Papel de OSBPL10 en la infeccién por DENV: implicaciéon de mediadores del metabolismo
lipidico y respuesta inmune.
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Introduccién

El dengue es una enfermedad viral cuyo espectro clinico va desde
formas asintomaticas, pasando por formas leves, hasta las formas
mas severas. La evolucion clinica esta determinada por
interacciones complejas entre factores virales, epidemiolégicos e
inmunoldgicos, y genéticos del hospedero. Entre estos @ltimos se
encuentran el gen OSBPL10, que ha sido asociado a la gravedad de
la enfermedad por dengue en poblacion cubana. En dicho gen se
han identificado seis puntos polimaérficos, que definen un haplotipo
africano de baja expresion y uno europeo de alta expresion.

Objetivos

- Determinar la posible asociacion de los niveles de expresion de
OSBPL10 con la replicacién del virus dengue en lineas celulares de
monocitos y hepatocitos humanos.

- Evaluar lainfluencia de las variantes genéticas africanas y europeas
del gen OSBPL10 sobre la multiplicacion viral y la expresion de genes
de respuesta inmune y metabolismo lipidico en células
mononucleares sanguineas humanas.

Materiales y métodos

- Silenciamiento del gen OSBPL10 en Thp-1y Huh-7 usando siARN FlexiTube
GeneSolution (Qiagen) y el kit HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen).

- Cuantificacién de los niveles de ARNm mediante qRT-PCR empleando el kit
LigthCycler® RNA Master SYBR® Green | (Roche).

- Cuantificacion de carga viral en sobrenadante mediante gRT-PCR utilizando
el kit QuantiFast Multiplex RT-PCR + R (Qiagen).

Resultados y Discusién

Expresién relativa RXRA

O En las lineas celulares Thp-1 y Huh-7 se observé menor carga
viral en los sobrenadantes de las células silenciadas para
OSBPL10 con respecto a los sobrenadantes de las células no
silenciadas y de las células tratadas con control del

silenciamiento.
. Esto muestra que la reduccion de los niveles de expresion de OSBPL10 disminuye
marcadamente |a replicacion del virus dengue.
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Figura 1: Izquierda: Niveles de expresion del gen OSBPL10 en Thp-1y Huh 7 alas 24y
72 horas post-silenciamiento. Derecha: Carga viral en sobrenadantes de Thp-1y Huh-
7 alas 24 horas post-infeccion.

O En cuanto a los niveles de expresion de OSBPL10 en CMSP de
los individuos que participaron en el estudio se observd una
menor expresion de 0SBPL10 en los individuos con las variantes
europeas y una mayor expresion en los individuos con las
variantes africanas.

3

P

§

5

3

§

‘i“ H “

o s Erives o

Titule viral (PFU)
i

Expresiénrelativa OSBPL1O

o .

inte Variante
Figura 2: Izquierda: Niveles dgei;(“presién del gen OSBPL10 a las 24 y 72 horas post-infeccion.
Derecha: Titulo viral en sobrenadantes de CMSP a las 24 y 72 horas post-infeccién

O Se observaron menores titulos de particulas virales infectivas en los

individuos con la variante africana comparados con aquellos de la

variante europea.
Concordando esto con las observaciones epidemiologicas acerca de la baja frecuencia de la
enfermedad severa por dengue en los individuos de ancestralidad africana.

O Se observdo que los individuos con la variante europea del gen

0SBPL10 presentaban niveles de expresion mas elevados de RXRA y
RARA.

Lo cual concuerda con la accion supresora de estos mediadores lipidicos sobre mediadores
inmunolégicos inflamatorios, propiciando la replicacion viral.

O Los individuos con la variante africana presentaron niveles de

expresion mas elevados de IFN-y, IL-10 e IP-10.
Podria estar relacionado con el mejor manejo de la infeccion por dengue v la baja frecuencia de
la enfermedad severa en este grupo étnico.
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Figura 3: Ordenado de izquierda a derecha y de arriba a abajo: expresion relativa de ARNm
de RXRA, RARA, RANTES, IL-10, IP-10y IFN-gamma . Las barras en azul muestran la
expresion a las 24 horas y las barra en verdes a las 72 horas.
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Conclusién

-La replicacion del VDEN-2 disminuye ante la reduccién de los niveles de expresion
de OSBPL10, lo cual apova el papel de esta proteina en la replicacion viral.

-Los individuos homocigéticos para la variante africana del gen OSBPL10 muestran
menor multiplicacién del VDEN-2 y expresan niveles mas elevados de las citoquinas
IFN-y, IL-10 e IP-10 en células mononucleares sanguineas, lo cual concuerda con la
menor frecuencia de la enfermedad severa por dengue en afrodescendientes.
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