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1. RESUMEN

Los virus dengue (DENV) y Zika (ZIKV) son agentes etiologicos de enfermedades con
patrones epidemioldgicos alarmantes tanto para la salud humana como para la economia
mundial. La transmision de estos Flavivirus esta influenciada por la lluvia, la temperatura
y principalmente la distribucion de sus vectores, los mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus. Los Flavivirus, cuentan con gran capacidad de adaptacion a presiones
evolutivas como la capacidad variable de infeccion al vector y diferencias en la respuesta
inmune del hospedero humano, lo que favorece la seleccion de variantes mejor adaptadas
en cada brote. En este proyecto se evaluo el fenotipo evasor de la respuesta de interferones
de tipo | (IFNs-1) de aislados clinicos de los virus DENV y ZIKV provenientes de

muestras sanguineas de pacientes virémicos de regiones endémicas de México.

Para esto se realizaron preparaciones purificadas de Flavivirus a partir de muestras
sanguineas de pacientes virémicos de regiones endémicas de México en células Vero, se
titularon mediante la cuantificacion de unidades formadoras de placa (PFUs) por
inmuncitoquimica, se evalud el fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-1 comparando la
capacidad de replicacion en diferentes lineas celulares con produccién enddgena variable
de IFNs-I por ensayos de inmunofluorescencia y se confirmaron los resultados
cuantitativamente realizando curvas de sensibilidad a IFN-I recombinante. El aislado
DENV-0ax.2016 presenta diferente capacidad de evasion de la respuesta de IFNs-1 en
comparacion con el virus referencia utilizado como punto de comparacion (DENV-1
WP), mientras que el aislado ZIKV-0ax.2016 tiene capacidad de evasién de IFNs-I

similar al virus referencia utilizado como punto de comparacion (ZIKV-PRVABC59).

El aislamiento y la caracterizacion de los aislados silvestres nos permiten comprobar la
seleccidn activa de variantes adaptadas a la poblacién mexicana, asi como formar parte
de la iniciativa de la generacion de un banco de aislados de Flavivirus seleccionados de
la poblacion mexicana, herramienta invaluable para el estudio de la virulencia de aislados

mexicanos de Flavivirus.



2. MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Se denominan arbovirus a los virus transmitidos por artropodos, esta clasificacion incluye
una amplia variedad de taxones y se encuentran divididos en 6 familias de virus con
genoma de &cido ribonucleico (RNA por sus siglas en inglés) (Go et al., 2014). Dentro
de esta clasificacion se encuentra el género Flavivirus que a su vez se clasifica con base
en el vector o ausencia de €l en: Flavivirus transmitidos por garrapatas (TBFV por sus
siglas en inglés), Flavivirus transmitidos por mosquitos (MBFV por sus siglas en inglés),
Flavivirus de vector desconocido (NKFV por sus siglas en inglés), Flavivirus no
clasificados (NCFV por sus siglas en inglés) y Flavivirus especificos de insectos (ISFV
por sus siglas en inglés) (Brand et al., 2017). El género Flavivirus es el méas grande de la
familia Flaviviridae, con 53 especies reconocidas taxondmicamente, de las cuales mas de
40 son patégenos de humanos. Algunos ejemplos incluyen al virus de la encefalitis
japonesa (JEV por sus siglas en inglés), el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas
(TBEV por sus siglas en inglés), el virus de la fiebre amarilla (YFV por sus siglas en
inglés), el virus del Oeste del Nilo (WNV por sus siglas en inglés), ZIKV y DENV
(Moureau et al., 2015), estos dos ultimos estan estrechamente relacionados genética y

antigénicamente (Sirohi et al., 2016).
2.1.1 Estructura genémica y protéica de los Flavivirus

La particula viral madura es envuelta y mide aproximadamente 50 nm de diametro. El
genoma viral consiste en una molécula de RNA monocatenario de polaridad positiva
(+ssRNA por sus siglas en inglés) de aproximadamente 11 kb, que codifica para un s6lo
marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés) flanqueado en sus extremos 5' y
3' por dos regiones no traducidas (UTR por sus siglas en ingles), un Cap tipo | (7Me Gppp
2'0OMe) en el extremo 5' que permite el reconocimiento por ribosomas vy, a diferencia de
los MRNA celulares, carecen de poliadenilacién en el extremo 3' (Sirohi et al., 2016). El
OREF es directamente traducido como poliproteina, la cual es procesada proteoliticamente
co- y postraduccionalmente en tres proteinas estructurales (C, prM y E) y ocho proteinas



no estructurales (NSPs) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2 K en algunos Flavivirus,
NS4B y NS5) tanto por proteasas celulares como por la proteasa viral NS2B/NS3
(Bartenschlager et al., 2013) como se observa en la figura I. El genoma viral est&
contenido en la nucleocapside que a su vez esta envuelta por una bicapa lipidica derivada
de la célula hospedera y rodeada por 180 copias de homodimeros de la proteina de
envoltura (E) (Chambers et al., 1990; Kuno y Chang 2007; Hulo et al., 2011: Cunha et
al., 2016).
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Figura 1. Estructura genémica y protéica de Flavivirus. consiste en una molécula de +ssRNA con dos
regiones UTR, un Cap tipo | en el extremo 5', carece de poliadenilacion en el extremo 3'. Tiene tres proteinas
estructurales (C, prM y E) y ocho proteinas no estructurales (NSPs) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2 K en
algunos Flavivirus, NS4B y NS5) (Neufeldt et al., 2018).

Las proteinas estructurales forman la particula viral, participan en la entrada del virus a
la célula hospedera, en el ensamblaje y liberacion de la progenie viral. La proteina de la
capside (C) consiste en 120 aminoacidos, esta involucrada en el empaquetamiento del
genoma viral y se une al RNA gendémico para formar la nucleocdpside (NC). La
glicoproteina precursora de membrana (prM) estd compuesta de 165 aminoacidos y la
glicoproteina de envoltura (E) de 495 aminoacidos, ambas contienen dos dominios
transmembranales (Romero-Cabello, 2008). La proteina prM se encuentra Gnicamente en
la particula inmadura de Flavivirus e impide la fusion prematura con las membranas de
la célula hospedera, en el trans-Golgi, es procesada proteoliticamente para liberar el
péptido pr y la proteina M (formada por 75 aminoacidos) liberando los dominios de la
proteina E responsables de la unién celular, la fusién y la entrada (Mukhopadhyay et al.,

2005; Shashank et al., 2017).

Las proteinas no estructurales (NSPs por sus siglas en inglés) forman el complejo

replicativo (RC por sus siglas en inglés) en la membrana del reticulo endoplasmatico (ER



por sus siglas en inglés) de la célula hospedera y estan implicadas en la evasion de la
respuesta innata anti-viral (Shashank et al., 2017; Diamond y Pierson 2015; Pierson y
Kielian 2013; Suthar et al., 2013).

De las proteinas no estructurales, la NS1 es altamente conservada entre los Flavivirus, su
peso molecular oscila entre 46-55 kDa (kilodaltones), dependiendo del grado de
glicosilacidn, NS1 existe como monomero, como dimero (proteina unida a la membrana,
mNS1) en la infeccidn inicial, o bien se presenta en la infeccion tardia como hexamero
(proteina secretada, SNS1), aunque se desconoce su funcion especifica, se sabe que es
esencial para la replicacion viral, posiblemente a través de interacciones con las proteinas
transmembranales NS4A y NS4B, ademas estd involucrada en la evasion del sistema
inmune, patogénesis y SNS1 es uno de los principales marcadores de la infeccién viral en
circulacion utilizada para el diagnostico. NS1 es reconocida por los receptores de
membrana tipo Toll (TLRs por sus siglas en inglés) e inhibe el sistema del complemento
de individuos virémicos (Fan et al., 2014).

La proteina NS2 puede procesarse adicionalmente en las proteinas maduras NS2A y
NS2B, sin embargo, su funcion sigue siendo desconocida. NS2A es una proteina
hidrofobica pequefia con dominios transmembranales (TMDs por sus siglas en inglés)
con peso molecular de 22 kDa, desempefia un papel critico en el ciclo de replicacion viral
y en la evasidn de la respuesta inmunitaria innata del hospedero. Los extremos N y C de
la NS2A son procesados por una proteasa de la célula hospedera y la proteasa viral
NS2B/NS3. Varios estudios demuestran que NS2A puede estar asociada con la regulacion
de la replicacion del genoma viral, en la inhibicidn de la apoptosis y en la interferencia
de la regulacion del ciclo celular, ademas, puede interactuar con el 3' UTR del RNA viral,
asi como con otros componentes del RC. También se ha observado su participacion en el
ensamblaje y exocitosis de la progenie viral y en la induccion de efecto citopatico (CPE
por sus siglas en inglés) en la célula infectada, asi como en la modulacién de la respuesta

de interferones de tipo | (IFNs-1) del hospedero (Kaukinen et al., 2013).

NS2B es una proteina 14 kDa que contiene tres dominios: dos TMDs ubicados en los
extremos N-terminal y C-terminal y una region central que actia como un cofactor de la

proteasa viral NS3. La proteina NS3 presenta actividad enzimatica de serina proteasa, de



nucleosido trifosfatasa (NTPasa) y de helicasa de RNA, asi procesa proteoliticamente la
poliproteina viral en sitios especificos para liberar las proteinas individuales y participa
en la replicacion del RNA viral (Dalrymple et al., 2015).

La proteina NS4A, al igual NS4B son proteinas con TMDs. La proteina NS4A de 16 kDa,
desempefia maltiples funciones en la replicacion viral, asi como en la interaccion virus-
célula hospedera; induce la reorganizacion de la membrana del ER y la autofagia para

prevenir la muerte celular facilitando la replicacion viral (Zou et al., 2015).

La proteina 2K no esté presente en todos los Flavivirus, se ha reportado que regula la
funcion de NS4A en la modulacion de las alteraciones en la membrana del ER. Por otro
lado, la proteina NS4B de 27 kDa, regula la actividad del dominio de ATPasa de NS3 y
por interaccion con NS1 y modula la replicacion viral. Se ha reportado que la expresion
de NS4A y B puede bloquear la translocacion del factor de transcripcion STAT1
inhibiendo la sefializacion de IFNs-I. La RNA polimerasa dependiente de RNA viral
(RdRp por sus siglas en inglés) NS5 es la proteina méas conservada entre las NSPs de los
Flavivirus, pesa aproximadamente 105 kDa, es responsable de la proteccion, la metilacion
y la replicacion del genoma viral. Contiene un dominio de metiltransferasa (MTasa) N-
terminal que metila al RNA viral, mimetizandolo para prevenir el reconocimiento por la

célula hospedera y promover la traduccién de la poliproteina viral (Lu y Gong, 2017).

Los dos tercios C-terminales de NS5 comprenden el dominio de RdRp, el cual forma un
complejo multiprotéico con NS3 y NS2B, para formar el RC, este complejo trimérico es
esencial para el establecimiento de las interacciones proteina-proteina y proteina-RNA
necesarias para la reaccion de polimerizacion del genoma viral y esta presente en el

genoma de todos los Flavivirus reportados hasta el momento (Egloff et al., 2002).



2.1.2. Ciclo replicativo de los Flavivirus

El ciclo replicativo de los Flavivirus comienza cuando la proteina E en la particula
viral madura es reconocida por un receptor celular; esta interaccién induce el
proceso de endocitosis mediada por receptor. Se han identificado varias
moléculas de la superficie celular que funcionan como receptores 0 co-
receptores que favorecen la entrada viral en células susceptibles, algunos
receptores reportados son; los receptores de fosfatidilserina (PS) de las familias
TIM (inmunoglobulina de células T y dominio de mucina), TIM-1 y TAM (Tyro3,
TAM-AXI y Mer), los receptores HSPG (proteoglicano de heparan sulfato) asi
como DC-SIGN en células dendriticas y macrofagos, ademas de sus homologos
DC-SIGNR y L-SIGN en hepatocitos y células de ganglios linfaticos
respectivamente (Gatherer y Kohl, 2016).

S5 Viriones
i maduros pr

Exocitosis

XX+
Maduracion

Endocitosis

Fusién de membrana

Replicacion de
RNA

RNA ' Traduccién
Gendmico "

Viriones
inmaduros

Figura IL. Ciclo replicativo de los Flavivirus. Los ocho pasos principales del ciclo replicativo son: union,
endocitosis, fusion de membrana, traduccién, replicacion de RNA, ensamblaje, maduracion y liberacion
(Modificado de Song et. al., 2017).



Alternativamente, los Flavivirus como el DENV pueden ser opsonizados por anticuerpos
no neutralizantes o subneutralizantes, permitiendo asi la entrada en células con receptores
Fc, tales como monocitos, macrofagos y células dendriticas, esta estrategia de
internalizacion se conoce como facilitamiento mediada por anticuerpos (ADE por sus
siglas en inglés) (Flipse et al., 2016) y se ha asociado a las manifestaciones clinicas

severas por infeccion por dengue (Leah et al., 2017).

Una vez en la endosoma celular, la disminucion de ph desencadena cambios
conformacionales en la proteina E exponiendo el péptido fusogénico, lo que induce la
fusion de la membrana viral con la endosomal, favoreciendo la entrada de la

nucleocépside al citoplasmay la liberacion del genoma viral (Figura I1).

El genoma viral puede ser traducido inmediatamente a poliproteina en el reticulo
endoplasmico, la cual es procesada post-traduccionalmente en proteinas maduras por la
proteasa viral NS2B-NS3 y proteasas celulares. La RNA polimerasa viral NS5, el genoma
viral y otras proteinas NS forman el RC para la sintesis del intermediario replicativo; (—
)sSRNA que servird como molde para la sintesis de multiples copias de (+)ssRNA que
pueden ser traducidas o empaquetadas como nuevos genomas virales. En general las
RdRp virales tienen fidelidad de replicacion baja, lo que genera altas tasas de error que
se estiman de entre 10 y 107 errores por nucleétido copiado, generando asi una "nube"

de variantes o cuasiespecies (Lauring y Andino, 2010).

Las altas tasas de mutacion dan como resultado una alta tasa de variantes genéticamente
distintas dentro de la poblacion de Flavivirus durante los ciclos de replicacion,
caracteristica critica para la patogénesis en los hospederos infectados (Kurosu, 2011). La
proteina C interacciona con el genoma viral y forma la nucleocépside. Los viriones
inmaduros se transportan a través de la via secretora trans-golgi, donde adquieren la
envoltura, posteriormente ocurre glicosilacion de la proteina E y el procesamiento
proteolitico de la proteina prM mediado por la enzima celular furina, generando la forma
madura de la proteina M, los viriones maduros son transportados a la membrana

plasmatica y liberados por exocitosis (Paranjape, 2010); (Villamarin, 2016).



2.2 PRINCIPALES VECTORES Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Los virus ZIKV y DENV son actualmente los Flavivirus con mayor circulacion en
regiones tropicales y subtropicales. Ambos son transmitidos a los humanos por la
picadura de los mosquitos hembra hematéfagos del género Aedes; sus principales
vectores durante los ciclos urbanos son las especies Aedes aegypti y Aedes albopictus y
al compartir al vector, es frecuente que estos virus co-circulen las mismas regiones

geograficas (Acosta-Bas y Gémez-Cordero, 2005).

Segln una proyeccién global (Figura 111) basada en una técnica de mapeo de idoneidad,
se ha propuesto que las areas geograficas donde los mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus circulan durante todo el afio corresponden a América Central, el Caribe y el
norte de América del Sur; la costa de Africa occidental, central, oriental costera y
Madagascar; partes de la costa de la India y el sureste asiatico, Indonesia, Malasia y las
Filipinas y naciones insulares del Pacifico. Por otro lado, la transmision estacional es
posible en un area significativamente mas grande, que incluye gran parte del sureste de

los Estados Unidos y el norte de México, asi como algunas partes de Sudamérica, como

- Locations where Aedes may be present year-round
[ ] seasonal locations where Aedes may be present
Figura III. Distribucién geografica de los vectores para DENV y ZIKV.

Mapa global de las regiones donde existe la presencia estacional (amarillo) y presencia durante todo el afio
(rojo) de mosquitos hematdfagos Aedes aegypti y Aedes albopictus (Attaway et al., 2017).




la costa chilena; gran parte del sur de Europa y de Africa del Norte; la costa sureste de
Africa; gran parte de Asia meridional y Asia oriental, incluida China, Corea y Japon y
partes de Australia y Nueva Zelanda (Attaway et al., 2017).

2.2.1 Epidemiologia en México

La Secretaria de Salud a través de la Direccion General de Epidemiologia y el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica reportan que en Meéxico se han confirmado
12,809 casos autdctonos de infeccion por ZIKV desde 2015; de los cuales 7,120 son casos
confirmados en mujeres embarazadas hasta el 18 de marzo de 2019 y 72,673 60,329 casos
de infeccion por DENV confirmados desde 2015 hasta la semana epidemiologica 12 de
2019.

2.3. PRESENTACION CLINICA E HISTORIA NATURAL DE LA
INFECCION POR VIRUS DENGUE Y ZIKA

La forma mas comun de transmision de los virus DENV y ZIKV es la transmision
horizontal (Figura 1V), ésta ocurre cuando el mosquito hembra se alimenta de la sangre
de un hospedero infectado en periodo de viremia, las particulas virales infectan células
del intestino medio del mosquito para después diseminarse a otros tejidos hasta llegar a
las glandulas salivales para completar el ciclo al alimentarse de otro hospedero
susceptible (Briant et al., 2014).

2.3.1 Presentaciones clinicas de la infeccion con DENV

Existen cuatro serotipos del DENV, genética y antigénicamente relacionados: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Céceres, 2003). En 1997 la OMS clasific6 a la
enfermedad del dengue con base en dos fendmenos patolégicos: se designo a la fiebre por
dengue (DF) como una enfermedad febril inespecifica y a las formas severas de la
enfermedad como fiebre hemorragica del dengue y sindrome de chogue por dengue (FHD
/ DSS). En 2009 la OMS modifico esta clasificacion y en la actualidad se definen las
presentaciones clinicas del dengue como: dengue con o sin signos de alarma (DCSA y
DSSA) y dengue grave (DG) (CDC, 2013).

La infeccion por cualquiera de los cuatro serotipos puede inducir una amplia gama de

manifestaciones clinicas, desde asintomaética, sintomatologia similar a un resfriado
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comdn o bien acompafiada de fiebre elevada, nauseas, dolor retro-orbital, cefalea,
sarpullido, asi como mialgia y artralgia. En el DCSA y DG se presentan manifestaciones
clinicas como trombocitopenia y pérdida de plasma, lo que conduce a insuficiencia
respiratoria, hemorragia interna y al deterioro de varios 6rganos, manifestaciones que

pueden tener un resultado letal (Bhatt et al., 2013).

La enfermedad del dengue también se puede dividir en tres fases separadas: la fase aguda
o febril que esta caracterizada por fiebre alta y viremia, la fase critica, la cual se distingue
por la pérdida de plasma en las cavidades abdominal y pleural, y la fase de convalecencia
que implica tanto el cese de la pérdida de plasma como la reabsorcion de fluidos filtrados
(Guzman et al., 2016).

Extrinsic incubation

Virus infects the midgut and
eventually travels to the salivary
glands (usually 8-10 days)

Mosquito infection
Mosquito takes a blood meal from
a person with acute dengue

Salivary  Dengue
glands virus Midgut

Proboscis

K

Human infection
One mosquito can infect
several humans

Intrinsic incubation
The onset of
symptoms usually
takes 4-7 days

Nature Reviews | Disease Primers

Figura IV. Ciclo urbano de Flavivirus en humanos y mosquitos. Un mosquito Aedes puede infectarse
al alimentarse de una persona en la fase virémica de la infeccidn. Durante la fase extrinseca del ciclo, los
virus del dengue primero infectan las células del intestino medio del mosquito y otros tejidos antes de
diseminarse a las glandulas salivales. Un mosquito infectado puede transmitir el virus del dengue a varios
humanos mientras se alimenta o intenta alimentarse. Una vez infectado, toma un promedio de 4 a 7 dias
para que aparezcan manifestaciones clinicas asi como para ser capaz de transmitir el virus del dengue a
un nuevo mosquito. Tanto las personas sintomaticas como las asintomaticas pueden transmitir el virus
del dengue a los mosquitos (Guzman et al., 2016).
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2.3.2 Presentaciones clinicas de la infeccién con ZIKV

El virus Zika fue aislado por primera vez de la sangre de un mono Rhesus (Macaca
mulatta) durante el programa centinela en el bosque Zika de Uganda en 1947 (Dick et al.,
1952), posteriormente de seres humanos en Nigeria durante los estudios realizados en
1968 y durante 1971-1975 (Hayes, 2009). El analisis filogenético ha identificado tres
linajes de ZIKV, los genotipos de Africano oriental, Africano occidental y Asiatico, lo
que sugiere la emergencia inicial en Africa oriental y su posterior propagacion a otras
regiones, ademas, la inmunidad humoral generada contra un genotipo de ZIKV
proporciona proteccidn cruzada contra genotipos heterdlogos, lo que sugiere la existencia
de un solo serotipo ZIKV (Calvet et al., 2016).

En el humano, el tiempo desde la infeccidn hasta la aparicion de manifestaciones clinicas
varia de 3 a 14 dias, con un promedio de 4-7 dias (Guzman et al., 2016). La infeccidn por
ZIKV se asocia con una enfermedad autolimitante, las manifestaciones clinicas son
similares a otras enfermedades causadas por virus transmitidas por mosquitos como el
virus Chikungunya (CHIKV) o DENV. Los sintomas relacionados con una infeccién
causada por ZIKV son: fiebre, conjuntivitis, erupcién macular o papular, artralgia,
mialgia, cefalea, dolor retro-orbital, edema, vomitos y debilidad (Shashank et al., 2017).
Se ha observado que el ZIKV es neurotrépico y, a diferencia de otros Flavivirus, atraviesa
la barrera placentaria causando infecciones cerebrales durante la gestacion, lo que resulta
en defectos congénitos severos incluyendo microcefalia, resultados adversos en el parto
e incluso aborto espontaneo en mujeres embarazadas infectadas (Sirohi et al., 2016),
ademas se ha observado que ZIKV es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
infectando neuronas y células de la glia y se le asocia con complicaciones clinicas como
el sindrome Guillain-Barre (GBS por sus siglas en inglés) y trombocitopenia grave en
adultos (Cao-Lormeau, 2016). EI GBS es una neuropatia autoinmune que causa debilidad
muscular, paralisis y muerte como consecuencia de la desmielinizacion isquemica
inmunomediada de las neuronas del sistema nervioso periférico, inflamacion y

compromiso estructural de la barrera hematoencefalica (Fontes et al., 2016).
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En pacientes infectados con ZIKV, se ha detectado en suero, saliva, orina, liquido seminal
y vaginal, estudios recientes muestran que el virus ZIKV, ademés de la transmision

vectorial y congénita, puede transmitirse por via sexual (Gao et al., 2016).

En la historia natural de la infeccidn por Flavivirus se han identificado tres fases: la fase
inicial referida a la infeccion, seguida por la fase de diseminacién a drganos viscerales y

la amplificacion viral periférica y finalmente neuroinvasion (Saif et al., 2018).

Los virus DENV y ZIKV tienen tropismo celular dinamico ya que estan adaptados para
alternar entre primates y sus vectores, por lo que son capaces de infectar una gran variedad
de linajes celulares. In vivo, las células susceptibles y permisivas a la infeccion por DENV
son principalmente células dendriticas, pero también existen células residentes de la piel
como queratinocitos, células endoteliales y fibroblastos dérmicos, asi como células de
otras regiones anatdmicas como los hepatocitos, células de Kupffer, neuronas y células
de la microglia que son susceptibles y permisivas a la infeccion por estos Flavivirus
(Bustos-Arriaga et al. 2011) (Salazar, 2014) (Briant et al., 2014) (Shashank, 2017),
(Hamel et al., 2015). De manera adicional, el ZIKV es neurotropico tanto para neuronas
del sistema nervioso central como periférico, tales como células madre neurales, células
precursoras de oligodendrocitos, células de la cresta neural craneal, neuronas y astrocitos;
células de la retina y el nervio 6ptico como células de la microglia (Saif et al., 2018). Ya
que la infeccidn por el ZIKV es transmitida de forma vertical durante el embarazo, se ha
propuesto que el virus atraviesa la barrera placentaria infectando células placentarias
como macrofagos placentarios (células de Hofbauer) y trofoblastos, infectando el tejido
nervioso del producto, lo que ocasiona alteraciones en el desarrollo cerebral y otras

alteraciones congeénitas (Fontes et al., 2016).
2.4. RESPUESTA INMUNE INNATA CONTRA FLAVIVIRUS

Los virus son patogenos diversos y adaptables a los que se enfrenta el sistema
inmunoldgico del hospedero, por lo tanto, representan una seria amenaza para la salud
humana. Durante la infeccion con Flavivirus y después del periodo de replicacion en el
sitio de inoculacion primario, el virus se disemina por la migracion de células dendriticas
infectadas a través de la circulacion linfatica. A partir de esta etapa inicia el periodo de
viremia de 1 a 5 dias después de la inoculacion (Hamel et al., 2015). La replicacion del
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virus induce la activacion de la respuesta inmune innata antiviral por parte del hospedero.
La primera respuesta del sistema inmunoldgico innato en la célula hospedera es la
deteccion de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP por sus siglas en inglés)
y la consecuente produccion de citocinas antivirales de la familia de los interferones
(IFNs) de tipo | (Shashank et al., 2017).

2.4.1 Deteccidn de PAMPs virales por los PRRs

El RNA de doble cadena (dsRNA), un intermediario de replicacion viral, es el principal
PAMP flaviviral (Nasirudeen et al., 2011), se han identificado dos familias de receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs por sus siglas en inglés) que participan en la
deteccidon de PAMPs virales; los receptores tipo Toll (TLR por sus siglas en inglés) y las
helicasas tipo RIG-1 (RLRs por sus siglas en inglés) cuyos miembros son la proteina
citoplasmica inducible por el &cido retinoico I (RIG-I por sus siglas en inglés), el antigeno
de diferenciacion de melanoma 5 (MDAGS por sus siglas en inglés), también conocido
como IFIH1 y la molécula nombrada laboratorio de genética y fisiologia (LGP2 por sus
siglas en inglés) (Rodriguez-Madoz et al., 2010) (Bowie y Unterholzner, 2008) (Hotz, et
al., 2015).

RIG-I se encuentra autoinhibido en estado basal por la interaccion de sus dominios de
reclutamiento y activacion de caspasas en tandem (CARD por sus siglas en inglés) con el
dominio helicasa, y puede activarse por cambios conformacionales mediante el
acoplamiento del +ssRNA flaviviral. MDAS es regulada in vivo por la ubiquitinacion, la
fosforilacion y la asociacion directa o indirecta de sus dominios CARD o con otros
mediadores antivirales y LGP2 es un regulador negativo de la sefializacion de los
receptores tipo RIG-1 (RLRs por sus siglas en inglés) ya que cuenta con dominio de
helicasa para la deteccion, pero no presenta dominios CARD para la sefializacion
(Rodriguez et al., 2014).

El reconocimiento y la union de los ligandos de dSRNA a RIG-1, MDA5 y LGP2 inducen
la activacion de estos receptores a través de hidrolisis de ATP, seguida de un cambio
conformacional, oligomerizacion y la posterior redistribucion subcelular, tras esta
redistribucion, en la figura V, se observa como RIG-I y MDAS se unen a la proteina
adaptadora sefializacion antiviral mitocondrial (MAVS por sus siglas en ingles), la
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Figura V. Respuesta inmune innata celular intrinseca a la infeccién por Flavivirus. La union de dsRNA a
los RLRs induce su activacion a través de hidrdlisis de ATP, seguida de un cambio conformacional,
oligomerizacion y redistribucion, RIG-1 y MDAS se unen a MAVS, los factores de transcripcion se activan y
translocan al nicleo, IRF3 y NF-xB inducen la expresion de genes regulados por estos factores de transcripcion,
incluidos los de IFNs-I. Por su parte TLR3, TLR7 y TLR8 sefializan a través de TRIF y MYD88 para promover
la expresion génica dependiente de NF-xB, IRF3 e IRF7. El IFN-f se secreta de la célula infectada, se une de
forma autocrina y paracrina a su receptor comprarido IFNAR1, lo que lleva a la fosforilacién de TYK2 y JAK1
y a la formacidon del complejo ISGF3 que incluye STAT1, STAT2 e IRF9 el cual se traslada al nicleo y amplifica
la inmunidad intrinseca en la célula mediante la promocion de la expresion de 1SGs y varios subtipos de IFN-I.

formacion de la sinapsis de sefializacion con MAVS controla la activacion y translocacion
nuclear de las familas de factores de transcripcion latentes: factores regulados por
interferon (IRFs por sus siglas en inglés) y el factor nuclear-«B (NF-xB por sus siglas en
inglés) que inducen la expresion de genes con sitios consenso para estas familias de
factores de transcripcion en sus promotores, incluidos los genes de los IFNs-1. Por su

parte TLR3, TLR7 y TLR8 sefializan a través de sus proteinas adaptadoras TRIF
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(adaptador que induce IFNPB que contiene el dominio TIR) y MYD88 (diferenciacion
mieloide 88) a promover la expresion génica dependiente de NF-xB, IRF3 e IRF7 (Uno
and Ross et al., 2018); (Suthar et al., 2013).

2.4.2 Interferones de tipo |

En humanos, la familia de los IFNs-I incluyen a 14 interferones a (IFN-a), un interferén
B (IFN- B), interferon « (IFN- «), interferon ® (IFN- w) e interferon & (IFN-g)
(Capobianchi et al., 2015). Los IFNs-1 son producidos en respuesta al reconocimiento de
PAMPs por sus respectivos PRRs.

Se ha propuesto que el dsSRNA es reconocido en el compartimento endosomal por TLR3,
TLR7 y TLR8 los cuales sefializan a través de sus proteinas adaptadoras TRIF (adaptador
que contiene el dominio TIR que induce IFN), mientras que en el compartimiento
citoplasmico el RNA es reconocido por RIG-1 MDA5S y LGP2, esta interaccion induce
hidrolisis de ATP, seguido de un cambio conformacional en las RLRs, su oligomerizacion
y la posterior redistribucion subcelular a las membranas mitocondriales donde RIG-1 y
MDAS interaccionan con la proteina adaptadora MAVS (sefializacién antiviral
mitocondrial), estos dos procesos inducen la activacion y la translocacion nuclear de los
factores de transcripcion latentes; los factores reguladores de interferon 3y 7 (IRF3 e
IRF7) y el factor nuclear kB (NF-kB) (Rodriguez-Madoz et al., 2010).

En el nacleo, los factores de transcripcion IRF3, IRF7 y NF-kB se unen a los sitios
consenso en los promotores de genes de IFNs-I, y a los elementos de respuesta
estimulados con interferon (ISRE por sus siglas en inglés), localizados en las regiones
promotoras de varios genes estimulados por interferon (ISGs por sus siglas en inglés)
(Cedillo-Barron et al., 2014).

Una vez traducidos y secretados, los IFNs-1 tienen actividad tanto autocrina como
paracrina estableciendo un microambiente antiviral, asi como modulando la duracion e
intensidad de la respuesta inmunoldgica adaptativa (Bustos-Arriaga, 2011). En la figura
V se ejemplifica como los IFNs-I interaccionan con su receptor comin IFNAR, que se
compone de las subunidades IFNAR1 e IFNAR2 que activan las proteinas tirosina cinasas
asociadas al receptor de la cinasa Janus 1 (JAK1) y tirosina cinasa 2 (TYK2), que
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fosforilan los factores de transcripcion citoplasmicos latentes; el transductor de sefial y
activador de la transcripcion 1y 2 (STAT1y STAT2). Los STAT1 y STAT2 fosforilados
en residuos de tirosina, dimerizan y se translocan al nucleo, donde se ensamblan con el
factor regulador de IFN 9 (IRF9) para formar un complejo trimolecular llamado factor
genético estimulado por IFN 3 (ISGF3 por sus siglas en inglés), ISGF3 que se une a
secuencias de DNA en regiones promotoras de ISRE, activando asi directamente la
transcripcion de ISGs, por lo tanto, la sefializacion canoénica de IFNs de tipo I induce un
subconjunto distinto de miles de ISG con secuencias ISRE en sus promotores. Los
productos proteicos de los ISGs restringen la replicacion viral por varios mecanismos,
algunos ejemplos incluyen la inhibicién de la transcripcion, traduccion y replicacion viral,
la degradacion de &cidos nucleicos virales y la alteracion del metabolismo lipidico celular
(Nan et al. 2017). Algunos ejemplos de ISGs son la 2'5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) y
la ribonucleasa L (RNasaL), la proteina cinasa dependiente de dsRNA inducida por IFN
(PKR por sus siglas en inglés) la proteina de resistencia a los myxovirus (Mx por sus
siglas en inglés) y la adenosin desaminasa especifica de RNA (ADAR por sus siglas en
inglés) que estan implicados en mecanismos antivirales que interfieren con el ciclo de
replicacion viral a diferentes niveles (Suthar et al., 2013). De igual manera los IFNs-I
inducen la transcripcion de los genes de RIG-1 y MDADS, algunos microRNAs y proteinas
de la familia de motivos tripartito (TRIM por sus siglas en inglés), todos estos
involucrados en la amplificacién y la regulacion de la respuesta de IFNs-I (Ivashkiv y
Donlin, 2013). Se sabe entonces que el efecto antiviral de IFNs-I esta mediado por ISGs,

que interrumpen varias etapas de la replicacion viral, incluidos los Flavivirus.

Estudios de sobreexpresion genética y reduccion han informado que varios ISG humanos,
incluidas las proteinas transmembrana inducibles por interferon (IFITM), ISG15, ISG20,
Viperin y BST2, tienen efectos supresores contra la infeccion por virus in vitro, ademas,
un reciente estudio utilizando una biblioteca de ISGs que comprende mas de 350 genes
revel6 que al menos 10 ISGs eran potentes inhibidores celulares de la replicacion de
DENV ya que modulan la infeccion en la etapa temprana o tardia de la replicacion del
virus (Suzuki et al., 2016).
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2.4.3 1SGs con actividad contra los virus DENV y ZIKV

Los ISGs restringen la replicacion viral por varios mecanismos, la gran mayoria de estos
no se conocen, sin embargo, algunos han sido caracterizados y se sabe que productos
proteicos de ISGs tienen actividad antiviral a nivel de entrada, desnudamiento,
transcripcion traduccidn, replicacion, ensamblaje y salida. Algunos ejemplos incluyen a
miembros de la proteina transmembrana inducida por IFN (IFITM), los cuales inhiben
los eventos de fusién endocitica del DENV y muy probablemente de otros Falvivirus, la
proteina de resistencia al mixoma 1 (Mx1) que inhibe una amplia gama de virus al
bloquear el trafico endocitico de las particulas entrantes y la eliminacion de
nucleocépside. Algunos I1SGs degradan el RNA viral o blogueando la traduccion de
RNAmMm virales, como la 2 ', 5'-oligoadenilato sintetasa (OAS) y RNasaL, las proteinas
inducidas por IFN con repeticiones tetratricopeptidicas (IFIT) inhiben la traduccién de
proteinas y también se han implicado en la degradacion del RNA viral incluidos algunos
Flavivirus. Las proteinas TRIM inhiben la transcripcion viral, la replicacion o el trafico
de proteinas virales a la membrana plasmatica. Particularmente se sabe que TRIM25
inhibe la activacién de STATZ2, impidiendo la transcripcion de los ISGs en respuesta a la
infeccion, manteniendo bloqueada la respuesta antiviral en la etapa de induccién en fases
tardias. Otros ISGs pueden inhibir la traduccion, replicacion o salida viral. Se ha
demostrado el 1ISG Teterina impide la segmentacion de la membrana plasmatica en la

salida, este mecanismo es conservado para algunos Flavivirus (Schneider et al., 2014).

2.5. MECANISMOS DE LA EVASION A LA RESPUESTA INMUNE
INNATA POR FLAVIVIRUS

Los virus son parasitos intracelulares obligados que dependen de las células hospederas
para replicar. El tropismo diverso de los Flavivirus les confiere una gran capacidad de
interaccidn dindmica con la maquinaria celular por lo que han evolucionado estrategias
sofisticadas utilizando proteinas del hospedero para su ciclo replicativo, secuestrando y
utilizando factores celulares para la entrada, la replicacion, propagacion y subversion de

la respuesta inmunoldgica innata (Salazar, 2014).

Los Flavivirus, han desarrollado una amplia gama de mecanismos de inhibicion de la

produccion y activacion de la respuesta de IFNs-I, algunos ejemplos son la
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compartimentalizacion del intermediario replicativo de RNA de doble cadena en
membranas del reticulo endoplasmico (ER) para disminuir la deteccion por las helicasas
tipo RIG-I, la metilacion del Cap para mimetizar a los mRNA celulares, la proteolisis de
los reguladores de la activacion de la transcripcion de IFNs-I por la proteasa viral
NS2B/NS3 y la desestabilizacion del factor de transcripcion STATZ2 por la proteina viral
NS5 para inhibir la activacion transcripcional de los ISGs (Hertzog et al., 2018). Uno de
los mecanismos de evasion de los IFNs-1 mas efectivo durante la infeccion con Flavivirus
es la acumulacion del RNA flaviviral subgenomico (sfRNA), un RNA no codificante
derivado de la degradacion incompleta de la region 3'UTR del genoma viral por la
exonucleasa celular 5'-3' XRN1 (Moon et al., 2012). Se ha demostrado la importancia del
sfRNA en la inhibicion de la respuesta dependiente de IFNs-I por diversos mecanismos
dependiendo del Flavivirus; inhibicion de la fosforilacion de IRF-3, inhibicién de los
reguladores positivos criticos de la respuesta de IFNs-1 G3BP1, G3BP2 y CAPRIN1
(Bidet et al., 2014), asi como la union a TRIM25 para interferir con su desubiquitinacion,
bloqueando la sefializacion de RIG-I para la transcripcion de los genes de IFNs-I
(Manokaran et al., 2015).

En experimentos in vitro se ha observado que en la infeccion de células dendriticas
humanas con Flavivirus se inhibe la fosforilacion de IRF-3 debido a la acumulacion de
sfRNA, inhibiendo la transcripcion de los genes de IFNs-1y favoreciendo la replicacién
viral (Rodriguez-Madoza, 2010). La alta capacidad de adaptacién y la seleccion activa
de variantes con mayor capacidad de evasion de la respuesta innata se ha demostrado
experimentalmente; Manokaran y colaboradores demostraron que el “fitness”
epidemioldgico en aislados de DENV de Puerto Rico y Nicaragua era dependiente de su
capacidad de evasion de la respuesta de IFNs-I y que este fenotipo evasor era a su vez
dependiente de la acumulacion de sfRNA. En este estudio se observo que el sSfRNA de
estos aislados, interactia con TRIM25, proteina necesaria para la sefializacion de IFNs-1,
esta capacidad del sfRNA en los aislados de DENV, favorecié el desplazamiento

geografico de virus circulantes con menor fitness. (Manokaran et al., 2015).

Se ha observado que este mecanismo de acumulacion de sfRNA, también ocurre en

aislados del ZIKV; Donald y colaboradores, demostraron que la cantidad de sfRNA
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acumulado en células infectadas con un aislado brasilefio de ZIKV correlacionaba con la
capacidad de evasion de los IFNs-1, lo que sugiere un mecanismo conservado de seleccion
de variantes con mayor fitness epidemioldgico dependiente de la evasion de la respuesta
de IFNs-I entre Flavivirus (Donald, et al., 2016). Este fenotipo de evasion aunado a la
baja fidelidad de la RdRp flaviviral les confieren ventajas evolutivas durante la seleccion

de variantes durante los brotes.

2.5.1 Antecedentes directos

La seleccion de variantes de Flavivirus en una nube de mutantes es dependiente de la
respuesta inmunoldgica del hospedero, por lo que la presion evolutiva a la que los
Flavivirus son sometidos en las diversas regiones endémicas es diferente debido a que la
diversidad genética de las poblaciones influencia la intensidad y calidad de la respuesta
inmunoldgica contra patdgenos endémicos regionales (Quach y Quintana-Murci, 2017).
México es uno de los paises con mayor diversidad genética del planeta. Se ha demostrado
que la estratificacion genética es dependiente del aislamiento de las poblaciones, por lo
que la divergencia entre grupos étnicos es alta, con un gradiente de combinacion en la
poblacién mestiza moderna dependiente de la regidn geogréafica. Esta estructura genética
es de gran relevancia para el estudio de la respuesta inmunoldgica contra patdégenos
endémicos en nuestro pais (Moreno Estrada, 2014). La seleccion de variantes de
Flavivirus seleccionados en poblacion Mexicana no ha sido explorada, la dinamica de
vigilancia actual también limita el alcance de la evidencia cientifica que se puede generar
en el campo de la epidemiologia genética de DENV y ZIKV en nuestro pais, la baja
accesibilidad a aislados de Flavivirus mexicanos para su estudio fomenta que la evidencia
cientifica sea generada utilizando aislados historicos o incluso virus referencia adaptados
al laboratorio provenientes de otras regiones geograficas como modelo del virus. La
seleccién de variantes genéticas podrian ser la una explicacion de la variabilidad entre la
severidad de los brotes tanto en México como en otros paises, asi como de la distribucién

ciclica de los cuatro serotipos de DENV en nuestro pais.
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3. HIPOTESIS
Aislados de DENV y ZIKV circulantes en el estado de Oaxaca en la temporada 2016,

presentan diferente fenotipo de evasion de la respuesta de IFNs-I en comparacion con

virus adaptados al laboratorio.

4. OBJETIVOS

Caracterizar el fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-1 de aislados de virus DENV y
ZIKV obtenidos de pacientes con cuadro clinico caracteristico de infeccién por arbovirus
del estado de Oaxaca en la temporada 2016 y compararlo con el fenotipo de virus
referencia aislados en otras regiones geograficas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lineas celulares

Para el estudio se utilizaron las lineas celulares C6/36 (ATCC® CRL-1660™) derivadas
de Aedes albopictus, las cuales se conservaron con medio de cultivo MEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de antibiotico-
antimicético, 1% de vitaminas, 1% glutamina, 1% piruvato, a 34 °C, Vero (ATCC® CCL-
81™) provenientes de rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiops, las cuales
se mantuvieron con medio de cultivo RPMI suplementado con 5% de suero fetal bovino,
1% de antibiotico-antimicotico, 1% glutamina a 37°C y con una atmdsfera de 5% de CO-
y la linea de fibroblastos dérmicos provenientes de prepucio humano HFF-1 (ATCC®
SCRC-1041™), las cuales se mantuvieron con medio de cultivo DMEM suplementado
con 5% de suero fetal bovino, 1% de antibidtico-antimicético, 1% glutamina a 37°C y
con una atmosfera de 5% de COx.

5.2. Amplificacién y purificacion de preparaciones virales

Se realizaron cultivos de células Vero en botellas de cultivo con medio base (RPMI)
suplementado con 5% de suero fetal bovino, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de
antibidtico-antimicdtico. Las células se mantuvieron a 37°C y con una atmosfera de 5%
de COg, al llegar a confluencia de 90%, la monocapa se inocul6 con una semilla del virus
referencia correspondiente, DENV-1 WP y ZIKV PR con clave de acceso a GenBank
AY145121.1 y KX377337.1 respectivamente. Se incubaron durante 5-6 dias,
dependiendo del virus, a 37°C y 5% de CO». Posterior al tiempo de infeccion, se clarificd
el sobrenadante por centrifugacién a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se filtré con
una unidad con tamafio de poro de 0.22um, el filtrado se crio-protegié con SPG (sacarosa-
fosfato-glutamato) y se fracciond en microtubos en volimenes de 100-150 ul que se
almacenaron a -70°C para su posterior cuantificacion y caracterizacion. Para el caso de
las muestras obtenidas de pacientes con sospecha de infeccion por Flavivirus: DENV-1
Oax.2016 fue obtenida del suero de un varon de 26 afios, el cual presento sarpullido y fue
diagnosticado clinicamente con infeccion por ZIKV y en una segunda opinion por
CHIKV, ZIKV 0ax.2016 fue obtenida del suero de una mujer de 25 afios y que no fue

diagnosticada clinicamente, pero presentaba manifestaciones clinicas de infeccion por
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Flavivirus. Se utilizaron células C6/36 con medio de cultivo MEM suplementado con
10% de suero fetal bovino, 1% de aminodcidos no esenciales, 1% de antibidtico-
antimicotico, 1% de vitaminas, 1% glutamina, 1% piruvato, a 34 °C, al llegar a
confluencia de 90%, la monocapa se inoculé la monocapa con diluciones 1:40 del suero
y se realizaron pases ciegos, utilizando el efecto citopatico provocado en las células como
indicador de replicacion viral. Posterior al tiempo de infeccion, se clarificd el
sobrenadante por centrifugacién a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se filtré con una
unidad con tamafio de poro de 0.22um, el filtrado se crio-protegié con SPG (sacarosa-
fosfato-glutamato) y se fracciond en microtubos en voliumenes de 100-150 ul que se

almacenaron a -70°C para su posterior cuantificacion y caracterizacion fenotipica.
5.3. Cuantificacion unidades formadoras de placas (UFP) por inmuncitoquimica

Se realizaron cultivos de células Vero en placas de 24 pozos y se incubaron durante 24
horas a 37°C y 5% de CO2 y células C6-36 a 34°C para infectarlas con diluciones
decimales seriadas (10-1 a 10-6) de DENV-1 WP, ZIKV PR, DENV-1 Oax.2016 y ZIKV
Oax.2016, después de una hora de agitacion se adicion6 a cada pozo medio semisdélido
overlay preparado con metilcelulosa al 1.5% suplementado con suero fetal bovino al 2%,
antibiotico-antimicotico al 1% y medio base (RPMI), se incubaron durante 5 dias. Para
la tincidn de las monocapas se fijo la monocapa con metanol al 80%, a continuacién se
agreg0 buffer de bloqueo (5% de leche en PBS) enseguida se adiciond un anticuerpo
primario D1-4G2-4-15 (ATCC ® HB-112 ™) 1:2000, la placa se incuba a 37°C durante
una hora, posteriormente se adiciona un anticuerpo secundario acoplado a HRP y se
revelan las placas agregando sustrato de peroxidasa 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB)

y H202 (KPL), finalmente se cuentan las UFP manualmente.
5.4. Evaluacién del fenotipo de evasion de IFNs-I

Se realiz6 una evaluacion inicial del fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-I
comparando la capacidad de replicacion en diferentes lineas celulares. Utilizamos la linea
de fibroblastos dérmicos (HFF), linaje conocido por ser potentes productores de IFNf en
respuesta a la infeccion por DENV (Cheol et al., 2016) asi como células VVero que carecen
de la sefializacion dependiente de IRF3, necesaria inducir la transcripcion de los genes de
interferones de tipo I (Chew et al., 2009).
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Se cultivaron células Vero y HFF-1 en cubreobjetos de vidrio, después de 24 h, las
monocapas se infectaron con los virus referencia, DENV-1 WP y ZIKV PR y asi como
con las preparaciones purificadas de los aislados DENV1 Oax.2016 y ZIKV Oax.2016.
Posterior al tiempo de infeccion (2, 4 y 6 dias) se realiz6 inmunofluorescencia
intracelular; las células se fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante 20 minutos
a temperatura ambiente, enseguida las células se permeabilizaron con 0,1% Triton x 100-
Gelatina en PBS. Una vez fijada y permeabilizada, la monocapa celular se incub6 con la
dilucion 1:400 del anticuerpo primario D1-4G2-4-15 (ATCC ® HB-112 ™) por 120
minutos seguido del anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 560
(invitrogen) durante 60 minutos, por ultimo, el nicleo se contrasté con DAPI (1 mg /ml)
en PBS durante 10 minutos, los cubreobjetos se colocaron en portaobjetos con medio de
montaje (ProLong Gold, invitrogen) y las muestras se analizaron en el microscopio
confocal SP-8 (Leica). Posteriormente se cuantificd la capacidad evasora de la respuesta
de IFNs-I realizando curvas de sensibilidad a IFN-I humano recombinante (IFN a A/D,
SIGMA). Brevemente; células Vero fueron pre-tratadas con IFNa recombinante a
diferentes concentraciones: 10, 100 y 1000 Ul/mL y 16h post-tratamiento se infectaron
tanto con los virus referencia como con los aislados mexicanos del serotipo
correspondiente, se recolectaron sobrenadantes de estos cultivos infectados cada 24 horas
post infeccion durante 6 dias y se titularon las PFUs por inmunocitoquimica.

5.5. Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos del analisis semicuantitativo del fenotipo evasor de IFN-I entre los
virus referencia y aislados clinicos fueron analizados por prueba t no paramétrica de
Mann- Whitney.

Los resultados obtenidos de las curvas de sensibilidad a IFN-1 humano recombinante se
compararon por prueba de ANOVA de dos factores y multiples comparaciones, los cuales
se expresan en porcentaje de reduccion de la infeccion tomando como 100% el titulo viral
en ausencia de IFN-a. Se requirié o de P< 0.5 con intervalo de confianza de 95% en donde
* <0.05, **<0.005, ***<0.0005 y ***< 0.0001.
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6. RESULTADOS

Con el prop6sito de obtener titulos virales utilizables para los experimentos de este
proyecto se realizaron técnicas de cultivo celular para la amplificacion y purificacion de
los virus referencia DENV-1 WP y ZIKV- PRy los aislados clinicos DENV-1 Oax.2016
y ZIKV Oax. 2016. En la Figura VI se muestra una imagen representativa de la
morfologia de las placas generadas por los virus utilizados en este estudio; virus
referencia DENV-1 WP (A) y ZIKV PR (B) y los virus aislados de muestras clinicas
DENV-1 0ax.2016 (C) y ZIKV Oax.2016 (D).

1073

10

108

Diluciones seriadas

106

Figura VI. Morfologia de las placas generadas por virus referencia y aislados clinicos. DENV-1 WP
(A) y ZIKV PR (B) DENV-1 Oax.2016 (C) y ZIKV Oax.2016 (D).

Caracterizacion del fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-I de los aislados clinicos de
DENV y ZIKV circulantes en el estado de Oaxaca.

Se evalué de forma cualitativa el fenotipo evasor de IFN-I mediante un analisis de
microscopia confocal, en la Figura VII se muestra una imagen representativa en la cual
células Vero fueron infectadas con DENV-1 WP y DENV-1 Oax.2016 (A), ZIKV PRy
ZIKV Oax.2016 (B) a una multiplicidad de infeccion (MOI por sus siglas en inglés) de 1
y fijadas 48 horas post-infeccion, se us6 inmunofluorescencia indirecta intracelular para
detectar la proteina de envoltura (rojo) y se contrastd el ndcleo con DAPI (azul). Para
ambos casos se observo que los virus aislados de las muestras clinicas (DENV-1
Oax.2016 y ZIKV Oax.2016) tienen la misma capacidad infectar tanto células Vero como

24


Margarita
Texto escrito a máquina
6. RESULTADOS 


HFF en comparacion con los virus referencia (DENV-1 WP y ZIKV PR), pues en todos

los casos la proteina E fue evidenciada por inmunofluorescencia indirecta.

A
Control DENV-1 WP DENV-I Oax.2016

B Control ZIKV PR ZIKYV Oax.2016

Figura VII. Analisis por microscopia confocal del fenotipo evasor de IFN-I de DEN-1y ZIKV. Células
Vero fueron infectadas con DENV-1 WP y DENV-1 0ax.2016 (A), ZIKV PRy ZIKV Oax.2016 (B) fueron
infectadas MOI = 1y fijadas 48 horas post-infeccién, se usé inmunofluorescencia indirecta para detectar la
proteina de envoltura (rojo) y se contrasto con DAPI el ndcleo (azul).
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HFF-1

Vero

HFF-1
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Con los datos obtenidos por microscopia confocal se realiz6 una evaluacion
semicuantitativa, en la cual se cuantificd el porcentaje de células positivas para la proteina
de envoltura en células HFF-I conocidas por la alta produccion de IFNs-I endogenos
durante una infeccion viral, con respecto a células Vero que no producen IFNs-I. Dichas
células fueron infectadas con muestras clinicas (DENV-1 Oax.2016 y ZIKV Oax.2016)
y virus referencia (DENV- 1 WPy ZIKV PR), el porcentaje de reduccion de la infeccion
se calculd considerando el porcentaje de infeccion en células Vero como el maximo al
cual se le restd el porcentaje de infeccion en células HFF-1. Los resultados de la
comparacion entre aislado y virus referencia correspondientes (DENV WP con respecto
a DENV OAX y ZIKV PR con respecto a ZIKV OAX) se muestran en la Figura VIII.
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Figura VIII. Analisis semicuantitativo del fenotipo evasor de IFN-I entre virus referencia
y aislados clinicos. Células Vero y células HFF-I fueron infectadas con DENV-1 WP, ZIKV
PR, DENV-1 Oax.2016 y ZIKV Oax.2016 a MOI = 1y fijadas 48 horas post-infeccion. Los
datos fueron analizados por prueba t no paramétrica de Mann- Whitney.
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En las infecciones con los aislados clinicos DENV-1 Oax.2016 y ZIKV Oax.2016, se
observd una ligera disminucidn en el porcentaje de células positivas para la proteina de
envoltura en células HFF-I con respecto a los virus referencia DENV-1 WP y ZIKV PR,
respectivamente, no asi en células Vero (Figura VIII. A y C). Los datos fueron
analizados por prueba t no paramétrica de Mann-Whitney (Figura VIII. B y D) donde se
presento el porcentaje de reduccion de la infeccidn con respecto a los dias pos-infeccion.
Es evidente que DENV-1 Oax.2016 presenta mayor porcentaje de reduccion de la
infeccion en células HFF-1 en comparacion con DENV-1 WP mientas que ZIKV
Oax.2016 pudo infectar en proporciones similares a ZIKV PR en células HFF-1. Aungue
no se observaron diferencias significativas, los datos sugieren que DENV-1 Oax.2016 es
poco eficiente evadiendo IFNs-I en comparacion con el virus referencia DENV-1 WP,
mientras que ZIKV Oax.2016 es mejor evasor que DENV-1 Oax.2016, sin embargo, no

Ilega al nivel de evasidn alcanzado por el virus referencia ZIKV PR.

Para evaluar de forma cuantitativa y considerar el ciclo replicativo completo de los virus
se realiz6 una curva de sensibilidad a IFN-a recombinante. Células Vero fueron pre-
tratadas por 16 horas con concentraciones crecientes de IFN-o recombinante a 10, 100 y
1000 UI/mL, posteriormente se infectaron a la misma multiplicidad de infeccién (0.1
MOI) con los aislados DENV-1 Oax.2016 y ZIKV Oax.2016 frente a virus referencia, se
recolectaron sobrenadantes cada 24 hrs por 6dpi y se cuantificaron las PFUs por

inmunocitoquimica (Figura IX).

En la Figura IX se muestran los titulos virales de los sobrenadantes de las células
infectadas en cada una de las condiciones anteriormente mencionadas expresadas en
PFUs/mL en escala logaritmica con respecto a los dias pos-infeccion. Los resultados se
compararon por prueba de ANOVA de dos factores y mdltiples comparaciones, los
resultados obtenidos se expresan en porcentaje de reduccion de la infeccién tomando
como 100% el titulo viral en ausencia de IFN-a recombinante. En la Figura IX las
gréaficas A, B, C y D representan los dias 3, 4, 5y 6 dias post-infeccién de DENV-1 WP
y DENV-1 Oax.2016. La susceptibilidad al tratamiento con IFN-a es evidente para el
aislado de DENV-1 Oax.2016 a partir del tercer dia (Figura X. A) y desde los
tratamientos de 10 y 100 Ul/mL con diferencias significativas, dosis dependientes
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excepto en 1000 UI/mL, asi mismo al dia 4, 5y 6 (Figura X. B, C y D respectivamente)
se observa que hay mayor porcentaje de reduccion para el aislado clinico DENV-1

Oax.2016 y es estadisticamente significativo tanto en 10, 100 y 1000 UI/mL

A B - ZIKV OAX @ ZKVPR
: DEN1 OAX 10 UL . e 8 @ ZIKV OAX 10 UlimL 4 ZIKV PR 10 UVmL
= m -
10 # DEN1 OAX 100 UlmL : BEEi ai 180%7;'_ R ZIKV OAX 100 UlimL - ZIKV PR 100 UlimL
ZIKV OAX1000 Ul/mL ZIKV PR1000 UVmL
1 * 1

- DEN1 OAX 1000 Ul/mL W DEN1 WP 1000 Ul/mL

PFU/mL (log)

°

dpi dpi

Figura IX. Curva de sensibilidad a IFN-a. Células Vero, pre-tratadas por 16 hrs. con concentraciones crecientes de
IFNo recombinante (10, 100 y 1000 Ul/mL), posteriormente se infectaron a 0.1 MOI con virus referencia y aislados
clinicos, se recolectaron sobrenada sobrenadantes cada 24 hrs. y se cuantificaron las PFUs.

Este comportamiento no se observa para los virus ZIKV PR y ZIKV Oax.2016 en etapas
tempranas de la replicacion (Figura X. E), ya que no hay diferencia significativa en el
porcentaje de reduccion de la infeccidn entre estos virus. Sin embargo, para el dia 4, se
observa que el aislado ZIKV Oax.2016 pierde la capacidad de evasién en la concentracion
mas alta de IFN-a (Figura X. F), y para el dia 5 y 6 pos-infeccion la diferencia en el
porcentaje de reduccion de la infeccion es ain mas evidente (Figura X. G y H). En
conjunto los resultados sugieren que el aislado ZIKV Oax.2016 parece presentar un
fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-I superior al aislado DENV1 Oax.2016 pero

inferior al virus referencia ZIKV PR, el cual se ha demostrado es un muy buen evasor de

los IFNs-I (Grant et al., 2016).
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Figura X. Actividad antiviral mediada por IFN-a. Células Vero, pre-tratadas por 16 hrs. con IFN-
o recombinante (10, 100 y 1000 UI/mL), e infectadas a 0.1 MOI con virus referencia y aislados
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clinicos por 24 hrs., se recolectaron sobrenada sobrenadantes cada 24 hrs. y se cuantificaron las PFUs.
Los resultados se compararon por prueba de Anova de dos factores y maltiples comparaciones, los

cuales se expresan en porcentaje de reduccion de la infeccién tomando como 100% el titulo viral en

ausencia de IFN-o. Se requirié a de P< 0.5 con intervalo de confianza de 95% en donde * <0.05,
**<0.005, ***<0.0005 y ***< 0.0001.



7. DISCUSION

Se sabe que los IFNs-I son las citocinas antivirales del sistema inmunitario innato por
excelencia, ya que todas las células nucleadas son capaces producirla en respuesta a
infecciones virales (Nan et al. 2017). En el presente trabajo se utiliz6 un modelo celular
para evaluar el fenotipo evasor de IFNs-I con fibroblastos dérmicos debido a su conocida
capacidad de produccién de IFNs-I, particularmente B asi como células Vero deficientes
en la produccion de IFNs-1. En este modelo celular se observé que DENV-1 Oax.2016 y
ZIKV 0Oax.2016 tienen la misma capacidad infectar tanto células Vero como HFF-1 en
comparacion con DENV-1 WP y ZIKV PR (Figura VII. A y B).

Es claro que en ausencia de IFNs-I endogenos (células Vero), los aislados DENV-1
Oax.2016 y ZIKV 0Oax.2016 son capaces de establecer infecciéon productiva, mientras
que la infeccion en células con alta produccion de esta citocina (HFF-1), la replicacion es
menos eficiente en ambos casos (Figura VIII. A y C). Las diferencias en el porcentaje
de reduccion de la infeccion en el modelo semicuantitativo no son estadisticamente
significativas (Figura VIII. B y D), sin embargo, se observa que el porcentaje de
reduccion de la infeccion del aislado DENV1 Oax.2016 tiende a ser mayor en
comparacion al virus referencia DENV1 WP, mientras que la tendencia en las diferencias
en el porcentaje de reduccion de la infeccidn entre el aislado ZIKV Oax.2016 y el virus
referencia ZIKV PR, parece ser menor. Es posible que, al no poder controlar la cantidad
de IFNs-I enddgenos secretados por las células HFF-1, el modelo semicuantitativo no
cuente con una resolucion suficiente para evidenciar diferencias sutiles en el fenotipo de
evasion de los IFNs-1. Por lo que proponemos el modelo celular semicuantitativo, por su
practicidad y rapidez, como técnica inicial de evaluacion de fenotipo de evasion de IFNs-
I de aislados con la reserva de la necesidad de confirmar dichos fenotipos por una técnica

cuantitativa.

Considerando que para evaluar el fenotipo de evasion de IFNs-1 en el modelo
semicuantitativo se utilizd inmunofluorescencia intracelular dirigida Gnicamente a la
proteina de envoltura, la cual puede encontrarse de manera libre en la célula hospedera y
no necesariamente como parte del virién, decidimos evaluar la susceptibilidad a IFNs-I

por una estrategia experimental que contemplara el ciclo replicativo completo
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cuantificando la progenie viral en el sobrenadante de las células infectadas y realizando
curvas de sensibilidad a IFN-a recombinante en células Vero, incapaces de producir
IFNs-1 enddgenos, pero responsivas a dichas citocinas ya que cuentan con el receptor
comudn IFNAR. En la comparacion general de las curvas de sensibilidad de DENV-I WP
y DENV-1 Oax.2016 podemos observar mayor dispersion, es decir, diferencias mayores
en los titulos, incluso hasta 1000 Ul/mL. Lo que suguiere diferencias mayores en la
susceptibilidad a IFNs-I. (Figura IX. A)

Esto no ocurre en las graficas de sensibilidad a IFNs-1 para ZIKV PR y ZIKV Oax.2016
cuya dispersion es similar, lo que sugiere diferencias menores entre ambos virus tienen

semejante capacidad de evasion de la respuesta a IFNs-I (Figura IX. B).

Cuando analizamos los datos por dia post-infeccion y porcentaje de reduccion de la
infeccion, es evidente que la evaluacion cuantitativa del fenotipo de evasion de IFNs-I
proporciona mas resolucion, particularmente de la capacidad de mantener inhibida la
respuesta de IFNs-I. Tal es el caso para DENV-1 Oax.2016, que demostrd ser mas
susceptible al tratamiento con IFN-a ya que para todos los dias post-infeccion evaluados
y bajo las tres concentraciones de IFNa el porcentaje de reduccion de la infeccion fue

estadisticamente menor en comparacion con el de DENV-1 WP (Figura X. A, B, Cy D)

Este comportamiento no se replica para los virus ZIKV PR y ZIKV Oax.2016 en etapas
tempranas de la replicacion (Figura X. E), pues no hay diferencia significativa del
porcentaje de reduccion de la infeccidn entre estos virus lo que nos sugiere que los dos
son muy similares en su capacidad de evadir los IFNs-I. Sin embargo, para el dia 4
(Figura X. F), se observa que el aislado ZIKV Oax.2016, pierde la capacidad de evasion
en la concentracion mas alta de IFNa. Para los dias 5 y 6 post-infeccion, el porcentaje de
inhibicidn de la replicacion del aislado ZIKV.OAX.2016 incrementa (Figura X. G y H).
Estos resultados confirman el fenotipo evasor de ZIKV PR reportado por Grant y
colaboradores (Grant et al., 2016). Una posible explicacion de estas diferencias en el
fenotipo evasor entre aislados podria ser la estequiométrica, donde los elementos
moleculares responsables de la evasion no se generen a la concentracion optima en
comparacion con el ZIKV PR de referencia, por lo que no son suficientes para mantener

inhibida la actividad por periodos prolongados, mientras que el virus referencia esta mejor
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adaptado a la presencia de IFNa. Nuestras resultados del fenotipo de evasion de la
respuesta de interferones de tipo | del virus referencia ZIKV PR confirman el reporte de
Grant y colaboradores, donde demostraron que la proteina viral NS5 de aislados de ZIKV
epidémicos (como ZIKV PR) inhibe la activacion de STAT2, impidiendo la transcripcién
de los I1SGs en respuesta a la infeccidn, por lo que es capaz de mantener bloqueada la
respuesta antiviral en la etapa de induccion en fases tardias (Grant et al., 2016). Es posible
que el bloqueo de la NS5 del aislado ZIKV Oax.2016, sea parcial o inexistente. Se
requieren mas experimentos para determinar mecanismo de inhibicion entre estos dos

ZIKV epidémicos.

La muestra clinica de la cual se aisl6 el virus ZIKV Oax.2016 proviene de un paciente
que, durante la fase critica de la enfermedad, no presento fiebre ni conjuntivitis, pero si
sarpullido sin comezon y fue diagnosticado clinicamente con enfermedad viral por Zika
y en una segunda opinion por Chikungunya. Es probable que el fenotipo de evasion de
IFNs-I en las etapas iniciales por este aislado estén relacionadas con la presencia de
sintomatologia, pero al ser incapaz de mantener la inhibicion de la respuesta de IFNs-I
por periodos prolongados, el virus fue mas facil de controlar impidiendo que el cuadro
clinico se complicara. Cabe destacar el acierto del diagndstico clinico inicial, debido a
que los brotes de infecciones por Flavivirus ocurren en regiones con escasos recursos
econdmicos, es poco viable el diagndstico molecular. La correcta identificacion de las
manifestaciones clinicas por los trabajadores de la salud de primer contacto es vital para
el manejo y contencidn de los brotes. En nuestro laboratorio, se tomaron un gran nimero
de muestras sanguineas de pacientes en etapa febril con sintomatologia caracteristica de
infeccion por arbovirus durante los brotes de 2016 y 2017 en el estado de Yucatan, con
este modelo cualitativo y cuantitativo fue posible evaluar el fenotipo de un aislado de
2016, por lo que se utilizara el modelo celular semicuantitativo para evaluar el fenotipo
de evasion de IFNs-I y en los aislados el cual serd confirmado por la estrategia
cuantitativa. Con este modelo se puede evaluar de manera confiable el fenotipo de evasion
de la respuesta de IFNs-1 de aislados circulantes de Flavivirus durante los brotes, lo que
permitird la identificacion y comparacion de variantes mejor adaptadas a la respuesta
inmunologica innata en la poblacion mexicana, asi como identificar el riesgo potencial de

brotes con mayor namero de casos Severos.
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El presente trabajo pretende realizar una aportacion al estudio de la epidemiologia y
variabilidad de la respuesta inmunoldgica innata en la poblacion mexicana, los productos
generados permitiran la consolidacion del protocolo de evaluacion del fenotipo de
evasion de la respuesta de IFNs-1, asi como la generacion de un banco de aislados
flavivirales mexicanos caracterizados a nivel de virulencia, ubicacion geogréafica y cuadro
clinico asociado. El banco de aislados flavivirales mexicanos de la UBIMED de la FES
Iztacala, permitira la colaboracion con diversos grupos de investigacion, incrementando

el conocimiento de estos Flavivirus y su impacto en la salud publica mexicana.
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8. CONCLUSIONES

Se desarrollé una técnica experimental para evaluar la susceptibilidad a IFNs-I mediante
un modelo celular, sin embargo, la evaluacion cualitativa del fenotipo evasor de IFNs-I
no proporciona la suficiente resolucion para evidenciar diferencias sutiles en el fenotipo
de evasion de IFNs-I. Para ello se desarroll6 una técnica experimental para cuantificar
diferencias sutiles en la susceptibilidad de IFNs-I entre aislados de Flavivirus y se valido
con un aislada referencia, cuya capacidad para evadir la sefializacion de IFNs-1 ha sido
reportada con anterioridad (ZIKV-PR).

Los aislados de DENV y ZIKV circulantes en el estado de Oaxaca durante el periodo de
lluvias 2016, presentaron diferente fenotipo de evasion de la respuesta de IFNs-I en
comparacion con virus adaptados al laboratorio y entre si.

El aislado mexicano ZIKV-Oax.2016 tiene un comportamiento similar a ZIKV-PR
evadiendo la respuesta de IFN-I en las etapas iniciales a la infeccion, mientras que el
aislado DENV-Oax.2016 presentdé mayor susceptibilidad en el tratamiento con respecto
al virus referencia utilizado (DENV-1 WP).

Se comprobd que esta estrategia experimental es escalable para el estudio de otros

aislados durante brotes anuales.

En México, la vigilancia epidemioldgica de Flavivirus se limita a la identificacion,
tipificacion y, en algunos casos, secuenciacion del genoma viral. Sin embargo, dichos
virus son altamente variables y adaptables a presiones evolutivas como la respuesta
inmunoldgica del hospedero primate como en el mosquito, dichas presiones evolutivas
no son equivalentes en las diferentes regiones endémicas del mundo, prueba de ello es la
circulacién de diferentes serotipos predominantes del virus dengue en paises de

Latinoamérica durante los mismos afios (Dantés et al., 2014).

Por lo que el presente proyecto propone la evaluacion del fenotipo evasor de IFNs-I1 como
medida préactica y cuantificable de la virulencia de Flavivirus seleccionados en regiones

endémicas de México.
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9. PERSPECTIVAS

Aplicar la metodologia desarrollada en este proyecto al banco de aislados mexicanos con
la finalidad de comprender la relacion entre la seleccion de variantes con mayor
adaptabilidad epidemiolégica dependiente de la evasion de la respuesta de IFNs-1 entre

los mismos y la severidad de las manifestaciones clinicas.

Correlacionar la seleccion de variantes genéticas de Flavivirus con la distribucion ciclica
de los cuatro serotipos de DENV en nuestro pais y evaluar si existen desplazamientos
intra-serotipo.

Comprender el mecanismo de acumulacion de sfRNA en aislados de Flavivirus

mexicanos y su relacidn con la evasion de la respuesta de IFNs-I.
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