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Introduccion

B virus Dengue (VD) es un patdgeno humano perteneciente a la familia
Hawviviridae, que se transmite al hombre por la picadura del mosquito Aedes
aegypti, infectado con uno de los cuatro serotipos que existen de este patdgeno.
La infeccion usualmente cursa desde el estadio asintomatico hasta el severo,
llegando hasta los sindromes conocidos como fiebre hemorragica del Dengue y
shock por Dengue, ambos con amenaza para la vida (6). Por mucho tiempo, los
investigadores han propuesto que la generacion de anticuerpos neutralizantes
constituye un requisito para obtener un adecuado nivel de proteccion contra €l
virus. No obstante, el VD es un virus no citopético que sobre-regula la expresion
en membrana de genes para las moléculas del sistema MHC clase | en monocitos,
macrdfagos y células dendriticas (14). Por otra parte, la respuesta inmune celular
es la principal arma del sistema inmune adaptativo, el cual se activa contra los
virus no citopéticos tales como el Dengue. Tan pronto el virus entra a la célula es
necesario destruirlo para eliminarlo completamente. Esta es la razon por la que
varios autores han propuesto que la inmunidad mediada por células constituye un
mecanismo de proteccion crucial contra la infeccion por el virus Dengue (5, 24). En
la actualidad, uno de los problemas en la investigacion del Dengue es la carencia
de un modelo animal que de manera adecuada reproduzca los sintomas clinicos
de la enfermedad en el humano (6). Sin embargo, el modelo murino de encefalitis
viral se ha usado ampliamente para replicar los efectos de los virus salvajes
aislados de humanos y para evaluar diferentes candidatos vacunales en estudio
(8, 13, 25). La inoculacion intraperitoneal del virus Dengue en ratones induce una
viremia de corta duracion que se controla rapidamente por el sistema inmune
innato (1); no obstante, induce proteccion luego del reto intracraneal con el virus
hornc’)lg%| (8, 13). Dada la gran cantidad de investigaciones en curso scbre la
Inmuni mediada por células en ratones (23), este modelo constituye una
herramienta apropiada para caracterizar la respuesta inmunologica contra la
infeccion por el virus Dengue. En este trabajo estudiamos algunos parametros de
la respuesta inmune humoral y celular en ratones generada luego de la
administracion de una dosis infectiva Unica del virus serotipo 2. Ademas, se evalud
la contribucién in vitro e in vivo de las | poblaciones de células CD4 y CD8 en la
respuesta inmune contra el virus Dengue. Los resultados obtenidos constituyen un
nuevo hallazgo que contribuye al conocimiento de los mecanismos que median la
proteccion contra el virus Dengue.
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Disefio metodologico

Inmunizacién de ratones

A 65 animales se le administrd una sola dosis de 1,1x105 unidades formadoras de
placas virales (ufp)/mL de VD2 (A-15, 5 PR), preparada a partir de un
homogenizado de cerebro de raton lactante infectado con este virus, sin
adyuvante. Treinta dias después de la dosis, a 10 ratones se les extrajo sangre y
las células del bazo en condiciones asépticas, para la determinacion de la
repuesta inmune humoral y celular. Tres dias antes del reto viral, los animales
restantes se dividieron en 4 subgrupos (A, B, Cy D) de 14 animales cada uno. Los
subrupos Ay B se inocularon con una dosis de 100 ug de un AcM purificado (clon
YTS 191.1) que elimina las poblaciones celulares CD4+, y 100 ug de un AcM
purificado (clon YTS 169.4) que elimina las poblaciones celulares CD8+,
respectivamente. Bl subgrupo C se inoculd con PBS y el D con el AcM 2C4
(especifico para la region V3 de la glicoproteina gp 120 del HIV-1 aislamiento MN)
como contral de isatipo. Al cabo de las 72 h, a dos animales de cada subgrupo se
les extrajo las células del bazo y se analizo la deficiencia de células CDA+ y CD8+
por citometria de flujo, seglin correspondia. Mas de un 94% de las poblaciones
celulares estuvieron deficientes en los animales inoculados con los AcM
especificos.

B ensayo de proteccion se realizd 30 dias después de la ultima dosis. Para ello,
los animales se inocularon intracranealmente con 20 uL de una preparacion que
contuvo 50 DL50 (dosis que provoca la muerte al 50% de los animales, dosis letal
media) de una cepa viral neuroadaptada. Posteriormente, los ratones se
mantuvieron en observacion por 21 dias y se llevo el control de la morbilidad y la
mortalidad en el tiempo.

Ensayo inmunoenzimatico de fase soélida

La presencia de anticuerpos antivirales en los sueros de los animales inmunizados
se determind por un sistema de ELISA (del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) de captura, segun Lazo y cols., 2007 (13). H titulo de los sueros se definid
como el reciproco de la maxima dilucion para la cual los valores de absorbancia
correspondientes a diluciones del suero frente al antigeno viral fueron mayores o
iguales al doble de la absorbancia obtenida frente al antigeno control (CN).

Ensayo de neutralizacion in vitro

Se empled €l metodo de reduccion del nimero de placas (PRNT, del inglés,
plaque-reduction neutralization test) en la linea celular BHK-21 clono 15, seguin
Morens y coals. (1985) (17). H anticuerpo monoclonal 4G2 se empled como control

pasitivo (10).

Marcaje de células con CFSEy cultivo celular

Para el marcaje con 5,6-carboxyfluoresceina diacetato-succinimidil ester (CFSE,
Molecular Probe, USA), 2x107 esplenocitos/mL en PBS se incubaron con 1 uM de
CFSE durante 5 min a 25°C. La reaccion de marcaje se detuvo por adicion de un
volumen de SFB. A continuacion las células se lavaron dos veces con PBS que
contuvo SFB al 2%.



Las células del bazo se obtuvieron en condiciones asépticas y los eritrocitos se
lisaron por incubacion con una solucion de NHAA 0,83%. Luego las células se
lavaron dos veces con PBS, SFB 2% y se resuspendieron en medio RPMI-1640
suplementado con penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 ug/mL (Gibco, UK),
glutamina 2 mM (PAA Laboratories, Canada), 5x10-5 M de [-mercaptoetanal
(Sgma, USA) y SFB 5%, a una concentracion final de 2x106 células/mL.
Hnalmente, 2x105 celulas/pozo se cultivaron en placas de 96 pozos fondo U
(Costar, USA) con los antigenos correspondientes (103 ufp de las preparaciones
virales o la preparacion control negativa (mock)). La concanavalina A (ConA)
(Sgma, USA) se usd como control positivo de estimulacion. En todos los

experimentos, las estimulaciones se realizaron por duplicado. Luego de 96 h de
incubacion a 37°C 'y 5% CO2, las células y/o el sobrenadante de cultivo de estas
Se colectaron para posteriores ensayos.

Analisis por citometria de flujo

La expresion de moléculas de superficie y la proliferacion celular se evalud por
citometria de flujo como se describe a continuacion. En todos los casos, previo al
marcaje con los respectivas AcM conjugados a los fluordforos, las células se
incubaron durante 15 min en PBS con azida sodica 0,09% Yy suero normal de
conejo al 2%, para minimizar las interacciones inespecificas.

Para medir la proliferacion celular, esplenocitos marcados con CFSE y
estimulados con cada antigeno se incubaron con un ACM especifico para la
molécula CD8 conjugado a PE (Serotec Ltd, UK) durante 30 min a 4°C. En ambos
casos las células se lavaron dos veces con PBS, después del marcaje.

Las muestras se analizaron por duplicado y se adquirio 104 células en un
citometro de flujo Paslll (Partec GmbH, Germmany). Todas las muestras se
caracterizaron en cuanto a la intensidad de fluorescencia emitida por los
fluoréforos con los que se marcaron y en cuanto a la granulocidad y al tamafio de
las células. Estos dos Ultimos parametros estan dados por la dispersion delm laser
hacia los lados (SSC-H, del inglés, side scatter) y hacia delante (FSC-H, del
inglés, forward scatter). Los datos obtenidos se salvaron y analizaron
posteriormente con el programa WNMDI version 2.8 (Purdue University, USAR

H porcentaje de células que proliferd se determing por seleccion de la poblacion
CFSElowCD8+. H indice de division celular (IDC) se calculd empleando la
siguiente formula:

Porcentaje de células CFSElow con antigeno

Porcentaje de células CFSElow con mock

Un IDC = 3 fue considerado como una respuesta positiva, si (Porcentaje de células
CFSElow con antigeno - Porcentaje de células CFSElow con mock) es 2 1.
Himinacién selectiva de poblaciones celulares in vitro

Para la eliminacion selectiva de células CD4+ o CD8+, se incubaron 5x106
esplenocitos en PBS durante 30 min a 37°C, con 100 ug de un AcM purificado
(clone YTS 191.1) que €limina las poblaciones celulares CD4+ 6 100 pg de un
AcM purificado (clone YTS 169.4) 3ge elimna las poblaciones celulares CD8+,
respectivamente, y complemento conegjo (Cedarlane, Canada). Luego las



células se lavaron dos veces con PBS, SFB 2% y la eliminacion de las
poblaciones celulares se confirmd por citometria de flujo. Mas de un 95% de las
poblaciones celulares especificas estuvieron deficientes en los esplenocitos
tratados con los AcM.

Deteccion de citocinas por ELISA

A partir del sobrenadante de cultivo de los esplenocitos previamente estimulados
con cada antigeno viral, se determind la concentracion de IFN-y, mediante un
sistema de ELISA de captura. Se empled el protocolo recomendado por el
productor, con algunas modificaciones. El limite de deteccion de la citocina fue de

4 pg/mL.

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
version 5.00 (GraphPad Software, USA, (http:/Awww.graphpad.com)). A los datos
obtenidos durante la experimentacion se les comprobd la normalidad por la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (correccion Dallal-\WWkinson-Liliefor) y la homogeneidad
de varianza por la prueba de Bartlett. Cuando los datos directos o transformados
siguieron una distribucion normal se aplicd un analisis paramétrico y en caso
contrario se aplicd un analisis no paramétrico. Todos los valores con *, ** y ***
indican diferencias significativas con p<0,05, p<0,01 y p<0,001, respectivamente.

Resultados y discusion

Respuesta inmune humoral

Ratones BALB/c se inmunizaron con una sola dosis de VD2 prce):lparada a partir de
cerebro de ratdn lactante infectado con este virus. Como control negativo (CN) un
grupo de ratones recibié una dosis de un homogenizado de cerebro de raton
lactante no infectado. Ambos inmunogenaos se administraron, sin adyuvante, por
via intraperitoneal. La respuesta inmune humoral generada contra el virus se midio
30 dias después de la dosis. Como resultado, todos los animales inmunes a VD2
generaron anticuerpos antivirales contra los cuatro serotipos, mostrando
diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo de animales
control negativo (p<0,05) (Fgura 1). Sn embargo, los mayores titulos de
anticuerpos se observaron para el serotipo homdlogo, mientras que los menores
titulos se detectaron contra el serotipo 4. Adicionalmente, el andlisis de las
subclases 1gG2a e 1gG1 generadas contra el serotipo homologo, mostré mayores
titulos de anticuerpos de la subclase 1gG2a, sugiriendo la induccion de un patron
de respuesta de tipo Thl (FHgura 1B)

Hnalmente, la funcionalidad de la respuesta inmune humoral se midio por
neutralizacion in vitro de la infeccion viral. Como resultado, seis de los ocho sueros
ensayados mostraron actividad neutralizante contra el seratipo homdlogo, con un
TPG de 435. No se detectd actividad neutralizante contra los serotipos
heterdlogos (Tabla 1).



Fgura 1. Gréfico de la respuesta inmune humoral generada en ratones por la
iInmunizacion con VD2,
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Figura 1: Grafico de la respuesta inmune humoral generada en ratones por la inmunizacion con VD2,

Los titulos de anticuerpos antivirales se midieron por un sistema de ELISA de captura amplificads. (A)
Respuesta de anticuerpos anfivirales homotipica vy heterotipica. El analisiz estadistico se realizé
mediante la prueba de Kruskal-Wallis v la comparacion multiple a posteriori mediante la proeba de
Dunn (*: p=0,03; *=*%: p=0,001). (B) Patrén de subclases IgG2a e IgG1 contra el virus homdlegeo. El
analisis estadistico se realizo mediante la prueba U de Mann-Whitney (*: p=0,03). Los datos se
presentan como la media geométrica con el 93% del intervalo de confianza v son representativos de tres

experimentos independientes. (N=8).

Tabla 1: Respuesta homotipica v heterotipica de anticuerpos neutralizantes generada

en ratones tras la inmunizacion con VD2
..

Titulo PRNT,”

VD1 vD2 ** VD3 VD4
TPG® <10 435 <10 <10
4G2 1200 1000 840 720

* El titulo neutralizante se define como la maxima dilucién del suero con la cual se
reduce al 50% el mimero de placas virales.

b TPG: titulo promedic geometrico.

El analizis estadistico se realizd mediante la proeba de Eruskal-Wallis v la comparacion
miltiple a posteriori mediante la prueba de Dunn (*%: p<0.01).

Los resultados de este trabajo demuestran que luego de la inoculacion con el virus
Dengue 2 todos los ratones generaron una buena respuesta inmune humoral, pero
la actividad neutralizante se observo sdlo contra el virus homdlogo. El mismo
resultado ha sido reportado para la respuesta inmune humoral en humanos luego
de la infeccion primaria con el virus Dengue (7, 18). De hecho, durante la infeccion
primaria el individuo desarralla inmunidad de larga duracion al serotipo infectivo,
pero la inmunidad heterdloga es de corta duracion (2, 19). B rol protector de la
respuesta inmune humoral en el modelo murino de encefalitis no esta



completamente elucidado. Previamente nosotros observamos proteccion en
ratones que no habian desarrollado anticuerpos neutralizantes luego de la
inmunizacion con bajas dosis de virus infectivo Dengue 2 (datos no publicados).
Ademés, existen varios estudios en animales que reportan la no correlacion entre
proteccion y la respuesta inmune humoral generada (24, 28). Por otra parte,
nuestro grupo reporto recientemente la proteccion de ratones inmunizados con la
proteina recombinante de la capsida luego del reto con el VD2, sin la generacion
de anticuerpos antivirales o neutralizantes (13).

Proliferacion de las células TCD8+ frente al virus dengue

Con el objetivo de estudiar la inmunidad mediada por células generada por una
dosis viral se determing inicialmente la proliferacion de células CD8+ especificas a
VD2. Para €llo, los esplenocitos marcados con CFSE se cultivaron en presencia
de VD2, se colectaron y marcaron con un AcM especifico para la molécula CD8.
Como se muestra en la figura 2, las células CD8+ provenientes de los animales
iInmunes a VD2, proliferaron in vitro ante la presencia del virus homdlogo, con un
IDC de 15,23+1,38. Por el contrario, los esplenocitos de los animales del grupo
control negativo no proliferaron frente al estimulo viral (IDC de 1,71+0,66).
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Deteccion de IFN-y

Como medida de la funcionalidad de la respuesta inmune mediada por células,
inducida por el virus en este modelo, se midié la secrecion de IFN-y en el
sobrenadante de cultivo de los esplenocitos estimulados con VD2. La secrecion de
esta citocina antiviral (21) se ha correlacionado previamente con la actividad
citotoxica que se genera contra VD (16). La figura 4A muestra que los esplenocitos
provenientes de animales inmunizados con VD2 secretaron altos niveles de IFN-y
(1487,2+46,5 pg/mL). Sn embargo, en el sobrenadante de cultivo de los
esplenocitos del grupo control negativo se detectaron bajos niveles de la citocina
(166,9+27,5 pg/mL).
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Figura 3: Graficos que representan la concentracién de IFN-y medida por ELISA

Los esplenccitos provenientes de ratones inmunizados con 'V D'-' v CN se cultivarcn con 10° ufp de VD2 o

con una preparacion control negative (mock) durante 96 horas. (-f'gj Niveles de secrecidn de IFN-y medidos

en el scbrenadante de cultive de esplenocitos totales. El andlisis estadistico se realizd mediauTe la prueba
no paramétrica de Mann-Whitney (**: p=0.01). (B) Niveles de secrecion de IFN-y a partir de esplenccitos
deficientes de células CD4" o CDS", con respecto a esplenocitos totales. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA de clasificacién doble empleando la prueba de Bonferront (**%: p=20,001). Los datos se
presentan como la media = la desviacion estandar. Este ensayo se repitid fres veces con resultados
similares. (N=3).

Adicionalmente, se determiné la contribucion de las poblaciones celulares CD4+y
CD8+ a la secrecion de la citocina antiviral. Para €llo, los esplenocitos se
sometieron a un proceso de eliminacion selectiva de las células CD4+ o CD8+ y
posteriormente se cultivaron con VD2. Como se muestra en la figura 3B, la
eliminacion de ambas poblaciones celulares afectd significativamente la secrecion
de IFNHy (p<0,001), con respecto a los niveles detectados en el sobrenadante de
cultivo de los esplencocitos totales.

Estos hallazgos sugieren un posible papel protector de la inmunidad mediada por
células en este modelo, lo cual es consistente con las evidencias de este trabajo
donde se demuestra la induccion de una respuesta proliferativa de células CD8 en
ratones inmunes al Dengue luego de la estimulacion con el virus homdlogo.
Ademas, las células del bazo re-estimuladas in vitro con el virus produjeron altos
niveles de IFN gamma, lo que puede desempefiar un rol importante en la actividad
antiviral como se reportd previamente (21). De igual forma, la produccion de esta
citocina provino de células CD8+, como se ha reﬁortado para otros virus
relacionados (11, 26). Espemﬁcamente ael VD se ado una relacion
entre actividad citotdxica CD8 'y secrecion de IFN-y (16, 25).
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Ensayo de proteccion

B reto intracraneal de ratones wg;enes con VD neuroadaptado induce una

encefalitis que conlleva a la muerte del animal. No obstante, la inoculacion previa

For via intraperitoneal con el virus homdlogo, genera una respuesta inmune que
os protege del desarrolio de la enfermedad (8, 10, 20). Un mes despues de la

dosis, los animales no sangrados de cada grupo se retaron por via intracraneal

con 50 DL50 de una cepa de VD2 neurcadaptada. Al final del periodo de



observacion, el 100% de los animales inmunes a VD2 sobrevivieron, mientras que
todos los animales del grupo control negativo mostraron sintomas de encefalitis y
murieron. Sin embargo, la inoculacion previa al reto de los animales inmunes a
VD2 con un AcM que elimina las poblaciones celulares CD8+, conllevo a la
aparicion de sintomas de encefalitis y finalmente a la muerte del 50% de los
animales. Por el contrario, la eliminacion previa a reto de las poblaciones
celulares CD4+, no afecto la sobrevida de los animales inmunes a VD2. Similar
comportamiento se observo tras la inoculacion del AcM 2C4, empleado como
control de isatipo (Fgura 4). Los sintomas de encefalitis y la muerte observada en
los animales del grupo control negativo no se afectaron por la administracion de
estos AcCMs.

En concordancia con nuestros resultados, Van der Maost et al. (24) reportaron la
contribucion de las células CD8 en la proteccion de ratones, que previamente
habian sido inmunizados con el virus quimerico YFV/DV (este virus recombinante
contiene los genes prM y E del VD2 en el background genético YFV-17D). Sin
embargo, en el presente estudio, nosotros usamas el VD infectivo, lo que permite
gue la respuesta inmune inducida se dirija contra todos los epitopos naturales del
virus. Es probable que las células CD8 de memoria migren hacia el sistema
nervioso central luego de la inmunizacion y como resultado controlen la replicacion
virgll il’(l %i)tu luego del reto, como ha sido reportado previamente por Van der Most
et al. (25).
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Contrario a estos resultados, dos estudios realizados en ratones atribuyen el papel
protector solo a la respuesta humoral. Sin embargo, los resultados no son
convincentes ya que Chaturvedi et al. (4) emplearon esplenocitos transferidos en
los cuales el nimero de células CD8 es pequefio. Adicionalmente, los anticuerpos
administrados pasivamente pudieron haber alcanzado una concentracion final en
los ratones receptores diferente a la concentracion alcanzada luego de la infeccion
natural. Por otra parte, Kyle et al. (12) realizaron sus experimentos con ratones
deficientes de IFN tipo | y el receptor para el IFNFy, que constituyen mediadores de
la respuesta inmune celular. Nuestros resultados no niegan €l rol protector de la



respuesta inmune humoral en el modelo murino. Aunque los niveles de
anticuerpos neutralizantes fueron bajos, hubo un 50% de sobrevida en agquellos
ratones del grupo de eliminacion de células CD8. Este resultado indica que la
respuesta immune humoral es necesaria, pero no suficiente para inducir
proteccion total contra le virus Dengue. Amabas armas del sistema inmune
adaptativo son necesarias loara la proteccion. Fnalmente observamos que la
eliminacion in vivo de células CD4 no afectd los niveles de proteccion. Este
resultado coincide con los hallazgos de otros estudios que demuestran que las
células CD4 no se requirieron luego de la segunda expaosicion al antigeno para
controlar la infeccion (9, 22, 27). Algunas evidencias sugieren que las células CD4
poseen un efecto programador temprano gue contribuye a la estimulacion de las
células CD8, lo cual garantiza que al menos una parte de la poblacion
respondedora, sobreviva como células de memoria de larga duracion y éstas a su
vez, pueden tener una funcion efectora tras la reexpaosicion antigénica (3, 15).

Conclusion

B presente trabajo constituye el primer reporte de la induccion de respuesta
inmune celular contra el virus del Dengue y su relacion con la proteccion en el
modelo de encefalitis viral en raton. Tambien se demuestra que la respuesta de
células T CD8+ desempefia un papel importante en la defensa contra el virus del
dengue. An no se ha demostrado que este comportamiento sea similar en
humanas, por lo que deben realizarse trabajos adicionales para definir el rol de las
células Ty por consiguiente, el desarrollo de candidatos vacunales basados en la
induccion de este tipo de respuesta.
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