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Introduccion

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos mas ampliamente difundida que
afecta a la poblacién humana. Cada afio se informan entre 50 y 100 millones de casos de Fiebre
del Dengue, 500 000 de los cuales resultan en la forma mas severa de la enfermedad conocida
como Fiebre Hemorragica del Dengue (1). El agente causal de esta enfermedad es el virus dengue
(VD), que pertenece a la familia Flaviviridae, género flavivirus. Existen cuatro serotipos de este
patdgeno (VD1, VD2, VD3 y VD4), cuyas secuencias genéticas divergen en un 30% (2).

Durante varios afios, los investigadores han propuesto la generacion de anticuerpos neutralizantes
como una premisa para lograr la proteccion contra el virus. Sin embargo, el dengue es un virus no

citopético, que estimula la expresion de moléculas del MHC-I en la superficie de las células



infectadas (3), por lo tanto, la respuesta inmune mediada por células debe constituir un importante
mediador del sistema inmune adaptativo contra este patogeno. Varios estudios sefialan el papel
patogénico de la respuesta de células T durante la infeccion secundaria. Como resultado de la
infeccion heterdloga, se activan preferentemente las células T de reactividad cruzada (4), las
cuales exhiben un deficiente estado de granulacion (5) y una alterada produccién de citocinas
inflamatorias (6, 7), que contribuyen a la severidad de la enfermedad. Por el contrario, muy poco
se conoce acerca del papel protector de las células T contra este patdgeno, de ahi que sea
necesario profundizar en el estudio acerca de la inmunidad mediada por células (IMC), para una
mejor comprensiéon de la inmunopatologia del dengue y la inmunogenicidad de los candidatos
vacunales (8).

Aun cuando los candidatos vacunales basados en cepas virales vivas atenuadas, inducen una
adecuada respuesta inmune humoral y celular, tienen importantes limitaciones. La mas
significativa de ellas esta dada por la reactogenicidad y el riesgo tedrico de potenciar la
enfermedad luego de la vacunacion y ante una infeccién natural (9). Ademas, debido al fenémeno
de inmunodominancia y/o de interferencia viral en las formulaciones tetravalentes de estos
candidatos, se requieren varias dosis para inducir una respuesta inmune equivalente contra los
cuatro serotipos del virus (10, 11). Como alternativa, las vacunas de subunidades recombinantes
basadas en proteinas virales, capaces de mimetizar la estructura de la particula viral y de inducir
una adecuada respuesta inmune, constituyen un blanco atractivo. En este escenario, las particulas
semejantes a virus (PSV) han mostrado ser candidatos vacunales efectivos con resultados
satisfactorios contra diferentes patogenos (12).

Teniendo en cuenta el posible papel protector de la IMC contra VD, hemos focalizado nuestro
trabajo en la proteina de la capsida del VVD2. Esta proteina se ha identificado como un blanco de
la respuesta antiviral de células T (13). Un estudio previo, desarrollado en nuestro laboratorio,
demostr6 que la fraccion semipurificada de la proteina de la capsida expresada en Escherichia
coli, induce proteccidn parcial en el modelo de encefalitis viral en ratones sin la induccién de una
respuesta inmune humoral funcional (14).

En el presente trabajo, particulas obtenidas a partir de la fraccion purificada de la proteina
recombinante se evaluaron en ratones con el objetivo de medir la capacidad protectora de la
misma, asi como la IMC inducida por este antigeno. La inmunizacion con las particulas
semejantes a nucleocdpsida (PSNs) adyuvadas en alimina no generaron una respuesta de
anticuerpos contra el virus, mientras que los esplenocitos de los animales inoculados secretaron
altos niveles de IFN-y tras la estimulacion viral in vitro. Ademas se obtuvo una proteccion
significativa luego del reto intracraneal de los ratones, con una cepa letal de VD2. Finalmente, se
demostr6 que las poblaciones celulares CD4" y CD8" contribuyen tanto a la secrecion de la

citocina como a la proteccion.



Disefio metodoldgico
Purificacion de la proteina recombinante y ensamblaje in vitro de las particulas

La proteina de la cépsida del VD2 se expreso6 en E. coli como previamente describié Lazo y cols.,
2007 (14). El proceso de purificacion mediante cromatografia de intercambio ionico, asi como el
ensamblaje in vitro de las particulas de la capsida se realizd segin Lépez y cols., 2009 (15).

Esquemas de inmunizacion y ensayos de proteccion

Esquema de inmunizacion No. 1

Grupos de 10 ratones se inocularon por via intraperitoneal (i.p) con diferentes formulaciones de la
proteina recombinante de la capsida. Se administro tres dosis de cada antigeno los dias 0, 15y 30.
Todos las formulaciones tuvieron un volumen de 100 pL y se adyuvaron en hidroxido de
aluminio (Alhydrogel) (Brenntag Biosector, Denmark) a una concentracion final de 1,44 mg/mL.
Grupo 1: 10 ug of proteina de la capsida (proteina soluble). Grupo 2: 10 pg de PSNs. Grupo 3: 20
kg de PSNs. Grupo 4: Placebo (0,25 ug de oligonucleétidos por ratdn, en tampén de formacién
de particulas). Grupo 5 (control positivo): Recibié una dosis (0,5 mL) de VD2 infectivo sin
adyuvante. A los ratones se les extrajo sangre y las células del bazo, 30 dias después de la Gltima

dosis, para medir la respuesta inmune humoral y celular inducida.

Esquema de inmunizacion No. 2

Un segundo esquema de inmunizacion se disefi6 de la siguiente forma:

Grupo 1: 20 ug de PSNs. Grupo 2: Placebo (0,25 ug de oligonucle6tidos por raton, en tampén de
formacion de particulas). Grupo 3 (control positivo): Recibié una dosis (0,5 mL) de VD2
infectivo sin adyuvante. El procedimiento, las formulaciones y la evaluacion inmunoldgica se
realizaron como esta descrito en el esquema anterior. En este segundo esquema se emplearon un

total de 66 animales por grupo (figura 1).
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Figura 1 Diagrama del Segundo esquema de inmunizacién. Tres grupos de 66 animales cada uno se
inmunizaron en los dias 0, 15 y 30 con 20 pg de PSNs, Placebo y VD2, respectivamente. Treinta dias
después de la dltima dosis se dividieron en cuatro subgrupos que se inocularon por via i.p con una sola
dosis de 100 pg del AcM anti-CD8, 100 pg del AcM anti-CD4, PBS y el AcM 2C4 (control de isotipo),
respectivamente. Tres dias después, los animales se inocularon por via intracraneal con 20 pL de una
preparacion infectiva que contuvo 50 DLs, (20 pfu) de VD2 NGC.

Medicidn de la respuesta inmune humoral mediante ELISA

La presencia de anticuerpos anti-capsida en los sueros de los animales inmunizados se determind
por un sistema de ELISA (del inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de captura segln
Lazo y cols., 2007 (15). Para la deteccion de anticuerpos antivirales se empled el sistema de
ELISA de captura, previamente descrito por Gil y cols., 2009 (16).

Cultivo de células y estimulacion viral

Las células del bazo se obtuvieron en condiciones asépticas y el cultivo y la estimulacion viral,
asi como la eliminacion selectiva de poblaciones celulares in Vitro se realizé segln Gil y cols.,
2009 (16).

Deteccién de citocinas

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 emple6 el protocolo recomendado por el productor, con algunas modificaciones. El

limite de deteccion de la citocina fue de 4 pg/mL.
Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism version 5.00

(GraphPad Software, USA, (http://www.graphpad.com)). A los datos obtenidos durante la

experimentacién se les comprob6 la normalidad por la prueba de Kolmogorov-Smirnov
(correccion Dallal-Wikinson-Liliefor) y la homogeneidad de varianza por la prueba de Bartlett.
Cuando los datos directos o transformados siguieron una distribucuion normal se aplicé 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
Las PSNs inducen una respuesta immune functional contra VD2 en ratones

Para evaluar la inmunogenicidad de las PSNs adyuvadas en alumina se administraron dos dosis
(10 y 20 pg) de este antigeno en ratones. Como control un grupo de animales se inmuniz6 con 10
Mg de la proteina de la c&psida formulada en el mismo adyuvante, teniendo en cuenta que dosis

mayores de este antigeno no inducen proteccion tras el reto viral infectivo (resultados no


http://www.graphpad.com/

publicados). Treinta dias después de la tercera dosis se midid la respuesta inmune humoral y

celular inducida.

La repuesta inmune humoral generada por las PSNs no reconoce al VD2, ni neutraliza la
infeccion viral in vitro

La aparicion de anticuerpos reactivos a la proteina recombinante o al VD2 se detecté mediante un
sistema de ELISA a través del cual se determinaron los titulos por dilucién a punto final de los
sueros obtenidos 30 dias tras la tercera dosis (Figura 2). Como resultado, todos los animales
inmunizados con las formulaciones de las PSNs desarrollaron una respuesta inmune humoral
contra la proteina de la capsida significativa, aunque se observd diferencias estadisticamente
significativas entre las dos dosis empleadas (p<0,01) (Figura 2A). Por otro lado, los titulos de
anticuerpos medidos en el grupo de animales inmunizados con la proteina de la capsida fueron
significativamente menores que los obtenidos en los grupos inmunizados con las PSNs. Ninguno
de los sueros de los animales inmunizados con la preparacion de VD2 infectiva reconocieron la
proteina recombinante. En concordancia solo se detect6 anticuerpos antivirales en el suero de los
animales inmunizados con el virus (Figura 2B).

Para corroborar la falta de funcionalidad de la respuesta inmune humoral, se realiz6 un ensayo
de neutralizacion viral por reduccion del nimero de placas virales (PRNT) (17). Como
resultado, ninguno de los suero proveniente de los animales inmunizados con formulaciones de
la proteina de la capsida mostraron actividad neutralizante (TPG < 10). La no exposicién de
regiones de esta proteina en la superficie del virion maduro (18, 19), puede conllevar a que las
celulas B no interactien con la misma durante la infeccion. Ademas, la inoculacion
intraperitoneal de VD en ratones induce una viremia de corta duracion, la cual es controlada

rapidamente por el sistema inmune innato (20).
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Figura 2: Respuesta immune humoral generada por la inoculacion de diferentes formulaciones de la
proteina recombinante de la capsida del VD2. Los titulos de anticuerpos 1gG se midieron por ELISA. (A)
Anticuerpos anti-capsid. (B) Anticuerpos antivirales. Para ambos casos, los datos representan la media
geomeétrica con el 95% del intervalo de confianza. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA
de clasificacion simple, usando la prueba SNK (**: p<0.01; ***: p<0.001).



La inmunizacion con las PSNs genera una respuesta inmune mediada por células

Para evaluar la IMC, se extrajeron las células del bazo de los animales inmunizados, 30 dias
después de la ultima dosis, y midio la secrecion de IFN-y en el sobrenadante de cultivo de los
esplenocitos, luego de la estimulacion con una preparacion de VD2 infectivo. Las células del
bazo de los animales inmunizados con 10 y 20 pg de las PSNs secretaron altos niveles de la
citocina (354,8+44,4 pg/mL y 586,2+16,6 pg/mL, respectivamente) (Figura 3). Interesantemente
los animales inmunes a VD2, desarrollaron una respuesta similar a la observada para el grupo que
se inoculd con la mayor dosis (642,2+41,3 pg/mL). Por el contrario, para el caso de los
inmunizados con 10 pg de la proteina de la cpsida se observo una baja secrecion de IFN-y
(124,1+7,1 pg/mL), sin diferencias estadisticas con respecto al grupo placebo (53,5+10,7 pg/mL).
Esta citocina se ha descrito como un mediador de la respuesta celular a través de su actividad
antiviral contra VD, e incluso se ha encontrado una relacién entre la actividad CD4 y CD8
citotoxica y la secrecion de la misma (21). Adicionalmente, los niveles de secrecion de IFN-y
dependieron de la naturaleza del antigeno, determinada por la cantidad de ODNs empleada en el
proceso de formacion de las particulas. Esto ultimo podria deberse a que los antigenos en forma
de particulas son mas eficientemente presentados por via MHC-I (presentacion cruzada), que los
antigenos solubles (22). De hecho, las PSV pueden inducir la maduracion de las células
dencdriticas y la secrecion de citocinas que estimulan células T CD4" y CD8" (23). La elevada
inmunogenicidad descrita para otras PSV, puede explicar los niveles de secrecion de IFN-y
observados en este trabajo para los animales inmunizados con las PSNs, los cuales fueron
similares a los medidos para los ratones inmunes a VD2.

Por otro lado, la presencia de ODNs en las PSNs podria potenciar la respuesta inmune generada
por las mismas. Diversos estudios han descrito a los ODNs como adyuvantes capaces de

potenciar la inmunidad mediada por células frente a antigenos blanco (24).

- *
£ 800+ | | 3 Mock
8 * Kk
?5’ ! * | * % O vD2
£ 600- Il I '
= il
S Figura 3: Concentracion de [IFN-y
=z |—|* medida por ELISA, en el sobrenadante
L 400+ de cultivo de esplenocitos estimulados
3 con VD. EIl sobrenadante de cultivo de
= esplenocitos estimulados con 10° ufp de
-8 200+ VD2 o una preparacion control (mock),
g proveniente de cada animal se cheque6
c I-I por. Los datos representan la media +
§ 0 '-', [ | n, I.I,n I.ll SEM. El andlisis estadistico se realiz6
Q mediante la prueba U de Mann-Whitney
S Qo
© Q)QO Qcoé% Qc? Q}@? 40% (*: p<0.05; **: p<0.01).
NN
N v



La IMC generada por las PSNs juega un papel crucial en la proteccién contra VD2

Teniendo en cuenta los resultados descritos, se seleccion6 la formulacion de 20 ug de PSNs
para un Segundo experimento en ratones con el objetivo de caracterizar la respuesta inmune

celular y su posible relacion con la proteccién ante el reto con VD2.

La inmunizacion con las PSNs genera células CD4" y CD8" secretoras de IFN-y in vitro tras la

estimulacién viral

En el primer estudio nosotros medimos una alta secrecion de IFN-y in vitro a partir de los
esplenocitos de los animales inmunizados con la formulacién de 20 pug de PSNs. Luego, en este
segundo experimento determinamos la contribucion de las poblaciones celulares CD4" y CD8" a
la secrecion de esta citocina. Como se muestra en la figura 4, y en correspondencia con el primer
estudio las células del bazo de los animales inmunizados con las PSNs secretan altas
concentraciones de IFN-y, estadisticamente similar a la secretada por los esplenocitos de los
animales inmune a VD2. Sin embargo, la eliminacion de ambas poblaciones celulares afectd
significativamente la secrecion de la citocina (p<0,001) con respecto a los niveles detectados en
el sobrenadante de cultivo de los esplenocitos totales. Similar comportamiento se observo para el
caso de los animales inmunes a VD2 (Figura 4).
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Las células CD4" y CD8", especificas para las PSNs, protegen contra encefalitis viral por

dengue

Paralelamente se estudi6 el efecto de la eliminacion selectiva in vivo de las poblaciones celulares
CD4" 0 CD8" en la proteccion contra VD. Un mes después de la Gltima dosis un subgrupo de
animales inmunizados con las PSNs o VD2 se inocularon con AcM capaces de eliminar las

células CD4" 0 CD8", y tres dias mas tarde se retaron con una cepa letal neurovirulenta de VD2.



Al final del periodo de observacion el 78% de los animales inoculados con las PSNs controlaron
la encefalitis viral y permanecieron vivos, mientras que todos los animales del grupo placebo
murieron (Figura 5A). Por su parte, el grupo control positivo inmunizado con VD2, mostr6 un
100% de proteccion en concordancia con estudios previos (16, 14, 25). Por otro lado, la
eliminacion previa al reto de las poblaciones celulares CD4" o CD8", conllev a la muerte de mas
de un 80% de los animales inmunizados con las PSNs, sin mostrar diferencias estadisticas con
respecto al grupo control negativo (Figura 5B). Ademas, de forma similar a un estudio previo,
solo la eliminacion de las células CD8" afectaron la sobrevida de los animales inmunizados con
VD2 (16). La sobrevida de los animales no se afectd por la administracion del AcM 2C4,
empleado como control de isotipo (datos no mostrados). Adicionalmente, el comportamiento de
la mortalidad de los ratones del grupo placebo no se afect6 por la eliminacion de las poblaciones
CD4" 0 CD8" (datos no mostrados).
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Figure 5: Porcentaje de sobrevida de ratones inmunizados tras el reto con 50 DLg, de VD2. (A) Curvas
de sobrevida de los animales de cada grupo. (B) Curvas de sobrevida de animales inmunizados con las
PSNs deficientes de células CD4" o CD8". (N=12). El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba
de log-rank (*: p<0.05; ***: p<0.001).

Aun sin inducirse una respuesta inmune humoral funcional, un alto porcentaje de sobrevida se
alcanzo para el grupo inmunizado con las PSNs, el cual dependid de células CD4" y CD8", pues
la eliminacion previa al reto de estas celulas comprometié la vida de los animales. Este
resultado es consistente con los experimentos in vitro. Varios estudios previos han demostrado
la relacion entre la actividad CD8 citotoxica y la secrecion de IFN-y (5, 26, 27). Por otro lado,
las células T CD4" pueden estar directamente involucradas en la proteccién contra la
enfermedad, dado que estas células pueden mediar la lisis in vitro de células infectadas, por
flavivirus (28), incluyendo VD (13, 26, 29, 30).

Estos hallazgos experimentales sugieren un potencial papel protector para la IMC contra VD en
el modelo de encefalitis viral en ratones, en concordancia con estudios previamente publicados

(16, 31, 32). Ademas, en estudios realizados con individuos inmunes al virus y con voluntarios



inmunizados con candidatos vacunales atenuados, se ha demostrado la existencia de clones de
celulas T, con actividad antiviral in vitro (27, 33-35).

Similar a lo reportado para la respuesta inmune humoral, un papel patogénico se ha descrito
para la IMC en las infecciones naturales con un serotipo heter6logo. Varios estudios sefialan que
la respuesta de células T memoria de reactividad cruzada pueden también estar involucradas en
una respuesta inmune inadecuada (2, 4, 5, 36). Como consecuencia, un futuro candidato vacunal
debe incluir la mezcla de las proteinas recombinantes correspondientes a los cuatro serotipos del
dengue.

Nuestros resultados proveen nuevas evidencias del papel protector de la inmunidad medida por
células en ratonmes, sin la contribucion de la respuesta inmune humoral funcional. No bostante,
las limitaciones asociadas al modelo de encefalitis viral, impone la necesidad de realizar futuros
estudios en primates no humanos o ratones humanizados con el objetivo de definir la utilidad de

las PSNs como posible candidato vacunal contra la enfermedad del dengue.
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