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Resumen

Resumen

Los virus del Dengue y el Zika son flavivirus antigénicamente relacionados transmitidos al
hombre por mosquitos Aedes aegypti. A pesar de la importancia de estos como patdgenos
humanos, aun no existe tratamiento especifico o vacuna eficaz para su control. Resulta de gran
interés evaluar la respuesta inmune cruzada que ellos generan por su posible impacto en la
patogenia de las enfermedades que ellos causan, y aplicacién directa en el disefio y evaluacion de
candidatos vacunales. En el presente trabajo caracterizamos la respuesta inmune inducida por la
infeccion por estos flavivirus en el modelo murino. Para esto se determinaron los niveles de los
anticuerpos inducidos en ratones Balb/c inoculados con los mismos. Se evalud la respuesta
inmune celular especifica y de reactividad cruzada frente a antigenos virales. Los resultados
mostraron la induccion de una respuesta humoral y celular especifica pero también cruzada entre
estos flavivirus. Ambos virus indujeron anticuerpos IgG, siendo los mayores niveles frente al
Dengue y a predominio de la subclase 1gG2a, mientras que en el Zika predomind la IgG1. Tras el
cultivo de las células del bazo de los ratones inoculados con el virus Dengue se indujeron los
mayores niveles de TNFa, predominando el IFNy en las células TCD4+ en la respuesta cruzada
frente al Zika. Por su parte, en los ratones inoculados con Zika los mayores niveles de IFNy se
produjeron frente a este virus por células TCD8+. Los resultados de la presente investigacion

tienen implicaciones en el disefio y evaluacion de vacunas frente a estos flavivirus.
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Introduccion

| Introduccién

El virus zika (ZIK) es un flavivirus que ha re-emergido recientemente como un problema de
salud a nivel mundial. La infeccion causa en el humano una enfermedad febril leve, pero se ha
asociado a malformaciones congénitas en neonatos y al Sindrome de Guillain-Barré en adultos.
En los ultimos dos afos se ha expandido por el continente americano llegando a millén y medio

de reportados en esta area (Hamel et al., 2016).

Los virus del dengue (DEN), complejo formado por 4 serotipos virales (DEN-1, DEN-2, DEN-3,
y DEN-4) es también un flavivirus que, como el ZIK, causa una enfermedad febril en humanos,
pero en una proporcion de personas, al exponerse en infeccion secundaria a un serotipo diferente
del de la primoinfeccion, se ha asociado al fenédmeno de inmuno-amplificacién dependiente de
anticuerpos y a la liberacién masiva de citoquinas pro-inflamatorias que llevan a la extravasacion
de plasma y al cuadro grave de la enfermedad, constituyendo un importante problema de
morbimortalidad en la actualidad, en que unos 2.5 billones de personas estdn en riesgo de
contraer la infeccion y se reportan anualmente mas de 50 millones de casos con 21 mil muertes
(Bhatt et al., 2013).

Ambos virus estan estrechamente relacionados desde el punto de vista antigénico por su gran
homologia de secuencias aminoacidicas de sus proteinas. Ademas, comparten el mismo vector
transmisor (mosquito Aedes aegypti) y co-circulan en las mismas areas geograficas. ES por eso
que es comun encontrar casos de infeccion por ZIK en individuos inmunes a DEN, o infeccién
por DEN en individuos inmunes a ZIK, e incluso no puede descartarse la posibilidad de una co-

infeccion concurrente de ambos virus en un mismo individuo.

Puesto que ambos virus comparten un 52-57% de su secuencia aminoacidica total, la respuesta
inmune que estos inducen también tiene un alto grado de reactividad cruzada en su

reconocimiento.

Se ha reportado recientemente que la transferencia pasiva de anticuerpos anti-DEN en animales
potencian la patogénesis de la infeccién por ZIK (Bardina et al., 2017) Por su parte, la exposicion

previa a ZIK aumenta significativamente la viremia de DEN 2 en monos (George et al., 2017) .La
1
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participacion de la respuesta inmune anti-viral en la patogénesis de la enfermedad grave o en las
secuelas o complicaciones de estas, obliga a la comunidad cientifica internacional a la
caracterizacion exhaustiva de los mecanismos involucrados en esta inmuno-patogenia y
contraponerlos a los mecanismos que participan en la proteccion. Solo asi se podré avanzar con
paso seguro en la obtencién de candidatos vacunales que no representen un riesgo para la

poblacién y sean eficaces en la prevencion de estas infecciones.

La ausencia de modelos animales idéneos para el estudio de la patogénesis de estas
enfermedades, o para la evaluacion de formulaciones vacunales, obliga a la caracterizacion de la
infeccion y de la respuesta inducida por esta en modelos asequibles que nos permitan lograr una
aproximacion al entendimiento de estos fendmenos, aunque no de la forma mas idonea por no ser
reproducibles los eventos vinculados a la infeccién que acontecen en el humano. De ahi que sera
necesaria la integracion de diferentes aproximaciones a partir de estudios in vivo y ex vivo en
humanos, experimentos in vitro con lineas celulares y modelos animales, para avanzar en el

conocimiento de estas enfermedades.

El presente trabajo se propuso evaluar la respuesta inmune frente a la infeccion por virus ZIK en
el modelo murino, comparandola con la respuesta inmune inducida por el virus DEN, y
determinar la reactividad cruzada en el reconocimiento de anticuerpos y células T entre ambos

flavivirus.



Objetivos

Objetivos
Objetivo General

» Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular inducida por la infeccion por los DEN y
ZIK en el modelo murino.

Objetivos Especificos

» Determinar los niveles y especificidad de los anticuerpos inducidos en ratones Balb/c

inoculados con DEN o ZIK por vias intraperitoneal y subcutanea.

» Evaluar la respuesta inmune celular especifica y de reactividad cruzada frente a antigenos de

DEN o ZIK inducida en ratones inoculados con los virus.

» ldentificar por citometria de flujo las subpoblaciones de linfocitos T murinos que expresan

IFN v en respuesta a la estimulacion con virus DEN o ZIK.
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11. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. Caracteristicas Generales de los virus DEN y ZIK

El DEN y el ZIK son enfermedades febriles agudas de origen viral trasmitidas al hombre por la
picadura de un mosquito infectado que actia como vector de los virus y constituyen en la
actualidad enfermedades importantes desde el punto de vista de morbilidad y mortalidad (Gubler,
1998).

Ambos virus pertenecen a la familia Flaviviridae género flavivirus. En el caso del complejo DEN
estd constituidos por cuatro serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, para los cuales se ha
descrito una homologia de secuencia de un 70% aproximadamente. Esta homologia es mayor
para DEN-1, DEN-3 y DEN-4, no asi para DEN-2, el cual parece diferir en su origen evolutivo
(Monath, 1997). En el ZIK se ha reportado un Unico serotipo (Zhang et al., 2017) .

Como flavivirus, estos son virus esféricos de aproximadamente 40 a 60 nm de didmetro. Su
genoma estd protegido por una capside proteica, la cual esta rodeada por una envoltura
lipoproteica que presenta pequefias proyecciones. Su densidades de 1,23 cm3, y tiene un
coeficiente de sedimentacion de 210S. Debido a la presencia de envoltura lipidica estos virus son
susceptibles a las lipasas y solventes lipidicos como el cloroformo y la acetona, los que llevan a
la inactivacién (destruccion de la infectividad) de estos agentes. En general, los flavivirus son
sensibles a los pH é&cidos y temperaturas elevadas, luz ultravioleta, irradiacion gamma, y
diferentes desinfectantes como alcohol, yodo, fenol, cloro entre otros (Schlesinger, 1977).

Los viriones del DEN y del ZIK estan constituidos por un genoma de acido ribonucleico (ARN)
rodeado por una nucleocapside de simetria icosaédrica, de 30 nm de diametro, la cual esta
constituida por la proteina C y una envoltura lipidica de 10 nm de grosor. La bicapa lipidica tiene
2 proteinas asociadas, una de membrana (M) y otra de envoltura (E), que da lugar a las
proyecciones que sobresalen de la superficie de los viriones (figura 11.1). Las particulas virales
que son liberadas al medio extracelular no pueden distinguirse de las que se encuentran en las

vesiculas intracelulares. Estas ultimas, las particulas inmaduras, contienen exclusivamente la
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proteina precursora prM sin procesar en vez de la M, y son menos infecciosas que las que son
liberadas (Schlesinger, 1977).

Figura I1.1. Representacion esquematica del virus y del genoma viral que codifica para las
diferentes proteinas (Boletin OMS, 2000)

El genoma de ARN es de simple cadena y polaridad positiva, estructurado como un ARN
mensajero (ARNmM) y compuesto por aproximadamente 11000 pares de bases (pb), de las cuales,
un poco mas de 10000 pb se integran en un Unico marco de lectura abierto (ORF —del inglés-
open reading frame) flanqueado en los extremos 5’ y 3’ por regiones no codificantes (UTR —
siglas del inglés- untranslated regions). Estas UTR 5’ y 3’ contienen elementos conservados de
estructura secundaria del ARN que son esenciales para la replicacion eficiente y la traduccion del
ARN viral (Wang, He, & Anderson, 1999).

El procesamiento co- y post- traduccional del polipéptido por peptidasas, proteasas celulares y
virales asi como por glicosiltransferasas celulares produce 3 proteinas estructurales hacia el
extremo N-terminal, la proteina de la capside (C), la proteina E y la proteina M y 7 proteinas no
estructurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (NS del inglés Non Structural)
(Figura 11.1). El orden de las moléculas en la region codificable ha sido determinado como: NH2
- ANCHC - C - prM - E - NS1 - NS2A - NS2B - NS3 - NS4A - NS4B - NS5 — COOH, donde
ANCH y prM son precursores de C y M respectivamente (Barba-Spaeth et al., 2016b; P. Yang,
Kautner, Koh, & Lam, 1994).



Revision Bibliogrdfica

11.2. Proteinas virales de DEN y ZIK

11.2.1 Proteinas estructurales

El viribn maduro contiene 3 proteinas estructurales: C: proteina de la nucleocapside o nucleo; M:
proteina asociada a la membrana; y E: la proteina de la envoltura. El virus inmaduro intracelular

contiene una proteina llamada prM, precursor de la M.

La proteina C es el primer polipéptido viral sintetizado, de 11 kDa. Es altamente basico, se cree
que esta caracteristica influye en su interaccion con el ARN. El precursor glicosilado prM da
lugar a M durante la etapa de maduracion viral. Este evento parece ser crucial y terminal para la
morfogénesis del virion (Heinz & Stiasny, 2012). ElI segmento prM del amino terminal es
secretado al medio extracelular. El corte proteolitico ocurre un poco antes o coincidiendo con la
liberacion del virion, pues prM y M se encuentran en viriones intracelulares y extracelulares,
respectivamente. Los anticuerpos contra prM pueden mediar la inmunidad protectora, quizas por
neutralizacion de los viriones liberados que contiene proteinas prM no procesadas (Osatomi &
Sumiyoshi, 1990; Plevka et al., 2011; Vazquez et al., 2002).

La proteina E es la mayor proteina en la superficie de los viriones de Flavivirus (53 kD) y
también la mas conservada del género. Es una proteina de fusion que media tanto la union a
receptor celular como la fusién de membranas (Y. Chen, Maguire, & Marks, 1996). Cada
proteina E contiene tres dominios estructurales: el dominio I (DI) forma un barril de hojas B y es
el dominio central el cual esta involucrado en la organizacion estructural de la envoltura; el
dominio Il (DII).Un dominio de dimerizacion y el tercer dominio (DIIl) un dominio
inmunoglobulinico los cuales estan relacionados con la interaccion con el receptor celular
(Mazumder et al., 2007). Esta constituye la principal proteina desde el punto de vista antigénico,
contiene epitopes reconocidos por anticuerpos neutralizantes y mediadores de ADCC,
involucrados en la proteccion, asi como epitopes implicados en el reconocimiento de anticuerpos

que median la patogenia.



Revision Bibliogrdfica

11.2.2. Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales comprenden tres cuartas partes de la poliproteina de los virus DEN
y ZIK, y participan en la replicacion y expresion del genoma viral. Ademas, participan en el
ensamblaje de la particula viral, liberacion y evasion de la respuesta inmune del hospedero, entre

otras funciones (Avirutnan et al., 2006).

La proteina NS1 es una glicoproteina no estructural que presenta un peso molecular de 43-48
kDa, dos sitios de glicosilacién en su region N-terminal y doce residuos de cisteina conservados
que forman seis enlaces disulfuro (Lee et al., 2017). La glicoproteina NS1 presenta un mosaico
de determinantes antigénicos especificos de serotipo y también algunos de reactividad cruzada,
de complejo y de grupo. Se cree que intervenga en el ensamblaje del virion. Esta proteina existe
asociada a la célula, en su superficie o en formas no viricas extracelulares. Se ha observado
proteccion frente a la infeccion por DEN, al ocurrir lisis mediada por anticuerpos, de células
infectadas con el virus que expresan la proteina NS1 en la superficie celular (Schlesinger, 1977).
Las funciones de NS1 no han sido completamente dilucidadas, evidencias experimentales
sugieren que esta proteina pudiera estar involucrada en la replicaciéon del ARN viral,
especificamente en la maduracién del virion cooperando en la conservacion de una conformacion
apropiada de la proteina E inmadura (Sampath & Padmanabhan, 2009). En la NS1 la diferencia
entre ese componente del ZIK y los del DEN y del Nilo Oriental radica en la distribucién de las
cargas eléctricas (positiva 0 negativa) en su superficie (Brown, 2016). Esos cambios pueden
afectar a la forma en que el patdgeno interacciona con proteinas del hospedero, segin los
investigadores, creen que la proteina pueda servir para mejorar el diagnostico y el desarrollo de

medicamentos antivirales.

Por otra parte una participacion de la forma extracelular de la proteina NS1 del DEN en los
mecanismos de evasion y patogenia viral se ha sugerido (Lee, et al., 2017). Uno de los eventos
propuestos donde participa la proteina NS1 es en la union de anticuerpos anti-NS1 a las plaguetas
y a las proteinas de la cascada de la coagulacién. Se demostré que los anticuerpos anti-NS1
reconocen la proteina disulfidoisomerasa en las plaquetas formando un complejo, el cual impide

la agregacion plaquetaria. En otros estudios también se describid la asociacion de elevados titulos
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de anticuerpos anti-NS1 con las funciones de la coagulacién (M. C. Chen et al., 2009), lo cual
sugiere que los anticuerpos anti-NS1 pudieran estar implicados en el desarrollo de eventos
hemorréagicos en las formas severas de la enfermedad. Por otra parte se ha planteado que la
proteina NS1 antagoniza al componente C4 del complemento lo que permite la proteccion de
particulas de DEN a partir de la neutralizacién dependiente del complemento (Avirutnan et al.,
2010; Avirutnan et al., 2011).

La proteina NS1 presente en la membrana de las células infectadas por DEN induce una respuesta
inmune de anticuerpos especificos que la hacen blanco del complemento o de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (Lindenbach & Rice, 1999). Por esta razon algunos autores
han planteado la posibilidad de utilizar la proteina NS1 como un candidato vacunal debido a la
alta inmunogenicidad y a la proteccion que induce en animales experimentales frente a otros

flavivirus (Amorim et al., 2010)

La proteina NS2 estd constituida por 2 proteinas, la NS2a y la NS2b. La primera se ha
identificado como una proteina hidrofébica de 20-22 kDa de peso molecular, esta se localiza en
los supuestos sitios de replicacion del ARN, donde participa en el reclutamiento de los tripletes
de ARN necesarios para la replicasa que se encuentra unida a la membrana (Lanciotti, Gubler, &
Trent, 1997). Ademas, presenta varios dominios de transmembrana que se requieren para el
procesamiento proteolitico del extremo C-terminal de NS1 (Chambers, McCourt, & Rice, 1989).
La proteina NS2b se requiere para el funcionamiento como cofactor en el complejo NS2b-NS3
con actividad proteasa a partir de una region en su dominio de 40 aminoécidos (Lindenbach &
Rice, 2001). Este complejo es responsable, junto con la peptidasa sefial del hospedero, del
procesamiento de las uniones entre las proteinas no estructurales y de mediar la ruptura
proteolitica del precursor E-prM-C (FitzSimmons & Shah, 2016; Yamshchikov & Compans,
1994).

La proteina NS3 tiene un peso molecular de 70 kDa, se sugiere que sea una proteasa viral activa
en el procesamiento postraduccional de la poliproteina, o un componente de la polimerasa viral
de ARN o0 una proteina con ambas actividades enzimaticas (Heinz & Stiasny, 2012; Krishna

Murthy, Judge, DeLucas, Clum, & Padmanabhan, 1999). Esta proteasa especifica de serina

8
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procesa el precursor de poliproteina en proteinas maduras, junto con la peptidasa sefial del
hospedero, y requiere de NS2b como cofactor. Recientemente se ha descrito su estructura
cristalina, la cual, combinada con los sustratos peptidicos de su sitio activo, ha sugerido que
residuos estan involucrados en el reconocimiento del sustrato, asi como la base estructural para
explicar los efectos de mutaciones sobre la actividad enzimatica, lo cual es util para el desarrollo
de inhibidores especificos como terapéutica contra el DEN Yy otras proteasas de los flavivirus
(Monath, 1997)

La NS3 es una proteina multifuncional debido a que posee funciones de actividad proteasa,
helicasa y ARN trifosfatasa. Ademas esta involucrada en el procesamiento del polipéptido viral
durante la replicacién del DEN y en la formacion de la caperuza del ARN gendmico, en el
proceso de maduracion viral. Ademas, en el DEN es la mayor fuente de epitopos de células T,
estimulando la respuesta celular CD4+ y CD8+ (Rothman, 2009) estando ademés implicada en la
induccion de apoptosis en células infectadas (Ramanathan et al., 2016; C. F. Wu, Wang, Sun, Hu,
& Syu, 2003).

La proteina NS4 se deriva de dos proteinas: NS4a y NS4b, proteinas hidrofébicas pequefias
(16kD y 27kD respectivamente). Se piensa que estas unidades sean cofactores del complejo
enzimatico de replicacion del ARN, la proteina NS5 se piensa que es la polimerasa viral de ARN
dependiente de ARN (Osatomi & Sumiyoshi, 1990). NS4a estd implicada en la replicacion del
ARN viral a través de su interaccion con NS1(Muller & Young, 2013). NS4b es una proteina de
membrana que se localiza con NS3 en los presuntos sitios de replicacion de ARN (C. F. Wu, et
al., 2003).

La proteina NS5 tiene un peso molecular de 103 a 104 kDa y es una de las proteinas mas
conservadas entre los flavivirus. Es una proteina basica que funciona como ARN polimerasa
ARN dependiente y también como metiltransferasa (Egloff et al., 2007). NS5 induce la
transcripcion y traduccion de la IL-8, la cual esta involucrada en la patogénesis de la enfermedad
(Medin, Fitzgerald, & Rothman, 2005). Un trabajo reciente mostr6 que cientos de eventos de
recombinacion alternativa de transcriptos celulares se vieron afectados. En particular, se observé

un aumento de retencion de intrones, consistente con una disminucion de la eficiencia del proceso

9
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de recombinacion. Dentro de los transcriptos afectados, se identific6 un nimero de factores
inducidos por el interferén que vieron reducida su expresion, sugiriendo que la modulacion del
splicing de dichos factores contrarresta la respuesta antiviral. La proteina NS5 se piensa que es la
polimerasa viral de ARN dependiente de ARN (lIglesias, Filomatori, & Gamarnik, 2011; Osatomi
& Sumiyoshi, 1990).

11.3. Epidemiologia del DEN y el ZIK
En el 2013 la OMS clasificé al DEN como la enfermedad viral trasmitida por mosquito mas

importante del mundo (Bartenschlager & Miller, 2008; Holmes & Twiddy, 2003). Existe
evidencia de trasmision del DEN en 128 paises (Zulueta et al., 2006). Se estima, que viven 2 mil
millones de personas en aéreas de riesgo de trasmision, 390 millones de personas se infectan
anualmente, de ellos 500 000 desarrollan formas graves y fallecen alrededor de 20 000. Durante
las epidemias la tasa de infeccion puede llegar del 80 al 90 % de las personas susceptibles y la
mortalidad puede superar al 5 % (Holmes & Twiddy, 2003; Morens & Halstead, 1990; Zulueta,
et al., 2006).

Segun estimados de la OPS de 2013, el 14% de las infecciones agudas por DEN reportadas en el
mundo ocurren en las Américas representando unos 13 a 18 millones de infecciones, de ellas
cerca de la mitad ocurren en Brasil y México (Fang, Wu, Wu, Zhang, & An, 2013). Actualmente
61 paises de la region de las Américas y el Caribe estan afectados por la circulacion y transmisién
del DEN estando presentes en la region los cuatro serotipos virales. Solamente 3 de América
Latina no reportan trasmisién Uruguay, Chile continental y Argentina (Y. Chen, et al., 1996;
Lozach et al., 2005).

En Cuba, en 1977-78 ocurrié una epidemia de FD (causada por el serotipo Den-1). En ese
momento dicho serotipo se encontraba circulando en diferentes paises de la regién, lo que dio
lugar a que se produjera una pandemia (Mas, 1978). La FHD fue reportada en las Ameéricas en el
afno 1981, cuando se presenta una gran epidemia de FHD en Cuba, debido al serotipo Den-2 y en
el marco de la cual se reportan 158 personas fallecidas y cerca de 10 000 casos con el cuadro

grave de la enfermedad (Kouri, Guzman, Bravo, & Triana, 1989).
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En 1997 se produce otra gran epidemia de FHD pero circunscrita a la provincia de Santiago de
Cuba después de 16 afios sin transmision en el pais. Nuevamente el serotipo 2 se presenté con un
saldo de 3 012 casos confirmados por el laboratorio y 12 adultos fallecidos. Varios factores
favorecieron la reinfestacion del Aedes aegypty en la provincia y por tanto la reemergencia del

virus (Valdes et al., 1999b). Esta epidemia fue controlada rapidamente evitando su extension.

Un pequefio brote fue detectado en la provincia de Ciudad de la Habana con una duracion de tres
meses en el afio 2000, el cual mostrd la introduccién del serotipo 4 (Den-4) y fueron detectados
138 casos confirmados por el laboratorio (Leguia et al., 2017)

Entre junio del 2001 y marzo del 2002 el dengue fue detectado en un brote limitado nuevamente
a la provincia de Ciudad de La Habana, con la circulacién del serotipo 3. El sistema de vigilancia
identifico 12889 casos confirmados serol6gicamente, incluyendo 78 con manifestaciones severas
de FHD/SCD Yy tres defunciones (Pelaez et al., 2004).

En afos posteriores estos eventos fueron pocos documentados, aunque se pudieron identificar dos
grandes epidemias en los afios 2006 y 2014 afectando varias provincias del pais. También la
situacion epidemioldgica se muestra cambiante con la circulacion de todos los serotipos virales y
con la presencia de mas de un serotipo circulando en un mismo brote (Guzman, Alvarez, &
Halstead, 2013; Guzman & Kouri, 2009).

El virus ZIK fue aislado por primera vez en 1947 en Uganda. Desde 2007, paises de América,
Asia, Africa y Oceania han detectado la transmision local del virus (Smith & Mackenzie, 2016).
En el 2013, una gran epidemia ocurrio en Polinesia francesa, con cerca de 30.000 casos
sintométicos (Musso et al., 2014).

El brote epidémico actual debido al ZIK comenzé en Brasil en Mayo del 2015 y desde entonces
se ha reportado en 31 paises y territorios en América. Esta epidemia ha afectado a casi 1,5

millones de personas en Brasil. El 80% de los casos son asintomaticos (Hamel, et al., 2016).
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En Cuba se reporta el primer caso confirmado de ZIK en la semana epidemioldgica 11 del 2016
(PAHO/WHO, 2016). Desde entonces, la transmision se ha extendido a varias provincias del

pais, causando un reporte creciente de casos.

I11.4. Cuadro clinico del DEN.

El DEN es una enfermedad muy dinamica, a pesar de ser de corta duracion (no mas de una
semana en casi el 90% de los pacientes). El curso de la enfermedad del DEN pasa por tres etapas
clinicas: la etapa febril (Gnica para la inmensa mayoria de los enfermos), la etapa critica y la
etapa de recuperacion (Martinez, 2008). Cada uno de los cuatro serotipos puede causar un
espectro de enfermedades que va desde infecciones clinicamente inaparentes hasta enfermedades
potencialmente letales. De acuerdo a la gravedad de la enfermedad la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) clasificé el DEN de la siguiente manera: forma asintomatica y forma sintomatica
(fiebre indiferenciada, Fiebre DEN (FD, es el DEN Clasico), Fiebre Hemorragica del DEN
(FHD) (grado 1 y Il) y Sindrome de Choque por DEN (SCD) (grado Iy 1V) (WHO, 1997).

En los ultimos afios ha sido cuestionada la utilidad de esta clasificacion, por considerarla rigida,
demasiado dependiente de resultados de laboratorio y no inclusiva de enfermos de DEN con otras
formas de gravedad, tales como la afectacion particular del Sistema Nervioso Central
(encefalitis), del corazén (miocarditis) o del higado (hepatitis grave). Tampoco era (til para el
manejo clinico de los enfermos. Esta nueva clasificacion se ha definido como DEN y DEN grave

teniendo en cuenta los signos de alarma como prodromo del cuadro severo (WHO, 2010).

I1.5. La respuesta inmunitaria a virus DEN
I1. 5.1.Inmunidad innata

La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel protector durante la infeccién
con el virus del DEN (Paes et al., 2005) .Uno de los componentes fundamentales de este tipo de
respuesta son los interferones (IFNs) a y B que se ha demostrado que, in vitro, son capaces de

inhibir la propagacién de la infeccién (Yen, Chen, Lin, Shieh, & Wu-Hsieh, 2008).
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Entre los componentes principales de la inmunidad innata se encuentran las células asesinas
naturales (NK, -del inglés- natural killers) las cuales son altamente productoras de IFNy. Una
actividad temprana de las células NK pudiera ser importante en la eliminacion de la infeccion
primaria por el virus DEN (Azeredo et al., 2006; Clyde, Barrera, & Harris, 2008). Durante la
infeccion estas son reclutadas rapidamente en oOrganos y tejidos infectados, por factores
quimoatrayentes producidos por las células infectadas y macréfagos residentes activados. Los
macrofagos, ademas, constituyen una fuente principal de los IFNsa/f los que, una vez en el sitio
de la inflamacion, inducen la proliferacion de las células NK, la citdlisis de células infectadas por
virus mediada por dichas células asesinas y la secrecion de quimoquinas. En el sitio de la
infeccion ademas predominan las células dendriticas (CD) las cuales inducen también la
activacion de las células NK (Basu & Chaturvedi, 2008; Clyde, et al., 2008).

El aumento del porciento de las células NK activadas ha sido asociado al desarrollo de la FD,
mientras que un menor porciento ha sido asociado con las formas severas de la enfermedad
(Azeredo, et al., 2006). La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel

protector durante la infeccion con virus DEN (Halstead, 2007).

11.5.2. Respuesta mediada por anticuerpos

La conjugacion de mecanismos de neutralizacién viral, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC, -del inglés- antibody dependent celular citotoxicity) y activaciéon del

complemento son invocados en la respuesta protectora frente al virus DEN.

Los anticuerpos Nt son considerados como el mecanismo protector mas importante contra la
infeccion por el virus DEN, por lo que la induccion de niveles elevados de los mismos es el
principal objetivo de los candidatos vacunales. Las principales evidencias al respecto se
obtuvieron a partir de los estudios realizados en nifios tailandeses nacidos de madres inmunes al
virus, que resultaron protegidos frente a la infeccién por DEN hasta los cinco meses de edad
cuando aun persistian los anticuerpos Nt transferidos a través de la placenta (Halstead,
Udomsakdi, Scanlon, & Rohitayodhin, 1969). Los anticuerpos Nt homotipicos pueden
permanecer de por vida en los individuos luego de su infeccidn. Tanto es asi, que se detectaron

niveles de anticuerpos Nt en muestras de suero colectadas 40 y hasta 60 afios después de la
13
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infeccion (Halstead, 1974; Imrie, Meeks, Gurary, Sukhbaatar, et al., 2007; Okuno et al., 1983).
Hasta el presente, no se conocen con exactitud los titulos de anticuerpos Nt necesarios para
proteger frente a la infeccion con cada uno de los serotipos, aunque se han propuesto titulos entre
10y 100 (Hombach et al., 2005)

Ademas de la neutralizacion, los anticuerpos contra el virus DEN pueden participar en otros
mecanismos protectores frente a la infeccion. En un estudio prospectivo realizado en nifios
tailandeses, la ADCC detectada en los plasmas colectados previo a la enfermedad se correlaciond
de manera inversa con la carga viral durante la infeccion secundaria subsecuente por el virus
DEN 3 (Laoprasopwattana et al., 2007)

La formacion de inmunocomplejos (IC) entre la proteina E del virus DEN y los anticuerpos
pueden activar el complemento. La via clésica de este sistema puede ser activada durante la
infeccion primaria por este virus (Kuberski & Rosen, 1977). En correspondencia con ello,
moléculas de IgM especificas al virus han sido encontradas en esta fase de la infeccion (Davis &
Shulman, 1989). Durante la infeccion secundaria, también ocurre activacion de la via clasica del
complemento. Muy interesante es el hecho que las subclases IgG1 e 1gG3, las mas importantes
activadoras del complemento durante una respuesta secundaria, son las subclases de IgG mas
producidas en los casos de individuos que desarrollan las formas méas graves de la infeccion
(Jefferis & Kumararatne, 1990).

11.5.3. Respuesta mediada por células.

Las células T ejercen dos funciones principales: (1) la produccion de citoquinas que juegan un
papel crucial en la regulacion de las funciones inmunoldgicas, el desarrollo de una respuesta anti-
viral eficaz, y la activacion de células T CD8+, macrofagos y células B, y (2) la lisis de células
infectadas. Tanto los linfocitos T CD4+ como los CD8+ son capaces de eliminar células
infectadas por mecanismos citotoxicos, 1o que contribuye a la recuperacion de la infeccion
(Rothman, 2009).

Aunque el papel patogénico de las células T CD4+ y CD8+ se ha caracterizado con profundidad,

el papel protector de estas poblaciones celulares es menos conocido. No obstante, varios estudios

14



Revision Bibliogrdfica

especulan la induccién de una respuesta inmune mediada por células en individuos inmunizados
con candidatos vacunales atenuados u obtenidos por via recombinante, como resultado de la no
correlacion entre la generacion de una respuesta de anticuerpos Nt y la proteccion frente al reto
viral (Green et al., 1993; Guy et al., 2008; S. F. Wu et al., 2003). Los estudios realizados por van
der Most y cols. (2000, 2003), con un virus recombinante que contiene la cepa vacunal atenuada
17D del virus de la fiebre amarilla que expresa las proteinas prM y E del virus DEN 2,
constituyen el primer indicio sobre el papel protector de las células T CD8+ frente al reto
intracraneal en ratones (van der Most, Murali-Krishna, & Ahmed, 2003; van Der Most, Murali-
Krishna, Ahmed, & Strauss, 2000).

Por otra parte, (Yauch et al., 2009) publicaron que la inmunizacion con epitopos de las proteinas
C, NS2A, NS4B y NS5, gener6 células productoras de IFNy con actividad citotoxica, y que
mediaron la disminucion de la carga viral in vivo tras el reto en un modelo de ratones C57BL/6
transgénicos, que no expresan el receptor para los IFNo/B. En el mismo afio, (Gil et al., 2009)
analizaron el papel de las poblaciones celulares CD4 y CD8 positivas en la proteccion contra el
virus del DEN en el modelo de encefalitis viral en ratones. En este estudio se demostrd, que la
proteccion conferida frente al serotipo homdlogo depende de las células CD8+. Ademas, esta
poblacién celular prolifer6 tras la estimulacion in vitro con el virus homdélogo y junto a la

poblacion CD4+, fue la responsable de la secrecién de IFNy.

El IFNy es producido fundamentalmente por linfocitos T activados y células NK y tiene
receptores virtualmente sobre todas las células del organismo. Ejerce un sin nimero de efectos
bioldgicos, entre ellos se destacan que es el principal activador de los macrofagos y también
activa las celulas endoteliales, estas dos actividades son la base del papel pro-inflamatorio de esta
citoquina. La funcion reguladora de esta molécula sobre la fase antigeno-especifica deriva de su
efecto sobre las células presentadoras de antigeno y sobre los linfocitos By T. El IFNy aumenta
la expresion de moléculas MHC en las celulas presentadoras tanto profesionales como
facultativas y sus efectos sobre la proliferacion y la diferenciacion de las células B y T son

complejos. Este es un marcador de las células de fenotipo Thl, las cuales se asocian a la
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respuesta inmune contra patogenos intracelulares. Su papel en el control de la infeccidn por virus
DEN también ha sido demostrado (Diamond et al., 2000).

11.6. Patogenesis del DEN

El virus del DEN es un virus linfotropico, lo que es de gran importancia en la patogenia de la
FHD/SCD. La infeccion con un serotipo del DEN provee inmunidad homdloga de larga duracion,
pero s6lo hay proteccion cruzada transitoria contra los otros serotipos, lo que hace posible una
infeccion secuencial (Bastin et al., 1981) .

En relacién con la patogenia de la enfermedad se han planteado algunas hipdtesis para explicar el

cuadro grave:

La hipotesis sobre el fendmeno de ADA, propuesto por Halstead expresa que: la respuesta
inmune humoral a una infeccién primaria por un determinado serotipo origina anticuerpos Nit,
capaces de proteger al individuo contra el virus homologo y, en menor medida, contra serotipos
heter6logos (Halstead et al., 1970). Durante una infeccion secundaria se formarian IC cuyos
anticuerpos serian menos eficientes en la neutralizacion de la particula viral. Estos IC, formados
fundamentalmente por anticuerpos de subclases 1gG1l e IgG3, serian internalizados, por las
células del sistema fagocitico mononuclear (monocitos y macréfagos), al interactuar con los
receptores Fcy tipo I (CD64) y II (CD32) en ellas presentes. Se favoreceria, de esta manera, la
diseminacion viral, ya que estos IC entran a las células hospederas mas rapido que los viriones no
acomplejados (Dejnirattisai et al., 2010). Se ha demostrado que los anticuerpos contra las
proteinas prM y E facilitan la union eficiente y la entrada de las particulas inmaduras a células
que expresen el receptor Fc, los cuales estan presentes en las células B, en las células dendriticas
y en los monocitos-macrofagos fundamentalmente, dianas de la infeccion por el virus DEN
(Dejnirattisai, et al., 2010). El incremento de la replicacion viral durante las infecciones
secundarias heterotipicas, desencadena procesos donde participa activamente el sistema
monocito-macrofago y que concluyen en el aumento de la permeabilidad vascular responsable de

los sintomas severos de la enfermedad (Guzman, et al., 2013).
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De acuerdo con los eventos que ocurren después de la infeccion celular a través de la ADA, se
determind que esta via de infeccion modifica los mecanismos antivirales intracelulares de la
inmunidad innata y adaptativa (Chareonsirisuthigul, Kalayanarooj, & Ubol, 2007). La infeccion
mediada por la ADA suprime la produccion de IL-12 e IFNy, lo que conduce a una respuesta
inmune de células T cooperadoras tipo 2, descrita en los pacientes con FHD (Chaturvedi et al.,
1999) Asi mismo, esta via de infeccion incrementa la produccion de IL-10, que actia en la
inhibicion de la produccidon del 6xido nitrico, conocido como un mecanismo antiviral importante

de la inmunidad innata (Chareonsirisuthigul, et al., 2007).

En la hipdtesis sobre la reactividad cruzada de células T (Rothman, 2010) los dafios
inmunoldgicos por dicha reactividad cruzada son, con frecuencia, rasgos de la enfermedad por
Flavivirus. La hipotesis plantea que tras la infeccion secundaria heterotipica se activan
principalmente los clones de células T de memoria, estimulados en respuesta a la infeccion
primaria, los que generan la produccion de una serie de citoquinas inflamatorias que participan en
el desarrollo de la FHD/SCD (Rothman & Ennis, 1999). Mas tarde se demostrd que
efectivamente las células T de reactividad cruzada activadas durante la infeccién secundaria
reconocen epitopos con diferencias de pocos aminoécidos entre los cuatro serotipos del DEN y
que después de la activacion estas sufren el proceso de apoptosis en el periodo agudo de la
enfermedad. Estos linfocitos T de memoria no son capaces de proliferar ni de secretar IFNy por
lo que se retarda la eliminacion del virus y se incrementan los titulos virales (Mongkolsapaya et
al., 2003). En trabajos posteriores se demostrd la participacion de las citoquinas inflamatorias
secretadas por las células T de memoria tras la infeccion heterotipica, en el incremento de la

permeabilidad vascular y en la extravasacion de plasma (Screaton & Mongkolsapaya, 2006).

La hipdtesis sobre la virulencia de las cepas planteada por (Rosen, 1977) .expone que la
virulencia de las distintas cepas de los cuatro serotipos del virus puede aumentar cuando estos
agentes pasan repetidamente por el hospedero humano. De esta forma, las cepas mas virulentas
son las responsables de los sintomas graves que se observan en la FHD/SCD. (Leitmeyer et al.,
1999) reportaron la existencia de diferencias estructurales entre las cepas de origen asiatico y

americano del virus DEN 2, que estan correlacionadas con la virulencia y la patogenicidad.
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Durante las infecciones secundarias, las cepas de DEN 2 pertenecientes al genotipo asiatico han
sido asociadas al desarrollo de las formas severas mientras que las cepas de genotipo americano

han sido asociadas al desarrollo de las formas leves de la enfermedad

Por otra parte, determinadas secuencias de infeccion han sido correlacionadas con el desarrollo
de las formas severas de la enfermedad. La infeccion secuencial DEN 1/DEN 2 o DEN 1/DEN 3
ha sido asociada con epidemias de FHD (Alvarez et al., 2006; Bhattacharya, Maitra, Ganguly,
Bhattacharya, & Sinha, 2013; Kouri, Guzman, & Bravo, 1987). en el sefialaron que la secuencia
de infeccion DEN 3/DEN 2 también est asociada con el desarrollo de las formas severas de la
enfermedad. En la epidemia de 1980 en Tailandia, la secuencia de infeccion DEN 1/DEN 2
mostré un riesgo de desarrollo de FHD 500 veces mayor que la infeccion primaria por el serotipo
2. Para la secuencia DEN 3/DEN 2 el riesgo de desarrollo de la FHD fue 150 veces mayor, y en
el caso de la secuencia DEN 4/DEN 2 de 50 veces (McBride & Bielefeldt-Ohmann, 2000). En la
segunda epidemia cubana de FHD ocurrida en el afio 1997 y causada por una cepa del serotipo 2
de genotipo asiatico se comprobd la secuencia de infeccion DEN 1/DEN 2 en el 98% de los casos

graves y en el 92% de los fallecidos (Valdes et al., 1999a).

La otra hipdtesis se refiere a un cambio fenotipico rapido, la seleccion de mutantes de escape a la
neutralizacion. Como consecuencia del proceso de maduracion de la afinidad, los anticuerpos
generados en la primera infeccion son capaces de reconocer determinantes antigénicos
mayoritarios comunes en la superficie de la particula viral del serotipo infectante. De esta forma
son eliminadas, en su mayoria, las particulas virales durante la segunda infeccion y, en
consecuencia, los individuos desarrollan un cuadro clinico benigno o, en muchos casos,
asintomatico. Sin embargo, en otros casos particulas virales escapan a la neutralizacién, pues en
el proceso de sintesis de sus proteinas estructurales, no son expresados aquellos determinantes
comunes al serotipo causal de la primera infeccion. Cuando son transmitidas, y de forma
mayoritaria se multiplican en otros individuos con igual historia primaria de infeccion y por tanto
con igual repertorio de anticuerpos Nt, son capaces de desarrollar en éstos el cuadro mas severo
de la enfermedad. Los anticuerpos predominantes en dichos individuos son, por tanto,

anticuerpos que al no poder neutralizar la infeccion, por medio de su region Fc se unen a
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diferentes tipos celulares donde encuentran los receptores correspondientes y, de esta forma, se

desarrolla el proceso de ADA (Guzman et al., 2000).

La hipdtesis integral planteada por Kouri, es la hipotesis mas completa pues plantea al DEN
como un fenémeno inmunopatoldégico multifactorial donde deben ser integrados multiples
factores para su comprension: factores de riesgos individuales (presencia de anticuerpos anti-
DEN, edad, sexo, raza, portador de enfermedades cronicas), epidemioldgicos (vector e intervalo
entre infecciones) y factores relacionados con el virus (serotipo y virulencia de la cepa), los que,
como consecuencia de su interaccién, conllevan al desarrollo de la forma grave de esta
enfermedad (Kouri, et al., 1987).

I11.7. Cuadro clinico de ZIK

Se trata de una enfermedad viral autolimitada, de leve intensidad y evolucion benigna. En el 80%
de los individuos la infeccion es asintomatica. La enfermedad esta caracterizada por fiebre,
cefalea, erupcidon cutdnea maculopapular pruriginosa, hiperemia conjuntival (conjuntivitis) no
pruriginosa y no purulenta, artralgia/artritis (con edema, especialmente de las pequefias
articulaciones de las manos y de los pies), mialgias, cefalea, dolor de espalda y manifestaciones

digestivas (dolor abdominal, diarrea, estrefiimiento).

La astenia después de la infeccion parece ser frecuente. Por primera vez se reporta en un brote de
ZIK en la Polinesia Francesa 73 casos de sindrome de Guillain-Barré y otras afecciones
neuroldgicas asociado a la infeccion, en una poblaciéon de aproximadamente 270 000 habitantes,
lo que representa una grave complicacion de la infeccion por este virus ®. El Sindrome de
Guillain Barré incluye dafio a los nervios periféricos por pérdida de mielina, disfuncién muscular
y mialgias. La infeccion prenatal se ha asociado por primera vez en la epidemia en Brasil (2015)
a microcefalia y otras malformaciones congénitas en los neonatos hijos de madres infectadas

durante la gestacion. (Hamel et al., 2016).
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11.8. Respuesta immune a ZIK

La replicacion viral desencadena una respuesta inmune antiviral innata con produccion de
interferon de tipo 1. Tres dias después del inicio del cuadro clinico se evidencia el aumento de
monocitos pro-inflamatorios activados en la sangre, constatandose hacia el quinto dia una

disminucidn transitoria de las células dendriticas mieloides.

Los anticuerpos IgM son detectados al dia 6-7 después del debut clinico, persistiendo entre 100 y
170 dias. Las células B y plasmablastos aumentan tras la primera semana. Los niveles de
anticuerpos neutralizantes son detectables en pocas semanas, pero los mayores titulos se asocian

a infecciones previas por flavivirus (Lai et al., 2017).

11.8.1. Respuesta mediada por células

La activacion de células T CD4 y CD8 T ha sido demostrada en humanos infectados con ZIK.
Las ceélulas T CD4 se activan y diferencian a células efectoras, ocurriendo una expansion
sustancial de células efectoras T V32 en los primeros dias del cuadro clinico. Se ha comprobado
una modulacion de la respuesta de las células T CD4+ con reduccion de la produccion de IFN-y
por estas células (Cimini et al., 2017). Los linfocitos T CD4+ de memoria reconocen péptidos de
las proteinas C, prM, E, y NS5 del virus ZIK. Las células T CD8+ son activadas masiva e
intensamente en un grupo de pacientes (Lai, et al., 2017). La frecuencia de células T CD8+ que
co-expresan los marcadores de activacion CD38 y HLA-DR son similares en ZIK que en DEN,
sugiriendo que una moderada activacion celular se asocia a actividad protectora y a un curso leve
de la enfermedad. Hay expresion de marcadores apoptdticos en las células T, pero se desconoce
su papel. La reduccion en la expresion de IFNy en las células T CD4+ es centro de atencion para
futuras investigaciones. Los porcentajes de células T CD4 y CD8+ que expresan IL-2 e IL-17 no
difieren con la infeccion por DEN. Las células T efectoras Vo2 expresan granzima B, por lo que

se presume su actividad citotoxica.
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11.9. Patogénesis de la infeccion por ZIK.

En la actualidad se conoce poco acerca de la patogénesis de la infeccién por ZIK, sin embargo, se
presume que ocurre replicacion viral en las células dendriticas cercanas al sitio de infeccion
después de la inoculacién del virus por la picadura de un mosquito, se produce entonces una
subsecuente propagacion hacia los nddulos linfaticos y luego hacia el torrente sanguineo. La
viremia se observa generalmente de tres a cuatro dias de la aparicién de los sintomas. El virus es
detectable en sangre dias antes de la aparicion de los sintomas y hasta once dias después. El virus
ha sido también detectado en muestras de orina, saliva y esperma de individuos infectados (Gupta
etal., 2016) .

Como en el caso de otros flavivirus, en el mosquito, ZIK puede replicarse en las celulas
epiteliales y subsecuentemente en glandulas salivares. Después de un periodo de incubacién de 5-
10 dias, ZIK se encuentra en la saliva del mosquito, de esta manera puede infectar a otro humano.
Cuando el mosquito infectado con ZIK introduce su saliva dentro de la piel del humano, el virus
puede infectar a los queratinocitos epidérmicos, fibroblastos de la piel en las capas subcutéaneas y

a las células de Langerhans (Gupta, et al., 2016) .

Las células de Langerhans contienen DC-SIGN, el cual funciona como receptor permitiendo la
entrada del virus. La infeccién de los fibroblastos primarios de la piel es asociada con la
regulacién de la expresion de ARN mensajero los cuales son reconocidos en la respuesta inmune
innata que se origina a raiz de la infeccion por virus ARN (Hamel et al., 2015). Esto es seguido
por la potenciacion de la expresion de interferén o y . Los interferones tipo I y II pueden
suprimir la carga viral de las células infectadas. Las células de la piel que estan infectadas pueden
presentar vacuolacién citoplasmatica y edema en el estrato granuloso. Después de la replicacion
en células del tejido local y en la region de los nodulos linfaticos, ZIK puede entonces
diseminarse por via sanguinea hacia otros oOrganos Yy tejidos incluyendo el sistema nervioso
central, los musculos esqueléticos, el miocardio, asi como en higado, rifion, corazén y bazo. El

virus es altamente neurotrépico, puede causar degeneracion neuronal e infiltracion celular. El
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neurotropismo y la persistencia de ZIK explican determinadas anomalias fetales como la

microcefalia y las complicaciones neurologicas (Hamel, et al., 2016).

La proteina NS5 del ZIK degrada a STAT2 en forma proteosoma-dependiente (Grant et al.,
2016), evadiendo la accion del IFN tipo | de la respuesta innata frente al zirus. Esto pudiera
favorecer la amplia y rapida diseminacion de la infeccion por los tejidos en el humano.

El anélisis de las células T V42 pudieran ser importantes en la patogénesis asociada a la
microcefalia en los fetos y al Sindrome de Guillain Barré en los adultos. Estas células pudieran
implicarse también en el dafio e inflamacidn placentaria correlacionada con las malformaciones

fetales congenitas encontradas en la infeccion por ZIK (Cimini, et al., 2017).
11.9. Respuesta inmune cruzada entre ambos flavivirus: DEN y ZIK.

Los anticuerpos, originados ante una infeccion por un Flavivirus, pueden proveer inmunidad ante
la infeccion por virus homologos. En ocasiones los anticuerpos de reactividad cruzada pueden
complicar el diagndstico de otros Flavivirus (Swanstrom et al., 2016) Se ha demostrado la
capacidad de anticuerpos monoclonales (AcM) aislados en humanos, que han sufrido infeccién
previa por DEN de neutralizar cepas de ZIK en cultivo de células. No obstante, es importante
sefialar que en estudios recientes se plantea que algunos anticuerpos que son capaces de
neutralizar virus in vitro, no necesariamente pueden hacerlo in vivo (Swanstrom, et al., 2016;
Tang et al., 2016) .

El limite de neutralizacién cruzada de ZIK con suero primario positivo a DEN es atribuido a la
respuesta tipo especifica que muestra una infeccién primaria por DEN. Después de una infeccion
secundaria los anticuerpos de respuesta del virus son propensos a mantener una respuesta tipo
especifica, la cual genera mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes a varios serotipos de DEN
(Fagbami, 1979) .

Los estudios han demostrado que la infeccion de las celulas que expresan el receptor Fcy (FcyR)
en presencia de anticuerpos de donantes inmunes a flavivirus puede aumentar significativamente
la tasa de infeccion (Halstead, 2003).
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En caso de infecciones por DEN, la ADA es una de las varias hipdtesis propuestas para explicar
el aumento de la gravedad de la enfermedad asociadas a infecciones heterotipicas repetidas
(Kliks, Nisalak, Brandt, Wahl, & Burke, 1989; Vaughn et al., 2000). Estos estudios son
importantes desde el punto de vista epidemioldgico, ya que la gran mayoria de las regiones que
han reportado casos de ZIK también experimentan brotes de DEN. Aunque oportunamente, los
hallazgos de estos estudios no son totalmente sorprendentes, dadas las similitudes bioldgicas

significativas y los epitopes abundantes compartidos entre los dos virus.

Los estudios de reactividad cruzada entre sueros de ZIK y DEN mostraron en analisis de sueros
policlonales, que estos pueden no revelar el origen de las respuestas de anticuerpos o la
proporcién relativa de anticuerpos especificos de tipo frente a anticuerpos de reactividad cruzada.
Especialmente en las poblaciones experimentadas con flavivirus, la posibilidad de mdltiples
grupos independientes de anticuerpos que contribuyen a la aparente reactividad cruzada del
suero, en lugar de un grupo comun que reconoce tanto DEN como ZIK, que tampoco puede
descartarse facilmente (Priyamvada et al., 2016).

Mas recientemente, varios estudios han abordado la cuestion de la reactividad cruzada
inmunoldgica de DEN-ZIK mediante la prueba de sueros de individuos infectados con ZIK
contra DEN, o sueros de DEN contra ZIK. En un estudio de este tipo, los sueros de pacientes con
ZIK pre-inmune tanto de DEN como de DEN pre-inmune fuertemente unidos a ZIK asi como a
DEN, con anticuerpos reactivos cruzados dirigidos tanto a proteinas E como a NS1 (Jefferis &
Kumararatne, 1990; Rothman, 2009). Las cuatro muestras de pacientes en este estudio procedian
casos primarios de ZIK, donde la infeccion se produjo durante el viaje a las zonas ZIK
endémicas. Del mismo modo, los estudios que examinaron el suero de DEN secundario de las
regiones endémicas han mostrado una reactividad cruzada con ZIK, tanto en la union como en la
neutralizacion del virus (Halstead, Udomsakdi, Singharaj, & Nisalak, 1969; Rothman, 2009; S. F.
Wu, et al., 2003)

El ZIK se esta extendiendo a areas de hiper-endemicidad de DEN por lo tanto, es probable que
las personas expuestas a ZIK alberguen células T de memoria reactiva con DEN preexistentes

(Yauch, et al., 2009). Dada la similitud antigénica entre estos virus la reactividad cruzada
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informada para ZIK de los anticuerpos especificos de la envoltura de DEN (Gil, et al., 2009) es
probable que se produzca el reconocimiento reactivo cruzado de ZIK por células T especificas de
DEN preexistentes. La identidad de secuencia entre DEN y ZIK oscila entre el 44% vy el 56%
para la envoltura de proteinas estructurales y la capsida, respectivamente, hasta el 68% para las
proteinas no estructurales mas conservadas NS3 y NS5. La homologia entre péptidos de células T
CD8 + inmunogénicos de DEN vy la secuencia de ZIK correspondiente es evidente. Sin embargo,
un estudio reciente informo la falta de reactividad cruzada entre las células T CD4 + especificas
de la proteina NS1 de ZIK y la proteina NS1 de DEN.

Se necesitan estudios para evaluar mas a fondo el alcance y las implicaciones del reconocimiento
cruzado de epitopes de células T CD4 + y CD8 + en individuos inmunes a DEN y ZIK. Dada la
alta homologia entre DEN y ZIK, el conocimiento que hemos adquirido sobre la respuesta de
células T a DEN puede proporcionar informacidn sobre la naturaleza de la inmunidad de células
T para ZIK. La superposicion geogréfica de las infecciones por DEN y ZIK resalta la necesidad
de comprender el impacto de la inmunidad preexistente a DEN (adquirida mediante infeccién
natural o vacunacién) sobre la inmunidad protectora y / 0 la inmunopatologia durante la infeccion
por ZIK (Diamond, et al., 2000).

11.10. Estudios en modelos murinos de la infeccion por DEN y ZIK

Una de las principales dificultades en el estudio de la infeccion por los virus del DEN y ZIK en
seres humanos y en el desarrollo de una vacuna es la ausencia de un modelo animal adecuado que
desarrolle todo el espectro de estas enfermedades, especialmente el DEN hemorragico y

sindrome de choque del DEN.

En un estudio realizado por (Barth et al., 2006) en ratones Balb/c que fueron infectados
intraperitonealmente con serotipo 2 del virus DEN no-neuroadaptado, se mostraron lesiones
endoteliales multifocales, reclutamiento de plaguetas y se detecté antigeno del virus del DEN en
los hepatocitos y en el endotelio capilar del area de la vena lobular central. Ademas las pruebas

de funcion hepética mostraron altos niveles de actividad de la enzima transaminasa aspartato y
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alanina transaminasa. La viremia se observé entre los dias 2 y 11 de aislamiento en la linea de
células de mosquito C6/36, sin embargo, los ratones no mostraron ningdn signo de morbilidad ni

aumento de la mortalidad (Paes, et al., 2005).

En algunos estudios se analizaron otras vias de inoculacion, como la intravenosa entre ellos esta
(K. J. Huang et al., 2000) donde se mostraron resultados donde los ratones inoculados por via
intravenoso con DEN-2 no adaptado presentaron una transitoria trombocitopenia y anticuerpos
antiplaquetarios y se demostrd que tales alteraciones fueron notablemente reducidas en los
ratones BALB/c 0 B6 con respecto a otras especies ya utilizadas.

Avances en esta rama pudieron evidenciarse con el estudio de ratones consanguineos BALB/c de
cuatro semanas de edad sensibilizado con (haplotype H-2d DEN -2), a los cuales se les inocul6
una dosis letal del virus DEN tipo 2 (cepa P23085(Zellwe et,.al 2010)En sus primeras
manifestaciones clinicas mostraron una tendencia a arquear la espalda, la ondulacion de la piel y
se observo desaceleracion de la actividad fisica hacia el dia 4 post—inoculacién (pi) (C. Y. Huang
et al., 2000). La presencia del virus DEN-2 en la sangre fue confirmada el dia 2 pi por el método
de reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) confirmando replicacion de virus en todos los
animales. Dentro de los 5y 6 dias pi, todos los ratones mostraron enfermedad grave con anorexia
y pérdida de peso que termina en paralisis de miembros y 100% de mortalidad. A los 7 dias
después de la inoculacién el TNF-a, aumentd 24 h antes de la muerte. Ademas, los niveles
séricos de interleucina (IL)-1B, IL-6, IL - 10, antagonista del receptor de IL - 1 y soluble TNF
receptor que fue incrementandose continuamente durante la infeccion. En este tipo estudio se
comprob6 que los ratones BALB / ¢ de 4 semanas de edad adaptados son modelos Utiles para
investigar la activacién inmune el huésped en la infeccion por el virus DEN-2 (Zompi & Harris,
2012).

Los ratones SCID (con inmunodeficiencia severa combinada), que no producen células
funcionales T y B y carecen de deteccion Inmunoglobulina (1g), hacen posible el xeno-injerto de
lineas celulares humanas susceptibles al DEN, y se han empleado para estudiar la infeccion viral
in vivo (B. Lin, Cotton, Trent, & Wright, 1992; Y. L. Lin et al., 1998). Este modelo ha sido util
para la prueba de farmacos y vacunas (Zompi & Harris, 2012).
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Posteriormente se han empleado otras cepas de ratones con genes silenciados como los ratones
AG129 deficientes del gen del receptor de IFNo/p y vy, que han demostrado ser utiles en el
estudio de la patogénesis y la inmunologia de la infeccién por DEN. Se han publicado hallazgos
en este modelo sobre la replicacion viral en células y tejidos que son comparables a la infeccion

en el humano, incluyendo el fendmeno de ADA (Williams, Zompi, Beatty, & Harris, 2009).

Los estudios de modelos animales en ZIK han demostrado que se requiere adaptacion previa en
el modelo en el ratén para generar una enfermedad reproducible. (Rubin, Greene, & Baden,
2016) demostraron que la aparicion de la enfermedad y la mortalidad se desarrollaban en
ratones que carecian del receptor alfa del interferon (IFN) (ratones A129) de una manera
dependiente de la edad, pero no en ratones inmunocompetentes con edad similar. En los ratones
Al129, la viremia alcanz6 un pico de~107 unidades formadoras de placa / ml al dia 2
postinfeccion (pi) y alcanzé titulos altos en el bazo al dia 1. ZIK se detectd en el cerebro en el
dia 3 pi y causo signos de enfermedad neuroldgica, incluyendo temblores al dia 6 pi. También se
observo una replicacion robusta en los testiculos. En este modelo, todos los ratones infectados
en edad joven (3 semanas) sucumbieron a la enfermedad al dia 7 pi. Los ratones mas viejos (11
semanas) mostraron signos de enfermedad, viremia y pérdida de peso pero se recuperaron a
partir del dia 8. Ademas, los ratones AG129, que carecen tanto de las respuestas de IFN de tipo |
como de Il, apoyaron una cinética de infeccion similar a los ratones A129. Esta caracterizacion
de una cepa ZIK de origen asiatico en un modelo murino es uno de los pocos estudios del ZIK y
demostré morbimortalidad dependiente de la edad, podria proporcionar una plataforma para

probar la eficacia de antivirales y vacunas.

11.11. Desarrollo de vacunas contra el DEN y ZIK

Actualmente, no se dispone ain de una vacuna contra el DEN. La obtencion de una formulacion
vacunal esta limitada por la existencia de cuatro serotipos, el fenomeno de la ADA, la ausencia
de un modelo animal que reproduzca adecuadamente la enfermedad, y el poco conocimiento que
se tiene de la etiopatogenia de la misma. Los principales retos para el desarrollo de una vacuna
son inducir inmunidad protectora de larga duracion contra los cuatro serotipos del virus y no

sensibilizar al individuo frente a una infeccion secundaria por un virus heterdlogo
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(Chokephaibulkit & Perng, 2013; Miller, 2010; Whitehead, Blaney, Durbin, & Murphy, 2007).
Teniendo en cuenta estos aspectos, el proceso de desarrollo de las diversas estrategias para la
obtencion de candidatos vacunales (Guzman, Mune, & Kouri, 2004; Murphy & Whitehead,
2011), incluye vacunas vivas atenuadas, vacunas de subunidades recombinantes, vacunas
inactivadas, vacunas de ADN y basadas en vectores virales. La vacuna contra el virus del DEN
que se encuentra mas avanzada su evaluacion hasta el momento consiste en la sustitucion de los
genes prM/E de los cuatros serotipos sobre la vacuna viva atenuada de fiebre amarilla
(ChimeriVax) (Guirakhoo et al., 2001). La evaluacion de la formulacién tetravalente ChimeriVax
en monos indujo anticuerpos Nt, sin embargo, los animales desarrollaron viremia (generalmente
causada por el serotipo 4) (Guirakhoo et al., 2002). También se demostro la seguridad de la
respuesta inmune celular inducida por la formulacion tetravalente, marcada por la ausencia de un
patron tipo Th2 y con predominio de secrecion de IFNy con respecto a TNFa (Guy, et al., 2008).
Dos ensayos clinicos Fase 1l fueron llevados a cabo en mas de 30 000 nifios en cinco paises de
Asia 'y América. La eficacia general del ensayo clinico en la region asiatica fue de un 56.5% y de

un 60% para América (Capeding et al., 2011).

Frente al ZIK se han desarrollado recientemente varios candidatos vacunales que se estan
evaluando en modelos experimentales, e incluyen vacunas de subunidad, vacunas de ADN y
vacuna de virus inactivado. Dos de estas formulaciones han avanzado en su evaluacién en monos

y estan evaluandose en fase I.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Todo el trabajo experimental se ajustd a las regulaciones éticas internacionales para el manejo y
cuidado de los animales de experimentacion y las buenas précticas para el trabajo con animales de
laboratorio dentro de las que se encuentran:

* Guias establecidas por la Union Europea para la utilizacion de animales con propdsitos

cientificos.
* Guia establecida por el CECMED para la constitucién y funcionamiento de los experimentos.
* Guia para la aplicacion de un Punto final humanitario.

En el disefio de los experimentos se siguid el principio de las 3 Rs (Reemplazo, Reduccion y
Refinamiento) enunciado por Russell & Burch (Russell WMS, Burch RL. The principles of humane

experimental technique. Methuen & Co Ltd,London, England. 1959).

I11.1 Tipo de Estudio

Observacional, descriptivo, experimental.

111.2 Universo y muestra de Estudio

El universo de estudio fue conformado por grupos de ratones (Balb/c) adultos sanos, que fueron
atendidos y procesados en el Bioterio del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, cumpliendo
con las guias internacionales y nacionales ya estipuladas en nuestro instituto y manteniendo las

condiciones éptimas para hacerlo y evitando todo dafio innecesario.

Cada grupo de animales fue formado por 10 animales dependiendo del virus a inocular y la via de
inoculacion empleada, resultando en 5 grupos: 2 para virus dengue (uno via intraperitoneal y otro
via subcutanea), 2 para virus ZIKA (uno via intraperitoneal y otro via subcutanea), y un grupo

control.
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I11. 3. Cepas Virales

Los antigenos virales para las inoculaciones, estimulaciones y para los experimentos de medicién de
respuesta celular en ratones, se prepararon a partir del sobrenadante de cultivo de células Vero
infectadas con la cepa de DEN-2 A15 8p/vero y ZIK 221/2016 4 plvero. El sobrenadante se
concentr6 por centrifugacion a 80 000 gravedades durante 4 h a 4°C. El precipitado viral se
resuspendid en tampdn fosfato salino (NaCl 100 mM, KCI 2 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1
mM, pH 7,2) (PBS). La concentracion viral se determind por titulacién en células Vero NIBSC (de
células de rifion de hamster recién nacido). El control negativo se prepar6 a partir del sobrenadante
de células Vero NIBSC no infectadas y reconstituido en medio MEM-E, se hicieron alicuotas que
fueron guardadas a -70°C, y se determind el titulo viral por conteo del niimero de placas(Alvarez
Veraetal., 1998) .

11.3.1. Titulacion de los virus DENGUE y ZIKA por micro-método en células Vero IBSC.

Se realizaron diluciones seriadas de ambos virus utilizando medio Hanks + 0.5% STF, desde 10
hasta 10 en viales y de forma aséptica, se agitaron vigorosamente y se mantuvieron 1h a 37°C. Se
prepararon las placas de 24 pozos con la suspension de células Vero afadiendo 0.5 mL en cada
pozo y se dejaron en reposo 1 hora a temperatura ambiente. Después de transcurrido el tiempo se
afiadieron 50uL de cada dilucion viral en las placas conteniendo las células Vero, utilizando 3 pozos
por cada dilucion. Se incubaron las placas por 4 h a 37°C en incubadora de CO; al 5%.
Posteriormente se afiadieron 0,5 mL de medio con carboximetilcelulosa (CMC). El pH del medio
para DEN 1, 3y 4 era 8-8,5, y para DEN 2 entre 7- 8,5. Se incubaron las placasa 370 C por 8 dias
para el DEN 4, 5 dias para el ZIK, en incubadora de CO2 5%.Después se descartd el medio y se
lavaron las placas suavemente con agua corriente. Se tifieron las células con Naftol Blue Black
(NBB) afiadiendo 0.5 mL por pozo. Después de 30 minutos se lavaron nuevamente con agua
corriente, realizando posteriormente el conteo las placas virales .Se determind el titulo de los virus

como unidad formadora de placas (ufp).

11.4. Esquema de inoculacion viral en el modelo murino.

Se emplearon 50 ratones BALB/c varones, de 6 semanas de vida, con un peso de 18 a 20g,

separados en grupos de 10 y con suministros diarios de agua, comida y una temperatura optima de
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alrededor de 25 grados estos animales son suministrados por el Centro de Produccién de Animales
de Laboratorio (Cenpalab,La Habana, Cuba). Los ratones se manipularon de acuerdo a las Guias

para el Trabajo con Animales de Laboratorio del IPK.

Se inocularon en grupos de 10 ratones por diferentes vias intraperitoneal (IP) y subcutanea (SC) con
una suspension viral de 150 pl que contenia 10° ufp del ZIK y DEN. Se incluyé un grupo control

que fue inoculado solo con medio.

111.4.1. Observacion de signos de enfermedad

Después de la inoculacién viral, se realizé un seguimiento diario en la busqueda de la presencia de
algin signo de enfermedad. Se consideraron signos leves de enfermedad el erizamiento o
enlentecimiento del animal y como signos graves, la paralisis, la pérdida del equilibrio y la

inmovilidad, comparando con el grupo control.

I11.5. Colecta de sangre

Al dia 15 despueés de cada inoculacion con los dos virus se realizé la colecta de la sangre a todos
los ratones, incluyendo el grupo control, de forma aséptica en el seno retro-orbital por puncién del

plexo orbital y con el uso de capilares estériles para estudios de respuesta inmune.

111.6. Determinacion de la respuesta inmune humoral
111.6.1 ELISA subclases de 1gG

Se siguid el método de ELISA de inhibicion desarrollado por (Vazquez, Bravo, Perez, & Guzman,
1997)con algunas modificaciones. Placas de poliestireno de 96 pozos (MICROLON, Greiner bio-
one, Germany) fueron sensibilizadas con anticuerpos IgG humano anti-Dengue o anti-zika
(obtenidos mediante la precipitacion con sulfato de amonio a partir de sueros humanos con altos
titulos 1gG anti DEN o ZIK, laboratorio de Arbovirus del IPK) a una concentracion de 10ug/mL en
solucion de recubrimiento carbonato bicarbonato pH 9.5 e incubadas toda la noche a 4°C.
Posteriormente se bloguearon con 150 uL por pozo con suero albumina bovina (SAB) al 1% en
PBS-T.Se dejaron 1 hora de incubacién a 37°C, lavandose después 3 veces con PBST.

Seguidamente se afiadieron100uL por pozo de una dilucion 1/50 en PBS-T de antigeno de DEN 2 y
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se incubaron a 37°C por 1h. Posteriormente se afiadieron 100uL por pozo de una dilucion 1/50 en
PBS-T de antigenos de DEN-2 y ZIKA obtenidos por el método de sacarosa (Clark & Casals,
1958). Se lavaron nuevamente y se adicionaron los sueros diluidos en PBS-T desde 1:20 hasta
1:1280 (diluciones al doble), incluyendo ademas un control positivo y un control negativo en las
mismas condiciones. Incubandose a 37°C por 1h. Se lavaron nuevamente y se adicionaron. los
conjugados anti-subclases de raton (anti-lgG1, 19G2a, 1gG2b o 1gG3) marcados con biotina (Kit
ABD serotec) diluidos 1/2000 en diluyente razon de 100 uL/pozo y se incubaron las placas 1 h a
370 C, después de lavar, se afadieron 100 ulL/pozo sustrato se afiadieron 100 pL a los pocillos de
una solucion compuesta por 25mg de ortofenilendiamina (OPD) con 4 uL de H,O, en 10 mL de
solucién tampdn fosfato citrato (pH 5) y se incub6 durante 30 minutos a TA. La reaccién se detuvo
con acido sulfarico (H,SO,) al 12.5% vy la lectura de la densidad optica (DO) se realiz6 a una

longitud de onda 492 nm en un lector de placas de ELISA (Biomeriéux, Francia).

Criterio de positividad: Una dilucién de suero fue considerada positiva cuando la relacién DO
(dilucién de suero)/DO (control negativo del suero) es mayor o igual a dos. Los resultados fueron

expresados como la DO del suero a la dilucion en cuestion.

Las muestras de suero de los ratones se emplearon en el ensayo como pooles de sueros por grupos
de animales, o sea, segun el virus inoculado o la via de inoculacion, realizando las diluciones

seriadas de estos pooles en el ensayo.

11.7. Determinacion de la respuesta inmune celular
11.7.1 Aislamiento de las células del bazo de los ratones inoculados

Se realizo la extraccion de los bazos de los ratones del estudio en condiciones asépticas por incision
lateral izquierda y diseccidn del 6rgano. Fueron obtenidas las células por perfusién o macerado de
los bazos con solucion de Hank modificada (sin calcio ni magnesio, suplementada con Penicilina
100 Ul/mL y Estreptomicina 100 ug/mL) a 4°C y se procedié al lavado de las células por
centrifugacion a 400g (1800 rpm) por 10 minutos. Después de resuspendidos los botones celulares
se sometieron a la lisis de eritrocitos por choque osmotico con tampén de hemdlisis (NH4CI 0.15M,

Tris 9.9mM pH 7.2) a 4°C por 10 minutos. Las células fueron lavadas 2 veces en iguales
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condiciones y fueron resuspendidas en medio RPMI-1640 suplementado (STF 10%, Glutamina
100mM, Peni-estrepto 100U1-100ug/ml). Posteriormente las células fueron contadas en cdmara de
Neubauer con colorante Turk violeta, medida su viabilidad con Tripdn azul y ajustadas a la
concentracion de 2x10%/ml en medio RPMI-1640 suplementado.

Se utiliz6 la formula:

Céls/ml de medio = # céls contadas x dilucién en colorante x 10*

# cuadrantes contados
Cultivo de las células del bazo con los virus dengue y zika

Las células se dispensaron a razon de 100ul por pozo en placas de cultivo de 96 pozos, fondo en U
(Costar/Falcon). Fueron afiadidos los antigenos (DEN y ZIK a una multiplicidad de 0.01) o medio

en control de estimulacion esponténea, en un volumen de 100 ul/pozo por triplicado.

Las placas fueron incubadas a 37°C, atmdsfera himeda, 5% de CO, durante 4 dias, momento en cual
fueron cosechados los sobrenadantes del cultivo celular para la determinacion de la concentracion de

las citoquinas IFNy, TNFa e IL-4.

111.7.2 Cuantificacién de citoquinas en sobrenadante de cultivo de células del bazo
estimulados con el virus

Los sobrenadantes de cultivo de células del bazo previamente estimulados con DEN y ZIK fueron
analizados en relacion a la concentracion de IFNy, TNFa y IL4 mediante un ELISA empleando
anticuerpos monoclonales (Mabtech;Nacia, Sweden). El ensayo fue desarrollado por duplicado. y

son descritas brevemente a continuacion:

Se recubrieron las placas de 96 pozos con 100 uL mL/pozo del anticuerpo monoclonal de captura
(anticuerpo anti-IFNy o TNFa anti -IL4 segln el caso), diluido en tampdn de recubrimiento. Se
sellaron las placas y se incubaron toda la noche a 4°C. Se aspird el contenido de los pozos y se
lavaron 5 veces con 300ul/pozo de tampdn de lavado. Se bloquearon con 200ul/pozo de diluente de

ensayo (PBS con 10% SFB). Se realizaron lavados de la misma forma. Se diluyeron las muestras de
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sobrenadante de cultivo de células del bazo y los estandares como se muestra en el manual del
estuche. Se afiadié 100 ul/pozo y se incubaron 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron lavados de
la misma forma, Se afiadieron 100 ul/pozo de la solucion de deteccion consistente en, anticuerpo
para la deteccion + reactivo estreptavidina-HRP, luego se sellaron las placas y se incubaron a
temperatura ambiente por 1 hora. Se realizaron lavados pero 10 veces. Se afiadieron 100ul/pozo de
la solucion de sustrato [Tetramethylbenzidina (TMB) y H,0,). Se sellaron las placas y se incubaron
a temperatura ambiente en la oscuridad por 30 minutos. Se detuvo la reaccion con 50ul /pozo de
solucion de parada (H,SO, 2N, Acido sulfrico) y se realizé la lectura a una longitud de onda de 450

nm en un lector de microplacas (Biomeriéux, Francia).

Las muestras de sobrenadantes de cultivo de las células del bazo de los ratones se emplearon en el

ELISA como pooles por grupos de animales segun el virus y la via de inoculacion.

111.7.3 Deteccion de citoquinas intracelulares y marcadores de superficie celular por
citometria de flujo

Las células del bazo fueron cultivadas en tubos de 2,5mL con los virus dengue a razén de 2x10°
células/mL y una moi de 0.01 en medio RPMI 1640 suplementado. Tras una incubacion de 12 horas
a 37°C, atmosfera himeda, 5% de CO,, se afiadi6 Monensina a 0,1 ug/mL (BD Pharmingen, EU),
reactivo bloqueador del transporte intracelular, que ejercio su efecto durante las siguientes 6 horas.
Seguidamente las células fueron cosechadas y se procedi6 al marcaje con anticuerpos monoclonales.
Las células fueron lavadas y dispensadas en tubos FACS con AcMs especificos conjugados a
fluorocromos (anti-CD4/APC, anti-CD8/FITC (MiltenyiBiotec, Alemania)). Tras incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente, las células fueron lavadas 2 veces con 2 mL de Solucion de lavado
(PBS, 0,5% STF, 0.1% Azida sddica) 250 x g por 5 minutos. Luego se procedio a fijar las células
con en 200 ul de solucidn de fijado (Paraformaldehido al 1% en PBS) y la permeabilizacion de sus
membranas por la accion del reactivo PermWash (BD Pharmingen, EU). Después de una incubacion
de 20 minutos a temperatura ambiente, fueron repetidos los lavados para proceder al marcaje con
AcMs anti-IFNy (anti- IFNy/PE) (MiltenyiBiotec, Alemania) durante 30 minutos. Se repitieron 2
lavados y se resuspendieron las células en PBS para su posterior adquisicion y analisis en el

Citometro de flujo MACSquant, de MiltenyiBiotec, Alemania. Los resultados se expresan en

33



Materiales y Métodos

porcentajes de células positivas para cada marcador. Del total de células que expreso la citoquina, se
calcularon los porcentajes de estas que correspondieron a la subpoblacién de linfocitos T CD4+ 0 a
los linfocitos T CD8+.

Analisis de resultados:

Al trabajarse las muestras de suero y los sobrenadantes de cultivo por pooles segun los grupos de
animales empleados en el estudio, debido a la escasez de reactivos para la determinacion de
subclases de inmunoglobulinas y la cuantificacion de citoquinas, por lo cual no fue posible el
analisis estadistico de los resultados.
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IV Resultados y discusion

El estudio de la respuesta inmune frente a un agente infeccioso permite un acercamiento al
conocimiento de las bases celulares y moleculares de los eventos que se desencadenan en un
organismo frente a la infeccion. Estos eventos se proponen la eliminacion del agente con el
control eficiente de la infeccidn y la proteccion futura frente a contactos sucesivos con ese agente
a lo largo de la vida. La defensa contra los virus se lleva a cabo mediante los mecanismos
efectores de las inmunidades innata y adaptativa. El sistema inmunitario innato proporciona la
defensa inicial frente a la infeccidn, pero el adaptativo se encarga de una respuesta especifica,
mas potente y mantenida. Lograr este tipo de respuesta especifica y de memoria a largo plazo es
el objetivo de la inmunizacion profilactica contra las enfermedades virales, lo cual constituye un
centro de atencion para el control de estas enfermedades. Es por eso que los estudios
experimentales para la evaluacion de candidatos vacunales son una prioridad actual en la ciencia

mundial.

Ante la ausencia de vacunas eficaces frente a los virus ZIK y DEN, agentes antigénicamente
relacionados, es de gran interés la evaluacion de nuevas formulaciones de inmundgenos en
modelos animales, siempre sobre la base de la comparacion con la inmunidad generada con los
propios virus. Es por eso que la caracterizacion de la respuesta inmune humoral y celular frente a
la infeccidn con estos agentes en ratones BALB/c es el objetivo que ha perseguido la presente
investigacion. Para esto los ratones fueron inoculados por dos vias diferentes y evaluados los
niveles de anticuerpos IgG (inmunoglobulinas de larga vida) alcanzados, y la respuesta de

memoria de células T frente a ambos virus.

IVV.1 Descripcion de la morbilidad en los ratones inmunizados con DEN y ZIK

Como resultado de la inoculacion de los ratones BALB /c con una primera dosis de los virus
DEN-2 (cepa Al15) y ZIK (cepa 221/2016) a un titulo de 10° ufp, se observd en los ratones
inoculados con DEN por via SC la tendencia a arquear la espalda en el 4to dia post-inoculacion
(pi). Por otra parte, se observd en los ratones inoculados con ZIK por via IP una ondulacion de la

piel y desaceleracion de la actividad en el 5to y 6to dia pi . En los dias siguientes no se
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observaron otras manifestaciones de enfermedad o alteraciones conductuales. Tampoco hubo
desarrollo de morbilidad en los animales después de la segunda dosis de inoculacién por ninguna

de las dos vias.

La ausencia de signos relevantes de enfermedad en los ratones es un rasgo que caracteriza la
infeccion por estos virus en ratones inmunocompetentes. En un estudio previo realizado en
ratones CD1 inmunocompetentes inoculados con ZIK por via SC (Haddow et al., 2012) ninguno
de los animales desarrollé signo de enfermedad. El desarrollo de un modelo animal adecuado
para la infeccion por DEN utilizando diferentes vias de inoculacion también se ha visto
obstaculizado por el bajo nivel o la falta de replicacion del virus en ratones de tipo salvaje. Solo
la via de inoculacion intracerebral conduce a encefalitis y mortalidad en estos animales (Zompi &
Harris, 2012).

Alternativamente, los PNH pueden sostener la replicacion viral en tipos de células relevantes y
desarrollar viremia y una respuesta inmune robusta, sin embargo, no desarrollan una enfermedad
manifiesta o signos clinicos evidentes (Barth, et al., 2006; Tang, et al., 2016) La ausencia de un
adecuado modelo animal que imita la enfermedad por DEN o ZIK constituye una gran barrera
técnica para la investigacion vinculada a la evaluacion de un tratamiento o vacuna frente a estas

entidades.

IVV.2 Respuesta de anticuerpos en ratones inoculados con virus DEN o ZIK.

Una vez inoculados los 4 grupos de ratones con los virus: 2 grupos con DEN y dos grupos con
ZIK por las vias SC e IP respectivamente, se realizo la extraccion de sangre a los 15 dias después
de la primera dosis viral administrada, permitiendo la obtencién del suero y la determinacion de

anticuerpos IgG séricos.

Después de la primera dosis de los virus, no hubo respuesta de anticuerpos detectable por el
ELISA empleado.

Tras la segunda inoculacién viral fueron detectables titulos de anticuerpos 1gG, que variaron de

acuerdo a la via de inoculacion y el virus inoculado, lo cual se muestra en las Figuras IV.1 y IV.2

36



Resultados y Discusion

Mediante el ensayo inmunoenzimatico de subclases de 1gG se determinaron los niveles de las
subclases 1gG1, 1gG2a, IgG2b e 1gG3 especificas anti-DEN y anti-ZIK, permitiendo ademas

detectar el grado de reactividad cruzada de los anticuerpos frente a ambos flavivirus.

Titulos de Acs
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Figura 1V.1 Subclases de 1gG anti-DEN y anti-ZIK en sueros de animales inmunizados con
DEN por las vias IP o SC.

En la figura 1V.1 se puede observar como se indujeron anticuerpos que fueron capaces de
reconocer tanto el virus DEN como el virus ZIK en los animales inmunizados con DEN,
predominando con los mayores niveles los anticuerpos especificos anti-DEN a los que
reconocieron de forma cruzada al virus ZIK. Los niveles de anticuerpos especificos fueron

mayores tras la inoculacion por via IP, al ser comparada esta via con la via SC.

La subclase de IgG predominante en la respuesta anti-DEN fue la 1gG2a, y aunque fueron
detectables anticuerpos especificos de las demas subclases (IgG1, 1gG2b e IgG3), sus niveles
fueron significativamente menores. La IgG2a se ha reconocido como la subclase que media de

forma mas eficiente las funciones biologicas de opsonizacion y fijacion de complemento, asi
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como la ADCC en ratones (Puschnik et al., 2013). Su region Fc se une a receptores FcyR en la
superficie celular con mayor afinidad, facilitando el reconocimiento de los inmunocomplejos por
células fagociticas, funcién decisiva en el aclaramiento viral de la circulacion. La activacion del
sistema de complemento pudiera contribuir a la lisis de células infectadas, pero también de
particulas virales. La ADCC, por su parte, permite tras el reconocimiento especifico de las
proteinas virales en la superficie de las células, que la region Fc de la 1gG reaccione con los FcyR
de las células NK y una vez activadas, estas descarguen sus armas citotoxicas, eliminando las
células infectadas. En el dengue se ha reconocido este mecanismo importante en la proteccién
mediada por anticuerpos. La IgG2a en el raton se ha vinculado a un patron de respuesta T
cooperadora Thl sobre la diferenciacion de los linfocitos B hacia células plasmaticas productoras
de anticuerpos (Barba-Spaeth et al., 2016a).

Por su parte, la reactividad de los anticuerpos de forma cruzada con el virus ZIK se detecto
mayormente para anticuerpos 1gG1, con menores niveles de 1gG2a y 2b e indetectables de 1gG3.
La subclase 1gG1 en el raton se ha asociado a un patrén de citoquinas Th2, y sus funciones
biologicas son mucho menos eficientes en la eliminacion de células infectadas por virus o

inmunocomplejos de la circulacion (Zompi, Montoya, Pohl, Balmaseda, & Harris, 2012).

La recombinacion con cambio de clase de las células B de IgM a IgG depende de la interaccién
de estas células con las células T CD4+ cooperadoras (Th). Aunque la interaccion de moléculas
entre membranas de ambas células es necesaria (CD40L-CD40), para iniciarse el proceso de
cambio de isotipo de inmunoglobulina se asume que las citoquinas que provienen de las células T
son las que determinan si la célula B cambia su sintesis hacia IgG1 o hacia 1IgG2a. EI IFN-y y la
IL-4 son las citoquinas claves en esto, procedentes de células T que desarrollan un patrén de
respuesta Thl o Th2. Por sefializacion a traves de la molecula STATS, la IL-4 conduce al cambio
de clase para la respuesta a predominio de 1gG1, mientras el IFN-y se contrapone a la 1L-4,

promoviendo una respuesta de 1gG2a en el raton (Jegerlehner et al., 2007)

En la Figura 1V.2 se muestran los resultados de los titulos de anticuerpos IgG en ratones

inoculados con el virus ZIK.
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Figura IV.2 Subclases de 1gG anti-ZIK y anti-DEN en sueros de animales inmunizados con
ZIK por las vias IP o SC.

Los animales inoculados con el virus ZIK por via IP indujeron una respuesta de anticuerpos
detectables no solo frente al propio virus, sino también fueron capaces de reconocer al virus DEN
de forma cruzada. Sin embargo, los niveles de anticuerpos alcanzados con la inoculacion de este
virus fueron mucho menores que los logrados con el virus DEN por la misma via y dosis de

inoculacion.

Previamente Grant, en el, 2016 estudiaron la activacion de las células B en ratones inmunizados
con ZIK, no detectando cambios significativos en la activacion o diferenciacion de estas células
al comparar con los controles, pero si constataron niveles bajos de Acs a partir de los 7 dias post-

inoculacion, que aumentaron ligeramente hacia los 14 y 21 dias.

La subclase de 1gG predominante fue IgG1l tanto para la respuesta especifica como para la
cruzada. Por su parte, la via SC de inoculacion del virus ZIK no indujo respuesta de anticuerpos

detectables.

39



Resultados y Discusion

Las razones por las cuales no se detectaron anticuerpos en los ratones inoculados
subcutaneamente con ZIK, o fueron menores los niveles en los ratones inoculados con DEN, no
se conocen. Pudiera deberse a un despliegue mas eficaz de los mecanismos de respuesta innata
temprana por esta via, que limiten la replicacion vial y logren un control precoz de la infeccion
con menor impacto sobre la respuesta adaptativa humoral(Grant, et al., 2016). Grant y cols, 2016
reportaron recientemente que aunque en humanos la proteina NS5 del ZIK inhibe la respuesta de
IFN tipo | en humanos, en ratones esto no sucede, lograndose una potente respuesta de IFN y el
control de la infeccidn, lo cual pudiera ser méas eficaz en la via SC que en la IP, considerando que
en la via IP podrian estarse burlando barreras importantes de los mecanismos de defensa innata.
Ademas, pudiera influir en el resultado la poblacién de macréfagos peritoneales susceptibles
como células diana para la infeccion viral tras la inoculacion, y que esta via induce la activacion
de células B productoras de Acs que habitan a ese nivel, lo que pudiera explicar una activacion de

estas y mayor respuesta de Acs por esa via (Abbas).

Similar a los resultados de este trabajo,(Wen & Shresta, 2017a) encontraron que el virus ZIK
induce anticuerpos que reconocen al ZIK de forma especifica y al virus DEN de forma cruzada,
pudiendo inducir ADA en los ratones. (Chang et al., 2013) demostraron que entre los flavivirus
patdgenos al hombre, ZIK y DEN son los mas relacionados por compartir un mayor nivel de
homologia en la secuencia aminoacidica de sus proteinas, lo cual explica el alto grado de

reactividad cruzada en la respuesta inmune.

Si tenemos en cuenta los resultados de nuestro trabajo por la evidente reactividad cruzada
encontrada, tanto los anticuerpos anti-DEN pudieran mediar inmunoamplificacion frente al ZIK,
como los anticuerpos anti-ZIK frente al DEN. Sin embargo, en este fendmeno estan implicados
diversos factores que determinan su aparicién como son la especificidad de los anticuerpos, las
subclases de anticuerpos que predominan y los receptores Fc a los cuales estos se unen para

mediar la entrada de los virus a las células.

Es conocido que los anticuerpos que reconocen las proteinas E y prM del virus DEN pueden
mediar ADA al unirse a otros serotipos virales (Guzman, Garcia, & Kouri, 2006). Ambas

proteinas tienen secuencias compartidas entre estos flavivirus, donde tanto epitopes lineales como
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conformacionales de células B condicionan la reactividad cruzada de los anticuerpos que
reconocen los virus infectivos y que, al no mediar su neutralizacion, pudiera mediar ADA. Por
otra parte, las diferentes subclases de 1gG se han evaluado para su capacidad de mediar ADA en
la infeccion viral. Para el DEN los AcMs murinos 1gG1, 1gG2a, e 1gG2b especificos a la proteina
de envoltura E de DEN 2 y DEN 4 amplifican la infeccion viral cuando las células dianas
expresan los receptores Fc compatibles (Jegerlehner et al., 2007). Los macrofagos murinos

expresan dos tipos de receptores Fc: FcyR1'y FcyRII, que unen IgG.

En humanos, sin embargo, hay 3 tipos de receptores de 1gG: FcyRI, FcyRIl, y FcyRIIl. Se ha
reportado la participacion fundamentalmente del FcyRIl en el fendmeno de ADA, y en menor
medida el FcyRI (Souza et al., 2009).

Las variantes alélicas del receptor FcyRIl humano definidas por un cambio aminoacidico en la
posicién del aal3l también tienen un impacto sobre la afinidad de unién de las Igs a este
receptor, condicionando asi mayor propension al ADA en un grupo de individuos con mas

susceptibilidad de desarrollar la forma grave de la enfermedad por DEN(Garcia et al., 2010).

El fenébmeno de ADA asociado a la infeccion por DEN favorece el incremento en la
internalizacion de particulas virales opsonizadas formando inmunocomplejo con la IgG, por el
receptor II para el Fc de la IgG (FcyRII) en macrofagos y células dendriticas. Las resultantes del
fenomeno de ADA tienen dos implicaciones importantes en la patogenia de la infeccion por
DEN: el aumento de la multiplicacion viral y carga viral, con una mayor diseminacion de la
infeccion en primer lugar, y en segundo lugar, la modulacion de la respuesta inmune innata en las
células diana de la infeccion, favoreciendo la sintesis de algunos mediadores y suprimiendo la
expresion de otros (Ubol & Halstead, 2010). Interesantemente, la evidencia experimental indica
que la infeccion por DEN de las células monociticas humanas via el receptor de Fc suprime la
transcripcion-traduccion de los genes para 1L-12 y promueve la expresion/sintesis de aquellos
para IL-6, TNFo e IL-10. Asimismo, este tipo de infeccion tambien suprime la liberacion de NO
al bloquear la activacion de STAT-1 y afectar al interferon regulatory factor 1 (IRF-1) que

interviene en la produccion de 6xido nitrico sintasa inducible (Pacsa et al., 2000).
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Existen varias publicaciones que sustentan el papel del efecto ADA en DEN entre los distintos
serotipos, pero la gran mayoria de estas son estudios experimentales que a nivel celular o
molecular tratan de demostrarlo y explicar sus implicaciones en la gravedad del cuadro clinico.
Sin embargo, la evidencia méas convincente desde el punto de vista clinico de la participacion de
los anticuerpos IgG en la patogénesis de la enfermedad por DEN deviene del hallazgo
epidemioldgico de la ocurrencia de FHD/SCD en el curso de la infeccién primaria en lactantes
hijos de madres positivas a DEN (Jain & Chaturvedi, 2010). El paso de 1gG anti-DEN por via
trans-placentaria condiciona un agravamiento en la evolucion clinica del lactante que se expone

por primera vez a una infeccion por DEN.

Esta por comprobar si los anticuerpos anti-ZIK median ADA in vivo y si esto contribuye a la
patogénesis de la infeccién por DEN. De ser asi, pudieran inferirse las implicaciones que este
fendmeno pudiera tener sobre el cuadro clinico de DEN, pudiendo ser comparables al efecto de la
inmuno-amplificacion resultante entre serotipos del virus DEN. George, en 2017 demostraron
que los anticuerpos anti-ZIK incrementan significativamente la viremia en monos inoculados con
DEN-2 (George, et al., 2017). Este resultado es interesante, pero habria que demostrar su validez
en humanos y en estudios epidemioldgicos de poblaciones inmunes a ZIK que se exponen a
DEN.

Si, por el contrario, los anticuerpos anti-DEN son capaces de mediar ADA para el virus ZIK,
aparte del aumento de la carga viral durante la infeccion, no se conocen las implicaciones clinicas

que esto pudiera tener.

A diferencia de lo que pasa en el DEN, el efecto posible del ADA en la enfermedad por ZIK no
se ha demostrado aun. Aunque este fendémeno puede ser inducido en células in vitro y en ratones
inmunocomprometidos, no existen evidencias que apoyen su contribucion a la infeccion en

primates o a la enfermedad en el humano.

Coincidente con lo reportado por Pantoja y cols en que no encontro evidencias del efecto del
ADA en primates (Pantoja et al., 2017), recientemente Terzian y cols. (2017) publicaron un

trabajo evaluando en humanos el posible efecto del fendmeno ADA para ZIK por inmunidad
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previa a DEN (Terzian et al., 2017). En dicha investigacion se estudia la asociacion entre la
presencia previa de anticuerpos anti-DEN en los pacientes, y la carga viral, patron de citoguinas y
sintomatologia clinica desarrollada en los pacientes de ZIK. A pesar de los hallazgos in vitro que
apoyan el ADA, los autores no encontraron evidencias de la que la presencia de anticuerpos anti-
DEN propiciara un cambio en la evolucion clinica ni en el resto de las variables estudiadas. Estos
reportes sugieren que la inmunidad al DEN no parece tener una implicacion patogénica sobre la
infeccion por ZIK. No obstante, la extrapolacion de resultados in vitro o de estudios

experimentales no es conveniente por cuanto puede conllevar a conclusiones erradas.

Por otra parte, la implicacion de la presencia de anticuerpos anti-DEN en las gestantes que se
exponen al ZIK, y su impacto sobre la infeccion y complicaciones neurol6gicas en los hijos
debera ser evaluada. Tsunoda y cols. proponen diferentes mecanismos por los cuales los
anticuerpos de reactividad cruzada pudieran mediar el dafio neurol6gico ante una infeccion por
ZIK (Tsunoda, 2016). Estos son: los anticuerpos de reactividad cruzada que reconocen el virus
ZIK pudieran reconocer también antigenos neurales y causar Sindrome de Guillain Barreé; los
complejos anticuerpo-virus ZIK son transportados transplacentariamente al feto a través de los
receptores Fc, resultando en infeccion fetal; y en tercer lugar, los inmunocomplejos virus-
anticuerpo son captados por las terminaciones nerviosas y transportados por las neuronas al
sistema nervioso central, con lo cual el virus entra a este sin pasar la barrera hematoencefélica.
Sin embargo, estas son hipotesis que tendrian que ser demostradas experimental y clinicamente

para ser validas.

Serdn necesarios futuros estudios que esclarezcan estos fendmenos, por su impacto en la

enfermedad y en el desarrollo de vacunas frente a estas entidades.

43



Resultados y Discusion

IV 3. Respuesta de células del bazo de los ratones inoculados con los virus DEN y ZIK

La respuesta inmunitaria celular desempefia un papel critico en las infecciones viricas en general,
siendo decisivos sus mecanismos efectores para el aclaramiento viral y la recuperacion del

paciente de una enfermedad viral(Wen & Shresta, 2017b).

La activacion de las células T CD4+ con liberacion de citoquinas aseguran la cooperacion
intercelular, y el despliegue de las funciones efectoras de los anticuerpos (favoreciendo la
eliminacion de particulas virales de la circulacién) y de las células T CD8+ (garantizando la

eliminacién de células infectadas) (Xiang et al., 2009) .

Para evaluar la respuesta inmune celular frente a los virus ZIK y DEN en los ratones BALBI/c,
procedimos al aislamiento y estimulacién de las células del bazo con los virus. Después de 4 dias
de cultivo se cosecharon los sobrenadantes para medir las concentraciones de citoquinas liberadas

por las células como resultado de la estimulacion antigenica.

Las citoquinas cuantificadas fueron IFNy, TNFo e IL4 con vistas a caracterizar el patron de
respuesta de las células T cooperadoras inducida por estos virus: IFNy y TNFo pertenecientes a

un patron Thl e IL4 perteneciente a un patron Th2.

En la figura V.3 se muestran los niveles de TNFa en el sobrenadante de cultivo de las células de

bazo de los ratones inoculados con DEN (A) o con ZIK (B) en presencia de estos virus.
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Figura 1V.3 Niveles de TNFa en sobrenadantes de cultivo de células del bazo estimuladas
con virus DEN y ZIK. A: Ratones inmunizados con DEN, B: Ratones inmunizados con ZIK.

Como se aprecia en la figura V1.3, los niveles de TNFa secretados por las células estimuladas

fueron mayores en los ratones inoculados con DEN (Figura IV.3 A) que en los inoculados con

ZIK (figuraV1.4 B). Particularmente la via IP indujo la respuesta celular que se asocié a los

mayores niveles de TNFa, al comparar con la via SC en los ratones inoculados con DEN. En la

via IP los niveles de TNFa fueron ligeramente mayores en la respuesta de memoria especifica

frente al propio virus DEN, con respecto a la respuesta cruzada frente al ZIK. Sin embargo, en el

grupo de animales inoculados por via SC el TNFa alcanzd mayores niveles en la respuesta

cruzada frente al ZIK. Es interesante este resultado, aunque no podemos evaluar su significacion

estadistica por haberse trabajado con pooles de sobrenadantes de las células cultivadas.
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En los ratones inoculados con ZIK, aunque el cultivo de las células de bazo indujo la secrecion de
TNFa, los niveles fueron notablemente menores por ambas vias de inoculacion, que en el grupo

de ratones inoculados con DEN por via IP.

Varias células de la respuesta innata anti-viral son capaces de producir esta citoquina pro-
inflamatoria. Entre estas los macrdfagos y las células dendriticas son de las méas importantes, en
el inicio de la respuesta, y son a la vez dianas de la infeccion por DEN y ZIK. Una vez que
interacttan los receptores PAMP y DAMP con el ARN viral o con moléculas de las células
dafadas, comienza la activacién celular. Es entonces que los TLR, los NLR y los RLR pueden
inducir la expresion del gen del TNF, en parte por la activacién del factor de transcripcion NF-kB
(Abbas).

El TNFa induce la produccion de fiebre y de proteinas de fase aguda por el higado, a la vez que
activa las células endoteliales para facilitar el paso de Mgs y PMNs hacia los tejidos. Ademas
estimula a los Mgs para que produzcan otras citoquinas, induciendo la sintesis de oxido nitrico

(NO), factor activador de las plaquetas (PAF) y leucotrienos (Rojas, 2015.).

En el DEN en particular, tanto los monocitos como los linfocitos T son activados por la infeccion
y secretan grandes cantidades de TNFo. Durante una infeccion secundaria heterotipica los
linfocitos T de memoria liberan tras la activacion cantidades exageradas de citoquinas pro-
inflamatorias, entre las que destaca el TNFo (Dong et al., 2007).Las altas concentraciones en
sangre de esta citoquina durante la infeccion secundaria se han asociado con la extravasacion de
plasma, el choque y las manifestaciones hemorragicas en el paciente grave (Imrie, Meeks,
Gurary, Sukhbataar, et al., 2007).

En la FHD se observan efectos sistémicos relacionados con los altos niveles de TNFa; tal es el
caso de la fiebre elevada y mantenida, que se ha asociado a la evolucion a la gravedad en los
pacientes, y el aumento en la permeabilidad vascular con salida de albumina, lo cual se constata
clinicamente con un incremento en el hematocrito, lipotimia e hipotension. Ademas, se ha
sugerido que la elevada concentracion de TNFa pudiera participar en la induccion de apoptosis

de células endoteliales y mediar asi la pérdida de la integridad estructural del endotelio observada
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en los casos graves. Adicionalmente, el TNFa actia sobre el endotelio induciendo la expresion de
INOS vy la produccién del NO que provoca vasodilatacion. Estudios en ratones confirman que el
TNFa juega un papel central en el desarrollo de las hemorragias y la caida de las plaquetas (Yen,
et al., 2008).

Pérez y cols. encontraron en los pacientes de FHD cubanos una predisposicion genética a la
produccién de altos niveles de esta citoquina a partir de la asociacion de uno de los
polimorfismos en el promotor de TNF (—308A), que afecta los niveles de expresion de TNFa, y

se encuentra en el cuadro grave de la enfermedad (Perez et al., 2010).

Sierra y cols. por su parte encontraron niveles de expresion del gen de TNFa significativamente
mayores en celulas mononucleares humanas enfrentadas ex vivo a un reto viral heterotipico con

respecto al homotipico (Sierra et al., 2010).

Los resultados del presente estudio muestran una mayor secrecion de TNFa en el sobrenadante
de celulas estimuladas con reto heterotipico en el caso de los ratones inoculados por via SC, no

asi en los de la via IP, en que predominaron los niveles en el reto homaotipico.

La via de inoculacion pudiera influir cualitativa y cuantitativamente en la respuesta alcanzada,

pudiendo explicar esa diferencia.

De los resultados de este trabajo se infiere que la memoria de células T inducida por el virus

DEN se asocia a una respuesta pro-inflamatoria mas potente que en el ZIK.

Los escasos estudios realizados en pacientes de ZIK apoyan los resultados obtenidos en esta
investigacion. En un estudio cinético con muestras de pacientes de ZIK encontraron niveles de

TNF-a sorpresivamente bajos comparados con los hallados de otras arbovirosis (Tappe et al.,
2016).

Si tenemos en consideracion la clinica de la infeccion por ZIK, donde la fiebre es casi inaparente

y el curso de la infeccion generalmente leve, los resultados obtenidos en nuestro trabajo con
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respecto a los niveles bajos de TNFa secretados por las células de animales inoculados con ZIK

son explicables.

Con vistas a caracterizar la respuesta celular segin los patrones de respuesta Thl o Th2 nos
propusimos cuantificar los niveles de las citoquinas caracteristicas de estos patrones en los
sobrenadantes de cultivo de las células del bazo de los ratones inoculados con los virus, al ser
estimuladas con los antigenos virales in vitro. Las funciones bioldgicas de las células Thly Th2
estdn asociadas principalmente a la produccion de citoquinas. La citoquina Thl mas
representativa es el IFNy, mientras que entre las citoquinas Th2 la méas representativa es la IL-4
(Abbas, 2012).

En la Figura IV.4 se muestran los niveles de IFNy e IL-4 en sobrenadante de cultivo de células

de bazo procedentes de ratones inoculados con DEN estimuladas in vitro con virus DEN y ZIK.
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Figura 1V.4 Niveles de IFNy e IL-4 en sobrenadantes de cultivo de las células del bazo de
ratones inoculados con DEN, estimulados in vitro con virus DEN y ZIK.

Como puede apreciarse en dicha figura, fueron detectables niveles de IFNy en los sobrenadantes
de cultivo, lo cual demuestra la activacién de células Thl de memoria en este experimento.
Predominaron los niveles de la citoquina en animales inoculados por via IP al comparar con la
via SC, sin embargo, no hubo grandes diferencias entre los grupos. Al comparar la respuesta
especifica con la de reactividad cruzada, los niveles de IFNy mayores se observaron en la
respuesta cruzada contra el virus ZIK (Sierra, et al., 2010). Esto apoyaria el hecho que, como
pasa entre serotipos en el DEN, una respuesta heterotipica frente al ZIK pudiera inducir un

incremento de la respuesta pro-inflamatoria.

En células T de individuos inmunes a DEN se ha reportado una mayor expresion de IFNy en el
reto heterotipico, tratdndose de serotipos diferentes del complejo DEN. En nuestro caso la
explicacion del fendmeno pudiera ser la misma tratdndose de células T que reconocen solo
parcialmente el epitope de la proteina viral de ZIK, lo cual, por afectacion de la afinidad llevaria
a una mayor liberacion de citoquina pro-inflamatoria.(Zompi, et al., 2012) Sin embargo, los
mayores niveles en la secrecion de IFNy por estas células frente al reto heterotipico no parece
explicar el predominio de los niveles de IgG1 anti-ZIK en estos ratones inmunizados por via IP
con DEN.

El IFNy es un importante regulador de la respuesta inmune adaptativa. Es producido por células
T CD4+ Thl, aunque también lo producen células NK, NKT y T CD8+. Su efecto una vez
liberado se ejerce sobre células que portan sus receptores IFNyR1 y IFNyR2. Entre ellas las
células dendriticas, macrofagos, linfocitos B y T. El IFNy causa un aumento de la expresion de
moléculas MHC clase | y 11 sobre estas células, favoreciendo la presentacion antigénica a celulas
T. Ademas estimula intensamente el desarrollo de la respuesta de células T CD8+ durante una
infeccion viral aguda. En su efecto sobre la actividad de estas células induce la expresion del
inmunoproteosoma, proteinas transportadoras TAP, y moléculas MHC clase I, haciendo mas

visibles los péptidos virales para estas células. De esta forma, el IFNy es esencial para el control
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de la infeccion viral (Abbas, 2012). Aungue parece participar en la patogénesis de la enfermedad
grave por DEN cuando su liberacion es exagerada y masiva a la circulacion, sin mecanismos
reguladores oportunos que contrapongan su efecto, sin embargo, es imprescindible para el control
de la infeccion y eficiente aclaramiento viral. De hecho algunos autores defienden la idea que es
la mayor relacion de citoquinas TNFo/IFNy, o sea, mayores niveles de TNFa y menores de IFNy,
lo que en realidad se asocia a la patogenia y una mayor severidad en la enfermedad por DEN
(Mangada & Rothman, 2005; Soundravally et al., 2014). Esto, sin embargo, depende del
momento del curso clinico de la enfermedad por DEN. Es conocido que las citoguinas son
mediadores solubles de neo-sintesis en respuesta a estimulos celulares, que una vez liberados
ejercen su accion por corto tiempo debido a su limitada vida media en circulacion. Su rapido
catabolismo hace que sus niveles sean muy variables y dinamicos durante el cuadro clinico de

una infeccion aguda, lo cual dificulta su uso como biomarcadores.

En el ZIK por lo que se hace dificil seleccionarlo como biomarcador de severidad para su uso
clinico.existen muy pocos reportes del papel de esta citoquina. Solo dos articulos reflejan su
participacion en la respuesta antiviral: uno en ratones (Cunha-Neto et al., 2017) y otro en
humanos (Pardy et al., 2017). Ambos trabajos reportan una activacién marcada de las células T
CD8+, y la expresion por las células T CD8+ murinas del IFNy, no constatandose un aumento

importante de las células T CD4+ activadas.

El andlisis de los niveles de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo nos conduce a tratar de explicar
un interesante hallazgo. Los niveles de esta citoquina se comportan en un rango no muy amplio
de valores, sin grandes diferencias entre los grupos, con excepcion de las células de los animales
inoculados con DEN que fueron retadas con el ZIK, en que los niveles aumentaron
significativamente. Recientemente Yang y cols. encontraron en ratones inmunizados con
antigenos recombinantes de la proteina E del virus ZIK una respuesta celular a predominio de
IFNy y también de IL-4, concomitante con unos niveles aumentados de IgG1, lo cual concuerda
con los resultados encontrados frente al virus ZIK de nuestro estudio (M. Yang, Dent, Lai, Sun,
& Chen, 2017). Ademas Tappe Yy cols. hallaron en un estudio cinético de citoquinas en pacientes,

una respuesta a predominio Th2 en pacientes infectados con ZIK (Tappe, et al., 2016).
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La IL-4 es una citoquina producida principalmente por linfocitos T CD4", pero también por
mastocitos activados. Esta induce la proliferacion de linfocitos B, su sintesis de
inmunoglobulinas y el cambio de clase a IgE, y a subclases como la 1gG1 en el raton. Si bien en
nuestro caso se trata de ratones inoculados con DEN, cuyas células son estimuladas in vitro con
ZIK, pudiera explicar en parte por que la respuesta de anticuerpos que reconocen al ZIK son a

predominio de la subclase IgG1.

En la figura IV.5 se muestran los niveles de IFNy e IL-4 en sobrenadantes de cultivo de las
células del bazo de los ratones inoculados con ZIK, estimuladas in vitro con virus ZIK (respuesta

especifica) y con DEN (respuesta cruzada).
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Figura IV.5. Niveles de IFNy e IL-4 en sobrenadantes de cultivo de las células del bazo de
los ratones inoculados con ZIK, estimuladas in vitro con virus ZIK (respuesta especifica) y
con DEN (respuesta cruzada).

Como puede apreciarse en la figura, en la respuesta especifica anti-ZIK predomina notablemente

la liberacion de IFNy en los ratones inoculados por via SC, siendo tanto en estos, como en los
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inoculados por via IP, los niveles de esta citoquina mayores que los secretados en presencia de
virus DEN en respuesta cruzada. Por otra parte, los niveles de IL-4 también predominaron en la
respuesta especifica frente al ZIK, siendo mayores en el grupo de ratones inoculados

intraperitonealmente.

La potente respuesta celular encontrada en los ratones inoculados con ZIK por via SC pudiera
parecer en contraposicion con la ausencia de respuesta humoral detectada en estos ratones. Sin
embargo, la via de inoculacion pudiera condicionar un predominio de respuesta celular a
humoral, en dependencia de la magnitud de la respuesta innata y las células y mediadores que
participan en la presentacion de antigenos virales a los linfocitos T. Por esta via (SC) predominan
notablemente los niveles de IFNy a los de 1L-4, mientras que en la respuesta inducida por la via

IP predoming la IL-4 al IFNy.

Aungue no es aconsejable la comparacion directa de los niveles entre distintas citoquinas pues
sus efectos son el resultado de la accidn sinérgica entre ellas en su interaccion con otras muchas
moléculas solubles y de membrana en el contexto bioldgico, estos niveles pudieran explicar el
predominio de la subclase 1gG1 en la respuesta humoral de los ratones inoculados con ZIK por
via IP. El predominio marcado de los niveles de IFNy en la via SC, si bien no explica la ausencia

de anticuerpos en los ratones, sugiere un predominio evidente de la respuesta celular en ese

grupo.

Para identificar las poblaciones de linfocitos T productoras de IFNy se procedié a marcar las
células de los distintos grupos de ratones estimuladas con los virus con AcMs anti CD4 y anti
CD8 y luego con un AcM anti IFNy, todos conjugados a fluorocromos para su anélisis por

citometria de flujo.

En el figura IV.6 se muestran los resultados expresados en % de las células T del bazo CD4+ o

CDB8+ que expresan la citoquina IFNy intracelularmente.
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Figura IV.6 Expresion de IFNy en linfocitos T CD4+ y CD8+ de ratones inoculados con
virus DEN o ZIK tras ser estimulados in vitro con los virus. Resultados expresados en
porcentajes.

En la figura se muestra un porcentaje mayoritario de células que expresan IFNy en células
estimuladas con el virus ZIK, tanto en ratones inoculados con ZIK (respuesta especifica) como
aquellos que habian sido inoculados con DEN (respuesta cruzada). Sin embargo, las poblaciones
celulares que producen la citoquina divergen frente a uno y otro virus. Frente al virus DEN, se
induce una respuesta productora de IFNy en linfocitos T CD4+, mientras que frente al virus ZIK
la respuesta productora de esta citoquina se constata en linfocitos TCD8+. Este interesante

hallazgo tiene repercusiones funcionales importantes en la respuesta anti-viral.

Es conocida la intensa respuesta celular con activacién de células T CD4+ y liberacion masiva de
citoquinas pro-inflamatorias que se induce en una infeccion secundaria heterotipica por virus
DEN en el humano, y que se ha asociado a la evolucion clinica hacia la gravedad las células T
CD4+ son centro de la respuesta adaptativa y definen en buena medida la magnitud y calidad de
la respuesta inmune especifica, incluyendo la respuesta de anticuerpos (Lima, Rolland,
Modjarrad, & Trautmann, 2017). Por otra parte, las células T CD8+ tienen una funcion

predominante citotdxica crucial en la eliminacion de células infectadas por virus y por tanto,
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decisivas en la recuperacion de la infeccion.Las células T CD8+ que expresan IFNy son

potencialmente citotoxicas (Wen et al., 2017).

Los resultados del presente estudio sugieren un predominio de respuesta CD4+ productora de
IFNy en ratones inmunizados con DEN que se exponen secundariamente de forma cruzada con el
ZIK (similar a la respuesta heterotipica frente a otros serotipos del DEN). Por el contrario, la
infeccion por ZIK induce una respuesta de memoria intensa en celulas T CD8+ que expresan
IFNy, compatible con una eficaz respuesta citotoxica frente a la infeccion homotipica (Abbas,
2012). El hecho de que en la respuesta de anticuerpos anti-ZIK predomine la subclase 1gG1,
sugerente de una respuesta Th2, y por otra parte se encuentre una potente activacion de células T
CD8+ también inducida por ese virus, compatible con una respuesta Th1l, constituye una paradoja
en los resultados de nuestro estudio. Habra que profundizar en los mecanismos que expliquen
esos resultados. No obstante, los resultados encontrados en el presente estudio son avalados por

el hecho de que son compatibles con los de otros autores.

En el modelo murino Wen y cols. demostraron la induccion de una potente respuesta de células T
CD8+ en ratones infectados con ZIK (Wen, et al., 2017) a pesar de que los niveles de IFN-y y
TNF-a no eran altos en ZIK con respecto a DEN. Pardy y cols también evidencian la potente
respuesta de linfocitos T CD8+ inducida frente al ZIK en ratones (Pardy, et al., 2017).

También Cunha-Neto y cols en el transcurso de este afio han publicado el hallazgo de una
potente respuesta de células T CD8+ con expresion de IFNy y granzima B en ratones
inmunizados con ZIK, lo cual demuestra una vez mas una eficaz respuesta citotdxica frente al
ZIK (Cunha-Neto, et al., 2017) .

Ademas Cimini y colaboradores encontraron que la infeccion en humanos por ZIK induce una
reduccion de células T CD4+ que producen IFNy al comparar con el DEN y una mayor

proporcion de células T CD8+ de memoria efectoras(Cimini, et al., 2017).

La potente respuesta inmune citotdxica inducida por el virus ZIK pudiera explicar la evolucién

clinica benigna en los pacientes que contraen esta infeccion, en los que la fiebre es infrecuente o
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baja y hay una recuperacion espontanea en la gran mayoria de los pacientes sin grandes
complicaciones.(Pardi et al., 2017) El rash y el prurito se vuelven los signos clinicos mas
frecuentes en los pacientes, lo cual pudiera asociarse a manifestaciones cutaneas vinculadas a una
respuesta tipo Th2, también observada en nuestro modelo. Es conocido que la IL-4 induce la
sintesis de anticuerpos IgE, y que estos sensibilizan a los mastocitos de la piel para propiciar la
aparicion de erupciones cutaneas en algunas infecciones virales como el DEN (Avirutnan &
Matangkasombut, 2013). Seria de interés en futuros estudios explorar los niveles de IgE
inducidos por la infeccion por ZIK en el humano.

Sin embargo, no se conocen las posibles implicaciones de esta respuesta en la patogénesis de las
complicaciones por ZIK. Si bien la respuesta de células T CD8+ citotdxicas es muy importante
en el control de la infeccion, estas pudieran ser dafiinas en el sistema nervioso central en la
infeccion prenatal o en casos de Guillain Barré. Reportes recientes han divulgado otras
manifestaciones neuroldgicas asociadas a la infeccion por ZIK que incluyen mielitis,
meningoencefalitis y encefalitis fatal (Jennings & Mackenzie, 2016). Jurado y cols. encontraron
una diseminacion del virus ZIK en el sistema nervioso central de ratones deficientes de receptor
de IFNa (Jurado et al., 2017). La infeccion de los astrocitos a ese nivel resulté en la ruptura de la
barrera hematoencefalica y el marcado influjo de células T CD8+ efectoras. La actividad anti-
viral de estas células dentro del cerebro limité marcadamente la infeccion en las neuronas, pero
también conllevo al dafio cerebral con la consecuente paralisis (Jurado, et al., 2017). O sea, que
las mismas células que pueden controlar la infeccion eficientemente a nivel sistémico, pueden ser
causantes de la neuropatologia si el virus infecta el sistema nervioso central y hay ruptura de la
barrera hemato-encefalica. Es por eso que los estudios para la caracterizacion de los mecanismos
de respuesta inmune humoral y celular frente a estos virus deberan contribuir al esclarecimiento
de su papel en la proteccion frente a la infeccion o en los mecanismos patogénicos de las

complicaciones en las enfermedades que estos virus provoquen.

El papel de la reactividad cruzada entre los virus ZIK y DEN y como la inmunidad de las células
T de DEN pre-existente modula las respuestas de las células T de ZIK ha sido abordada en

estudios anteriores (Zompi, et al., 2012). En estos se reporta que las respuestas de células T
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provocadas por una infeccion previa con DEN reconocen péptidos derivados de ZIK y que la
exposicion a DEN antes de la infeccion por ZIK influye en el tiempo, la magnitud y la calidad de
la respuesta de celulas T (Zompi, et al., 2012). Las respuestas frente al ZIK se dirigen a diferentes
secuencias proteicas que cruzan con las respuestas especificas de DEN, sefialando que la
infeccion previa con DEN o vacunacion con vacunas por DEN reconocen péptidos derivados de
ZIK (Halstead, 2003; Lima, et al., 2017). Las células T reactivas a ZIK en la fase aguda de la
infeccion se detectan con mayor rapidez y en mayor magnitud en los pacientes inmunes a DEN.
Por el contrario, la frecuencia de las células T reactivas a ZIK continlla aumentando en la fase de
convalecencia en los pacientes no infectados con DEN, pero disminuye en los donantes pre-
expuestos de DEN, compatible con un control mas eficiente de la replicacion de ZIK y/o

eliminacion del antigeno ZIK (Vaughn, et al., 2000).

La calidad de las respuestas también se ve influenciada por la exposicion previa al DEN: las
células T CD8+ especificas a ZIK en pacientes pre-expuestos al DEN regulan selectivamente la
granzima B y la PD1 en comparacién con los donantes que no han recibido DEN (Grifoni et al.,
2017). Finalmente, se descubrié que las proteinas estructurales de ZIK (E, prM y C) son blancos
principales tanto de las respuestas de células T CD4+ como CD8+, mientras que los epitopes de
células T de DEN se encuentran principalmente en proteinas no estructurales lo cual tiene

implicaciones para el disefio de vacunas contra esta amenaza global (Zompi, et al., 2012).

La identidad de secuencia entre DEN y ZIK oscila entre el 44% y el 56% para las proteinas
estructurales E y la capsida, respectivamente, hasta el 68% para las proteinas no estructurales mas
conservadas NS3 y NS5. La homologia entre péptidos de células T CD8+ inmunogénicos de
DEN vy la secuencia de ZIK correspondiente es evidente. Sin embargo, un estudio reciente
informo la falta de reactividad cruzada entre las células T CD4 + especificas de la proteina NS1
de ZIK y la proteina NS1 de DEN (Xu et al., 2012).

Se necesitan estudios para evaluar mas a fondo el alcance y las implicaciones del reconocimiento
cruzado de epitopes de células T CD4 + y CD8 + en individuos inmunes a DEN y ZIK. Dada la
alta homologia entre DEN y ZIK, el conocimiento que hemos adquirido sobre la respuesta de

células T a DEN puede proporcionar informacion sobre la naturaleza de la inmunidad de células
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Resultados y Discusion

T para ZIK. La superposicion geogréafica de las infecciones por DEN y ZIK resalta la necesidad
de comprender el impacto de la inmunidad preexistente a DEN (adquirida mediante infeccion
natural o vacunacion) sobre la inmunidad protectora y / o la inmunopatologia durante la infeccion
por ZIK.

Discusion integrada

En la presente investigacion se estudio la respuesta inmune inducida por los virus DEN y ZIK en
ratones Balb/c. Se emplearon dos vias diferentes de inoculacion con vistas a evaluar diferencias
en la respuesta dependiendo de la via. Se encontr6é que tanto el virus DEN como el ZIK inducen
una respuesta especifica frente al virus inoculado, pero también ambos virus indujeron una
respuesta humoral y celular que reconocid6 de forma cruzada al otro flavivirus. Este
reconocimiento cruzado puede tener implicaciones tanto en la infeccion por DEN como en la
infeccion por ZIK, cuando los individuos que se exponen a estos virus tienen inmunidad previa a
alguno de estos, fendGmeno muy comun por cuanto existe la co-circulacion de estos virus en las

mismas aéreas geogréaficas del mundo y son transmitidos al hombre por el mismo vector.

La respuesta de anticuerpos fue mas intensa al DEN que al ZIK. La subclase de anticuerpo
predominante en esa respuesta fue diferente para ambos virus, siendo la IgG2a la
inmunoglobulina predominante frente al DEN, y la IgG1 la predominante frente al ZIK. Esto
pudiera tener implicaciones en las funciones de estos anticuerpos, en su capacidad para activar
complemento o mediar ADCC, pero ademas en su capacidad de mediar ADA. Aparentemente es
maés eficaz el anticuerpo anti-DEN (IgG2a) en mediar estas funciones, lo cual pudiera impactar

negativamente en los pacientes inmunes a DEN que se exponen al ZIK.

En la respuesta celular predomind un patron de respuesta pro-inflamatoria inducida por el virus
DEN, y particularmente en la respuesta de memoria heterotipica frente al ZIK, la cual fue
caracteristica de las células T CD4+. Mientras que en la infeccién por ZIK se indujo una mayor

respuesta Th2 y una potente respuesta homotipica de células T CD8+ que expresan IFNy.
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Resultados y Discusion

Estos resultados aportan al conocimiento de la inmunidad frente a las infecciones por estos
flavivirus, y son de utilidad para la evaluacion de candidatos vacunales frente a estos en el

modelo murino.

Sin embargo, deber&n contemplarse con reservas para su extrapolacion al entendimiento de estas
infecciones virales, los mecanismos de la respuesta inmune desencadenados frente a estos virus y
las implicaciones de estos mecanismos en la patogénesis de las enfermedades que estos virus
provocan. Seran necesarios por tanto los estudios en primates y humanos, puesto que el modelo

murino alberga diferencias genéticas importantes.

Dilucidar el papel de esta respuesta en la inmunopatogenia de las infecciones cruzadas por DEN
y ZIK es importante no solo por el conocimiento basico que aporta a la ciencia, sino también por
sus probables implicaciones en la morbi-mortalidad de estas enfermedades. Es por eso que se
impone el estudio y caracterizacion de la respuesta anti-viral en humanos, pero también los
estudios epidemiologicos necesarios para conocer sus implicaciones reales en las enfermedades
que estos virus provocan. Todo el conocimiento que derive de estas investigaciones tiene un

impacto directo para el disefio y evaluacion de candidatos vacunales.
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Conclusiones

Conclusiones

1. Se cuenta en el IPK con herramientas para el estudio de la respuesta inmune humoral

frente al virus ZIK en el modelo murino.

2. La inoculacion en ratones Balb/c de los virus DEN y ZIK induce una respuesta de
anticuerpos 1gG y una respuesta inmune celular especifica y de reactividad cruzada entre

estos virus.

3. El virus DEN induce mayores niveles de anticuerpos IgG que el virus ZIK en ratones
balb/c, predominando la subclase 1gG2a frente al DEN y la 1gG1 frente al ZIK, lo cual

pudiera influir en la capacidad de estos anticuerpos de mediar ADA.

4. El virus DEN induce una mayor respuesta pro-inflamatoria frente al reto viral
heterotipico, mientras la infeccion por ZIK induce mayor respuesta en el reto homotipico,

con posibles implicaciones en la patogénesis de ambas enfermedades en el humano.

5. El virus ZIK induce la expresiéon de IFNy en células T CD8+, mientras que en el DEN
esta citoquina la producen principalmente células de memoria CD4+, lo que parece

asociarse al mejor curso clinico en la infeccion por ZIK en el hombre.
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Recomendaciones

Recomendaciones

e Estudiar la implicaciones funcionales de la respuesta de anticuerpos especifica y de

reactividad cruzada entre los flavivirus: neutralizacion, ADCC o ADE.

e Evaluar la cinética de la infeccién por los DEN y ZIK en los tejidos de los ratones segun

la via y dosis de inoculacion.

e Caracterizar la respuesta especifica y de reactividad cruzada frente a flavivirus en

humanos
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