCL21, y el andamiaje para el trafico de células acarreadoras de
antigenos particulados grandes. La vasculatura sanguinea también sufrié un incremento en el nimero
de vasos y mayor cantidad de azul de Evans fue retenido en los LNs en ratones infectados con DENV.
Importantemente, se encontré hemorragia en LNs de ratones infectados con DENV 10 dias p.i., por la

presencia abundante de eritrocitos fuera de los vasos sanguineos.

Estas observaciones contribuyen para una mejor comprension de la respuesta inmune innata y

adaptativa fundamental desencadenadas por la infecciéon con el DENV.
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Abstract

"Microarchitecture and immune response of B and T lymphocytes in draining lymph
nodes after cutaneous Dengue virus infection "

Lymph nodes (LNs) are highly specialized organs where adaptive immune responses take place. This
requires crucial interactions between relevant immune cells and incoming microorganisms that have
disrupted physical barriers such as the skin and mucosae. We aim to study the distribution of DENV
in LNs from its entry into the skin, the activation and proliferation responses of T and B lymphocytes,
as well as the remodeling of stromal and endothelial cells of regional LNs of immunocompetent mice

after cutaneous DENYV infection.

DENYV was rapidly located in LNs after cutaneous inoculation and mainly associated with dendritic
cells, CD169+ macrophages and within B-lymphocyte follicles from 1h post cutaneous inoculation
(p.i.). Later, 3 days p.i,, a very important proportion of activated B lymphocytes (CD69+) were detected
and decreased over time. While CD4 + and CD8 + T cells showed minimal expression of CD69 from 3
days to 23 days p.i. We found a greatly enlarged B cell follicles, occupying almost half of the draining
LN area compared to =24% in naive conditions. The follicles hosted enormous clusters of proliferating
cells from 7 days p.i, with a maximum peak at 14 days and decreasing for 28 and 49 days. Inside
germinal centers (GCs) we noticed, an important recruitment of tingle body macrophages removing
apoptotic cells. Scattered randomly distributed Ki-67+ T cells were found in the paracortex, similarly to
non-infected mice. The apparent lack of T cell responses cannot be attributed to apoptosis since no

significant differences were observed compared to non-infected mice.

We found an important expansion of the follicular dendritic cells (FDCs) network, occupying the entire
area of the GCs and lacking the classic light zone and dark zone compartmentalization. The lymphatic
vasculature was found increased in the medullary area of the LNs until later times p.i., this caused an
increased uptake of soluble antigens. The fibroblastic reticular cells deregulated the expression of the
ER-TR-7 reticular marker but the production of the chemokine CCL21 and the scaffolding for the
traffic of large particulate antigen-bearing cells was maintained. The blood vasculature also
experienced an increase in the number of vessels and more Evans blue was retained in LNs from
DENV infected mice. Importantly, hemorrhage was found in LNs evidenced by the abundant presence
of erythrocytes outside the blood vessels after 10 days p.i. of DENV.

These observations contribute to a better understanding of the fundamental innate and adaptive

immune response triggered by DENV infection.



CAPIiTULO 1|

CAPITULO 1

Introduccion
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MARCO TEORICO

Sistema inmune y microorganismos

El ser humano estd expuesto continuamente a agentes microbianos, potencialmente
patogenos que ponen en riesgo su salud y supervivencia. Por lo tanto, estd dotado de un
sistema inmunoldgico compuesto de drganos linfoides primarios que generan (medula dsea)
y en donde maduran (timo) las células inmunitarias que trabajan en conjunto para
contrarrestar dichas amenazas. El sistema linfatico y el sistema circulatorio permiten la
constante recirculacion de células hematopoyéticas mientras que las células estromales
conforman la estructura de los drganos linfoides secundarios (bazo, ganglios linfaticos
[LNs]), etc) y dirigen la migracion dentro de ellos para facilitar el encuentro entre antigenos y

escasas células especificas y con ello, el desarrollo de respuestas inmunes protectoras.

El sistema linfatico

El sistema linfatico juega un papel muy importante tanto en mantener un balance osmoético a
nivel sistémico, asi como en el transporte de lipidos y proteinas a través de la linfa. Como
parte fundamental de este sistema se encuentran distribuidos concatenadamente los LNs (~
450 en humanos, 23 en raton [1]), érganos altamente especializados en donde se llevan a cabo
respuestas inmunes adaptativas [2]. Es en estos organos convergen tanto escasas células
especificas como antigenos microbianos provenientes de los epitelios y mucosas de
exposicion en la periferia, propiciando asi tanto la vigilancia inmunolédgica y la homeostasis

con respuestas adaptativas efectivas para contrarrestar los microorganismos.

El flujo a través del sistema linfatico comienza con la extravasacion de plasma de los
capilares sanguineos hacia los espacios intersticiales en los tejidos, debido a gradientes de
presidon tanto osmoticos como hidrostaticos. Una porcion de este liquido intersticial es
colectado por capilares linfaticos que atrapan indistintamente macromoléculas y células
debido a un sistema de apertura y cierre. La linfa asi formada llega hasta vasos colectores que
dirigen el flujo hacia los ganglios linfaticos regionales (drenantes, DLNs) para posteriormente
incorporarse a vasos de mayor calibre y finalmente drenar al ducto toracico que incorporara
la linfa ya filtrada al torrente sanguineo a través de la vena subclavia, y de este modo cerrar el

circuito de transito [3].
Organos linfoides secundarios

Los organos linfoides secundarios comprenden, entre otros: el bazo, los LNs, amigdalas y las
placas de Peyer (PP), todos involucrados en la generacion de respuestas inmunes adaptativas

contra antigenos transportados via linfatica (LNs) o sanguinea (bazo).
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En particular, los LNs son érganos capsulados, en forma arrifionada y altamente organizados
para montar respuestas inmunes adaptativas contra microorganismos, para ello son
necesarias las interacciones antigenos-células. Se ha calculado que en raton existen alrededor
de 20-200 células T naive especificas para un determinado complejo principal de
histocompatibilidad-péptido (pMHC), por lo que las (muy escasas) probabilidades de
interaccion entre células presentadoras de antigenos (APC) y linfocitos especificos se
incrementan notablemente en los drganos linfoides debido a la constante recirculacion de
células y a la llegada de antigenos via linfatica [4]. Una vez que se ha producido el encuentro
entre ambos componentes cruciales, los LNs proporcionan todas las condiciones necesarias
para una eficiente respuesta inmune con la generacién de linfocitos de memoria, anticuerpos

de alta afinidad y linfocitos T cooperadores efectores.
Estructura de ganglios linfaticos

Para efectuar dichas respuestas inmunes es crucial que los LNs mantengan una micro
anatomia finamente organizada. Histologicamente, se pueden distinguir tres dareas
principales en los LNs: la corteza, la paracorteza y médula. Cada una de estas dreas alberga
diferentes poblaciones celulares que en homeostasis y dependiendo de las sefales
inflamatorias y/o de dafio tisular, constantemente interactian entre ellas y migran de una

zona a otra.

En la corteza, se localizan los linfocitos B agrupados en foliculos y ante el encuentro con un
antigeno, podrian experimentar una compleja reaccion celular, denominada reaccion de
centro germinal (GC), dando como resultado células B de memoria y células plasmaticas
productoras de anticuerpos. Para que estos procesos de diferenciacidon celular sean 6ptimos,
es de fundamental importancia la presencia de células dendriticas foliculares (FDCs) dentro
del GC, éstas contribuyen a la seleccion de linfocitos B que hayan mejorado o no su afinidad
por el antigeno luego de experimentar hipermutaciéon somatica en su BCR (B cell receptor).
Idealmente, aquellas células saldran del GC diferenciadas en células B de memoria o células
plasmaticas secretoras de anticuerpos de alta afinidad. Macrofagos (tingible body macrophage,
TBMs) especializados en la remocion de células apoptdticas que no fueron seleccionadas

también se localizan dentro de los GCs.

Por debajo de la corteza se localiza la paracorteza del LN, en esta zona residen tanto células
hematopoyéticas como linfocitos T, células dendriticas (DCs) convencionales y macréfagos,
asi como células no-hematopoyéticas o estromales, entre ellas, células fibroblasticas
reticulares (FRCs), células del endotelio linfatico (LECs) y células del endotelio sanguineo
(BECs).
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La médula se localiza en la parte central y céncava del LN (ileo) donde se encuentran los
cordones y senos medulares delineados por las LECs. En esta zona se acumula la linfa que ha
alcanzado el LN mediante vasos linfaticos aferentes. Durante el flujo linfatico, la linfa se
distribuye por el seno subcapsular y el seno medular para luego salir por los vasos linfaticos
eferentes. En los cordones medulares, se encuentran las células que estan préximas a salir del
LN, por ejemplo: linfocitos activados, macrofagos, plasmablastos y células plasmaticas, etc.
Estas células, se incorporardn a la circulacion sanguinea y posteriormente pueden llegar al

tejido infectado donde desempenaran su funcion efectora.
Células estromales dentro del ganglio linfatico

Ademas de las poblaciones hematopoyéticas bien reconocidas dentro de los LNs, como:
linfocitos B, linfocitos T, células dendriticas, macréfagos, etc., existe un grupo de células no
hematopoyéticas como las FRCs, BECs, LECs, pericitos (IAPs), células reticulares marginales
(MRCs), y FDCs, todas ellas conforman la microarquitectura del LN cumpliendo tareas

indispensables para el dptimo desempeno funcional de dichos érganos.
Células fibroblasticas reticulares

Las FRCs, son un tipo de célula estromal presente principalmente en la paracorteza y médula
de los LNs, rodeando a las vénulas del endotelio alto (HEVs) y delineando el seno cortical.
Comprenden de un 20-50% de la poblaciéon no-hematopoyética en los LNs [5, 6]. Durante
mucho tiempo se pensd que esta poblacidon estromal sélo estaba involucrada en el soporte
estructural de los LNs, sin embargo, recientemente varios autores han reportado importantes

funciones inmunolodgicas asociadas a las FRCs.

De las primeras funciones inmunoldgicas que se le atribuyeron a este tipo celular destacan la
secrecion de citocinas, como IL-7, la cual es critica para la supervivencia de linfocitos T naive
y DCs [6, 7]. Otras quimiocinas importantes para el reclutamiento de los linfocitos T y las DCs
a su zona correspondiente en el LNs son CCL19 y CCL21, las cuales son secretadas
primordialmente por FRCs contribuyendo a la compartimentalizacién y direccionamiento de
linfocitos dentro de los LNs [8, 9].

Una de las vias para el trafico de antigenos dentro de los LNs es mediante conductos
formados por las FRCs. Estos conductos tienen un papel importante dentro de los LN, ya que
proveen las vias por las cuales los antigenos, los linfocitos y las células presentadoras de
antigeno migran en el LN coadyuvando al encuentro e interaccion de complejos pMHC
presentes en células presentadoras de antigeno (APCs) con linfocitos T especificos. Por otro
lado, permiten la conduccion e interaccion de antigenos solubles en su conformacién nativa

con linfocitos B naive [10-13]. Para que la interaccién entre DCs y FRCs se dé, se sugiere que
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la presencia de podoplanina en las FRCs juega un papel crucial, ya que su ligando, CLEC-2 se
sobre expresa en DCs maduras propiciando su migracion sobre la red de FRCs dentro del LN
[14-16].

Aunque se pens6 que las FRCs sélo tenian efecto sobre las células T debido a su localizacion,
recientemente se ha demostrado de manera experimental utilizando un modelo donde
eliminan a las FRCs, la importancia que éstas tienen para la sobrevivencia de los linfocitos B
debido a la secrecion del factor soluble, BAFF (B cell growth factor B cell-activating factor),
descartando la idea que las FDCs fueran las tnicas secretoras de dicho factor [17]. Otros
estudios han reportado que en pacientes con enfermedad de injerto contra huésped se da un
estado de inmunodeficiencia humoral y de no respuesta a vacunas a pesar de la posterior
reconstitucion exitosa de células hematopoyéticas, lo que sugiere que una poblacion estromal
estaria implicada en el estado patologico. Aunado a esto, se ha identificado un dafio severo e
irreversible en la estructura del LN, especificamente en FRCs y HEVSs, quienes son eliminadas
por células T CD8+. Uno de los mecanismos que genera la inmunodeficiencia en estos
pacientes es la falta de interaccion entre los linfocitos T y B facilitada por la red de FRCs en
condiciones homeostaticas, dichas interacciones son cruciales para una Optima respuesta

inmune humoral [18].
Células del Endotelio Sanguineo

Las células del endotelio sanguineo (BECs) forman los vasos sanguineos dentro de los LNs.
Las HEVs son pequefas venas post-capilares especializadas en permitir la entrada de los
linfocitos desde la sangre hasta los LNs y con ello, el posible encuentro con su antigeno. En
1959, James Gowans fue el primero en demostrar que los linfocitos continuamente recirculan
de la sangre a 6rganos linfoides y luego vuelven a la sangre, realizando este ciclo de una a
dos veces al dia en condiciones basales [19]. Cinco afios mas tarde, este mismo grupo
demostréd mediante la trasfusion de linfocitos marcados radioactivamente que las vias de
entrada de los linfocitos a los LNs es a través de vasos sanguineos especializados, llamados
HEVs [20, 21]. Se ha estudiado con mayor detalle la localizacién de las HEVs dentro del LN
mediante microscopia intra vital, proponiéndose un arbol venular, el cual estd compuesto por
ramificaciones numeradas desde la uno (I) hasta la cinco (V), donde las HEVs se localizan en
las ramas de la tres a la cinco (III-V) segun el orden jerdrquico determinado en este estudio
[22].

La migracion de los linfocitos tanto T como B naive de la sangre al LN, se da por la union de
L-selectinas localizadas en la membrana de los linfocitos con las integrinas tipo mucinas en la

membrana de las células endoteliales de las HEVs. Para que se dé el reconocimiento entre
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ambas moléculas es indispensable que las integrinas tengan modificaciones en los residuos

de carbohidratos de la molécula [23].
Células del Endotelio linfatico

Por otro lado, los vasos linfaticos aferentes y eferentes estdn delineados por células
endoteliales linfaticas y son otras de las vias importantes para la entrada y salida de
antigenos y células provenientes de la periferia. La linfa entrante es liberada en el seno
subcapsular del LN, se distribuye por el seno cortical y el seno medular, para luego dirigirse
a través de los vasos linfaticos eferentes al ducto tordcico y finalmente a la circulacion

sanguinea.

Si bien es cierto, que los vasos linfaticos comparten muchas de las caracteristicas fenotipicas y
morfoldgicas con los vasos sanguineos, existen claras diferencias que los distinguen unos de
otros. Las LECs estdn inmersas en el intersticio del LN y conectadas a la matriz extracelular
por delgadas fibras elasticas (filamentos de anclaje) pero a diferencia de los vasos sanguineos,
no estan sostenidas por una membrana basal ni por pericitos que les proporcionen soporte y
con ello una morfologia mas definida. Otra diferencia que destacar es que las uniones
intercelulares entre las células endoteliales linfaticas se encuentran dispersas y con menor

densidad en comparacion a las sanguineas [24, 25].
Caracterizacion fenotipica de células estromales del ganglio linfatico

Muchos esfuerzos (especialmente recientes) se han realizado para la caracterizacion de las
poblaciones estromales del LN. Los avances hasta el momento han permitido identificar estas
células por su expresion de diferentes moléculas en la superficie o citoplasma celular.
Mediante citometria de flujo se distinguen en base a su expresion o no de las siguientes
moléculas: CD45, un marcador de células hematopoyéticas, CD31 (PECAM-1: Platelet
endothelial cell adhesion molecule), y Podoplanina (PDPN, Gp38) [5-7]. Por lo tanto, las FRCs se
definen como CD45- PDPN+ CD31-; las LECs como CD45- PDPN* CD31* las BECs como
CD45- PDPN- CD31%; los pericitos como CD45 PDPN- CD31-. A partir de la poblacion de
FRCs las células MadCAM* se definen como MRCs. Las FDCs comtinmente se identifican por
su expresion de CD35, CD21, PDPN*-, CD31-, FDC-M], etc.

Convencionalmente, in situ, las FRCs se han identificado por expresar un antigeno
citoplasmatico que reconoce el anticuerpo ER-TR-7 (Erasmus University Rotterdam-thymic
reticulum-7). Las LECs por su expresion de Lyve-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan

receptor) y las BECs por su expresion de CD31.
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Fig. 1. 1. Sistema linfatico y microarquitectura de LNs.

Los LNs son pequefos 6rganos distribuidos por todo el cuerpo y conectados entre si por vasos linfaticos que trasportan la linfa y
a su vez antigenos y células desde tejidos periféricos como piel y mucosas. La micro anatomia del LN esta finamente
organizada en foliculos de linfocitos B localizados en la corteza del LN, en la paracorteza se ubican los linfocitos T y DCs
mientras que la médula esta principalmente poblada por macréfagos, plasmablastos/células plasmaticas y células efectoras
que seran liberadas a través del vaso linfatico eferente. Las poblaciones de origen no hematopoyético que conforman el LN,
incluyen FDCs importantes para la formacién de los foliculos y eventualmente los GCs. Las FRCs localizadas en la zona de
células T, en la médula, delineando los foliculos de linfocitos B y proporcionando las vias de transito tanto de DCs como de
linfocitos mediada por la secrecion de quimiocinas como CCL21 y CCL19. Los vasos linfaticos formados por las LECs
delinean el seno subcapsular y forman los senos linfaticos en la médula del LN. El arbol vascular se extiende desde la
arteria, arteriolas, capilares y vénulas post capilares. Las HEVs se localizan en las ramificaciones III-V y actian como
puertas de entrada para los linfocitos que ingresan desde la sangre. Imagen izquierda modificada de uihere.com.
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Fig. 1. 2. Centro germinal y sistema de conductos de los LNs.

El sistema de conductos esa formado por fibras reticulares ricas en colageno y envueltas por FRCs. Estos finos conductos se
extienden desde el seno subcapsular donde continuamente hay un influjo de linfa que puede contener antigenos
microbianos. La parte interna de los conductos transporta moléculas/antigenos pequefios menores a 70 kDa alcanzando
zonas mas profundas del LN como la paracorteza donde las DCs residentes capturan dichas moléculas/antigenos. La parte
externa de los conductos de FRCs funciona como andamiaje para dirigir el movimiento de las células dentro del LN
mediante la secreciéon de quimiocinas como CCL21 y CCL19 por la unién con su ligando CCR7 presente en células
hematopoyéticas. Ademas, las FRCs secretan factores de supervivencia tanto para células B, BAFF, como para células T, IL-
7. En la corteza del LN se llevan a cabo reacciones de GC las cuales se inician cuando el linfocito B reconoce su antigeno a
través de su BCR lo que induce una expansion clonal mediante proliferacion celular. Las células proliferantes,
centroblastos, se distinguen histolégicamente en la zona obscura del GC mientras que los centrocitos se ubican en la zona
clara donde las clonas que han mejorado su afinidad por el antigeno son seleccionadas para su posterior diferenciacion a
células B de memoria o células secretoras de anticuerpos y las que no, experimentan muerte por apoptosis y son eliminadas
por los TBMs.

Virus dengue

El virus dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus de la familia Faviviridae, es un virus
envuelto, de RNA de cadena sencilla y de polaridad positiva. Tiene la capacidad de
desarrollar cuadros patologicos en el humano tras su inoculacién cutdnea a través de
mosquitos hembra, principalmente de la especie Aedes aegypti y con menor frecuencia de A.
albopictus, considerados vectores de este virus. Cabe mencionar que estos mosquitos también
son responsables de la diseminacion de otros agentes virales como Chikungunya, Zika, virus
de la fiebre amarilla, entre otros. Dado que el vector es clave en la adquisicion de la

enfermedad, la mayor prevalencia e incidencia de la enfermedad se da en zonas tropicales y
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subtropicales del mundo, donde el mosquito encuentra las condiciones Optimas de
temperatura, humedad y altura para su propagacion y permanencia. Por lo tanto, se
considera que alrededor de la mitad de la poblacion mundial se encuentra en riesgo de

contraer infeccién por dengue [26].

La infeccion por dengue puede desencadenar dos cuadros patoldgicos principales,
dependiendo de la severidad del caso: fiebre por dengue (FD) y dengue grave (anteriormente
conocido como fiebre hemorragica por dengue) y llevar a complicaciones potencialmente
mortales como el sindrome de shock por dengue (SSD). Las manifestaciones clinicas ante la
FD duran alrededor de 4-8 dias e incluyen: fiebre alta, dolor de cabeza, dolor retro-orbital y
muscular. Los signos caracteristicos comprenden, rash cutdneo, dolor abdominal, vémitos y
sangrado de mucosas. La afectacion que define el dengue grave son las manifestaciones
hemorragicas como el incremento en la permeabilidad vascular, que ocasiona extravasacion
del plasma y que lleva al SSD, desencadenando en la muerte del paciente. Dado que no hay
tratamiento especifico para esta enfermedad, al paciente se le proporcionan tinicamente

cuidados paliativos para controlar los signos y sintomas [27].

El DENV fue aislado en 1943 por Ren Kimura y Susumu Hotta y posteriormente de manera
independiente por Albert B. Sabin y Walter Schlesinger. Desde entonces se han identificado
cuatro serotipos, llamados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Estos serotipos tienen una
homologia gendmica de alrededor del 65% y causan un cuadro clinico muy similar. Una vez
que la persona ha adquirido la infeccién por un determinado serotipo y se recupera, adquiere
inmunidad contra ese serotipo en particular. Sin embargo, se ha reportado que estos
individuos tienen una mayor predisposicion de desarrollar dengue grave ante un segundo

encuentro con un serotipo diferente del virus [28, 29].

El virus tiene un diametro aproximado de 50 nm y esta constituido de tres proteinas
estructurales: proteina de la capside (C), proteina precursora de membrana (preM) y proteina
de envoltura (E), asi como siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B y NS5 [27, 30].

Durante el ciclo de replicacion viral, tanto las proteina E como la preM, estan involucradas en
la union del virus a la membrana celular, el cual es el punto de partida para el inicio del ciclo
[30]. Las proteinas NS5, NS3 y NS1 han sido utilizadas convencionalmente como indicativas

de replicacion viral activa.
ANTECEDENTES

Hasta el momento, sabemos que la red de conductos de FRCs puede verse afectada ante

algunas infecciones por microorganismos patogenos, principalmente por virus.
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Los primeros reportes relacionando infecciones virales y la red de conductos de FRCs, se
remontan al afio de 1997 cuando describiendo la patologia de la infeccion por el virus de
Ebola en primates no humanos, ratones y cobayos se analizaron los LNs de dichas especies y
sorprendentemente se notd que las FRCs son blanco de infeccion por el virus,
primordialmente las FRCs que rodean las HEVs y las localizadas en el seno subcapsular de

los LN, las cuales se observaron degeneradas morfoldgicamente [31-35].

Mas tarde en el 2000, un grupo de investigadores encontré una cercana asociacion entre
Leishmania y FRCs en LNs popliteos de ratones C57BL/6 durante la fase crénica de infeccion.
Estos autores proponen que las FRCs pudieran funcionar como células hospederas en la

leishmaniaisis persistente en un modelo in vivo [36].

En 2007, Rafi Ahmed y col. Describieron que una alta proporcion de FRCs se infectaron con el
virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV) clona 13, el cual genera un cuadro crénico de
infeccion, mientras que una minima proporcion se infecta con la LCMV Amstrong, que
desarrolla un cuadro agudo. En el caso de la infeccion por clona 13, las FRCs se vieron
afectadas por un mecanismo de citotoxicidad mediado por células T CD8+ y citocinas,
resultando en la disfuncion de la red de conductos dentro de érganos linfoides secundarios
[37].

Retomando los estudios con virus hemorragicos, en el ano 2009, se reporté que las FRCs
también resultaron dafiadas ante infecciones por Filovirus, como el virus de Marburg y por
Arenavirus, como el virus Lassa. Todos ellos, virus envueltos y de cadena sencilla de RNA
(ssRNA). El virus Lassa, se encontrd infectando FRCs en una variedad de tejidos linfoides
como el GALT y el bazo de macacos a los 7 dias post-infeccion (p.i.), mientras que a los 13-17
dias p.i. el efecto no fue consistente, por lo que se sugiere podria tratarse de un evento
transitorio. Ante la infeccion con el virus Lassa, las FRCs se observaron intactas
morfoldgicamente y el dafio en general fue menor comparado al mostrado con el virus de
Ebola. Con respecto a los hallazgos en la infeccién con el virus de Marburg, el patrén de
localizacion del virus sugiere que el virus estd presente dentro de los conductos de FRCs mas
que infectando a las células mismas, ya que las estructuras virales no se encontraron en el

citoplasma de las FRCs como en el caso del virus Ebola y Lassa [38].

También en el 2009, se encontrd una co-localizacion del citomegalovirus murino con el
marcador de FRCs, ER-TR-7, correlacionando con una morfologia reticular, lo cual sugiere
que las FRCs de bazo son de las primeras células a infectarse con el citomegalovirus. Ademas,
a las 48 h p.i., se observo una desorganizacién en las regiones de linfocitos T y B, asi como la
perdida de la positividad a ER-TR-7 en células infectadas [39].

10
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JUSTIFICACION

Resultados de nuestro laboratorio indican que el DENV infecta eficientemente a ratones
BALB/c inmuno-competentes e induce la generacion de GCs (PNA+) grandes lo que sugiere
una remodelacion en la microanatomia de los compartimentos de linfocitos B y T en los
DLNSs; lo cual, hasta el momento no ha sido estudiado. Por lo tanto, dilucidar en detalle la
respuesta de linfocitos es de gran interés para entender los mecanismos celulares
involucrados en la generacion de las respuestas inmunes contra el DENV y eventualmente su

repercusion en la inmunopatologia de la enfermedad.

Asi mismo, no se tiene ningun indicio del efecto que la infeccion por el DENV pudiera tener
en células estromales de los LNs, especificamente sobre la red de conductos de FRCs, vasos
sanguineos y linfaticos. Dadas las manifestaciones hemorrdgicas que se presentan en los

casos de dengue severo es de gran interés abordar experimentalmente esta cuestion.

HIPOTESIS

La infeccion con el DENV provocara una reestructuracion en la microarquitectura de los LN,

incluyendo cambios en los compartimentos de células B y T, asi como en los componentes
estromales como FDCs, FRCs, BECs y LECs.
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OBJETIVOS

General

Evaluar in vivo e in situ cambios estructurales y funcionales en células hematopoyéticas
(linfocitos T y B) y no hematopoyéticas (FDCs, FRCs, vasos linfaticos y sanguineos) en

ganglios linfaticos regionales (DLNSs) ante la infeccién cutanea con DENV.

Particulares

1) Identificacion del DENV desde su entrada en la piel hasta su distribucién en los DLNs.

2) Caracterizacion in vivo de la respuesta inmune de linfocitos T y B en DLNs ante la
infeccion cutanea con DENV.

3) Anadlisis in vivo de la microarquitectura de las poblaciones estromales (FDCs, FRCs, LECs
y BECs) de los DLNS, asi como su integridad funcional después de la inmunizaciéon con

DENYV en piel.
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CAPITULO 2

Identificacion del virus Dengue desde su entrada en la piel hasta su

distribucion dentro de los ganglios linfaticos

Resumen

El virus dengue (DENYV) infecta a los humanos a través de la piel. Los eventos tempranos
durante la infeccion y las interacciones entre el DENV vy las células inmunes y no inmunes
cutdneas estan recientemente bajo investigacion. Hemos reportado que células dendriticas
cutdneas (DCs), asi como queratinocitos y fibroblastos dérmicos son permisivos para la
infeccion por el DENV. Ahora, al inocular via cutanea el DENV marcado fluorescentemente
para “rastrearlo” en ratones inmunocompetentes, encontramos que se localiza
principalmente en la dermis desde 1 hora después de la inoculaciéon. Posteriormente, se
localizd en el seno subcapsular de los ganglios linfaticos drenantes (DLN) asociado con
macrofagos CD169 +, lo que sugiere que el virus viaja a través del flujo linfatico. Sin embargo,
la asociacion del DENV con DCs CDl11c + en la paracorteza y en el borde de las zonas T:B
sugiere que el DENV también podria ser transportado desde la piel al DLN por DCs. El
DENYV no se asocié con macréfagos F4/80+ ni con DCs DEC205+, pero también se encontro
dentro de los foliculos de linfocitos B luego de la inoculacion cutdnea. El DENV dentro de los
foliculos de células B podria afectar el desarrollo de la inmunidad humoral. De hecho, las
respuestas de anticuerpos merecen un escrutinio muy cuidadoso ya que los anticuerpos
neutralizantes de memoria son cruciales para contrarrestar las reinfecciones homotipicas,
mientras que los no neutralizantes pueden facilitar la infeccién heterotipica por el DENV o
incluso la infeccién por Zika, otro flavivirus. Desentranar el viaje del DENV desde la piel, la
linfa, hasta los compartimentos celulares dentro de los ganglios regionales, ayudard a

comprender la enfermedad, su patologia y tal vez cdmo contrarrestarla.

Palabras clave: virus Dengue, piel, ganglios linfaticos, tejidos inmunes, Macréfagos, células

dendriticas, foliculos de células B.
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Introduccion

El virus dengue (DENV) es un importante patdgeno viral que afecta cada afio a casi
cuatrocientos millones de personas en todo el mundo [1]. En los tltimos 50 afios, la incidencia
del dengue se ha incrementado hasta 30 veces principalmente en 4reas tropicales y
subtropicales causando graves problemas de salud publica [2]. El DENV desencadena una
diversidad de manifestaciones clinicas, desde una infeccién asintomatica en la mayoria de los
casos, hasta una enfermedad febril leve o hasta una enfermedad hemorragica potencialmente

mortal como el dengue grave (SD) o el sindrome de choque por dengue (DSS) [3].

El DENV se transmite a los humanos cuando un mosquito hembra del género Aedes aegypti o
Aedes albopictus previamente infectado pica a una persona sana con el fin de alimentarse con ~
4.2 ul de sangre al succionar alrededor de 141s en la piel [4, 5]. Cuando el mosquito inserta la
mitad (~ 0.9 mm) de la longitud total de la proboscide, se depositan alrededor de 50,000
unidades formadoras de placa de DENV en la dermis, donde se encuentra con una variedad
de células inmunes y no inmunes residentes, incluidas las células dendriticas dérmicas (DCs),
macrofagos (Mfs), linfocitos T, mastocitos, queratinocitos, fibroblastos, etc., asi como vasos
linfaticos y sanguineos a través de los cuales las células migratorias viajan a los ganglios

linfaticos (LNs) y llegan a la piel, respectivamente [6-9].

Si bien las respuestas regionales (cutdneas) a la entrada de DENV has sido objeto de intenso
escrutinio [10-14], poco se sabe acerca de como exactamente el DENV alcanza los tejidos
linfoides secundarios por medio de los vasos linfaticos (si es que lo hace) y a qué células
podria estar asociado en cada uno de los compartimentos. Al infectar ratones
inmunocompetentes a través de la piel, recientemente demostramos no solo una fuerte
reaccion del centro germinal (GC) en los ganglios linfaticos drenantes (DLNs), sino también
la presencia de proteinas virales dentro de estos 6rganos [13]. Otros también han reportado
proteinas virales (NS1, NS3, PrM y E) dentro de LNs tanto en humanos como en ratones, lo
que sugiere que interacciones de antigenos (Ags) virales con células inmunes estan
ocurriendo en los LNs [13, 15, 16].
Hay poca informacién de los primeros eventos que ocurren en la piel durante/después de la
entrada del DENV. Algunos autores han reportado que la saliva del mosquito induce un
entorno inmunomodulador [17, 18]; por ejemplo, la regulacién negativa de moléculas
antivirales como el interferén B (IFN-B), IFN-y, algunos receptores de reconocimiento de
patrones o incluso viremia sostenida, entre otros fendmenos, sugiriendo que dichos eventos
coadyuvan al establecimiento de la infeccion [19, 20]. También se ha demostrado una
infeccion productiva de fibroblastos, queratinocitos, DCs y células de Langerhans en la piel,
pero no estd claro como estas células podrian participar en la patologia global de la
enfermedad [10-12, 14, 21].
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Las interacciones apropiadas entre Ags y células del sistema inmune son esenciales para
desencadenar una respuesta inmune adaptativa eficiente en tejidos linfoides secundarios
tales como los LNs. Para la mayoria de los Ag -incluidos los patdgenos- no se sabe
exactamente como alcanzan los LNs y luego los subcompartimentos dentro de estos, por
ejemplo, los foliculos de células B. La evidencia experimental sugiere que ciertos Ags libres
podrian alcanzar los LNs directamente por el flujo linfatico y luego distribuirse por el seno
subcapsular (SCS) y medular o por medio de los conductos [22-25]. Estos Ags también
podrian ser transportados a los LNs por las células centinelas provenientes de tejidos
periféricos como la piel o las mucosas. Importantemente, estas diversas rutas de transporte de

Ag dependen en gran medida del tamafio de los Ags [22].

Sin embargo, no hay informacion hasta el momento sobre como el DENV podria alcanzar los
DLN después de la infeccion cutdnea, donde exactamente podria localizarse el DENV dentro
de los DLN (si lo hace), y si el primer contacto entre el DENV y las células inmunes podria
influir en las respuestas inmunitarias posteriores, por ejemplo, la generacion de anticuerpos

neutralizantes o facilitadores.

En este trabajo, nos propusimos evaluar la ruta natural in vivo del DENV, desde su entrada a
través de la piel hasta su llegada y distribucién dentro de los DLNs (regionales); asi como, su

potencial asociacion o no con algunas células presentadoras de antigeno (APC).

Resultados

El DENV se encuentra en la dermis profunda en tiempos tempranos post-inoculacion vy,

por lo tanto, no esta asociado con DCs epidérmicas DEC-205+

Para evaluar la distribucion del DENV en la piel tras la inoculacién cutdnea (intradérmica),
utilizamos ratones inmunocompetentes y DENV marcado fluorescentemente. Evaluamos
criosecciones de piel ala 1, 3, 6, 12 y 24 h después de la inoculacion intradérmica de DENV y
como control, evaluamos la distribucion de OVA marcada fluorescentemente después de 1 h
y 12 hpi. El DENV se encontrd claramente en la base de la dermis en todos los tiempos
evaluados y su presencia disminuyo con el tiempo. No se observaron asociaciones del DENV
con DCs epidérmicas DEC-205+, probablemente porque DENV se encontré mucho mas
profundo que las células DEC-205 + que se encuentran localizadas mas bien superficiales en
la epidermis. A las 24 hpi, la piel se observé mas gruesa que en los primeros tiempos
analizados, lo que sugiere un reclutamiento de células al sitio de inoculacion (Fig. 2.1A). No
se detectd sefial fluorescente roja en la piel de ratones inoculados sdlo con PBS (Fig. 2.1A),
mientras que la OVA marcada fluorescentemente se detecté claramente en la dermis a 1 h

pero muy escasamente a las 12 hpi (Fig. 2.1B).

18



CAPiTULO 2|

A) DENV
PBS 1h 3h 6h 12h 24h

B) OVA
1h 12h

Fig. 2. 1. La inoculacion del DENV marcado fluorescentemente permite su identificacion en la piel de ratones
inmunocompetentes.
Los ratones fueron cutaneamente inoculados con DENV marcado fluorescentemente (PKH-26, rojo) en la regién inguinal y
criosecciones de piel se analizaron después de 1, 3, 6, 12 y 24 hpi mediante microscopia confocal. Como controles, los
ratones recibieron PBS u OVA marcada fluorescentemente (rojo). Las DCs DEC-205+ (verde) se localizan principalmente en
la capa epidérmica en todas las condiciones experimentales. B) La OVA (rojo) se encontrd en la dermis después de 1 hpi,
pero se observé mucho menos a las 12 hpi, mientras que A) el DENV (rojo) se ubicé en la dermis profunda a partir de 1 hpi
disminuyendo con el tiempo. En la piel de ratones inoculados con PBS no se detect6é fluorescencia roja (imagen a la
izquierda en A)). Los nuicleos se tifieron con DAPI (azul). El estrato corneo exhibe cierta autofluorescencia a las 6 h y 24 hpi
en A) y 12 hpi en B). Barra de escala, 300 um. Las imagenes son representativas de seis secciones de piel por grupo
experimental.

La ovoalbumina se encuentra en el seno medular de los LNs después de 1 h pero no a las

12 h post inoculacion cutanea.

La ovoalbiimina se ha utilizado como Ag modelo en algunos enfoques experimentales para
describir la distribuciéon de moléculas dentro del LN. Debido a su pequefio tamafio
molecular, la OVA alcanza los LN rapidamente via linfatica. Utilizamos OVA fluorescente
como molécula control y evaluamos su distribucion después de 1 h y 12 hpi. A 1 hpi, la OVA
se encontrd en el seno medular asociado principalmente con Mfs CD169+ y mucho menos con
Mfs F4/80+ (Fig. 2.2A). A las 12 hpi, s6lo se detecté una escasa fluorescencia roja en las células
F4/80+ (Fig. 2.2B).
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A) OVA 1h | B) OVA 12h

Fig. 2. 2. La inoculacion del DENV marcado fluorescentemente permite su identificacion en la piel de ratones
inmunocompetentes.
Los DLNs de ratones inoculados cutaneamente con OVA marcada fluorescentemente (Alexa Fluor-555) se obtuvieron
después de A) 1 hpi y B) 12 hpi. Mfs CD169+ (panel superior) y F4/80+ (panel inferior) se muestran en color verde mientras
que los nticleos se observan en azul tefiidos con DAPIL. La OVA (rojo) se encontr6 claramente en el seno medular de los
DLNSs después de 1 hpi, pero no a las 12 hpi. La OVA parece estar contenida en Mfs del SCS pero no en Mfs F4/80+. Barra
de escala, 300 um (iméagenes de la izquierda) y 100 pm (imagenes de la derecha). Las imagenes son representativas de seis
DLNSs por grupo experimental.

El DENV alcanza los foliculos de células B en el ganglio linfatico desde 1 h después de la

inoculacion cutanea

Para determinar si el DENV se distribuye en los foliculos de células B a tiempos tempranos
después de la inoculacion cutdnea, obtuvimos DLNs de ratones después de 1, 3, 6, 12 y 24
hpi. Criosecciones de DLNs se marcaron con anticuerpo B220 para identificar los linfocitos B.
El DENV marcado fluorescentemente en rojo se identificé claramente en la paracorteza, el
SCS, el seno medular y en algunos foliculos de células B (imagenes superiores en Fig. 2.3) a
tiempos tempranos post inoculaciéon. Para un examen mas detallado de los foliculos de
células B, utilizamos un objetivo de mayor aumento (imdagenes inferiores en Fig.2.3)
observando que después de 1 hpi, pequefios cimulos de DENV estan presentes dentro de los
foliculos en aparente cercana asociacion con células B. A las 3 hpi, se detectaron muy pocas
asociaciones en los foliculos, probablemente porque la mayoria del DENV fluorescente se
observa en la zona medular. En contraste, a las 6 hpi atin encontramos células con morfologia
similar a macréfagos conteniendo el DENV aparentemente en el citoplasma y localizadas
dentro de los foliculos de células B. A las 12 h y 24 hpi no detectamos sefial fluorescente del
DENV in situ (Fig.2.3).
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PBS 1h 3h _6h 12h 24h

Fig. 2. 3. DENV y células B en criosecciones de DLNs de ratones inoculados cutineamente con DENV marcado
fluorescentemente.
Criosecciones de DLNs obtenidos después de 1, 3, 6, 12 y 24 h después de que los ratones fueron inoculados en la piel con
DENV marcado fluorescentemente (PKH-26, rojo) se tifieron con el anticuerpo B220 para detectar células B (verde).
Mediante microscopia confocal encontramos al DENV (rojo) desde 1 h hasta 6 hpi en los foliculos de células B (verde), a 1
hpi el DENV se encontr6 principalmente en areas perifoliculares. Los nticleos se tifieron con DAPI (azul). Como control, se
analizaron secciones de DLNs de ratones inoculados con PBS y no se detecté fluorescencia roja (imagenes de la izquierda).
Barra de escala =300 um (imagenes superiores) y 100 um (imagenes inferiores).

El DENV se asocia diferencialmente con macréofagos CD169+ pero no con los F4/80+ dentro

de los LNs

Los Mfs son cruciales para la eliminaciéon de agentes patdgenos y se han clasificado segun
algunos marcadores y a su localizacion dentro de los LNs. Los Mfs ubicados en el seno
medular, donde actividades altamente fagociticas se llevan a cabo, se denominan Mfs
medulares, mientras que los que delimitan el piso de SCS se llaman Mfs del SCS. Los Mfs
medulares son CD169 + o F4/80+, mientras que los Mfs del SCS son CD169+ [26]. Después de
1,3, 6, 12 y 24 hpi cutdnea de DENV evaluamos in situ en DLNs la posible implicacion de los
Mfs CD169+ o F4/80+ en la captura de DENV. Curiosamente, desde 1 hpi se observaron
muchas células CD169+ conteniendo al DENV aparentemente en el citoplasma,
principalmente en el seno medular y también en el SCS. El DENV también se encontrd en
areas paracorticales en asociacion con células CD169- (Fig.2.4A). Por el contrario, muy pocos
Mfs F4/80+ se encontraron asociados con el DENV después de 1 hpi (Fig. 2.4B). Después de 3
hpi, la localizacion del DENV se encontrd restringida principalmente al seno medular y a Mfs
CD169+ (Fig. 2.4A). En este tiempo evaluado, el DENV estaba poco asociado con Mfs F4/80+.
Interesantemente a mayor aumento a 3 hpi, observamos muchas células F4/80-, muy
probablemente Mfs CD169+, conteniendo grandes cantidades de DENV (Fig. 2.4B). Después
de 6 hpi, todavia detectamos la sefial DENV asociada principalmente con Mfs CD169+ (Fig.

2.4A). En los ultimos tiempos evaluados (12 y 24 hpi) no se detectd senal fluorescente roja.
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A) PBS 1h 3h 6h 12h 24h

Fig. 2. 4. DENV y macrofagos CD169+ o F4/80+ en LNs regionales.

Los DLNs de ratones inoculados en la piel con PBS o DENV marcado fluorescentemente (PKH-26, rojo) se obtuvieron
después de 1, 3, 6, 12 y 24 hpi. Criosecciones de DLNs se marcaron con anticuerpos monoclonales para identificar A) Mfs
CD169+ o B) Mfs F4/80+ en verde. Los nticleos se tifieron con DAPI como se observa en azul. Las preparaciones de tejido en
las diferentes condiciones fueron evaluadas por microscopia confocal. A) El1 DENV se distribuy6 en el SCS después de 1 hpi
(borde amarillo) y principalmente en los senos medulares aparentemente en el citoplasma de Mfs CD169+ desde 1 h hasta
las 6 hpi (puntas de flecha blancas, imagenes inferiores). B) Se encontraron muy pocas asociaciones del DENV marcado
fluorescentemente en rojo con Mfs F4/80+ en las zonas medulares. No se detectd fluorescencia roja en ratones inoculados
con PBS (imagenes de la izquierda). Barra de escala = 300 um [imagenes superiores en A) y B)] y 100 um [imagenes

inferiores en A) y B)]. Las imagenes son representativas de seis LNs por grupo experimental.

Las DCs CD1lc+ en los ganglios linfaticos regionales son DENV+ desde tiempos

tempranos posteriores a la inoculacion cutanea

Las DCs migran desde los tejidos periféricos, como la piel y las mucosas, a los 6rganos
linfoides secundarios, como los LNs. Debido a que el DENV ingresa a través de la piel, es
muy probable que las DCs de la piel participen en el transporte del DENV de la piel hasta los
DLNSs. Por lo tanto, marcamos criosecciones de DLNs obtenidas después de 1, 3, 6, 12y 24 h
posteriores a la inoculacién cutdnea de DENV (fluorescentemente marcado), con los
anticuerpos CD1lc y DEC-205. Después de 1 hpi encontramos al DENV en estrecha

asociacion con las células CD11c+ pero no con las células DEC-205+ en la paracorteza de los
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DLNs. A las 3 hpi, no encontramos al DENV en la paracorteza, ni asociado con células
CDl1lct+ ni con células DEC-205+. Sin embargo, el DENV fluorescente rojo se localizd
restringido a las dreas medulares. A las 6 hpi, el DENV se encontr6 asociado con algunas
células CD1lc+, pero no con las células DEC-205+. Como se menciond anteriormente, el
DENYV ya no se detectd en LNs regionales a las 12 h ni a las 24 hpi (Fig. 2.5).

PBS 1h 3h 6h 12h 24h

Fig.2.5. DENV y DCs en ganglios linfaticos regionales.
Los ratones inmunocompetentes se inocularon por via intradérmica con DENV marcado fluorescentemente (rojo) y los
DLNSs se obtuvieron a 1, 3, 6, 12 'y 24 hpi. Las DCs CD11c + se observan en azul claro, las DCs DEC-205+ en verde, mientras
que los nucleos se observan en azul oscuro. El DENV se detectd desde 1 h hasta 6 hpi. Después de 1 hpi, el DENV (rojo) se
localizé en la zona paracortical y se asocié claramente con DCs CD11c+ de color azul claro, las interacciones se observan en
color blanco debido al traslape de los colores (imagen inferior, puntas de flecha amarillas indican DCs de color blanco). El
DENV (rojo) no se asocié con DCs DEC-205+ (verdes). Las criosecciones de ratones inoculados con PBS no mostraron
fluorescencia roja (imagenes de la izquierda). Barra de escala = 300 pm (imagenes superiores) y 100 pm (imagenes

inferiores). Las imagenes son representativas de seis LNs por grupo experimental.

Anadlisis mediante citometria de flujo de células presentadoras de Ag y DENV en DLNs

después de la inoculacion cutanea

Para una evaluacion mads cuantitativa de las APC asociadas al DENV, utilizamos
suspensiones celulares de DLNs de ratones inoculados en la piel con DENV marcado
fluorescentemente. Una proporcidn muy baja (0.06% a 0.17%) de células B fue positiva para
DENYV en todos los tiempos post inoculacion evaluados (1 h-24 hpi). Esto podria deberse en
parte al escaso namero de células B especificas para el Ag, el DENV en este caso (Fig.2.6A).
Los Mfs CD169+ también fueron positivos para el DENV, con un pico aparente (0,83%) a las 3
hpi; que se correlaciona bien con la localizacion medular observada in situ (Fig. 2.6B). Con
respecto a los Mfs F4/80+, la proporcion de células positivas varié de 0.3% a 0.57% a lo largo
de la cinética completa, alcanzando el porcentaje mayor a 1 hpi (Fig. 2.6C). Las DCs se
identificaron como células Gr-1-, MHC-II+ y CD1lc+ y fueron la poblacion DENV+ mas
abundante. La proporcion media mas alta (4%) de DCs DENV+ se observé a 1 hpi y fue
disminuyendo con el tiempo (0,85%) hasta las 24 hpi (Fig.2.6D). Integramos todos los valores
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en una grafica (Fig. 2.6E) para comparar los porcentajes de todas las APC DENV+ evaluadas.
Observamos que las DCs son las principales células DENV+, especialmente en los tiempos
tempranos posteriores a la inoculacion, lo que sugiere que estas células transportan DENV de
la piel a los ganglios y/o son las principales células que capturan el DENV una vez que éste

llega a los ganglios.

A) Linfocitos B B) CD169 C) F4/80 D) DCs E)
8 gk
0.25 15 15 8 41 f\-*q )
2,0.20 2, 3 Lg 2 )
o [¢] © [} [v]
£ 015 '5'1‘0 £ 10 . Eg £ o8 j ¥
go1o 05 o 05 = £ 04
& 0.05 & & £ £
0.00 0.0 0.0 0 0.0
noccoccoccocco nNnococ o oo nNnococcoc oo nwococcoc oo oo o oo
o —« o -« o -~ o - o -~
—o— F480 —¥— LcB
—— DCs —i— CDI169

Fig. 2. 6. Evaluacion mediante citometria de flujo de células DENV+ en LNs regionales.
Suspensiones celulares de DLNs obtenidos a 1, 3, 6, 12 y 24 h después de la inoculacién del DENV fluorescentemente

marcado (PKH-26, rojo) se incubaron con anticuerpos monoclonales para identificar células B (B220), Mfs (CD169 y F4/80) y
DCs (CDl1lc). El porcentaje de cada poblacién conteniendo al DENV se determiné cuando las células fueron dobles
positivas. A) Se observo una proporcion muy baja de células B DENV+ desde 1 h hasta 24 hpi. B) La cantidad de Mfs
CD169+ DENV+ fue mayor que C) los Mfs F4/80+ DENV+ desde 1 h hasta 24 hpi. D) La proporcién de DCs CD11c+ DENV+
fue mas la mas alta que la de todas las otras poblaciones analizadas, alcanzando el pico maximo a 1 hpi y disminuyendo
con el tiempo. La grafica en E) muestra los resultados integrados de todas las poblaciones de APCs analizadas durante la
cinética post inoculacién de DENV. Las barras en las graficas representan la mediana + SEM de los porcentajes y se realizo
un analisis de ANOVA, considerando * p>0.05, ** p> 0.01, **** p> 0.0001.

Discusion

Si bien una variedad de células residentes de la piel puede entrar en contacto con el DENV
luego de la picadura del mosquito (tema recientemente bajo intensa investigacion), muy
pocas células tienen la capacidad de capturar al DENV y transportarlo a través de los vasos
linfaticos hasta los tejidos linfoides secundarios. Las DCs cutaneas pueden endocitar al
DENV y migrar al area de DCs en los DLNs en donde los linfocitos T continuamente se
encuentran recirculando y, por lo tanto, las probabilidades de que los LcT Ag-especificos
hagan contacto con las DCs DENV+ incrementan notablemente [27]. Algunas células B
también podrian interactuar con Ags del DENV en esta zona y desencadenar respuestas
extrafoliculares o entrar en una reaccion de GC [28, 29]. Otros probables eventos ocurriendo
en los LNs son la captura y presentacion de Ags de DENV por Mfs, ya sea en el SCS o en la
zona paracortical y medular [30]. Por ende, los LNs son érganos cruciales para establecer
respuestas inmunes adaptativas efectivas siendo fundamental las interacciones eficientes
entre las células inmunes y los Ags. La llegada y distribuciéon de los Ags dentro de los

compartimentos de los LNs, ya sea de forma libre a través del flujo linfatico o siendo
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acarreados por DCs podria ser determinante para el tipo de respuesta inmune que se
desencadenara. A continuacidn, discutimos algunas de estas posibilidades con respecto a la

infeccion con el DENV en un contexto in vivo.

El DENV ingresa al huésped humano a través de la piel mientras los mosquitos se alimentan
de sangre. Una vez que los mosquitos infectados localizan un huésped potencial, estos
introducen su proboscide varias veces a través de la dermis y es durante este proceso que las
glandulas salivales liberan el virus [31]. Es probable que las particulas virales interactiien en
primera instancia con las diversas células de las capas epidérmica y dérmica. Sin embargo,
tanto los primeros eventos durante la infeccion por el DENV asi como las interacciones
locales iniciales entre el DENV y los elementos del sistema inmune de la piel permanecen en

gran parte inexplorados.

Al infectar ex vivo explantes de piel humana sana de muestras no cadavéricas, nuestro grupo
demostréd DCs cutaneas infectadas con el DENV [11]. También hemos identificado que los
queratinocitos humanos y los fibroblastos dérmicos son permisivos para la infeccion por
DENV y que responden secretando una amplia variedad de mediadores solubles que
contribuyen a inducir un microambiente activado inmunolégicamente y un estado antiviral
[10, 11, 32]. Ahora, tras la inoculaciéon cutdnea del DENV marcado fluorescentemente y
utilizando ratones inmunocompetentes, evaluamos la presencia del DENV vy su localizacion
tanto en la piel como en los DLNs mediante inmunofluorescencia in situ, asi como en
suspensiones celulares por FACS. En la piel, encontramos el virus localizado principalmente
a través de la dermis después de 1 hora post-inoculacion, luego el DENV se distribuyd
profundamente en la piel. Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se utiliza el

DENYV marcado con fluorescencia para evaluar su distribucion in vivo.

Algunos reportes en humanos y en ratones han mostrado proteinas del DENV dentro de los
LNs, tanto en la periferia como dentro de los foliculos de células B [13, 16, 33-35]. La
ubicacion del virus dentro de los DLNs podria influir en los contactos tempranos con células
del sistema inmune y consecuentemente en la respuesta inmune posterior. Sin embargo,
hasta el momento no se ha explorado in vivo como el DENV alcanza los DLNs después de la
infeccion cutdnea. En el caso del virus de la estomatitis vesicular, se ha reportado cdmo las
particulas virales que ingresan a través de los tejidos periféricos se distribuyen dentro de los
DLNSs, identificando una poblacién de Mfs en la base del SCS y en la médula de los LNs que
capturan particulas virales minutos después de la inoculacién subcutanea [30]. Del mismo
modo que otros Ags que ingresan a través de la piel, el virus Bluetongue se transporta rapida

y libremente por medio de la linfa hasta los DLNs en su huésped natural, la oveja [36].
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Después de 1 h de la inoculacién en la piel encontramos al DENV asociado con Mfs del seno
subcapsular y medular, CD169+ y con DCs CD11c+ en el drea paracortical de los DLNs. La
asociacion con estos dos tipos celulares se observd especialmente en los tiempos mas
tempranos (desde 1 h hasta 6 h) después de la inoculacion cutanea. La rapida localizacion del
DENYV en el SCS de los DLNs es consistente con la posible llegada del virus en su forma libre
a través de la linfa, ademas de que las DCs también podrian estar acarreando el virus [36]. En
el modelo murino inmunodeficiente (ratones AG129 deficientes tanto en el receptor de
interferones a/B (IFN-a/BR") como en el receptor y (IFN-yR7), se ha demostrado que los Mfs
del SCS son importantes para controlar la propagacion del DENV. Estos Mfs del SCS
contenian la proteina NS1, lo que probablemente implica que estan atrapando Ags del DENV
o que estan infectados per se [37]. En estos mismos ratones inmunodeficientes, después de la
inoculacion en el cojinete plantar se demostré que el DENV inicialmente se asocia a Mfs de
los DLNs [38]. Como SIGN-R1, el homdlogo murino de DC-SIGN humano, esta altamente
expresado en Mfs del SCS [39], es probable que el DENV esté infectando a estos Mfs en los
LNs dado que DC-SIGN es una de las moléculas utilizadas por el DENV para ingresar a las
células huésped [40].

Después de que los Mfs del SCS atrapan al DENV, estas células podrian translocar particulas
virales unidas a la superficie a través de la base del SCS y hacer que los Ags del DENV estén
disponibles para otras células, por ejemplo, células B migratorias en los foliculos subyacentes.
Aparentemente estos Mfs del SCS actian como vigilantes contra muchos otros patogenos y
son capaces de discriminar entre virus transportados por linfa y otras particulas de tamano
similar [30]. Los Mfs CD169+ en LNs son capaces de capturar virus acarreados por la linfa
evitando su diseminacion sistémica y podria guiar a los viriones capturados a través de la

base del SCS para la eficiente activacion de células B foliculares [30, 37].

El DENV asociado con DCs muy probablemente implica que el DENV estd siendo
transportado desde la piel a los DLNs por DCs. Nosotros y otros investigadores hemos
encontrado DCs cutdneas infectadas con DENV en explantes de piel sana cadavérica y no
cadavérica humana infectada ex vivo [11, 14, 21]. Por lo tanto, el DENV podria estar
alcanzando DLNs también a través de DCs cutaneas. Recientemente, por citometria de flujo y
usando ratones inmunodeficientes (ratones con IFN-a/3 knockout [[FNAR]), se demostr6 que
las DCs migratorias se infectan con el DENV en los DLNs tras la inoculacion cutanea. Esto
sugiere fuertemente que las DCs dérmicas pueden llevar al DENV a los ganglios regionales y

muy probablemente iniciar la respuesta inmune adaptativa antiviral [14].

Las DCs son células centinelas especializadas que captan Ags en tejidos periféricos y viajan
hasta la zona paracortical de los DLNs en donde células B que se encuentran migrando hacia

los foliculos pueden encontrarse con estos Ags [23, 27, 41]. Una caracteristica distintiva de la
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activacion de linfocitos B especificos es la captura/adquisicion de Ags (de manera especifica)
mediada por el BCR. Esto facilitard la posterior presentacion de Ag de las células B a las
células T para desarrollar respuestas de anticuerpos eficientes, respuestas dependientes de
células T [42]. Las DCs pueden proveer a células B un acceso mas amplio a los Ags,
particularmente a los de gran tamafio o asociados con materiales particulados. Por altimo, a
través de la presentacion de Ag a las células T, las DCs podrian mantener funciones como
plataformas celulares que facilitan la activacion, la colocalizacion y la comunicacion mutua de
las células T y B especificas de Ag, cuya interaccion puede conducir a respuestas optimas de
células T y B [41].

El seguimiento in vivo del DENV marcado con fluorescencia desde su entrada en la piel nos
permitié conocer su localizacion en DLNs tan rdpido como a 1 hpi en Mfs del seno
subcapsular y medular, su asociacion con DCs CD11c+ en el borde T: B y la presencia del
DENV dentro de foliculos de células B. Todos estos eventos hacen altamente plausible que
células B especificas reconozcan el DENV y posibilita que reciban ayuda de las células T,
estas interacciones celulares son necesarias para conducir respuestas de anticuerpos. A este
respecto, vale la pena mencionar que las respuestas de anticuerpos anti-DENV necesitan un
analisis muy cuidadoso, idealmente, estas respuestas deberian ser neutralizantes [43, 44]. Sin
embargo, el posible impacto perjudicial de los anticuerpos no neutralizantes que facilitan la
infeccion in vivo apenas comienza a dilucidarse, no so6lo en las reinfecciones heterotipicas con

DENYV sino también en infecciones con otros flavivirus como el Zika [44-48].

En conjunto, estos datos sugieren que el DENV después de ser inoculado en la piel, llega a los
ganglios linfaticos regionales al menos de dos formas, a través del flujo linfatico, pero
también transportado por células dendriticas. Conocer el transito del DENV desde la piel a
los LN regionales nos permitira una mejor comprension de como se esta alertando al sistema
inmunitario y cudles podrian ser las células que responden en cada etapa. Creemos que es de
suma importancia entender la biologia in vivo de estas respuestas celulares ante la entrada del
DENYV, no sélo para disefiar mejores modelos para estudiar las interacciones tempranas entre
el DENV, las células residentes en la piel y las células de los LNs, sino también para

comprender mejor la patologia de DENV.
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CAPITULO 3

Caracterizacion de la respuesta de linfocitos T y B en ganglios

linfaticos regionales ante la infeccion cutanea con el virus Dengue

Resumen
El Dengue es un problema de salud a nivel mundial, que carece de tratamiento especifico y
de vacunas seguras disponibles al momento. Si bien el dengue grave esta relacionado con
anticuerpos preexistentes no neutralizantes contra el virus del dengue (DENV), el papel de
las células T en la proteccion o en la patologia, no esta claro. Previamente, hemos demostrado
la generacion de centros germinales (GCs) PNA+ utilizando un modelo de infeccién cutanea
con DENV en ratones inmunocompetentes. Ahora, evaluamos la activacion y proliferacion de
linfocitos B y T en ganglios linfaticos drenantes (DLNs). Encontramos una drastica
remodelacion de los compartimentos internos de los DLNs, desde los 7 y 14 dias post
infeccion (dpi) con un notable agrandamiento en los foliculos de linfocitos B, que ocupan casi
la mitad del area total de los DLNs, en comparacion con un =24% en condiciones basales.
Observamos grandes grupos de células proliferantes (Ki-67+) dentro de los foliculos de
células B a los 14 dpi, representando aproximadamente el 33% de las células B en los DLNs,
mientras que en ratones no infectados solo representan el ~2%. Ademads, dentro de los GCs
notamos un reclutamiento importante de macréfagos fagocitando cuerpos apoptoticos. En
contraste, el porcentaje del drea paracortical asi como la proporcion de células T totales
disminuyé a los 14-16 dpi, en comparacion con los controles. Los linfocitos T Ki-67+ se
encontraron dispersos y distribuidos al azar en la paracorteza, de manera muy similar que en
los ratones no infectados. Mientras que la expresion de CD69 en células T CD4+ y CD8+ fue
minima, esta fue muy notable en las células B, representando 1764.7% de incremento respecto
a los niveles basales a los 3 dpi. La aparente falta de respuestas de las células T no es
atribuible a la muerte por apoptosis ya que no se observaron diferencias significativas en
comparacion con los ratones no infectados. En este estudio demostramos la activacion y
proliferacién masiva de células B en DLNs tras la infeccion por DENV. En gran contraste,
encontramos que las respuestas de células T CD4+ y T CD8+ fueron muy pobres, casi

ausentes.
Palabras clave

Virus dengue (DENV), proliferacion de células B y T, activacion de linfocitos, ganglios

linfaticos, infeccion cuténea in vivo, ratones inmunocompetentes, TBMs.
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Introduccion

El dengue es una enfermedad viral que afecta gran parte del territorio mundial y se
manifiesta en una variedad de formas clinicas, que va desde una infeccién asintomatica, un
cuadro febril autolimitado conocido como fiebre por dengue (DF), hasta una enfermedad
hemorragica potencialmente mortal, el dengue grave (SD) [1]. El virus dengue (DENV 1-4) se
transmite entre los humanos por una picadura del mosquito hembra del género Aedes aegypty.
Debido a la amplia distribucidn del vector, mas de la mitad de la poblacion mundial esta en
riesgo, con un estimado de 96 millones de casos clinicos cada afio y alrededor de 2,5% de las

hospitalizaciones que terminan en la muerte de los pacientes [1, 2].

Desde las primeras epidemias reconocidas causadas por el DENV en la década de 1780 [3, 4],
el estudio del DENV ha enfrentado enormes retos, tales como: la amplia gama de
presentaciones clinicas, la co-circulacion de cuatro serotipos diferentes de DENV en zonas
endémicas, ademads de la recientes epidemias de otros flavivirus emergentes altamente
relacionados (por ejemplo, virus Zika), la patologia severa durante infecciones heterdlogas y
la falta de un modelo animal ideal para investigar la enfermedad. Ademas, la urbanizacion, el
control deficiente del vector, el cambio climatico y la evolucién tanto del virus como del
vector han contribuido en el incremento de 30 veces en la incidencia global durante los

ultimos 50 afios [5].

En los casos severos, generalmente durante infecciones secundarias heterdlogas, las
manifestaciones hemorrdgicas como la permeabilidad vascular, el sangrado, extravasacion
del plasma y la trombocitopenia comienzan una vez que la fiebre/viremia remite (5-7 dias
después de los primeros sintomas), lo que sugiere que la patologia podria estar mas
relacionada con la respuesta inmune adaptativa que con la replicacion viral [6]. Por lo tanto,
se necesita urgentemente una mejor comprension de la respuesta inmune desencadenada por
el DENV en infecciones primarias y secundarias para un disefio mas racional de farmacos

antivirales y -especialmente- de vacunas seguras [7, 8].

Mientras que el papel de los anticuerpos neutralizantes protectores durante las reinfecciones
homotipicas por el DENV ha sido bien establecido [9, 10], los anticuerpos no neutralizantes
de reaccion cruzada en infecciones heterotipicas han sido relacionados con la facilitacion de la
infecciéon [11-13]. Las células que poseen receptores Fcy capturan particulas virales
opsonizadas, fenémeno conocido como facilitamiento de la infeccion dependiente de
anticuerpos (antibody-dependent enhancement [ADE]), contribuyendo asi a la inmunopatologia
[14, 15]. Los mecanismos por los cuales se generan anticuerpos de diferentes afinidades,
neutralizantes y no neutralizantes contra el DENV adn no se han dilucidado, especialmente

con respecto a la diferenciacion de células B en células plasmaticas secretoras de anticuerpos
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en los organos linfoides, ya sea a través de reacciones de centro germinal (GC) o mediante

respuestas extrafoliculares.

Para algunos patdgenos virales como el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus
sincitial respiratorio, el virus de influenza A o coronavirus, es bien conocida la participacion
crucial de las células T para la eliminacién del virus [16-21]. Esto se produce por diversos
mecanismos, tales como la produccién de citocinas, la actividad citotdxica, desgranulacion de
células T CD8+ y la cooperacion con las células B. Por el contrario, el papel de las células T en
la resolucién, control, proteccion y/o en la inmunopatologia de la infeccion por el DENV no

esta claro hasta el momento [22, 23].

Usando un modelo in vivo de infeccion cutanea con el DENV en ratones inmunocompetentes,
mostramos anteriormente la generacion de GCs PNA+, la expresion de proteinas
estructurales (E y PreM) y no estructurales (NS3) del DENV dentro de los ganglios linfaticos
drenantes (DLNs) y la produccién de anticuerpos especificos para DENV [24]. Ahora,
evaluamos en mayor detalle la posible remodelacion de los principales compartimentos
dentro de los DLNs, también estudiamos la proliferacion y activacion en células B y lo
extendimos al estudio en paralelo de las células T. Encontramos sorprendentes diferencias
entre las respuestas de células B y T después de la infecciéon con DENV, con una masiva
activacion temprana y vigorosa proliferacion de células B dentro de los foliculos, seguido de
un notable reclutamiento de macroéfagos especializados en remover cuerpos apoptoticos
(Tingle Body Macrophages, TBMs) dentro de los GCs. Contrastantemente, observamos una

respuesta muy pobre, casi ausente de linfocitos T durante el curso de la infeccion.

34



CAPiTULO 3|

Resultados

Después de la infeccion cutianea con DENYV, los foliculos de células B se expanden y
albergan grandes grupos de células proliferantes, mientras que pocas células T
proliferantes dispersas se localizan en la paracorteza del DLN

Después de la infeccion cutdnea con el DENV en ratones inmunocompetentes se induce un
aumento en el tamafio de los DLNs y la formacion de grandes GCs, como se reportd
anteriormente [24]. Para evaluar en detalle los efectos de la inoculacion cutanea con el DENV
sobre los compartimentos de células B y T in situ, y la posible proliferacion celular en cada
compartimento, utilizamos el marcador de proliferacion celular, Ki-67. Encontramos que el
area folicular de células B aumenta después de 7 dias de infeccion con el DENV, ocupando en
ratones no infectados, un 22.3% + 2.3 del area total de DLN y alcanzando un 29.7% + 0.3 de
los DLNs en animales infectados. El area de células B en los ratones infectados con DENV
alberga muchas mas células Ki-67+ que los foliculos de animales sin infectar. Mientras que en
estos ultimos se encontraron muy pocos y pequenos agregados de células Ki-67+ (1.0% + 0.7);
al dia 7 p.i. una gran parte de los foliculos estaba ocupada por células Ki-67+ (28.2% + 4.5). En
contraste, la proporcion del area total de células T (en la paracorteza) parece levemente
disminuida en ratones infectados con DENV a los 7 dias p.i, de 64.6 % + 1.6 a 47.4% + 1.0. Los
DLNs de ratones inoculados con iDENV se comportaron muy similar al grupo control no
infectado, pero la zona de Ki-67+ comenzo6 a aumentar desde el dia 7 p.i. Sin embargo, a los
14 dias después de la infeccion con el DENV, el area de células B en DLN estd muy
expandida, de 22.3 % + 2.3 en condiciones basales hasta alcanzar 43.0 % + 6.3 en animales
infectados, conteniendo un mayor nimero de foliculos proliferantes (Ki -67+) y donde las
células Ki-67+ ocupan hasta 42.0 % + 3.8 del area folicular mientras sélo el 1.0% + 0.7 en
condiciones normales. En contraste, la zona paracortical (también llamada zona de LcT y de
DCs) de los DLNSs parece estar disminuyendo, de 64.6 % + 1.6 a 36.0% + 5.5 a los 14 dias p.i
(Fig. 3.1A-B). Con el iDENV se observdé un patrén muy similar con respecto a ambos
compartimentos a este tiempo evaluado (Fig. 3.2A-B). Al analizar estos mismos
compartimentos a tiempos mas tardios, 28 y 49 dias p.i. con iDENV y DENV, encontramos
una reduccion en el tamarno total de los DLNSs, al igual que de los foliculos de linfocitos B, los
cuales ocupan ahora un 26.3% + 2.7 del area total a los 28 dias. El drea proliferante Ki-67+ del
total del DLN también disminuy6 considerablemente respecto al dia 14, ocupando un 6.7% +
5.2. Sin embargo, las células B proliferantes atin ocupan un porcentaje importante del total
del foliculo, 29.3% + 6.5 comparado con 1% + 0.7 en los controles sin infectar. Notablemente a
los 49 dias p.i. con DENV atin se observan varios foliculos Ki-67+ y estas zonas dentro de los
foliculos representan un 6.6% del total del DLN y un 18.8% del 4rea folicular. A estos mismos

tiempos, el area de células T comienza a incrementar nuevamente ocupando un 42.8% +11.3 a

35



CAPiTULO 3|

los 28 dias p.i. y un 58.2% a los 49 dias (Fig. 3.1A-B). Cabe resaltar que tras 28 dias p.i. con el
iDENV, tanto el area folicular, como el drea proliferante se mantienen significativamente
incrementados representando 45.1% + 5.8 y 149 + 2.2, respectivamente. Esta ultima,
representa un tercio (34.0% = 7.1) del total del foliculo. A los 49 dias p.i. con el iDENV, se
observa que la respuesta proliferativa decae casi a niveles basales (Fig. 3.2A-B). Por lo tanto,
el DENV replicante despierta una respuesta mas temprana que se contrae mas rapido, pero
perdura hasta tiempos tardios de la infeccion en comparacion al iDENV. Esto se evidencia
tanto en el nimero de foliculos Ki-67+, el porcentaje del drea proliferante a partir del area
total del DLN y a partir del 4rea folicular (Fig. 3.3A-E).

A Naive DENV 7d DENV 14d DENV 28d DENV 49d

Naive DENV 7d DENV 14d DENV 28d  DENV 49d

B220 Ki-67 Thy 1.2

B Area total del DLN (100%)

5 B Areade LcB
22.8% WWERE 26.3% u/_&rea de Ki-67
+0.7 +0.3 30.8% +2.7 EmAreade LcT
8.5 [Otras células

DENV-14d DENV-28d DENV-49d

Fig. 3. 1. Organizacion de los compartimentos de células Ty B en DLNs después de la infeccion cutanea con el
DENV.
Los ratones se infectaron cutaneamente con 6x10* PFU de DENV en la region inguinal y se retaron al dia 7. Criosecciones de
DLNSs fueron marcadas para determinar la presencia de linfocitos T (Thy 1.2, rojo), linfocitos B (B220, azul) y un marcador
de proliferacion (Ki-67, verde). A Los paneles superiores representan imagenes panoramicas de DLNs de ratones no
infectados (ratones inoculados con PBS libre de endotoxina) y de ratones inoculados con DENV, mientras que los paneles
inferiores ilustran aumentos de las regiones indicadas. El DENV indujo un aumento en el tamafio de los DLNs
principalmente a los 7 y 14 dias p.i. en comparacién con los ratones no infectados, la zona de células B se expandié desde
los 7 dias p.i. pero principalmente al dia 14 p.i. debido a una gran cantidad de células proliferantes dentro de los foliculos.
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Los DLNs de ratones control contienen escasas células Ki-67+ en los foliculos de células B. A los 28 y 49 dias p.i. el area
folicular disminuye, pero atn alberga importante actividad proliferativa hasta los 49 dias p.i. Barras de escala en paneles
superiores, 200 um y en paneles inferiores, 50 um. B Los graficos circulares muestran la proporcién de las areas ocupadas
por células B, T y Ki-67+ respecto al 4rea total del DLN. Los datos en cada segmento representan la media + SEM. Los datos
son representativos de dos experimentos independientes con 3 DLNs.

A Naive iDENV 7d iDENV 14d iDENV 28d iDENV 49d

Naive iDENV 7d iDENV 14d iDENV 28d iDENV 49d

B220 Ki-67 Thy 1.2

B Area total del DLN (100%)
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22.3% 20.7% 1f-7% .29 89 [ Area de Ki-67
23 2.8 5 3.8 & : ¥ - i P Bl Area de LcT
[Otras células

iDENV-49d

Fig. 3. 2. Organizacion de los compartimentos de células T y B en DLNs después de la inmunizacidon cutanea
con el iDENV.
Los ratones se inocularon cutdneamente con 6x10* PFU de iDENYV en la regién inguinal y se retaron al dia 7. Criosecciones
de DLNs fueron marcadas para determinar la presencia de linfocitos T (Thy 1.2, rojo), linfocitos B (B220, azul) y un
marcador de proliferacién (Ki-67, verde). A Los paneles superiores representan imagenes panoramicas de DLNs de ratones
no infectados (ratones inoculados con PBS libre de endotoxina) y de ratones inoculados con iDENV, mientras que los
paneles inferiores ilustran magnificaciones de las regiones indicadas. El iDENV indujo un aumento en el area folicular
principalmente al dia 14 y 28 p.i. Se observé una gran cantidad de células proliferantes dentro de los foliculos al dia 14 y 28
p.i. disminuyendo para el dia 49. Barras de escala en paneles superiores, 200 um y en paneles inferiores, 50 um. B Los
graficos circulares muestran la proporcion de las areas ocupadas por células B, T y Ki-67+ respecto al area total del DLN.
Los datos en cada segmento representan la media + SEM. Los datos son representativos de dos experimentos
independientes con 3 DLNSs.
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Fig. 3. 3. Analisis semicuantitativo in situ de los DLNs después de la inoculacion cutinea con el iDENV y el
DENV.
Los ratones se inocularon con 6x10* PFU de iDENV y DENV en la region inguinal y se retaron al dia 7. Criosecciones de
DLNs fueron marcadas para determinar la presencia de linfocitos T (Thy 1.2), linfocitos B (B220) y un marcador de
proliferacion (Ki-67). Se determinaron las ROIs manualmente con el software Image] (NIH) y luego se obtuvieron los
porcentajes de cada compartimento. Las graficas muestran el area absoluta (um?) y porcentaje a partir del area total del
DLN ocupada por las células T (A-B), B (C-D) y Ki-67 (E-F). El niimero de foliculos Ki-67+ por DLN (G) y la proporcién de
células proliferantes del area folicular (H) incrementa significativamente desde los 7 dias p.i con DENV y hasta los 14 dias
con el iDENV. Los datos son representativos de dos experimentos independientes con 3 DLNSs. Se realizé una prueba de
ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni para la comparacién multiple entre grupos, * P <0.05, ** P <0.01, ***
P <0.001 y **** P <0.001.

Para analizar con mayor detalle la distribucion de las células proliferantes individuales en
cada compartimento (de células T y B) en los DLNSs, utilizamos un mayor aumento. Las
células Ki-67+ dentro de los foliculos de ratones no infectados fueron muy escasas, y cuando
se encontraron fue en pequenos grumos, estos contenian menos de 15 células (en promedio)
por foliculo. En contraste, la innumerable cantidad de células proliferantes Ki-67+ dentro de
los foliculos de ratones inoculados con iDENV y DENV fue muy prominente a los 14 dias p.i.
(Fig. 3.4A). Esta intensa proliferacion hace indistinguible la zona clara de la obscura, ya que
toda el area del GC, estd ocupada por células proliferantes. Al analizar imagenes individuales
en graficos bidimensionales de intensidad de pixeles a lo largo de 300 um de longitud,
observamos alrededor de 3 a 5 picos de base ancha en ratones inoculados con iDENV y
DENYV, lo que indica un patrén de agrupamiento de las células proliferantes en este

compartimento. Cabe destacar que las dreas oscuras observadas en estos perfiles a través de
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la longitud analizada donde los picos disminuyen, aparentemente corresponden a TBMs
fagocitando células apoptoticas (Ver Fig.3.5; Fig.3.4B). Concomitantemente, analizamos zonas
paracorticales donde se encuentran los linfocitos T y las células dendriticas. Se ha reportado
que, ante ciertas infecciones cutdneas con otros virus, como el virus del herpes simple,
agrupados de células T CD8+ y T CD4+ estan presentes en la paracorteza, lo que sugiere
expansion clonal [25]. Sin embargo, no observamos agrupaciones de células T proliferantes en
areas paracorticales de los DLNs de ratones infectados con el DENV (14 dias p.i.). En cambio,
encontramos pocos nucleos Ki-67+ dispersos con una distribucién aparentemente aleatoria
que mostraba un patréon muy similar al de los ratones control, inoculados con PBS (Fig. 3.4C).
Los perfiles de intensidad de fluorescencia de iDENV y DENV revelaron picos tinicos de
longitud corta, indicativos de células individuales y cada uno con intensidad de fluorescencia

variable a través de la longitud de 300 um analizada (Fig. 3.5D).
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Fig. 3. 4. Distribucion de células proliferantes en los foliculos de células B y en el area paracortical (células T).
Los ratones se infectaron como en la Fig. x. Las imagenes de microscopia confocal muestran células B (B220, azul), células T
(Thy 1.2, rojo) y células Ki-67+ (verde). A Agrupados grandes de células Ki-67+ dentro de los foliculos de células B se
inducen por la inoculacién del iDENV y del DENV, en comparacion con las muy escasas células individuales proliferantes
en los DLNs de los ratones control. B Los perfiles de la intensidad de fluorescencia generados a partir de las imagenes en A,
el eje Y representa la intensidad de los pixeles y el eje X, 300 um de distancia (lineas blancas en A). Se observan picos
anchos de alta intensidad inducidos por la inoculacién con el iDENV y con el DENV, mientras que en ratones inoculados
con PBS se observan picos estrechos, que indican células individuales. C Las imagenes de microscopia confocal de las areas
paracorticales/Thy 1.2+ muestran una distribucién dispersa de células individuales proliferantes (Ki-67+) después del
tratamiento con el iDENV y con el DENV, con un patrén muy similar al de los ratones no inmunizados. Barras de escala, 50
um. D Los perfiles de intensidad de fluorescencia corresponden a las lineas blancas diagonales en C. El iDENV y el DENV
no muestran patrones de intensidad de fluorescencia diferentes en comparaciéon con el control. Los datos son
representativos de dos experimentos independientes con tres DLNSs.
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La inoculacion cutanea de DENV induce un reclutamiento masivo de TBMs dentro de los
GCs

Los TBMs representan una subpoblacion altamente especializada dentro de los GC, estos
macrofagos son cruciales para la eliminacion de las células B apoptéticas durante la reaccion
de GC [55]. Como parte de la evaluacion histoldgica de los DLNs ante la infeccion cutdnea
por DENV, realizamos tinciones con hematoxilina y eosina (H&E) y notamos muchos ntcleos
condensados, aparentemente "agrupados” en conjuntos separados definidos, lo que sugiere
que macroéfagos probablemente estan fagocitando varios cuerpos apoptdticos (Fig. 3.5A). Para
corroborar que las células involucradas eran TBMs con cuerpos apoptéticos dentro de los GC
inducidos por DENV, se marcaron criocortes de DLNs usando CD68 como marcador de pan-
macrdfagos e IgD para identificar foliculos de células B naive. También realizamos el ensayo
de TUNEL para demostrar células apoptoticas dentro de los GCs (Fig. 3.5C). En los DLNs de
ratones control inoculados con PBS, encontramos muy pocos y pequefios macrofagos CD68+
dentro de los foliculos no reactivos (IgD+). En estos animales control, la mayoria de los
macrofagos CD68+ se observaron pequefios y ampliamente dispersos en areas medulares y
en la zona de células T (Fig. 3.5B). En contraste, los DLNs de ratones inmunizados con el
iDENV y con el DENV presentaron foliculos grandes y reactivos (IgD-negativos) indicando
una reaccion de GC en curso. La distribucion de macréfagos grandes CD68+ ahora se limito
notablemente a los GC, mientras que algunos estaban en las dreas medulares y en la zona de
células T. Esto se observa mas claramente en las vistas panordmicas a menor aumento y
sugiere un reclutamiento masivo de TBMs en los GCs 14 dias después de la infeccion con
DENV (Fig. 3.5B). Dentro de estos amplios GCs, encontramos un gran numero de TBM
grandes CD68+ que representan 37.6 + 4.0 por foliculo en ratones infectados con el DENV y
28.5 £+ 4.5 en ratones inoculados con el iDENV, en comparacién con sélo 6.6 + 0.8 de ellos en

DLNs de ratones control.
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Fig. 3. 5. Los TBMs se reclutan abundantemente dentro del GC ante la infeccion cutanea con el DENV.

Los ratones se inocularon con DENV, iDENV o PBS, como en la Fig. 3.1 y se analizaron al dia 14. A Criosecciones de DLNs
se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E). Clasicamente, los nticleos con cromatina condensada (tincién mas oscura)
representan cuerpos apoptoticos, éstos se ubicaron dentro de los GCs de DLNs de ratones inmunizados con iDENV y
DENV, mientras que en foliculos naive se observaron muy pocas o ninguna célula apoptética. Barras de escala en el panel
superior, 200 pm; aumentos, 60x. B Las imagenes de microscopia confocal muestran DLNs con foliculos de células B naive
(&reas positivas para IgD, rojo), macréfagos (CD68+, verde) y nticleos (DAPI, azul). GCs grandes (zonas negativas para IgD)
son inducidos por la inoculacién del iDENV y del DENV y contienen un gran nimero de grandes TBMs CD68+, en
comparaciéon con muy pocos y pequefios macréfagos CD68+ en foliculos naive (IgD+) de los DLNs de ratones control.
Barras de escala en el panel superior, 200 um, paneles centrales, 50 pm y panel inferior, 20 pm. C Las imagenes de
microscopia confocal muestran la distribucion de células apoptdticas TUNEL+ en grupos separados dentro de areas
foliculares después de la inmunizacién con DENV, mientras que se ven muy pocas células TUNEL+ en los foliculos de
ratones no inmunizados. Barras de escala, 50 pm. Las imagenes son representativas de dos experimentos independientes
realizados en 3 DLN. La significancia estadistica se calculd utilizando la prueba de ANOVA de una via y la prueba de
Bonferroni para la comparaciéon multiple, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** P <0.0001.

Analisis de linfocitos B y T por citometria de flujo multiparamétrica.

A continuacién, cuantificamos la celularidad total de los DLNs a los 7, 14, 28 y 49 dias p.i. asi
como las proporciones de linfocitos B como de linfocitos T CD4+ y CD8+ en suspensiones de
células de DLNs mediante citometria de flujo multiparamétrica. La celularidad total de los
DLNSs incremento significativamente desde los 7 dpi alcanzando su pico maximo a los 14 dpi.
Alos 28 y 49 dias p.i. de DENV los niimeros de células totales en los DLNs retornaron niveles
similares a los basales. Los DLNs de ratones inoculados con el iDENV incrementaron su
celularidad hasta los 14 dias p.. pero ésta fue menor en comparacion a los nimeros
alcanzados con el DENV (Fig. 3.6A). Consistente con el andlisis in situ, encontramos
porcentajes de linfocitos B incrementados durante la infeccién con el DENV, mientras que en
los DLNs de ratones no infectados la proporcion de células B fue de 23.06% + 0.9, en ratones
inmunizados con iDENV fue de 40.5% + 3.1 y en ratones infectados con DENV fue de 37.1% =
1.2 (14 dias p.i., Fig. 3.6B). Observamos un patrén muy similar a los 16 dias p.i., y estas
proporciones retornaron a niveles casi basales a los 23 dias p.. (Fig. 3.6C). Aunque el
porcentaje de células T totales se reduce a los 14 y 16 dias p.i, la proporcion de las
subpoblaciones de linfocitos T, CD4+ y CD8+ tinicamente cambia ligeramente con respecto al
grupo control de ratones inoculados con PBS. Sin embargo, estos tltimos cambios muestran
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los ratones control a los 14 y
16 dias p.i. (Fig. 3.6D).
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Fig. 3. 6. Analisis de las suspensiones celulares de linfocitos B y T por citometria de flujo multiparamétrica.

Los ratones se infectaron como en la Fig. 3.1 y se analizaron a los 14, 16 y 23 dias p.i. Se obtuvieron suspensiones de células
individuales de DLNs y se marcaron con anticuerpos monoclonales contra B220, CD3, CD4 y CD8. A Los graficos circulares
muestran la media + SEM de la proporcién de cada subpoblacion a partir de las células totales del DLN a los 14 dias p.i. B
La mayor proporcién de linfocitos B se observa a los 14 dias p.i. mientras que las células CD3 + disminuyen al mismo
tiempo. A los 23 dias p.i. la proporcion de ambas poblaciones vuelve a niveles basales. C A los 14 y 16 dias p.i., la
proporcién de linfocitos T CD4+ aument6 muy ligeramente en comparacion con los controles, mientras que la poblacion
CDS8 + disminuy¢ después del tratamiento con DENV. Los porcentajes se seleccionaron a partir de las células CD3+. Los
datos son representativos de dos experimentos independientes con cuatro ratones cada uno. Se realizé una prueba de
ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni para la comparacion multiple entre grupos, * P <0.05, ** P <0.01, ***
P <0.001 y **** P <0.001.

Activacion diferencial de células B y T durante la infeccion con el DENV

Durante la infeccion con el DENYV, la activacién de células inmunes se ha estudiado
principalmente en sangre periférica de pacientes infectados, pero esto podria no reflejar
exactamente los procesos celulares que realmente ocurren dentro de los érganos linfoides
secundarios [26]. Nosotros evaluamos la expresion del marcador de activacion CD69 en
linfocitos de los DLNs de los tres grupos experimentales. Observamos que, en comparacion
con los ratones no infectados (6.6% =+ 0.3), tanto iDENV (10.7% + 0.3) como DENV (11.8% +
1.7), provocaron cierta expresion de CD69 en las células T CD4+ desde tiempos tempranos
después de la inmunizacién. Este perfil de expresion de CD69 en células T CD4 + se mantiene
hasta 16 dias p.i. En comparacion, la expresion de CD69 en células T CD8+ muestra un
incremento a los 3 y 7 dias p.i. pero no parece cambiar después a lo largo del estudio. En
contraste, las células B mostraron una temprana y fuerte sobre expresion de CD69 desde los 3

dias p.i. disminuyendo con el tiempo, pero sin alcanzar los niveles basales a lo largo de la
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cinética analizada. Por lo tanto, las células B CD69+ incrementan desde niveles muy bajos,
1.9% + 0.4 en condiciones basales hasta alcanzar la maxima expresion, 35.4% + 1.8 al dia 3
después de la infecciéon con el DENV (Fig. 3.7A). Este aumento representa el 683.0% de
cambio a los 3 dias p.i. con respecto a la expresion basal. En comparacion, las células T CD4+
simplemente muestran 84,3% de cambio en comparacion con las células de los animales no
infectados y las células T CD8+ alcanzan solo un 48,0% de cambio a los 16 dias p.i. (Fig. 3.7B).
Al mismo tiempo, analizamos la expresion de otros marcadores asociados a la activacion
celular, como el CD25 y el CD86. Los linfocitos B no muestran cambios respecto al control
(2.3% * 0.4), en la expresion de CD25 al dia 3 p.i. con DENV, pero incrementan la expresion
de esta molécula para el dia 7, 14 y 16 p.i. alcanzando el pico maximo (7.7% * 2.3) a los 14 dias
(Fig. 3.7C). Por el contrario, los linfocitos B incrementan temprana y significativamente la
expresion de CD86 en comparacion a la expresion basal (23.9% + 1.0) desde el dia 3 (59.5% *
1.4) y se mantiene incrementada hasta los 23 dias (46.4% + 1.3) después de la inoculacion con

DENV. Un patrén muy similar se observé ante la inoculacion con el iDENV (Fig. 3.7D).
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Fig. 3. 7. La inoculacién cutinea con DENYV activa a los linfocitos B mucho mas que a los linfocitos T.

Las suspensiones celulares de DLNs de ratones control e inmunizados con iDENV y DENV se analizaron por citometria de
flujo después de 3, 7, 14, 16 y 23 dias p.i. El marcaje se realiz6 con anticuerpos monoclonales, B220, CD3, CD4, CD8, CD69,
CD25 y CD86 segun se indica. A Las graficas representan los porcentajes de linfocitos activados (CD69+) a partir de las
poblaciones CD3+ CD4+, CD3+ CD8+ y B220+. Se observa un ligero aumento en la expresion de CD69 en ambas
subpoblaciones de células T a los 3 dias p.i. y a los 16 dias (LcT CD4+) después de la inoculacién con el iDENV y el DENV.
En los mismos tiempos evaluados, las células B expresaron CD69, pero en un grado mucho mayor que las células T. B El
porcentaje de cambio (con respecto a la expresion basal) de CD69 en ratones inmunizados con iDENV y DENV muestra una
intensa sobreexpresion de este marcador en las células B. Por el contrario, se observan cambios menores para las células T.
C Los linfocitos B (B220+) incrementan significativamente la expresion de CD25 a los 14 dias p.i. de iDENV y DENV,
mientras que la expresion de CD86 (D) se observé incrementada desde los 3 dias p.i. y se mantuvo asi hasta los 23 dias p.i.
Los datos son representativos de dos experimentos independientes en 3 DLNSs. La significancia estadistica se determiné con
la prueba de ANOVA de dos vias y la de Bonferroni para la comparacién maltiple, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** P

<0.001.
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Las células B de los DLNs pero no las células T muestran una respuesta proliferativa

masiva ante la infeccion cutanea con el DENV

También quisimos evaluar con un enfoque cuantitativo la respuesta proliferativa de linfocitos
en los DLNs ante la infeccion cutdnea con el DENV. Por lo tanto, medimos la expresion
nuclear de la proteina Ki-67 mediante citometria de flujo multiparamétrica en linfocitos B y
en linfocitos T CD4+ y CD8+ (Fig. 3.8A-B). Un porcentaje basal muy bajo de células B estan
proliferando en DLNs de ratones no infectados, 2.27% + 0.3, este porcentaje se eleva
drasticamente hasta 33.1% + 2.4 con el DENV y 25.3% + 3.2 con el iDENV al dia 16 p.i. En el
caso de los linfocitos T, no encontramos ni siquiera una reaccion proliferativa menor al DENV
en las células T CD4+, con 3.1% + 0.4 en ratones infectados con el DENV en comparacion con
el 4.1% + 0.8 en ratones inoculados con iDENV y 3.2% + 0.3 en animales no infectados. Del
mismo modo, no vimos ningtin incremento (respecto a los niveles basales) en la proliferacion
de linfocitos T CD8+ después de 16 dias de infeccion con el DENV, con 3.3% * 0.2 en ratones
sanos frente a 2.2% + 0.3 y 2.0% + 0.3 de células T CD8+ después de 16 dias de inmunizacion
con iDENV y DENV, respectivamente. A tiempos mas tempranos después de la infeccion (7
dias p.i.), encontramos un patrén muy similar donde las células B, pero no las células T

muestran una potente proliferacion (Fig. 3.8A-B).
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Fig. 3. 8. DENV induce una fuerte proliferacion en los linfocitos B, pero no en los linfocitos T de los DLNs.

Suspensiones celulares de los DLNs se obtuvieron después de 7 y 16 dias después de la inoculacion cutanea con DENV,

iDENV y PBS libre de endotoxina y se marcaron como en la Fig. x. Se realiz6 la permeabilizacién nuclear para la deteccion

de la proteina Ki-67. Los diagramas de puntos de citometria de flujo muestran la aparicion de una abundante poblacion Ki-
67+ en las células B (B220+) pero no en las células T CD4+ ni en las CD8+ después de la inoculacion con iDENV y DENV.
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Las graficas de barras en B representan la media + SEM del porcentaje de células Ki-67+ donde se evidencia una
proliferaciéon masiva de células B, pero no de células T, tanto a los 7 como a los 16 dias p.i. Dos experimentos
independientes fueron agrupados y graficados. La significancia estadistica se calculd utilizando la prueba ANOVA de dos
vias y la prueba de Bonferroni para la comparaciéon multiple, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** P <0.001.
Para analizar en detalle la proliferacion de los T y B ante la inmunizaciéon con el DENV,
determinamos las fases del ciclo celular de los linfocitos. Evaluamos la expresion de Ki-67 al
mismo tiempo que tefiimos el DNA con el colorante fluorescente Hoechst. Con esta
metodologia podemos identificar las células en fase quiescente (GO0) y activa del ciclo celular
(G1, Sintesis [S], G2-M). Mientras que en ratones inoculados con PBS estéril, la proporcion de
células en fases activas del ciclo celular es muy baja (G1: 2.0% + 0.08; S: 0.1% + 0.4 y G2-M:
0.09 + 0.008), después de 16 dias p.i cutanea con DENV, una proporcion muy importante de
linfocitos B, entran en fase G1 (27.86% + 1.7 ), S (3.8% + 0.3) y G2-M (3.3% = 0.2). Al mismo
tiempo la proporcion de las células quiescentes disminuye (64.5% + 2.0) respecto al control
(97.0% + 0.3; Fig. 3.9A). En contraste, ni las células T CD4+ ni las CD8+ muestran ningun
cambio significativo en ninguna fase del ciclo celular evaluada en comparacién a las células

de los animales control (Fig. 3.9B-C).
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Fig. 3. 9. DENV induce la entrada de los linfocitos B en fases activas del ciclo celular, pero los linfocitos T
permanecen en fase quiescente.

Suspensiones celulares de los DLNs se obtuvieron después de 16 dias después de la inoculacién cutanea con DENV, iDENV
y PBS libre de endotoxina y se marcaron como en la Fig. x. Se realizé la permeabilizacién nuclear para la deteccion de la
proteina Ki-67 y la tincién del DNA con Hoechst. Los diagramas de puntos de citometria de flujo muestran las diferentes
fases del ciclo celular GO (Ki-67-, 2n), G1 (Ki-67+, 2n), S (Ki-67+, 2n~4n) y G2-M (Ki-67+, 4n). n=cromosoma haploide. A Una
mayor proporcion de linfocitos B ingresan a fases activas del ciclo celular, G1, S y G2-M ante la inoculacién cutanea con
DENV a los 16 dias p.i. Al mismo tiempo, la mayoria de los linfocitos T CD4+ (B) y T CD8+ (C) permanecen en fase
quiescente (G0) y muy pocos en fase G1. Las graficas de barras en cada subpoblacién representan la media + SEM del
porcentaje de células en cada fase del ciclo celular a los 16 dias p.i cutanea de iDENV y de DENV. Dos experimentos
independientes fueron agrupados y graficados. La significancia estadistica se calcul6 utilizando la prueba ANOVA de dos
vias y la prueba de Bonferroni para la comparaciéon multiple, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** P <0.001.

Las células T de DLNs no parecen experimentar apoptosis tras la inoculacion cutanea con
el DENV
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Para evaluar si la falta de proliferacion de células T es debido a que los linfocitos estan
experimentando apoptosis, analizamos criosecciones de DLNs de ratones infectados y de
ratones control para buscar los caracteristicos cuerpos apoptoticos. Encontramos algunos
cuerpos apoptoticos en la zona de células T de ratones infectados con DENV, en comparacion
con los ratones control donde no se identificaron cuerpos apoptoéticos (Fig. 3.10A). Para
evaluar este fendmeno con un enfoque mas especifico, buscamos caspasa-3 activa in situ, una
enzima clave en la ejecucion de la apoptosis. Ademas, otro sello distintivo de la apoptosis es
la fragmentacion del DNA, el cual puede evidenciarse mediante el ensayo TUNEL. Por lo
tanto, realizamos ambas técnicas en los DLNs de ratones control, asi como en los infectados
con DENV para buscar células apoptoticas en toda la paracorteza del ganglio (drea Thy 1.2+).
Encontramos muy pocos linfocitos T que expresan caspasa 3 activa durante la infeccion (Fig.
3.10B). Asi mismo, se encontraron escasas células T apoptoticas TUNEL+ en la paracorteza de
los DLNs de ratones infectados con DENV. En ambos casos, los porcentajes no mostraron

diferencias estadisticamente significativas comparados con los ratones no infectados (Fig.
3.10C).
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Fig. 3. 10. Las células T no parecen experimentar apoptosis significativa después de la inoculacion cutanea con
DENV.

Los DLNSs regionales se congelaron después de los tratamientos correspondientes. A Criosecciones de los tejidos se tifieron
con hematoxilina y eosina (H&E). Las flechas negras en las imagenes, asi como los aumentos, indican cuerpos apoptoticos.
Barras de escala, 50 um. B Inmunofluorescencia en secciones de tejido para detectar caspasa-3 activa (verde) en el area
paracortical (Thy 1.2, rojo). Los nticleos se tifieron con DAPI (4 ', 6-diamidino-2-fenilindol, azul). Los aumentos en la parte
inferior muestran a las células T caspasa 3+ en tejido infectado con DENV. C Las flechas blancas y los aumentos a la derecha
indican células T (Thy 1.2, rojo) con DNA fragmentado in situ (TUNEL+, verde). Barras de escala, 50 um y 10 um (en
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aumentos mayores). El nimero de células apoptdticas después de la infeccion con DENV no fue significativamente
diferente a las de los DLNs de ratones control inoculados con PBS. La significancia estadistica se calculd utilizando la
prueba t de Student de dos colas no pareada.

Discusion

Dado que uno de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo del dengue grave
es la previa respuesta inmune contra el DENV y teniendo en cuenta que los linfocitos T y B
son los responsables de la especificidad y la memoria del sistema inmune adaptativo, es
concebible que pudieran estar implicados en la inmunopatologia del DENV [13, 27, 28]. Sin
embargo, su probable papel protector frente al patoldgico durante la enfermedad atin no se
comprende completamente, especialmente con respecto a los linfocitos T [22, 23, 29]. Esto se
debe en parte a que las células T especificas para el DENV representan una proporcion muy
baja de células circulantes durante la fase aguda (mediana 0.75%, media 2.3% [30]; sin
respuesta, hasta 0.1% y 2.5% [6]; 0.02-2.5% [31]), cuando comienzan los sintomas severos. Por
el contrario, se ha reportado que una forma diferenciada de células B, los plasmablastos, se
encuentran incrementados hasta 1000 veces y que constituyen hasta el 30% del total de
PBMCs, en algunos casos incluso imitando una leucemia de células plasmaticas durante la
infeccion aguda con el DENV [32-34]. La mayoria de estos plasmablastos (70%) reconocen al
DENYV [32] y son de reaccion cruzada contra otros serotipos [35], lo que revela la importante

participacion de las células B.

La mayor parte de las investigaciones realizadas en la infeccion con el DENV se ha realizado
en células de sangre periférica de pacientes infectados, en este estudio nosotros evaluamos
los ganglios linfaticos regionales (DLNs) como Organos linfoides cruciales, que han
evolucionado para facilitar los posibles encuentros entre antigenos y linfocitos antigeno-
especificos presentes en muy baja frecuencia [36]. Utilizando un modelo previamente
establecido de infeccion cutdnea con DENV en ratones immunocompetentes [24], mediante el
analisis in situ, asi como por el analisis de células individuales, encontramos una respuesta
proliferativa casi ausente de células T, tanto CD4+ como CD8+, ante la infeccién con el DENV
(medida por la expresion de Ki-67). A este respecto, se ha documentado en pacientes una
falta de expansion de células T, proliferacion deteriorada, defectos en la produccion de IFN-y
y una subdptima desgranulacion de células T en la fase aguda de la enfermedad, algunos
reportes atribuyen la pobre respuesta de estas células a apoptosis [6, 31, 37]. Para explorar
esta ultima posibilidad en nuestro modelo, evaluamos la muerte celular en DLNs mediante
tres enfoques diferentes, pero no encontramos un aumento significativo en la proporcion de
células T apoptoticas ante la infeccion con el DENV en comparacion con los controles no
infectados, lo que sugiere que la apoptosis podria no ser el determinante principal en la

aparente falta de respuesta de las células T.
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De acuerdo al andlisis del transcriptoma en células T de pacientes infectados con DENYV, se
ha reportado una desregulacion de los genes relacionados a la sefializacion del TCR
provocando una deteriorada produccion de IFN-y por las células T asi como de la expresion
de CD69 de una manera dependiente del TCR [38]. Este hecho podria ser relevante para
explicar la (casi) falta de respuesta de las células T en nuestro modelo, ya que nosotros
tampoco observamos un incremento en la expresiéon de CD69 en las células T durante la
infeccion con el DENV. Otros autores han demostrado in vitro una notable disminucion de la
proliferaciéon de células T debido a defectos en células accesorias presentes en PBMCs
(durante la enfermedad aguda por dengue), aparentemente relacionados con el bajo
suministro de citocinas como IL-2 e IL-7 [39]. Siendo las células dendriticas (DCs) blanco de
infeccion y de replicacion por el DENV [40] quiza pudieran verse afectadas en su capacidad
para activar a las células T naive. Esto se ha confirmado in vitro, pero solo en ciertas

subpoblacidnes de DCs o utilizando una muy alta multiplicidad de infeccion (MOI) [41, 42].

Existen otras posibilidades para explicar las respuestas casi ausentes de células T, por
ejemplo, la falta de disponibilidad de antigeno in vivo, pero dado que hemos encontrado
previamente la presencia de DENV en DCs en la paracorteza del DLN poco después de la
inoculacion cutdnea del DENV marcado fluorescentemente, esta opcion podria ser descartada
[43]. Otra posibilidad es la sobreexpresion de moléculas inhibidoras tales como PD-1, LAG-3
y CTLA-4, de hecho, se han encontrado aumentadas tanto a nivel de proteina como en los
transcriptomas de células T durante la infecciéon con DENV [38]. Por otro lado, las moléculas
co-estimuladoras en células dendriticas se han visto disminuidas después de la infeccion in
vitro con DENV [42], todos estos eventos podrian afectar la 6ptima activacion de células T por
las células presentadoras de antigenos (APC). Como no observamos aumento en la
proliferacion ni en la activacidn de las células T CD4+y T CD8+ después de la inoculaciéon con
el iDENV y el DENV, y dado que los linfocitos T no son un blanco de replicaciéon del DENV
[44], podemos inferir que la replicacion de DENV no esta desencadenando directamente la

falta de respuesta de las células T.

Ciertos marcadores de activacion en linfocitos han sido determinados o bien en PBMCs de
pacientes con dengue o después de la estimulacion in vitro con DENV, algunos incluso han
sido considerados como predictivos de los casos graves, por ejemplo, CD69 [26, 38, 45].
Nosotros hemos encontrado un importante aumento de la expresion de CD69 en células B
desde los 3 hasta los 23 dias después de la infeccion cutanea con el DENV. En contraste, las
células T solo mostraron una minima expresion de CD69 en comparacion con las condiciones
basales, y esta fue mucho menor cuando la comparamos con la sobreexpresion de CD69 por
las células B. Se ha reportado también la desregulacion de CCR7 en células T durante la

infeccion con DENV [38] y junto con la baja expresion de CD69 que nosotros observamos,
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podria sugerir que las células T podrian no estar siendo retenidas en los DLNs, ya que se sabe

que CD69 participa previniendo que los linfocitos abandonen los ganglios linfaticos [46].

Notablemente, encontramos un gran aumento en el area ocupada por células B proliferantes
dentro de los foliculos, asi como en el numero de agrupados de Ki-67+ en foliculos de los
DLNSs. Dado que la proporcion de células B en la sangre de los pacientes con DENV es leve o
no aumenta sustancialmente, existe la posibilidad de que las células B se retengan en los
organos linfoides [35, 47, 48]. La idea de la proliferacion de células B en los drganos linfoides
durante la infeccidon natural estd respaldada por el hecho de que se encuentran numerosos
plasmablastos en la circulacion de pacientes infectados con DENV [32, 35]. De acuerdo con la
idea de la retencion de linfocitos, nosotros encontramos CD69 altamente expresado en células
B de DLNs. CD69 bloquea la salida de linfocitos de los ganglios linfaticos, presumiblemente

permitiéndoles mas tiempo para su diferenciacion [46].

La gran proporcion de células B experimentando activacion y proliferacion en los ganglios
linfaticos sugiere una activacion policlonal, BCR-independiente, del mismo modo que se ha
reportado con otros virus [49]. El hecho de que las células B expresen y respondan a través de
receptores innatos tales como TLRs (por ejemplo, un agonista del TLR-7 mas IL-2 e IL-6
induce la proliferacion en células B naive y la produccion de IgM e IgG in vitro [50]) lo cual
apoya la idea de la activacion policlonal, quizds en las primeras etapas. De hecho, la
activacion policlonal de células B inducida por el DENV y evidenciada por la produccion de
IgM e IL-6 se ha demostrado in vitro, aparentemente mediada por CD81 (un agente
entrecruzador del CD19 y del BCR) [45]. Se han encontrado antigenos del DENV dentro de
foliculos en tejido linfoide humano (post mortem) [51], y nosotros encontramos al DENV
marcado fluorescentemente dentro de foliculos de células B en DLNs 1 h después de su
inoculacion en la piel [43], esto es indicativo de que los antigenos de DENV estan disponibles
para las células B.

En otro estudio, la baja proporcién de hipermutacion somadtica en los genes de los
anticuerpos de pacientes durante la fase aguda de la infeccion DENV, condujo a los autores a
proponer que las células B experimentan una activacién “tipo innata” y una reaccién
extrafolicular en las etapas tempranas de la infeccion primaria [52]. Como previamente
reportamos la generaciéon de grandes GCs en los DLNs después de la infeccion cutdnea con el
DENYV y ahora una tasa enorme de proliferacion dentro de los foliculos de células B, nos hace
considerar mas bien la posibilidad de que la maduracién y/o diferenciacion de las células B a
través de la reaccion de GC pudieran estar alteradas. Vale la pena mencionar que la
compartamentalizacion cldsica de los GCs en zona clara y zona oscura es indistinguible en
este modelo de la infeccién con DENV, probablemente debido a la gran expansion de células

B proliferantes dentro de los foliculos tras la infeccién con el DENV. Es de destacar que junto
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con la extensa proliferacion de células B, encontramos numerosos TBMs conteniendo gran
cantidad de células apoptoticas, presentes exclusivamente en el area de proliferacion de
células B (zona oscura). Esto fue detectado por histologia y confirmado por el ensayo de
TUNEL. Normalmente, la mayoria de TBMs (75%) habria de aparecer en la zona clara [53,
54]. De hecho, se ha reportado la presencia de TBMs en tejido linfoide humano en los casos de
muerte por DENV [51].

En resumen, encontramos una temprana y fuerte activacion y proliferacion de células B en
DLN, que se acompana de un impresionante reclutamiento de TBMs dentro del GC después
de la infeccién cutdnea con el DENV, esto, y las respuestas muy pobres de células T
observadas, correlacionan en cierta medida con los hallazgos en humanos infectados
naturalmente. Creemos que estas observaciones contribuyen a comprender mejor la
respuesta inmune fundamental desencadenada por el DENV. Estudios mas detallados no
sblo sobre la diferenciacion de células B a través del estudio de la microanatomia del GC, sino
también de la maduracion de la afinidad, la seleccion y la produccién de anticuerpos
protectores y anticuerpos no neutralizantes y células de memoria, son de gran interés y
adecuados para realizar en este modelo in vivo. Del mismo modo, la probable funcion de las

células T en esta importante infeccion viral se puede evaluar simultaneamente.
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CAPITULO 4

Remodelacion de las poblaciones estromales de ganglios linfaticos ante

la infeccion cutanea con el virus Dengue
Resumen

Los ganglios linfaticos (LNs) son dérganos altamente especializados en la generacion de
respuestas inmunes adaptativas. Para ello es indispensable el encuentro entre células del
sistema inmune y microorganismos que han traspasado las barreras fisicas como la piel y
mucosas. Las células fibroblasticas reticulares (FRCs) forman un sistema de conductos para la
distribucion intranodal de antigenos pequefos y constituyen el andamiaje para el trafico de
linfocitos y células dendriticas. Las células endoteliales forman vasos linfaticos por donde se
distribuyen antigenos solubles y células dendriticas migratorias. Los vasos sanguineos
permiten la entrada de linfocitos naive desde la circulacion sanguinea hasta el parénquima de
los LNs a través de las vénulas del endotelio alto (HEVs). Nos propusimos estudiar el posible
remodelamiento que las células estromales y endoteliales experimentan ante la infeccion
cutdnea con el virus dengue (DENV). Encontramos una expansién importante de la red de
células dendriticas foliculares ocupando toda el area de los centros germinales, sin la clasica
compartimentalizacion en zona clara y obscura. La vasculatura linfatica se encontrd
extendida principalmente en la zona medular del LN manteniéndose asi hasta tiempos
tardios p.i., esto provocd una mayor distribucion de antigenos solubles via linfatica. Las FRCs
desregularon la expresion del marcador reticular ER-TR-7, sin embargo, la
compartimentalizacion de las dreas foliculares y paracorticales, asi como la produccién de la
quimiocina CCL21 y el andamiaje para el trafico de células acarreadoras de antigenos
particulados grandes se mantuvo intacta. La vasculatura sanguinea también sufrié un
expansion del arbol vascular con el incremento en el nimero de vasos sanguineos, por lo
tanto, mayor cantidad de azul de Evans fue retenido en los LNs de ratones infectados con
DENV. Cabe destacar que se encontré6 hemorragia en LNs de ratones infectados con DENV
10 dias p.i., esto se evidenci6 con la presencia abundante de eritrocitos en el parénquima del
LN, fuera de los vasos sanguineos donde normalmente se localizan en ratones no infectados.
La remodelacion de las células estromales observada en LNs nos ayuda a comprender mejor
la respuesta inmune inducida por el DENV de una manera integral. Asi también, este modelo
de infeccidn in vivo nos permitiria indagar en detalle en el mecanismo de inducciéon de

hemorragia que atin permanece sin ser revelado.

Palabras clave: Virus dengue (DENV), células dendriticas foliculares (FDCs), células
fibroblasticas reticulares (FRCs), células del endotelio linfatico (LECs), células del endotelio

sanguineo (BECs), microarquitectura, ganglios linfaticos
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Introduccion

Organismos especializados tales como mamiferos vertebrados poseen un repertorio
enormemente diverso de receptores de linfocitos T (T cell receptor; TCR) y linfocitos B (B cell
receptor; BCR) capaces de reconocer una gran variedad de antigenos durante el trascurso de la
vida [1]. Los organos linfoides secundarios (SLOs) han emergido evolutivamente para
facilitar y proveer el sitio de encuentro entre escasas clonas y sus respectivos antigenos [2].
Ademas, los SLOs también constituyen un nicho donde procesos altamente especializados se
llevan a cabo, tales como generacién de células secretoras de anticuerpos (de alta afinidad

idealmente), células de memoria y de células T efectoras.

Los ganglios linfaticos (LNs) colectan la linfa conteniendo potenciales patdgenos desde
tejidos periféricos como la piel y mucosas, mediante vasos linfaticos. De acuerdo con el
tamafio de los antigenos, estos se distribuyen a través del seno subcapsular (SCS), la médula
y/o finos conductos dentro de los LNs [3]. Las células fibroblasticas reticulares (FRCs)
envuelven fibras de coldgeno, formando asi los conductos que permiten la llegada de
pequenas moléculas desde el SCS hasta la paracorteza, donde las células dendriticas (DCs)
asociadas al sistema de conductos de FRCs capturan estos antigenos [4]. La parte externa del
conducto dirige la migracion de linfocitos que ingresan desde la sangre a través de las
vénulas del endotelio alto (HEV) delineadas por células del endotelio sanguineo (BECs). Los
antigenos mas grandes se transportan desde el SCS hasta los senos medulares mediante vasos
linfaticos formados por células del endotelio linfatico (LECs). Todos los componentes tanto
de origen hematopoyético como estromal son indispensables para propiciar respuestas

inmunes eficientes.

Poco se sabe hasta el momento del impacto que los microorganismos pudieran tener sobre la
microarquitectura de los LNs y como esto pudiera poner en riesgo la inmunocompetencia del
individuo. Por ejemplo, se ha reportado que el virus de la coriomeningitis linfocitica infecta
las FRCs, desorganiza la microarquitectura y dafia la distribucion de antigenos a través de
conductos [5]. Por otra parte, se ha demostrado que las células estromales se pierden
progresivamente durante la infeccion con leishmania donovani [6]. Y el citomegalovirus tiene

como blanco de infeccion a células estromales de bazo [7].

Previamente demostramos la generacion de centros germinales (GCs) PNA+ en ganglios
linfaticos drenantes (DLNSs) ante la infeccion cutanea con DENV. Ahora nos enfocamos en
describir los cambios morfoldgicos y funcionales en las células estromales de los LNs que se
inducen por la infeccion cutdnea con el virus dengue (DENV). Encontramos una importante
expansion de la red de células dendriticas foliculares (FDCs) ocupando todo el CG. Las FRCs

disminuyen la expresion del marcador reticular ER-TR-7 y tanto la red vascular linfatica
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como sanguinea se expanden notablemente hasta tiempos tardios post infeccién con el
DENV. La morfologia de las LECs y las BECs se observa alterada y se encontré hemorragia in

situ en los LNs.
Resultados

La red de FDCs se expande en los GCs inducidos por la inoculacidon cutdnea con el DENV

Las FDCs son un componente indispensable para la organizacion de los foliculos y los GCs
en SLO [8]. Dado que observamos que las células proliferantes (zona obscura) ocupaban toda
el area del GCs, quisimos evaluar la presencia de FDCs quienes normalmente definen la zona
clara del GC. Criosecciones de DLNs de ratones sanos e inmunizados con DENV se tifieron
con Podoplanina, una molécula altamente expresada en células estromales de SLO y dentro
de foliculos, define a las FDCs. Encontramos que las FDCs en foliculos de ratones
inmunizados con el DENV y con el iDENV se presentaron altamente expandidas y con mayor
intensidad de fluorescencia. Las FDCs forman una red amplia que ocupa toda el area de los
GCs comparada con los ratones no infectados donde la red de FDCs es muy discreta. Por lo
tanto, los GCs en DLNs no muestran la cldsica compartimentalizacion (zona clara y obscura)
bajo la inoculacion con el DENV. Esto se demuestra tanto por la proliferacion (zona obscura,

Fig. 3.) como por la distribucion de FDCs (zona clara, Fig. 4.1A).
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iDENV 14d DENV 14d

DNA (DAPI) FDCs (Podoplanina)

Fig. 4.1 Las FDCs se expanden en los foliculos de los DLNs debido a la inoculacién cutanea con DENV.

Las FDCs se expanden en los foliculos de los DLNs debido a la inoculacién cutanea con DENV. Los ratones se infectaron
cutaneamente con 6x10* PFU de DENV en la region inguinal y se retaron al dia 7. Criosecciones de DLNs fueron marcadas
para determinar la presencia de FDCs (Podoplanina+, rojo) en foliculos de linfocitos B y los nticleos (DAPI, azul). A Los
paneles superiores representan imagenes panoramicas de DLNs de ratones no infectados (ratones inoculados con PBS libre
de endotoxina) y de ratones inoculados con iDENV y DENV y analizados 14 dias p.i. Los paneles inferiores ilustran
aumentos de las regiones foliculares indicadas. El DENV indujo una expansién de las FDCs, en comparacién con los
ratones no infectados, las cuales ocuparon toda el 4rea de los GCs a los 14 dias p.i. Los foliculos de linfocitos B de ratones
control contienen escasas células Podoplanina+. Barras de escala en paneles superiores, 200 pm y en paneles medio e
inferior, 50 um. Los datos son representativos de dos experimentos independientes con 3 DLNS.

El DENV induce la expansion de la vasculatura linfatica en la zona medular de los DLNs

que perdura hasta tiempos tardios

Las LECs forman los vasos y senos linfaticos en LNs, nosotros quisimos evaluar los posibles
cambios que el DENV induce en la vasculatura linfatica desde tiempos tempranos (7 dias)
hasta tardios (49 dias) después de la infeccién cutdnea. Para ello, tefiimos criosecciones de
DLNs con Lyve-1 (Receptor 1 de hialuronano endotelial del vaso linfatico, Lymphatic vessel
endothelial hyaluronan receptor 1) para identificar las LECs al mismo tiempo que evaluamos la

estructura de las FRCs mediante la expresion de ER-TR-7 (Erasmus University Rotterdam -
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thymic reticulum antibody 7). Observamos que después de 7 dias de la infecciéon con el DENV,
las LECs se observaron alteradas morfolégicamente, ya que se presentaron vasos
filamentosos, delgados y distribuidos por el parénquima del DLN, mientras que en
condiciones basales, estos se localizan restringidos a la médula de los LNs (Fig. 4.2A). La
organizacion de las FRCs también se observé alterada en comparacion a los DLNs control,
con la desregulacion en la expresiéon de ER-TR-7 (Fig. 4.2A y D). La densidad de la
vasculatura linfatica se observo notablemente aumentada en la médula de los DLNs y la
intensidad de expresion de Lyve-1 en comparacion a la expresion basal, también aumento
con el tiempo, desde los 7 dias hasta tiempos tardios después de la infeccion (Fig. 4.2A y C).
Al mismo tiempo, la intensidad media de fluorescencia de ER-TR-7 disminuye respecto al
basal. El iDENV también induce un efecto similar tanto en vasos linfaticos como en FRCs
desde los 14 dias p.i. cutanea (Fig. 4.2B). Esta expansion vascular, sugiere que el DENV

podria estar induciendo linfangiogénesis en LNs.
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Fig. 4. 2. Vasos linfaticos en DLNs de ratones inmunizados con DENV.

Los ratones se infectaron cutdneamente como en Fig. 4.1. Criosecciones de DLNs se marcaron fluorescentemente para

determinar la distribucion y morfologia de las LECs (Lyve-1, rojo), FRCs (ER-TR-7, verde) y ntcleos (DAPL, azul). A Los
paneles superiores representan imagenes panordmicas de DLNs de ratones no infectados (ratones inoculados con PBS libre
de endotoxina) y de ratones inoculados con DENV, analizados al dia 7, 14, 28 y 49 después de la inoculacién cutanea. Los
paneles inferiores ilustran aumentos de las regiones medulares indicadas. El DENV induce una alteracién en la morfologia
de las LECs al dia 7 y a los 14, 28 y 49 dias la vasculatura linfatica se observa expandida. C La intensidad media de
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fluorescencia de Lyve-1 incrementa con el tiempo respecto a la de los DLNs de ratones no infectados. A y D La red de FRCs
disminuye la expresion del marcador ER-TR-7 desde el dia 7 y hasta tiempos tardios de la infeccién. B Se muestran
criosecciones de DLNs de ratones inoculados con iDENV a los 7, 14, 28 y 49 dias y de ratones no infectados. Los vasos
linfaticos se encuentran expandidos desde los 14 hasta los 49 dias y las FRCs muestran alterada la expresion de ER-TR-7.
Barras de escala en paneles superiores, 200 um y en paneles inferiores, 50 um. Los datos son representativos de dos
experimentos independientes con 5 DLNs.

Antigenos solubles se distribuyen en mayor cantidad por la vasculatura linfatica
expandida en DLNs de ratones infectados con DENV

Para evaluar la integridad de los vasos linfaticos en DLNs de ratones infectados con DENV,
inoculamos via cutdnea un antigeno soluble de bajo peso molecular (~45,000 daltons), en
ratones previamente inmunizados con DENV (Fig. 4.3A). Encontramos que la OVA se
distribuye rapidamente por el seno subcapsular y medular de los LN, tanto en ratones sanos
como en los que fueron infectados con el DENV. Sin embargo, dada la expansion de la
vasculatura linfatica y eventualmente el agrandamiento de los senos medulares, la OVA se
distribuy6 en mayor cantidad por los vasos linfaticos de los DLNs de ratones infectados (Fig.
4.3B). Esto se evidencid por la co-localizacion de la OVA con el marcaje para Lyve-1 y la
mayor intensidad media de fluorescencia de la OVA presente en ratones infectados (Figura
4.3C). También quisimos determinar si la expansion de las LECs estaba dada por un efecto
directo del virus sobre estas células. Por lo tanto, infectamos in vitro células adherentes de
DLNs, y buscamos la expresion de la proteina no estructural de DENV, NS5 en células CD31
(LECs y BECs). Observamos una tasa de infeccion baja, y las células NS5+ no fueron positivas
para CD31, sugiriendo que tanto las LECs como las BECs, no son susceptibles de infeccion

por el DENV (Figura 4.3D).
A PBS PBS
iDENV iDENV
DENV2 DENV2
& oF o o
g ‘ , ){m

Dia0 Dia7 Dia 14

(@)
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Fig. 4. 3. Distribucion de antigenos solubles por vasos linfaticos después de la infeccion cutainea con DENV.
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Distribucién de antigenos solubles por vasos linfaticos después de la infeccién cutdnea con DENV. A Los ratones se infectaron
cutaneamente como en Fig. 4.1 durante 14 dias y posteriormente se inocularon con 5 ug de OVA-AF555 15 min antes del
sacrificio. Se obtuvieron criosecciones de DLNs que se marcaron para la identificaciéon de LECs (Lyve-1, verde) y ntcleos
(DAPI, azul). B Los paneles superiores representan imagenes panoramicas de DLNs de ratones no infectados (ratones
inoculados con PBS libre de endotoxina) y de ratones inmunizados con iDENV y DENV y posteriormente inoculados con
OVA-AF555 al dia 14 p.i.. Los paneles inferiores ilustran los marcajes separados (canales individuales) en cada condicion.
La OVA-AF555 se distribuye exclusivamente por vasos linfaticos de los DLNs en todas las condiciones analizadas, pero en
mayor cantidad en la vasculatura expandida de los ratones infectados con DENV. Barras de escala, 200 um. C Se cuantificd
la intensidad media de fluorescencia (MFI) por DLN de la OVA-AF55 en las tres condiciones experimentales, con una
mayor intensidad en animales infectados. D Se obtuvo una suspension celular de un pool de LNs de ratones sin tratamiento
previo y después de 24h se infectaron (5 MOI) las células adherentes del cultivo. Se identificaron células infectadas (NS5) y
células endoteliales (CD31). Aparentemente las células CD31 no son susceptibles de infeccién por el DENV. Los datos son
representativos de dos experimentos independientes.

La remodelacion en la estructura de las FRCs no impacta en la secrecion de CCL21 ni en la
distribucion de antigenos por conductos.

Dado que la red de FRCs se encontr6 desorganizada después de la infeccion con DENV,
quisimos evaluar si estos cambios impactan a nivel funcional, tanto en la secrecién de la
quimiocina CCL21, como en la integridad de los conductos de FRCs. Por lo tanto, evaluamos
la expresion de CCL21 en criocortes de DLNs, después de 14 dias de la infeccion cutdnea con
DENV. Encontramos que en DLNs de ratones infectados incrementa el marcaje para CCL21
en comparacion al control sin infectar (Fig. 4.4A). Lo cual se evidencié también en el andlisis
semicuantitativo de la intensidad media de fluorescencia de CCL21 (Fig. 4.4B).

Por otra parte, para evaluar el transporte de antigenos pequefios y solubles mediante los
conductos de FRCs, inoculamos una solucion de FITC (389.38 Da) en ratones inmunizados
previamente con DENV. La solucion de FITC se distribuyd rapidamente en el DLN y se
localiz6 en el seno subcapsular y medular principalmente y a través de los finos conductos
que se aprecian por debajo del seno subcapsular en todas las condiciones evaluadas (Fig.
4.4C). La cuantificacién in situ de la intensidad media de fluorescencia, no muestra cambios
de la intensidad de fluorescencia en los ratones infectados o inmunizados con iDENV
respecto a los animales no infectados (Fig. 4.4D).

Se ha reportado que las células migratorias utilizan como andamiaje para su movimiento
dentro del LN, la parte externa de los conductos que estan recubiertos por FRCs. Finalmente,
nos propusimos evaluar la distribucion de antigenos grandes particulados (microesferas de
latex de 1um de didmetro) dentro del DLN. Inoculamos via cutdnea las particulas en ratones
infectados y no infectados y evaluamos su localizacion dentro del ganglio 48 horas p.i. de
dichas particulas. En ratones control, las particulas se localizaron principalmente en la zona
de linfocitos T (TCZ), en pequenos grumos. Sin embargo, en los ratones inmunizados con
iDENV y DENV las particulas se localizaron tanto en la TCZ como en las regiones
interfoliculares del DLN y en grupos mas grandes sugiriendo que las particulas podrian estar
llegando acarreadas por células dendriticas. También pudimos observar dichas particulas en
el seno subcapsular, lo que podria indicar que también llegan libres por via linfatica y
probablemente son capturadas por macrofagos del seno subcapsular (Fig. 4.4E). La
cuantificacion por zonas muestra que hay mayor arribo de células cargadas con microesferas
en ratones previamente infectados con DENV y en los inoculados con iDENV (Fig. 4.4F).
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Cabe mencionar que en DLNs que muestran una mayor desorganizacion estructural y no se
definen claramente los foliculos, se localizaron menos particulas en el parénquima del DLN
(tercer panel, Fig. 4.4E).
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A Los ratones se infectaron cutaneamente como en Fig. 4.1 durante 14 dias. Se obtuvieron criosecciones de DLNs que se
marcaron para la identificacion de células T (Thy 1.2, azul), FRCs (ER-TR-7 [rojo] y Podoplanina [gris]) y CCL21 (verde).
Observamos que la producciéon de CCL21 (verde) por células FRCs se incrementa significativamente por la inmunizacién
con iDENV y DENV a los 14 dias p.i. Barras de escala, 200 um. B La grafica muestra un incremento significativo en la
intensidad media de fluorescencia (MFI) de CCL21 en los DLNs de los ratones inmunizados con iDENV y DENV
comparado con los DLNs de los ratones sin infectar. C Los ratones se infectaron como en Fig. X y se inocularon via cutanea
con una solucién saturada de FITC 1 hora antes de su sacrificio. Se obtuvieron criosecciones de DLNs y se tifieron con ER-
TR-7 para identificar la red de FRCs y con DAPI para tefiir los nticleos. Observamos que el FITC se distribuye por el seno
subcapsular y medular del DLN y por debajo del seno subcapsular en finos conductos con un patrén similar en todas las
condiciones analizadas. D La intensidad media (MFI) de FITC en ratones inmunizados con DENV no es diferente de la
encontrada en DLNs de ratones control. E Los ratones se inocularon al dia 0 con DENV, iDENV o PBS, el dia 12 se
inocularon con =5.4x10% microesferas fluorescentes de 1um via cutdnea y se sacrificaron al dia 14 p.i. de DENV. Se
obtuvieron criosecciones que se tifieron para identificar FRCs (ER-TR-7) y nticleos (DAPI). Las microesferas se distribuyen
en mayor cantidad en ratones inmunizados con iDENV y DENV en comparacién con el control. Algunos DLNs con
aparente mayor alteracion en la red de FRCs (tercer panel) contiene pocas microesferas. Los paneles inferiores muestran
magnificaciones de las areas sefnaladas. F Se cuantificé la intensidad media de fluorescencia (MFI) de las microesferas
fluorescentes en los diferentes compartimentos del DLNs, foliculos (FO), zona medular (MZ), zona de linfocitos T (TCZ) y
zona interfolicular (IFZ). Las microesferas se alojan preferentemente en la zona IFZ y en la TCZ en todas las condiciones,
pero una mayor cantidad de microesferas estan presentes en ratones inmunizados con el iDENV y DENV. Los datos son
representativos de dos experimentos independientes.

El DENV induce un remodelamiento y un aumento en la vascularizacion sanguinea en
DLNs

Debido a que en los casos severos de DENV se presentan manifestaciones hemorragicas,
quisimos evaluar la morfologia y la distribucién de los vasos sanguineos formados por las
BECs en LNs. Marcamos fluorescentemente los vasos sanguineos (CD31) en criocortes de
DLNs de ratones sanos e infectados con DENV después de 7, 14, 28 y 49 dias p.i.
Encontramos que en comparacion con los vasos sanguineos de los ratones control, los
capilares encontrados en los DLNs de ratones infectados se presentaron muy expandidos, y
las FRC perivasculares que en condiciones basales les brindan soporte a los vasos estuvieron
ausentes a los 7 dias p.i. de DENV. Las BECs se aprecio alteradas morfologicamente a los 14
dias en comparacion al control (Fig. 4.5A, véase a mayor amento). También observamos, un
mayor numero de capilares vasculares en su clasica forma anular a los 14, 28 dias y se
mantienen incrementados hasta después de 7 semanas de la infeccién en comparacion al
control (Fig. 4.5A). Como se mencioné anteriormente, la red de FRCs aparentemente
desregula la expresion de ER-TR-7 en condiciones de infeccion (Fig. 4.5A). El DENV sin la
capacidad replicante también indujo la expansion de la vasculatura sanguinea en DLNs a
tiempos tardios p.i., pero no indujo las alteraciones morfoldgicas encontradas con el DENV
(Fig. 4.5B). La intensidad media de fluorescencia en la expresion de CD31 aumento respecto
al control principalmente desde los 14 dias en adelante (Fig. 4.5C). Evaluamos mediante
citometria de flujo, las poblaciones estromales del ganglio linfatico (CD45-) mediante la
expresion de Podoplanina y CD31. Correspondiente con el andlisis in situ, encontramos la
proporcién de BECs incrementada a los 28 dias p.i. interesantemente se pueden distinguir

dos poblaciones con diferente expresiéon de CD31 en ratones inmunizados con iDENV vy
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DENYV en comparacion al control donde la poblaciéon de BECs es mas homogénea. Al mismo
tiempo, se encontro la proporcién de LECs incrementada en ratones inoculados con DENV en
comparacion a los ratones no infectados. La proporcion de FRCs disminuyd en ratones
inmunizados en comparacion con los ratones sanos (Fig. 4.5D).
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Fig. 4. 5. Remodelamiento en la vasculatura sanguinea inducida por el DENV.

Los ratones se infectaron cutaneamente con 6x10* PFU y se retaron al dia 7. Se obtuvieron los DLNs después de 7, 14, 28 y 49 dias
de la inoculacién ya sea con PBS, iDENV o DENV. A Criosecciones se marcaron para la identificacion de BECs (CD31, rojo),
FRCs (ER-TR-7, verde) y nucleos (DAPI, azul). Los paneles superiores representan imagenes panoramicas de DLNs de
ratones no infectados (ratones inoculados con PBS libre de endotoxina) y de ratones inmunizados con DENV y los paneles
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inferiores corresponden a magnificaciones del area indicada. Los vasos sanguineos (CD31+) se observan expandidos desde
los 7 dias p.i. y las FRCs perivasculares estan ausentes, a los 14 dias se aprecian aparentes alteraciones morfoldgicas en las
BECs y las FRCs mantienen baja la expresién de ER-TR-7. Los capilares sanguineos se mantienen expandidos hasta los 49
dias p.i. y la red de FRCs no recupera la estructura normal. B Se muestran imagenes representativas de DLNs de ratones
inoculados con iDENV asi como magnificaciones de las areas indicadas. El iDENV también induce expansién de la
vasculatura sanguinea, siendo mas aparente a tiempos tardios, 28 y 49 dias p.i. Barras de escala, paneles superiores, 200
um; paneles inferiores, 50 um. C Se cuantifico la intensidad media de fluorescencia (MFI) por DLN del marcaje para CD31
en las tres condiciones experimentales y se expresa como porcentaje de cambio respecto a la intensidad de CD31 de los
ratones control. La MFI se incrementa con la inoculacién de iDENV y DENV en comparacién al control sin infectar. D Se
obtuvieron suspensiones celulares mediante digestion enzimatica, se evaluaron las células estromales (CD45-) viables
(DAPI-) y se identificaron las FRCs (PDPN+, CD31-), LECs (PDPN+, CD31+) y BECs (PDPN-, CD31+). El DENV indujo un
aumento en la proporciéon de LECs y BECs al mismo tiempo que la proporcion de FRCs disminuy6. Se observa la aparicién
de una poblaciéon de BECs con mayor intensidad de fluorescencia para CD31 en ratones inmunizados con iDENV y DENV.
Los datos son representativos de dos experimentos independientes.

Evaluacion funcional de la vasculatura sanguinea

Debido a que encontramos alteraciones morfoldgicas en las BECs en el andlisis histoldgico,
evaluamos si ello pudiera repercutir en la integridad de los vasos sanguineos. Por lo tanto,
realizamos el ensayo de permeabilidad vascular con el colorante vital, azul de Evans y
encontramos una mayor cantidad de colorante presente en los ganglios de ratones que fueron
inmunizados con DENV a los 7 dias y de los inmunizados con iDENV y DENV a los 14 dias
p.i (Fig. 4.6A). Lo que podria ser indicativo de mayor volumen sanguineo circulando en los
DLNs debido a posible vasodilatacion y al incremento en el nimero de vasos sanguineos
encontrados en el analisis histoldgico. Por otro lado, también podria sugerir alteraciones en la
permeabilidad vascular en estos sitios. En animales que fueron inoculados con mayor
cantidad de DENV vy analizados al dia 10 p.i., encontramos manifestaciones hemorragicas
macroscopicas en los LNs (Fig. 4.6B). Se analizaron histolégicamente estos organos para
determinar la integridad de los vasos sanguineos, mediante la localizacién de eritrocitos. En
ratones sanos, los eritrocitos se localizaron completamente restringidos a la luz de los vasos
sanguineos en los LNs. Por el contrario, en LNs de ratones infectados con DENV los
eritrocitos se localizaron en todo el parénquima del ganglio fuera de los vasos sanguineos,
indicativo de dafio vascular y hemorragia in situ (Fig. 4.6B).
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Fig. 4. 6. Evaluacion de la integridad vascular sanguinea en LNs ante la infeccion con DENV.

A Los ratones se infectaron cutaneamente con 6x10* PFU y se retaron al dia 7. Después de 7 o 14 dias p.i. se les administré via
intravenosa 200 pl de una solucién de Azul de Evans 0.5% y 1 hora después los animales se sacrificaron y se cuantificd
colorimétricamente la cantidad de Azul de Evans en DLNs. Se obtuvo una mayor cantidad de colorante de DLNs de
ratones previamente inmunizados con DENV a los 7 y 14 dias p.i. B Los ratones se inocularon via cutanea con 1x10¢ PFU y
se retaron al dia 7. Se obtuvieron los LNs periféricos (axilares) después de 10 dias p.i. con PBS o DENV. Se muestra la vista
macroscopica de los LNs, LNs de ratones infectados se encontraron agrandados y con manifestaciones hemorragicas
perceptibles a siempre vista. Los criocortes se tifieron para identificar vasos sanguineos (CD31) y eritrocitos (TER119). Las
imagenes superiores muestran imagenes a bajo aumento, donde se aprecia la localizacion intravascular de los eritrocitos en
condiciones basales mientras que los eritrocitos se localizaron en el parénquima del ganglio, fuera de los vasos sanguineos
con la infeccién. Se muestran aumentos de las zonas indicadas para mayor detalle. Barras de escala, paneles superiores, 200
um; paneles inferiores, 50 pm.
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Discusion

Poco se ha estudiado el impacto de la infeccion con diversos agentes patdgenos sobre la
microarquitectatura de drganos linfoides secundarios y mucho menos el efecto en la
integridad funcional de dichos 6rganos. En este estudio evaluamos la remodelacion de las

principales poblaciones estromales de los LNs después de la infeccion cutanea con DENV.

Las FDCs conforman una red dentro de los foliculos y bajo estimulacion antigénica, éstas se
redistribuyen en la zona clara del GC donde participan en la seleccion de linfocitos B que
hayan mejorado o no su afinidad. Sin embargo, ante la inoculacion con el DENV las FDCs se
expanden ocupando toda el area del GCs, sin la clasica compartimentalizacion en zona clara
y obscura como lo hemos demostrado también con la distribucion de células proliferantes. El
posible impacto de estas alteraciones en la micro anatomia del GC sobre eventos cruciales
como la hipermutacion somatica, la maduracion de la afinidad y la seleccion clonal atn esta

por evaluarse.

Bajo condiciones inflamatorias los LNs normalmente aumentan su tamano, en etapas
tempranas como resultado de reclutamiento celular y posteriormente debido a proliferacion
celular. Para albergar un mayor contenido celular las FRCs quienes dan soporte estructural,
se expanden y posteriormente proliferan. Las FRCs son blanco de infeccion de agentes
patdgenos como LCMYV [5], leishmania [6], citomegalovirus [9] y se han encontrado afectadas
morfoldégicamente ante infecciones virales como con virus de Ebola y Marburg [10]. Nosotros
encontramos una desregulacion en la expresion del marcador reticular ER-TR-7 ante la
infecciéon con DENV, sin embargo, tanto la secrecion de CCL21 como la distribucién de
células cargadas con particulas fluorescentes como de moléculas pequefias solubles a través
de conductos no se encontro alterada si no mas bien incrementada, con una mayor expresion
de CCL21 y aparentemente un mayor reclutamiento de particulas acarreadas por células.
Cabe mencionar que en los DLNs donde se observé una restructuracion mas drastica de la
red reticular, se encontré disminuida la cantidad de microesferas fluorescentes sugiriendo
que el trafico de células podria verse afectado con el dafio de la red de FRCs. Cabe mencionar
que la desregulacion de ER-TR-7 se mantuvo hasta tiempos tardios de la infeccion, incluso
cuando el tamafio de los LNs regres6 a niveles basales. Dicha desregulacion de ER-TR-7
solamente se ha reportado anteriormente en bazo ante la infeccién con salmonella en etapas

agudas de la infeccion [11] y en células estromales infectadas por el citomegalovirus [9].

LECs son muy importantes para la formacién de vasos linfaticos por donde las DCs viajan
desde tejidos periféricos. En respuesta a antigenos modelo como la hemocianina de la lapa
californiana (Megathura crenulata; keyhole limpet hemocyanin; KLH) en adyuvante
completo de Freund (CFA) [12], lipopolisacarido (LPS) [13], agonista del TLR-3 (Poli:IC) [14],
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oxaxolona [15] se observo la inducciéon de linfangiogénesis en DLNs y también con estimulos
inductores de IFN-y como con el virus vacuna y chinconguya [14]. Se ha demostrado una
estrecha correlacion entre la migracion per se de las DCs desde la piel y la induccion de
linfangiogénesis en LN asi como un papel fundamental de los linfocitos B en la
reestructuracion de la vasculaltura linfatica dependiente de la produccién de VEGF-A [12].
Otros factores involucrados en coordinar la expansion y contraccion del endotelio linfatico
son los interferones tipo I y PD-L1 [14]. Dada la importante presencia de los linfocitos B en los
DLNSs bajo la inmunizacién con DENYV, estos podrian estar contribuyendo en la expansion de
los vasos linfaticos en este modelo. Se ha observado un papel importante de los macroéfagos
en la formacién de nuevos vasos linfaticos mediado por la secrecion de factores de
crecimiento (VEGF-C, -D, y -A) y la linfangiogénesis inducida en este modelo es critica para
la eliminacion de patdgenos y resolucion de la inflamacion por lo que seria de gran interés
evaluar la participacion de los macroéfagos en la expansion linfatica observada con el DENV
[16]. Nosotros encontramos la red vascular linfatica expandida hasta tiempos tardios, 49 dias
después de la infeccidén. Otros han encontrado la vasculatura expandida desde 1 dia p.i. [14]
con Poli:IC y hasta 30 dias después de la inmunizacién con CFA-KLH [17]. La contraccion de
LECs durante la resolucion de la inflamacién es un proceso poco explorado y hasta el
momento se ha demostrado la participacion de IFN-y secretado por células T tienen un efecto
anti angiogénico in vivo [13]. Dada la pobre respuesta de células T que observamos en la
infeccion con DENV, podriamos sugerir que quiza la falta de IFN- y en DLNs este causando

una prolongada expansion en la vasculatura linfatica.

Dado que las necesidades metabdlicas de los LNs aumentan bajo condiciones inflamatorias
en parte por el agrandamiento del drgano (mayor celularidad) y mayor actividad celular
(migracién intranodal, presentacién antigénica, proliferacion, produccién de citocinas y/o
anticuerpos, etc) se requiere un mayor suministro de nutrientes a través de la sangre.
Ademas, los linfocitos naive que se reclutaran al LNs provienen de la circulacion sanguinea.
Se ha demostrado que estimulos inflamatorios, como la produccién de citocinas (IL-6, IL-8,
TNF-a), la fiebre, entre otros, promueven la vasodilatacién de la arteriola central y la sobre
expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1) en las HEVs [18]. Nosotros encontramos una
expansion de vasos sanguineos desde los 7 dias p.i. en DLNs de ratones inoculados con
DENV y con iDENV que perdura hasta los 49 dias p.i. Otros han documentado que la
expansion de la vasculatura es debido a proliferacion de las BECs inducida por factores de

crecimiento vascular, VEGF secretados por FRCs presentes en la zona paracotical.

Las manifestaciones hemorragicas son caracteristicas en las formas graves de la infeccion con
DENV. Hasta el momento no se ha determinado el mecanismo de induccién de hemorragia
debido a las limitaciones de los estudios en pacientes. Nosotros observamos claras

manifestaciones hemorragicas sistémicas (LNs no drenantes) con la presencia de eritrocitos
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fuera de los vasos sanguineos utilizando una dosis mayor de DENV (1x10° PFU). La presencia
de citocinas como TNF-a, sTNFR, sTNFR2, IFN-y, CXCL8, VEGFA, CCLS5, etc, (denominada
tormenta de citocinas) durante la fase aguda de infeccion con DENV ha sido relacionada con la
induccién de hemorragia [19-21]. Factores asociados a la respuesta de linfocitos B, como
VEGFA y CCL5 podrian participar dada su activacion masiva como lo estamos reportando.
Sin embargo, las citocinas asociadas a las células T podrian ser menos relevantes ya que
nosotros y otros hemos observado una muy pobre activacion y proliferacion de células T [22-
24].

Niveles elevados de la proteina NS1 han sido asociados con los casos de dengue severo
(hemorragico) [25]. Por otra parte, se ha demostrado que la sola inoculacién de la proteina
NS1 es capaz de inducir citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a y extravasacion en
pulmon, higado e intestino delgado [26]. Monocapas de células endoteliales presentaron
incremento en la permeabilidad vascular cuando fueron tratadas con NS1 in vitro [26].
Ademas, se ha mostrado que tanto el DENV como la proteina NS1 se unen al heparan sulfato
y al glicocalix endotelial [27, 28]. Y posteriormente se podria estar induciendo dafio vascular
dependiente de proteasas o lisis de células endoteliales dependiente de complemento, lo que
se ha sugerido como probables mecanismos in vitro [28, 29].

La participaciéon de mediadores lipidicos como el factor activador de plaquetas (PAF) [30], asi
como de mastocitos con la liberacion de granzimas podrian estar participando también en la
patologia del dengue [31]. Hasta el momento, el o los mecanismos mds probables no se
conocen con certeza. El estudio mas profundo de este problema podria ser relevante en el

modelo de ratones inmunocompetentes.

Nosotros describimos en este estudio el remodelamiento asi como la integridad funcional de
las principales poblaciones estromales de los DLNss ante la infeccion cutanea con DENV. Los
cambios asociados a la infeccion podrian repercutir en la 6ptima respuesta contra el DENV y

contra otros antigenos y/o virus relacionados como el Zika o el Chinconguya.
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Animales e inmunizaciones

Ratones macho WT BALB/c adultos se obtuvieron del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM) y de la Unidad de Produccién y
Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) y se alojaron en condiciones libres de
patdgenos especificos (SPF) en el 4rea de experimentacion de la UPEAL del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV-IPN). Tratando de simular la ruta y la
dosis en infecciones naturales, los ratones se inocularon con 6x104 PFU de DENV serotipo 2
(cepa de referencia, Nueva Guinea) en las regiones inguinales previamente afeitadas y se les
realizd un segundo reto al dia 7. Como controles experimentales se utilizaron, el DENV
inactivado por UV y sonicacién (iDENV) y buffer fosfato salino (PBS) estéril y libre de
endotoxinas. Los ganglios linfaticos regionales (inguinales) se obtuvieron después de 3, 7, 14,
16 0 23 dias post inoculacién (p.i.). para los experimentos de seguimiento del virus (Capitulo
2), Un grupo de ratones fue inoculado via cutdnea con una dosis de 1x106 PFU de DENV
serotipo 2 marcado fluorescentemente. Otro grupo con 5ug de Ovoalbimina-Alexa Fluor 555
(Life Technologies; Eugene, OR, USA) y un grupo control inoculado tinicamente con buffer
de fosfato salino (PBS) estéril. Después de 1, 3, 6, 12 y 24 horas post inoculacion (hpi), se
extrajeron piezas pequenas de piel del sitio de inoculacidén, asi como DLNs y posteriormente
se procesaron para experimentos de citometria de flujo o de inmunofluorescencia in situ. Los
experimentos se realizaron de acuerdo con las normas éticas nacionales (NOM-062-ZOO-
1999) e institucionales (numero de protocolo CICUAL: 0070-13; CINVESTAV-IPN) para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Obtencion de stock de DENV

El stock de DENV se obtuvo in vitro infectando la linea celular C6/36 (de larvas de Aedes
albopictus) con extractos cerebrales de ratones neonatos previamente infectados. Las células
C6/36 se cultivaron en un Medio Esencial Minimo (MEM) suplementado con suero fetal
bovino al 10% (Gibco), anfotericina B, penicilina, estreptomicina, piruvato, vitaminas y L-
glutamina, a 34 ° C en botellas de cultivo de 75 cm2 (Corning). La infeccidn se realizé cuando
las células alcanzaron el 95% de confluencia. Después de 48 h de infeccidn, se colectd el
sobrenadante del cultivo que contenia el DENV y se concentrd con unidades Amicon para
filtraciéon con centrifuga (Merk Millipore, Co. Cork, IRL). En seguida, se filtrard nuevamente
con membrana de PVDF de baja unién a proteinas de 0.22 um (MILEX GV, Carrigtwohill,
Ireland). El sobrenadante conteniendo las particulas virales se alicuotara y almacenard a -
70°C hasta su uso. La cuantificaciéon de los viriones infectivos se realizé mediante el ensayo
de formacion de placas en células de rifndén de Hamster bebe (BHK-21) para los experimentos
del Capitulo 2 o en células epiteliales del rifion de mono verde africano (Vero) para capitulos

3y 4. El titulo se determiné como unidades formadoras de placa (PFU)/ml.
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Titulacion del stock viral

La titulacion del stock viral se realizard en células vero (Baby hamster kidney cell) mediante
la técnica de formacion de placas. Se sembraran 100,000 células vero por pozo, en placas de 24
pozos. Se incubardn durante 24 h a 37°C y 5% CO: para permitir la formaciéon de una
monocapa confluente. Posteriormente, se infectaran las células utilizando diluciones seriadas
de DENV en soluciéon de Hank’s comenzando con el virus concentrado, como control
negativo se utilizara el diluyente. Todas las condiciones se realizaran por triplicado.
Trascurrida una hora de adsorcion del virus, se adicionarda una solucion de
carboximetilcelulosa al 1% y se incubaron por 5 dias. Finalmente, se revelaran las placas
mediante una reaccién enzimatica. El titulo viral se reportard en Unidades Formadoras de
Placas (PFU)/ml.

Marcado fluorescente del virus Dengue

Para el seguimiento in vivo de DENV en tejidos (piel y DLNs) marcamos el DENV con un
colorante fluorescente rojo (PKH-26, Sigma). Brevemente, el DENV se mezcl6 con el colorante
PKH-26 en el diluyente apropiado segun las instrucciones del proveedor y se incubd durante
5 minutos a temperatura ambiente. Para detener la reaccién, agregamos buffer de lavado
(suero fetal bovino al 10% en PBS). Debido al tamafio del virus, aplicamos ultrafiltracion
utilizando unidades Amicon para filtracion con centrifuga (Merk Millipore, Co. Cork, IRL) y
centrifugamos a 4.000 g durante 20 minutos a 4 ° C. El ultimo paso de lavado se realiz6 sdlo

con PBS estéril frio.
Inmunofluoresecencia de LNs y piel de tejidos conteniendo DENV fluorescente

Se obtuvieron los DLNs y muestras de piel de los diferentes grupos experimentales después
de 1, 3, 6, 12 y 24 hpi: ratones inoculados con PBS, ratones inoculados con ovoalbimina
(OVA) acoplada con Alexa Fluor-555 o ratones inoculados con el DENV fluorescentemente
marcado. Los tejidos se embebieron en un medio de criopreservacion de tejidos (optimal
cutting temperatura (OCT), Tissue Tek (Sakura FineTek, Torrance, CA, EE. UU.), se
congelaron en nitrégeno liquido y se cortaron en secciones de 5 um de grosor en un criostato
(Leica). Las criosecciones se colocaron en portaobjetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina

[e]

y se fijaron con etanol durante 7 minutos a -20 ° C. Las secciones de tejido se

o

inmunomarcaron durante toda la noche a 4 C con los anticuerpos primarios
correspondientes. Después de tres pasos de lavado, se incubaron los anticuerpos secundarios
o estreptavidinas acoplados a fluorocromos durante 1 hora o 15 minutos, respectivamente.
Las imdgenes se capturaron con un microscopio confocal Leica TCS SP8 AOBS utilizando los

objetivos de 10x y 40x y posteriormente se analizaron con el software Leica (LAS AF Lite).
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Microscopia de fluorescencia

Los DLNs se obtuvieron a los 7, 14, 28 Y 49 dias p. i, se embebieron en un medio de
criopreservacion de tejidos (optimal cutting temperatura (OCT), Tissue Tek (Sakura FineTek,
Torrance, CA, EE. UU.) y se congelaron en nitrogeno liquido. Se obtuvieron secciones de 5
um de grosor en un criostato (Leica Microsystems) y se colocaron en portaobjetos de vidrio
tratados con Poly-L lisina y se fijaron en acetona durante 20 min a -20° C. Los tejidos se
rehidrataron en una solucion de PBS-0,01% Tween-20, se bloquearon con una soluciéon de
caseina (Power Block, BioGenex Laboratories, San Ramon, CA) y posteriormente se marcaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con los correspondientes anticuerpos primarios en
una solucién de PBS con 1% (vol/vol) de albiimina sérica bovina, 1% (vol/vol) de suero
humano normal y 0.01% de azida de sodio. Como siguiente paso los tejidos se incubaron con
los anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos durante 1 hora o estreptavidina
durante 15 min a temperatura ambiente. DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol) se incubd
durante 5 minutos para tefir los ntcleos. Después de 3 lavados, los portaobjetos con los
tejidos se montaron en una solucion de DABCO 10% (1,4-etilenpiperazina) en Glicerol. Se
utilizo el kit de deteccion de muerte celular in situ (TUNEL, Roche) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante para detectar apoptosis a nivel de células individuales. Las
imagenes se capturaron con un microscopio confocal Leica TCS SP8 AOBS utilizando los
objetivos de 10%, 40x o 100x. Las imadgenes se procesaron para obtener proyecciones maximas
y luego se ensamblaron utilizando la herramienta de alineamiento automatico de capas en
Photoshop para crear las imagenes panoramicas de los DLNs completos. La cuantificacion de
las areas (Regions of interest, ROIs) y los perfiles de la intensidad de fluorescencia de pixeles

se generaron utilizando el software Image] (NIH).

Anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia

Anticuerpos anti- | Clona Isotipo Casa comercial Numero de | Dilucion
raton catalogo
B220-Brilliant RA3-6B2 Rata BioLegend 103251 1:300
Violet 421

Thy 1.2-Biotina 53-2.1 Rata BD Biosciences 1:50
Caspasa-3  activa- | C92-605.1 | Conejo BD Biosciences 550480 1:25
FITC

Ki-67-Purif. Policlonal | Conejo Abcam ab66155 1:300
CD68-Purif. FA-11 Rata BioRad MCA1957 1:500
IgD-Purif. Antisuero | Borrego | Birmingham Donacién 1:200
F4/80-Purif. Cl:A3-1 Rata Serotec-Bio-Rad MCA497 1:10
CD169-Purif. MOMA-1 | Rata Serotec-Bio-Rad MCA947 1:40
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CD11c -Biot. HL3 Héamster | BD Pharmingen 550283 1:400
B220-Biot. RA3-6B2 Rata BD Pharmingen 553086 1:400
DEC-205-APC 205yekta Rata eBioscience 17-2051-82 1:400
CD31- Biot. Policlonal | Chivo R&D Systems BAF3628 1:800
Lyve-1-Biot. Policlonal | Chivo R&D Systems BAF2125 1:200
ER-TR-7-Purif. ER-TR-7 Rata ThermoFisher MA1-40076 | 1:300
Scientific
Podoplanin 8.1.1 Héamster | BioLegend 127410 1:800
B220-Purif Rata donado por el Dr. 1:1000
Leopoldo  Santos
Argumedo
Anticuerpos secundarios
anti-Conejo IgG | Policlonal | Chivo Life Technologies | A-11008 1:2000
(H+L) Alexa Fluor ThermoFisher
488 Scientific
anti-Rata IgG (H+L) | Policlonal | Burro Life Technologies | A-21208 1:2000
Alexa Fluor 488 ThermoFisher
Scientific
anti-Chivo IgG | Policlonal | Burro Life Technologies | A-11057 1:2000
(H+L) Alexa Fluor ThermoFisher
568 Scientific
anti-Chivo IgG | Policlonal | Burro Life Technologies | A-11055 1:2000
(H+L) Alexa Fluor ThermoFisher
488 Scientific
anti-Rata IgG (H+L) | Policlonal | Burro Life Technologies | A-21209 1:2000
Alexa Fluor 594 ThermoFisher
Scientific
anti-Hamster IgG | Policlonal | Chivo Life Technologies | A-21113 1:2000
(H+L) Alexa Fluor ThermoFisher
594 Scientific
Estreptavidina N/A N/A Life Technologies | S32355 1:2000
Alexa Fluor 555 ThermoFisher
Scientific
Estreptavidina N/A N/A Life Technologies | 532354 1:2000
Alexa Fluor 488 ThermoFisher
Scientific
4',6-diamino-2- N/A N/A Invitrogen (San | 62247 1:2000
fenilindol (DAPI) Francisco,
California, USA).
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Citometria de flujo de suspensiones celulares de DLNs

Los DLN se obtuvieron 1, 3, 6, 12 y 24 h 0 3, 7, 14, 16, 23, 28 dias después de la inoculaciéon en
la piel, ya sea con PBS como control, con DENV marcado con fluorescencia, iDENV o DENV.
se obtuvieron suspensiones celulares de células invividuales mediante desagregacion
mecanica con portaobjetos a partir de los DLNs. Las suspensiones celulares se pasaron por un
filtro para células con poro de 70 um y se bloquearon con una solucion de caseina (Power
Block, BioGenex Laboratories, San Ramén, CA) para reducir la union inespecifica. Luego se
marcaron con una mezcla de los anticuerpos correspondientes para detectar moléculas de
membrana durante 25 minutos a 4 °. Después de un paso de lavado con Buffer FACs (BSA
1%, NaN3 0.01% en PBS) se agregaron los anticuerpos secundarios y/o estreptavidinas

durante 20 minutos a 4 ° C.

Las células se trataron con el kit de permeabilizacion y fijacion nuclear para Foxp3
(Invitrogen ™ eBioscience ™) para la deteccion intracelular de la proteina Ki-67 (anticuerpo
policlonal de conejo). Como siguiente paso, se agregd a las suspensiones celulares el
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a fluorocromo durante 20 minutos. Después de
un lavado mas con buffer de permeabilizacion (Kit Foxp3) y para el analisis del ciclo celular,
se adiciond el colorante Hoechst 33342 a una concentracion de 3ug/mly se incubd durante 10
minutos. Las células se fijaron con paraformaldehido al 1% y las muestras se adquirieron en
un citémetro de flujo BD LSR II Fortessa II y los datos se analizaron con el software Flowjo
(version X.0.6 para Windows, Ashland, OR).

Preparacion de las suspensiones celulares para evaluar células estromales

Se extrajeron los ganglios inguinales de ratones BALB/C adultos por cada grupo
experimental y se colocaron cortados en pequenas piezas en 0.5 mL de una solucién de
Colagenasa-DNAsa (Colagenasa tipo II, 340 Ul/mL (GIBCO); DNAsa I, 4 Ul/mL (Boehringer
mannheim)), se incubaron a 37°C durante maximo 50 minutos, mezclando en intervalos de 10
minutos con pipeta de 1 ml hasta que el tejido este completamente disgregado. La suspension
se paso a través de un separador celular de 70 um (BD Falcon, MA, USA) para eliminar restos
de tejido. Las suspensiones se colectaron en tubos con fondo cénico y se lavaron con solucion
de FACs (MEM, FBS 2%, azida de sodio al 0.01%, EDTA 5mM). Se realiz6 el conteo celular en
camara de Neubauer y el andlisis de viabilidad celular, considerando como viables a las
células negativas para la tincion azul de tripano. Se procedid a tefiir 2 millones de células por
prueba como se describi6 anteriormente. Se adquirieron al menos 1,500,000 eventos por cada

condicién.
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Anticuerpo Clona Isotipo Casa comercial Numero de | Dilucion
catalogo
anti-CD3e-PE 145-2C11 | Hamster | BD Biosciences 553064 1:200
anti-CD3-BV421 17A2 Rata BioLegend 100227 1:200
anti-CD4-APC/Cy7 | RM4-5 Rata TONBO 25-0042 1:200
Bioscience
anti-CD69-PE H1.2F3 Rata BD Biosciences 553237 1:500
anti-B220-FITC RA3-6B2 Rata BD Biosciences 561877 1:50
anti-CD8a-Biot 53-6.7 Rata eBioscience 14-0081-82 1:500
anti-CD25- PCo61 Rata BD Biosciences 551071 1:300
PerCPCy5.5
anti-CD86-PE PO3.1 Rata eBioscience 12-0861-83 1:800
anti-Ki-67-Purif. Policlonal | Conejo Abcam ab66155 1:400
anti-CD11c-APC HL3 Hamster | BD Biosciences 550261 1:400
anti-IA/IE-FITC 2G9 Rata BD Biosciences 553623 1:400
anti-Gr-1- RB6-8C5 Rata BD Biosciences 552093 1:200
PerCPCy5.5
anti-F4/80 CL:A3-1 Rata Serotec-Bio-Rad MCA497 1:50
anti-CD169 MOMA-1 | Rata Serotec-Bio-Rad MCA947 1:25
Anti-CD45-Purif 30-F11 Rata BD Biosciences 553076 1:500
anti-Podoplanin 8.1.1 Héamster | BioLegend 127410 1:100
anti-CD31- Biot. Policlonal | Chivo R&D Systems BAF3628 1:500
Reactivos secundarios
anti-Conejo IgG | Policlonal | Chivo Life Technologies | A-11008 1:2000
(H+L) Alexa Fluor ThermoFisher
488 Scientific
Estreptavidina-PE- | N/A N/A Life Technologies | SA1017 1:2000
TR
Estreptavidina- N/A N/A ThermoFisher 532357 1:1000
Alexa Fluor 647 Scientific
Viability Dye N/A N/A eBioscience 65-0863-14 1:2000
Compensacion
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Se utilizaran controles de compensacion para cada fluorocromo. Se tefiirdn un millén de
células para cada tubo de compensacion, en el caso que la molécula sea de baja expresion se
utilizard una molécula diferente acoplada al mismo fluorocromo. Para el control de
autofluorescencia, células sin tefiir se fijaran y permeabilizardn del mismo modo que las
células problema. Todas las células utilizadas como control de autofluorescencia y
compensacion se someteran al procedimiento de permeabilizacion y fijacion de la misma
manera que las muestras problema. Para los controles de compensacion se adquiriran 50,000
eventos por muestra. Los valores de compensacion se determinardn manualmente en el
software BD FACSDiva v8.0.1 (BD Bioscience, Heidelberg, Germany).

Analisis de la distribucion de moléculas fluorescentes dentro del ganglio linfatico

Se inocularon via intradérmica 30 pl de una solucion de OVA-AlexaFluor-555 (3ug/inoculo)
en ratones control e inmunizados con iDENV y DENV. Se sacrificaron 15 min después de la
inoculacién con OVA que corresponde al dia 14 p.i. de DENV. Para la evaluacion de FITC, los
ratones se sacrificaran 1 hora después de la inoculacion de FITC en el dia 14 p.i. de DENV.
Para la evaluacion de antigenos particulados, se inocularon =5.4x10® microesferas
fluorescentes (1.0 um de didmetro) en cada ingle al dia 12 p.i de DENV vy se sacrificaran al dia
14. Se extrajeron los DLNs al sitio del indculo y se colocaron en medio de criopreservaciéon
para luego congelarlos en nitrogeno liquido. Los criocortes obtenidos del tejido se fijaron con
paraformaldehido al 4% por 1 hora a temperatura ambiente y cubiertos de la luz. Se
realizaron los marcajes in situ segin se indica en cada caso siguiendo el protocolo descrito

anteriormente.
Anadlisis de la permeabilidad vascular en ganglios linfaticos

Se inocularon 200 ul de una solucion al 0.5% (w/v) de Evans Blue en PBS por via venosa
(cola). Después de 1 hora de la inoculacion se sacrifico el ratén en cdmara de cloroformo y se
obtuvieron los DLNs al sitio de inoculacién del DENV. los DLNs se colocaron en 120 ul de
dimetilformamida (J.T. Baker, Cat. 9221-02) para extraer el colorante Evans Blue y se
incubaron los tejidos durante toda la noche a 55°C. Se determin¢ la densidad optica por
espectrofotometria a 610 nm para cuantificar la cantidad de colorante extravasado por DLN

en todos los grupos experimentales mediante una curva estandar de calibracién.
Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el Software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA).
Las gréficas muestran la media + el error estandar de la media (SEM). Cuando se compararon
los tres grupos experimentales (Naive, iDENV y DENV), se realiz6 la prueba de analisis de
varianza de dos vias (ANOVA). Se aplicd la prueba de comparacion multiple de Bonferroni y
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un valor de P <0,05 se considerd estadisticamente significativo. Cuando se compararon dos
grupos (Naive y DENV), se calculd la significancia estadistica mediante la prueba t de
Student de dos colas no pareada.
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Fig. 5. 1. Estrategia de analisis de las poblaciones de células estromales de LNs: FRCs, LECs y BECs por
citometria de flujo.

88



PERSPECTIVAS|

CONCLUSIONES

Tras la inoculacién en piel, el virus dengue (DENV) llega rapidamente (1 h) a los
ganglios linfaticos y se asocia principalmente con células dendriticas, macréfagos y
los foliculos de linfocitos B.

La inoculacién del DENV induce activacion y proliferacion masiva de linfocitos B
dentro de los foliculos y éstos crecen ocupando una gran proporcion del area total del
ganglio linfatico.

Simultaneamente, no parece haber respuesta de linfocitos T, ni a nivel de activacion ni
de proliferacion. Esta aparente falta de respuesta no se relaciona con apoptosis de los
linfocitos T.

Hay un reclutamiento importante de macrofagos especializados (TBMs) hacia el
interior de los centros germinales, lo que se relaciona con la remocién de células
apoptoticas.

Las células fibroblasticas reticulares (FRCs) remodelan la microarquitectura del
ganglio, lo que aparentemente no impacta en sus funciones, como la secreciéon de
CCL21 y la distribucion de antigenos a través de conductos.

La inoculacion con DENV induce alteraciones y expansion de la vasculatura linfatica y
sanguinea, con la aparicion de hemorragia in situ.

La infeccion cutdnea en ratones inmunocompetentes induce remodelacion en los
compartimentos, tanto de células linfoides (linfocitos T y B) como de las estromales

(FDCs, FRCs, vasos linfaticos y sanguineos), con hemorragia al interior del ganglio.
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Ahondar en el estudio de la microanatomia y funcion de los centros germinales: AID
(Deaminasa de citidina inducida por activacion), Tth (linfocitos T foliculares),
CXCL13, CXCRb.

Evaluar la mutacion somatica, asi como la maduracion de la afinidad de los
anticuerpos generados ante la infeccion con DENV.

Analizar la produccion de células B de memoria, anticuerpos neutralizantes y/o
facilitadores de la infeccion.

Indagar la posible causa de la falta de respuesta de LcT asi como su papel durante la
infeccion.

Estudiar el mecanismo de induccidon de hemorragia in vivo e in vitro.

Estudiar las infecciones homotipicas y heterotipicas secundarias en este modelo in
v1v0.
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