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1. Introduccion

En afios recientes, el incremento de infecciones causadas por los virus del dengue
(DENV) y Zika (ZIKV), han adquirido gran importancia a nivel mundial debido al impacto
que han causado sobre la salud mundial, siendo México uno de los paises endémicos con un
alto riesgo a estas infecciones. EI DENV y ZIKV, son virus del género Flavivirus
transmitidos por los mosquitos hembra hematdfagos, Aedes aegypti y Aedes albopictus,
vectores gue se encuentran ampliamente distribuidos en zonas endémicas de México, por lo
que la co-circulacion de ambos Flavivirus es abundante. Ademas, las variaciones genéticas
en la poblacion mexicana, la afinidad a vectores, entre otros, representan presiones
evolutivas y ambientales a las que los Flavivirus son sometidos, lo que determina la seleccion

de variantes con una mayor capacidad de adaptacion o “fitness”.

Durante este estudio, se evaluo la capacidad de evasion de la respuesta inmunologica
innata de aislados de Flavivirus, provenientes de muestras sanguineas de pacientes con
sintomatologia de infeccion por Flavivirus en zonas endémicas de México. Se aislaron y
purificaron Flavivirus a partir de las muestras sanguineas mediante pases ciegos en células
Vero, y se cuantificaron las unidades formadoras de placa (PFUS) por inmunocitoquimica.
Posteriormente, se tipificaron los aislados mediante RT-PCR y se evalud la capacidad de
evasion de la respuesta de interferones de tipo 1 (IFN-1) mediante cinéticas de infeccién en
células productoras (HFF-1) y no productoras (Vero) de IFN-1, la capacidad de evasion se
midié semi-cuantitativamente por calculos de reduccion de la infeccion. Se observaron
diferentes fenotipos de evasion en los aislados YUC-47 y YUC-96, YUC-96 demostrd ser
capaz de infectar células HFF-1 con notable efecto citopatico similar al virus referencia
DENV-1 WP, sin embargo, YUC-47 muestra un fenotipo evasor con una constante

replicacion que se mantiene debido al bajo efecto citopatico que produce en el cultivo celular.

El estudio permitio evaluar el fenotipo evasor de la respuesta inmunoldgica innata de
aislados mexicanos. Los datos mostraron que ambos aislados son capaces de evadir la
respuesta de IFN-1, sin embargo, muestran fenotipos de evasion distintos, relacionados con
el efecto citopatico que producen en modelos celulares. Esto sugiere que a pesar de que los

aislados pertenecen a una misma zona geografica y que circularon durante el mismo brote,
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podrian presentar diversos mecanismos de evasion de la respuesta inmunoldgica innata,
facilitando las infecciones productivas en la poblacion mexicana. La obtencion de los
aislados permitié incrementar el nimero de aislados caracterizados de Flavivirus del banco
de aislados mexicanos de la UBIMED, FESI, UNAM, que tienen el potencial de fungir como
guia y referencia para estudios posteriores de Flavivirus mexicanos, para comprender su
virulencia y apoyar a las instituciones de salud y epidemiologia para el manejo de los casos

de infeccidn por Flavivirus.
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2. Marco teorico

2.1. Generalidades de Flavivirus

También clasificados como arbovirus, los Flavivirus son uno de los cuatro géneros que
comprenden a la familia Flaviviridae (Neufeldt, C., 2018). Dicho género contiene alrededor
de 53 especies de virus, de los cuales una gran parte han sido identificados como algunos de
los patdgenos virales con mayor impacto sobre la salud humana. Con base en el vector que
los transmite, también se clasifican en dos grupos principales: los Flavivirus trasmitidos por
garrapatas y aquellos trasmitidos por mosquitos (Pettersson, 2014). Los Flavivirus
transmitidos por garrapatas suelen ser un grupo monofilético que consiste en un solo
“serocomplejo”, sin embargo, aquellos transmitidos por mosquitos tienden a ser mas
diversos genética y antigénicamente (Pettersson, 2014). Dentro de este ultimo grupo se
encuentran los cuatro virus del dengue (DENV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus
de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Nilo occidental (WNV) vy el virus del Zika
(ZIKV) (Holbrook, M., 2017). Los mosquitos transmisores de estos virus, en especial DENV
y ZIKV, son mosquitos hembra hematofagos del género Aedes, siendo las especies Aedes
aegypti y Aedes albopictus las mas importantes durante la transmisién horizontal en ciclos
urbanos (Holbrook, M., 2017).

2.1.1.Caracteristicas estructurales de los Flavivirus

Los Flavivirus son virus envueltos de aproximadamente 500 A de diametro (Figura 1),
compuestos por una capside icosaédrica asimétrica envuelta con una bicapa lipidica, a su vez
cubierta por 90 copias de homodimeros de glicoproteinas de envoltura (E) y 90 homodimeros
de la proteina de membrana (M) (Lindenbach,2001; Mukhopadhyay, S., et. al. 2005; Sirohi,
2016).
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Figura 1. Representacion de la estructura de las particulas virales de los Flavivirus, mediante
microscopia crioelectronica a 3.8 A de resolucion. A) Imagen obtenida por microscopia
crioelectronica (cryo-EM) de particulas virales congeladas y deshidratadas de ZIKV. Las particulas
virales maduras se muestran destacadas por cuadros negros. B) Organizacion de las proteinas de
envoltura, las unidades asimétricas se encuentran dentro del tridngulo negro (Modificado de Sirohi
D. et. al., 2016).

El genoma flaviviral (QRNA) (Figura 2) consta de una cadena sencilla de RNA con
polaridad positiva (sSSRNA(+)) de aproximadamente 10-11 kb, tamafio que varia dependiendo
de cada especie. El genoma contiene un solo marco de lectura abierto (ORF) que es traducido
como poliproteina, la cual es procesada co- y postraduccionalmente en 10 proteinas virales
(Roby, J., 2015). Ademas, el genoma sirve como un templado durante la replicacion del RNA

y como material genético para nuevas particulas virales (Lindenbach B.D, et al., 2007).

S NTR I Structural proteins Mon-structural proteins ' 3'NTR

Figura 2. Organizacion del genoma de los Flavivirus. Molécula de RNA de cadena sencilla con
polaridad positiva, presenta regiones UTR en los extremos 5’ y 3°. El extremo 5’ presenta un Cap
tipo I; el extremo 3’ no presenta poliadenilacion. Se traduce en tres proteinas estructurales (C, prM
yE) y en siete NS (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Algunos Flavivirus presentan una
octava NS, 2K. Los sitios de procesamiento por proteasas celulares se indican con tijeras. Las flechas
verticales indican procesamiento de la poliproteina por proteasas virales (Neufeldt, C., 2018).

Una caracteristica distintiva del genoma, es la presencia de regiones no traducidas (UTRs

0 NTRs) altamente estructuradas que flanguean al inico marco de lectura abierto (ORF) en
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los extremos 3’ y 5° (Lindenbach, B.D, 2003). El extremo 5’UTR representa el extremo mas
corto con 100 nt y cuenta con un cap tipo | (m’GpppAmpN1) (Ng WC, et. al., 2017),
necesario para el reconocimiento por los ribosomas. El extremo 3’UTR presenta entre 400 a
700 nt que, a diferencia del mMRNA celular, carece de una cola poliadenilada (poliA) (Roby,
J., 2015; Sirohi D. et. al., 2016; Ng WC, et. al., 2017). Las zonas UTR promueven la
interaccion entre el extremo 3’ y el 5° debido a la presencia de secuencias complementarias,
permitiendo procesos de circularizacion del gRNA durante la replicacion, como lo es el
reclutamiento y correcto posicionamiento de la RNA polimerasa viral (Ng W., et. al., 2017).

Durante el ciclo replicativo, los viriones se encuentran en tres estados principales:
inmaduro, maduro y fusogénico (Figura 3), que son no infecciosos, infecciosos y de union

a membrana de la célula hospedera, respectivamente (Holbrook, M., 2017).

A immature virion

) M (=~18-kD
E(-50-kDa) PrMi=10400) Edimer Maturevirion . g Da)

membrane

immature virion mature virion

Figura 3. Estructura de los estados inmaduro y maduro de las particulas flavivirales. A)
Conformacion de la proteina de envoltura de viriones inmaduros y maduros. B) Reconstruccion por
Cryo-EM de particulas de DENV-2 inmaduras. C) Reconstruccion por Cryo-EM de particulas de
DENV-2 maduras (Modificado de Lindenbach B.D, et al., 2007).

2.1.1.1. Proteinas flavivirales

Las proteinas virales (Figura 4) se producen a partir de la traduccion del ORF, en una
poliproteina conformada por mas de 3000 aminoécidos, la cual es procesada
proteoliticamente por proteasas virales y celulares (Figura 2). El extremo amino terminal de

la poliproteina, codifica para las tres proteinas estructurales que constituyen a la particula
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viral (Proteina C, prM y E). El resto de la poliproteina, es procesada en siete proteinas no
estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, que son esenciales durante la
replicacion viral (Mukhopadhyay, S., et. al. 2005).

NS3 Polymerase (; . i
Helicase £ ‘

NI

Methyltransferase ¢

Protease “51 =—NS2B -/"r"
Cofactor 4 NS4B d

o

........’. Qeﬁ’..............( -

Membrane
) reorganization

RNA synthesis

Envelope Replication
glycoprotein assembly

Figura 4. Demostracion esquematica de la topologia de la poliproteina flaviviral asociada a la
membrana. Las proteinas estructurales C, E'y prM constituyen al virién. NS1, que reside en el lumen
del ER, junto con NS2A participan en la replicacion y produccion de particulas virales infecciosas.
NS2B participa como cofactor para la serina-proteasa NS3. NS4A y NS4B fungen como proteinas
para la reorganizacion membranal. NS5 enzima con actividad de RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRp) y metiltransferasa (Neufeldt, C., 2018).

2.1.1.1.1. Proteinas estructurales

Proteina de capside (C)

La proteina C es una proteina citosélica de aproximadamente 12 a 14 kDa, que tiene
afinidad por membranas lipidicas y acidos nucleicos. Su estructura secundaria consiste en un
mondmero con cuatro hélices alfa (Figura 5), al- a4, que cumplen diversas funciones
(Samsa, M. et. al., 2009). La hélice 1 (al), ubicada en el extremo aminoterminal de la
proteina, posee aminoacidos de carécter basico que se asocian fuertemente al RNA recién
sintetizado, permitiendo su organizacion en el interior de las particulas virales, formando asi
un complejo riboproteico o nucleocapside (NC) que protege al genoma viral de la
degradacién. La nucleocapside mantiene su estabilidad debido a la interaccion coordinada de
homodimeros antiparalelos de la proteina C que rodean con gran afinidad al RNA viral
(Schneemann A., 2006; Velandia, M., 2011; Oliveir, E., et. al., 2016). Las hélices 3y 4 (a3

y 04) sirven de anclaje al reticulo endoplasmico (ER). La hélice 2 (02), se caracteriza por ser
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altamente hidrofébica, lo que le permite interactuar con adiposomas (LDs) presentes en el
citoplasma que participan en la formacion de nuevas particulas virales (Samsa, M. et. al.,
2009; Roby, J. etal., 2015). Ademas, debido a su estructura en bisagra, la a2, permite al RNA
viral mantenerse asociado al resto de la proteina, la cual permanece anclada al ER rugoso
(Figura5) y asi interaccionar con el resto de las proteinas estructurales durante el ensamblaje
flaviviral (Samsa, M. et. al., 2009; Oliveir, E., et. al., 2016).

Lipid bilayer

Model of orientation
during genome packaging

Representation of viral RNA

Figura 5. Aspectos estructurales de la proteina C flaviviral. A) Representacion esquematica del
dimero de capside. En rojo y gris se distinguen ambos cadenas y se muestran las cuatro alfa hélices
de cada monémero. B) Modelo de orientacion de la proteina C durante el ensamblaje de la particula
viral, exhibiendo los sitios de interaccion con el RNA viral y la bicapa lipidica. (Modificado de
Oliveira, E. et. al.,2016).

Proteina precursora de membrana (prM) y de membrana (M)

En la mayoria de los Flavivirus, la prM es una glicoproteina de aproximadamente 19-21
kDa, que es traslocada al ER por el extremo carboxilo terminal de la proteina C. (Hsieh, S.
C, et. al., 2014; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018). El extremo amino terminal de prM contiene
de uno a tres sitios de glicosilacion y seis residuos de cisteina conservados. La funcion
principal de prM, es prevenir que la proteina E cambie su conformacion a un estado de fusion
ante cambios de pH durante la fase de ensamblaje de la particula viral inmadura (Zhang, Y,
et. al., 2003; Lindenbach, B. D., 2007; Roby, J. et al., 2015). Durante la maduracién de la
particula viral, prM es procesada en los fragmentos pr y M (~10 kDa) por la enzima furina

residente del Golgi, permitiendo la liberacion del fragmento pr y la homodimerizacion de las
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proteinas E, durante el paso por la via secretoria (Zhang, Y., et. al., 2007a; Yu, |. M, et. al.,
2009).

Proteina de envoltura (E)

La proteina E es una glicoproteina asociada a la membrana lipidica que envuelve a los
viriones y cuya funcion principal es la unién a receptor con la subsecuente internalizacion de
la particula. Sin embargo, debido a su amplia distribucion en la superficie de los viriones, es
el principal blanco antigénico de la inmunidad humoral (Roby, J. et al., 2015; Stettler, Karin;
et. al. 2016). La glicoproteina de envoltura oscila entre los 50-53 kDa, consta de 495
aminoacidos y es una de las proteinas mas conservadas entre los Flavivirus, ya que la
homologia entre especies se mantiene alrededor del 40%, y de acuerdo con Sirohi, D. et al.
(2016) més del 50% de homologia entre DENV y ZIKV (Priyamvada, Lalita; et. al., 2016;
Cedillo-Barrdn, L. et. al. 2018).

En todos los Flavivirus, las glicoproteina E (Figura 6) se encuentran organizadas en
homodimeros que se distribuyen paralelamente con la envoltura del virién. Cada monémero
consiste de tres dominios, DI, DIl y DIIl, que son subunidades ricas en hojas 3 plegadas, una
region transmembranal y una region de tallo (Lindenbach B.D, et al., 2007; Fhang, X. et. al.,
2015). El dominio estructural central, DI, forma una estructura de barril  que sirve de anclaje
para los dominios 1 y 11, el extremo amino terminal actia como anclaje para el dominio Il
(Zhang, Y. et al., 2004; Mukhopadhyay et al. 2005). EI dominio II, contiene una secuencia
altamente conservada conformada por 13 aminoéacidos hidrofébicos, el péptido fusogénico,
responsable de la fusion de membranas. EI dominio Ill, mantiene una configuracion tipo
inmunoglobulina, que forma protuberancias en la superficie de la particula viral (Modis Y.
et. al, 2004; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018).
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Figura 6. Estructura de la proteina E de Flavivirus. Homodimeros de proteina E de tipo cabeza-
cola. Los dominios I en rojo, dominios Il en amarillo, dominios 111 en azul. El péptido fusogénico se
muestra en color verde. Se observan los sitios glicosilados entre los diminios I y 1l (Modificado de
Sirohi, D, et. al., 2016).

2.1.1.1.2. Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (NS) tienen un papel importante durante la replicacion
viral, ya que forman el Complejo Replicativo (RC) y algunas de ellas se ven involucradas

durante la evasion de la respuesta inmune innata.

Proteina NS1

La proteina NS1 es una de las proteinas no estructurales que comparte un alto grado de
homologia entre Flavivirus (Muller, D. A., & Young, P. R., 2013). NS1 tiene un peso
molecular que varia entre 46 a 55 kDa dependiendo de su estado de glicosilacion, existiendo
en tres conformaciones oligoméricas distintas: como dimero asociado a la membrana (Mns1),
como mondmero en compartimientos vesiculares del ER, y secretado al espacio extracelular
como hexamero (sNS1) (Velandia, M., 2011; Fan, J. et. al.; 2014). Tanto la sNS1 como la
Mnsl, pueden estimular al sistema inmunitario induciendo lisis por complemento
dependiente de anticuerpos, tanto en células infectadas como no infectadas (Rastogi, M., et
al., 2016), lo que la convierte en uno de los blancos antigénicos mas importantes durante la
etapa aguda de la enfermedad (Lindenbach, B. D., 2007). Ademas, mutaciones en residuos
de glicosilacién de NS1 se asocian a defectos en el RNA y la produccién de viriones, lo que

sugiere su participacion dentro de la replicacion del genoma viral (Crabtree M. et. al. 2005).
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Proteina NS2

NS2 es una proteina que contiene dominios transmembranales (TMDs) en su region
amino terminal, que al ser procesada da lugar a dos proteinas, NS2A y NS2B. La proteolisis
de NS2 se debe a la accién de proteasas celulares en su extremo amino terminal (que separa
a NS2A de NS1) y de la proteasa viral NS2B/NS3 en su extremo carboxilo terminal que
separa a NS2A de NS2B (Lindenbach, B. D., 2007; Dentzer, Thomas G. et al., 2009; Zou, J.
et. al., 2015). La NS2A es una proteina hidrofobica transmembranal de alrededor de 22 a 25
kDa, cuya funcion es crucial durante la replicacion del RNA mediante la interaccion con el
extremo 3"UTR y otros componentes del Complejo replicativo (RC), se encuentra asociada
con formas replicativas de RNA, dsRNA, y debido a su accion tipo porina, es coadyuvante
en el transporte de sSRNA(+) a los sitios de ensamblaje a través de las invaginaciones
membranales del ER rugoso inducidas por el resto de las NS (Mackenzie JM; et. al, 1998;
Shrivastava G. et. al., 2017). Por otra parte la NSB2 de 14 kDa, posee un dominio hidrofilico
central que se une al dominio proteasa de la NS3 y dos dominios terminales hidrofébicos
responsables del anclaje de complejo NS2B/NS3 a las invaginaciones generadas en la
membrana del ER. La funcion principal de NS2B es actuar como cofactor para activar la
actividad proteasa de la NS3 (Lindenbach, B. D., 2007; Bollati, M. et al., 2010;
Choksupmanee O., et. al., 2012).

Protefna NS3

Considerada una de las proteinas no estructurales mas grandes con peso molecular de
aproximadamente 70kDa, la NS3 es una proteina que posee actividades enzimaticas
involucradas en el procesamiento de la poliproteina y la replicacion de RNA (Lindenbach,
B. D., 2007; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018). En su extremo N-terminal posee el dominio
catalitico NS3pro, altamente dependiente del cofactor NS2B, lo que le permite adquirir
actividad de serina-proteasa con sitios de reconocimiento en las divisiones NS2A/NS2B,
NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/ NS5 de la poliproteina (Bollati, M. et al., 2010). En el
extremo C-terminal posee un dominio con tres subdominios, los dos primeros actuan

uniéndose al RNA lo que estimula su actividad de trifosfatasa de nucleétidos (NTPasa). El
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tercer subdominio actla como helicasa del RNA (NS3Hel), asi como mediador de la
interaccion con NS5, actividades esenciales durante la replicacion del genoma viral (Bollati,
M. etal., 2010; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018). Ademas se ha observado que NS3, mediante
el subdominio de helicasa, participa en los procesos de ensamblaje y transporte intracelular
de las particulas virales (Patkar C., et. al., 2008).

Proteina NS4

Las proteinas NS4A y NS4B, derivadas del procesamiento de NS4, son proteinas
hidrofobicas de 16 y 27kDa, respectivamente. NS4A se asocia con las invaginaciones
presentes en membranas del ER, colocaliza con la estructura de dsSRNA generada durante la
replicacion del genoma viral asi como con NS1, NS2A y NS5 promoviendo la correcta
distribucion en los RCs durante la replicacion viral e induce autofagia para prevenir la muerte
celular (Zou, J. et. al., 2015; Liang Q. et. al, 2016). En algunos Flavivirus, las funciones de
NS4A que intervienen con el rearreglo membranal del ER son reguladas por el fragmento
2K, un péptido sefial conservado de 23 aminoacidos, (Lindenbach, B. D., 2007; Zou, J. et.
al., 2015; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018). Por otro lado, la NS4B, presenta cinco TMDs que
participan durante el correcto anclaje a las membranas lipidicas durante la formacion del RC,
interactia con NS3pro para su disociacion de las moléculas de sSRNA y mas importante,
para promover la inhibicion de las sefiales de la respuesta inmunologica innata antiviral por
los IFN-1 a nivel de sintesis (Zou, J. et. al., 2015).

Proteina NS5

Finalmente, ademas de ser la proteina méas conservada entre Flavivirus, la NS5, es la
proteina viral mas grande con alrededor de 100 a 103kDa (Lindenbach, B. D., 2007). En su
extremo N-terminal posee un dominio con actividad enzimatica de metiltransferasa (MTasa),
conformado por tres subdominios con sitios principales de unién especificos a sus funciones:
un sitio de union a GTP y RNA y un sitio de union de S-Adenosil metionina (SAM). Por
ende, el extremo N-terminal presenta dos funciones: de MTasa responsable de formar y unir

el cap al extremo 5” de las moléculas nuevas de RNA viral mediante metilacion y una funcion
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de guanililtrasferasa (Lindenbach, B. D., 2007; Bollati, M. et. al., 2010; Cedillo-Barrén, L.
et. al. 2018). Por otra parte, en el extremo C-terminal, se ubica el dominio de polimerasa de
RNA dependiente de RNA (RdRp), la porcion méas conservada de la NS5 entre los Flavivirus,
ademas de que es capaz de iniciar la sintesis del intermediario replicativo de sSRNA(-) sin el
uso de iniciador (Lindenbach, B. D., 2007; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018).

A pesar de que sus funciones se lleven a cabo en los sitios de sintesis de RNA, la NS5
se ha identificado en su forma fosforilada dentro del ndcleo, debido a la unién con importina
B1 e importina o/ mediada por la interaccion con NS3 en el nucleo, sin embargo su funcion
dentro del nucleo se desconoce (Lindenbach, B. D., 2007; Velandia, M., 2011; Cedillo-
Barron, L. et. al. 2018). Se ha observado que NS5 tiene actividad evasora de la respuesta
inmunologica innata, como el bloqueo indirecto de la actividad de IFN-1 e IFN-y al unirse a
sus receptores y blogueando la sefializacion para la activacion de STAT1 (Lindenbach, B.
D., 2007; Zou, J. et. al., 2015; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018).

2.1.2. Ciclo de replicacion de los Flavivirus

Entrada, fusion y liberacién de RNA viral

Inicialmente, las particulas virales se unen a la superficie de células susceptibles, dentro
de las que se incluyen: células endoteliales, fibroblastos dérmicos, monocitos, células de
Lanngerhans, neuronas, células de Hofbauer, trofoblastos, células testiculares, fibroblastos
uterinos, células asociadas a 0jo, entre otras (Neufeldt, C., 2018), lo cual determina el
tropismo de los Flavivirus. La asociacion inicial entre la particula viral y la célula susceptible,
ocurre mediante la interaccion de la proteina de envoltura, especificamente por los residuos
glicosilados que se encuentran en el dominio Il (Tassaneetrithep B.,2003), con factores de
adhesion (Figura 7), que son esenciales para anclar el virién a la superficie celular. Ademas,
esta union se fortalece mediante interacciones especificas con receptores secundarios de alta
afinidad (Neufeldt, C., 2018). Algunos de los factores y receptores que han sido identificados
son: el receptor del antigeno CD209 lectina tipo C (DC-SIGN) (utilizado ampliamente por
los cuatro serotipos de DENV en DCs (Tassaneetrithep B.,2003; Mukhopadhyay t al. 2005),
receptores de manosa (receptor de DENV en macrdfagos), proteoglucano heparan sulfato

(HSPG) y glucosaminoglucanos (como co-receptores de baja afinidad que permiten a los

UNAM | FESC | IILV

24



viriones interactuar con diversos tipos celulares (Martinez-Barragan, J. et. al., 2001; Germi,
R. et. al., 2002) y miembros de las familias de receptores de fosfatidilserina TIM y TAM
(facilitan la entrada de DENV en células epiteliales y de ZIKV en células de placenta,
fibroblastos dérmicos y células gliales) (Neufeldt, C., 2018).

La union del virion a la superficie celular (Figura 7), activa los mecanismos de
endocitosis mediada por receptor, primordialmente por la via de entrada dependiente de
clatrina (Neufeldt, C., 2018). En el endosoma temprano, el descenso de pH, provoca un
cambio conformacional en el dominio Il de la glicoproteina E (White, J.M. & Whittaker, G.
R., 2016). La acidificacion, promueve la generaciéon de un trimero que expone el péptido
fusogénico, el cual se inserta en la membrana endosomal y después vuelve a doblarse,
provocando la union de membranas y la consecuente fusién, lo cual permite la liberacion del
RNA viral en el citoplasma (Li Y., 2014; Gerold, G, et al, 2015). Una vez liberado el
sSRNA(+), es reconocido como mRNA por los ribosomas, lo que le permite su traduccion en
el ER rugoso en una sola poliproteina que es procesada co- y postraduccionalmente por la
proteasa NS3-NS2B y proteasas celulares para generar las tres proteinas estructurales y siete
no estructurales (VVelandia, M., 2011; Roby, J. et al., 2015; Neufeldt, C., 2018).

Cabe destacar, que durante las infecciones por Flavivirus se producen anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra diversos antigenos de la proteina E y prM, evitando algunas
fases del ciclo replicativo y su destruccién. Sin embargo, la presencia de anticuerpos no
neutralizantes o sub-neutralizantes, promueve la opsonizacién, endocitosis y/o fagocitosis de
las particulas virales por células que expresan receptores de Fc, facilitando la entrada del
virus a estas células y la consecuente replicacion, incrementando la viremia y la liberacion
exacerbada de citocinas; este fendmeno es conocido como facilitamiento mediado por
anticuerpos (ADE) (Guzman, M. et. al., 2016; Stettler, K., et. al. 2016, Martin-Acebes, M.
et. al., 2018).

Replicacion del RNA viral
Durante el ciclo de replicacién, inicia el proceso de replicacion con la sintesis del

intermediario de ssSRNA con polaridad negativa (sSRNA (-)), que sirve como molde para la

sintesis de mas moléculas de ssRNA(+) (Velandia, M., 2011). EI proceso de replicacion
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ocurre en asociacion con invaginaciones inducidas por las proteinas no estructurales en el ER
rugoso, estructuras que se asemejan a organelos conocidos como paquetes vesiculares (VPs)
u organelos de replicacion (ROs). Los VVPs, ademas de resguardar al RNA viral de receptores
de PAMPs virales citoplasmaticos, fungen como sitios de reclutamiento de factores celulares
y virales donde son coordinados para su compartimentalizacion durante la sintesis de nuevos
genomas virales, siendo las proteinas no estructurales las responsables de formar al complejo
replicativo (RC) (Welsch S. et. al., 2009; Neufeldt, C., 2018). Dentro del RC, la polimerasa
NS5 genera el nuevo material genético, que se somete al capping del extremo 5’ y metilacion,
caracterizandose por ser una replicacion semi-conservada y asimétrica (Mukhopadhyay t al.
2005; Lindenbach B.D, et al., 2007; Cedillo-Barron, L. et. al. 2018).

Ensamblaje, maduracion y liberacion de viriones

Las nuevas moléculas de ssRNA(+) interactian con unidades de proteina C que se
encuentran asociadas a la membrana del ER rugoso, para permitir el ensamblaje de la
nucleocapside (Samsa, M. et. al., 2009). Posterior a la encapsidacion del genoma viral, ocurre
la unién de la nucleocapside al lumen del ER rugoso en los sitios opuestos a las regiones de
replicacion, donde se asocian las proteinas prM y E, que generan protuberancias triméricas
con aspecto rugoso caracteristico de las particulas virales inmaduras (Lindenbach B.D, et al.,
2007; Velandia, M., 2011). Las particulas virales son transportadas por trafico vesicular a
través del aparato de Golgi donde maduran gracias a procesos de glicosilacion. Durante el
paso a través de las regiones cis y trans-Golgi, se produce un descenso de pH que produce
un rearreglo conformacional de los heterodimeros prM-E y la consecuente proteo6lisis de prM
por la furina (VVelandia, M., 2011; Apte-Sengupta, S. et. al., 2014; Roby, J. et al., 2015). Al
ser liberado pr, ocurre un cambio conformacional y rotacional de la proteina E que le permite
generar homodimeros, proporcionando una apariencia “lisa” a la superficie del virus.
Finalmente, los homodimeros E y M se estabilizan y los viriones maduros son secretados por
exocitosis (Figura 7) (Velandia, M., 2011; Roby, J. et al., 2015).
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Figura 7. Ciclo replicativo de DENV. Se observa la unién a receptores, endocitosis mediada por la
via dependiente de clatrina, la fusion de las membranas, la traduccion del RNA viral, replicacion de
RNA, el ensamblaje de particulas inmaduros, la maduracion del virion durante su paso a través del
tran-Golgi y la secrecion (Guzman, M. et. al., 2016).

2.2 Variabilidad genética de Flavivirus

Durante la replicacion del RNA viral, se producen mutaciones que dan lugar a la
generacion de nuevas variantes o “cuasiespecies virales” de Flavivirus en una poblacion. Las
mutaciones producen una diversa cantidad de variantes genéticas, cuya variacion depende de
la cantidad de mutaciones puntuales durante de los ciclos de replicacion (Selisko, B. et. al.,
2018). Se ha descrito que la generacion de cuasiespecies virales o “nubes de mutantes”,
depende de la fidelidad de la replicacion del RNA viral, la cual es calculada por el nimero
de mutaciones introducidas por una cantidad especifica de nucleotidos, durante los ciclos de
replicacion. Esta frecuencia de mutaciones se produce debido a la adicion de pares de bases
incorrectos por la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) durante la replicacion del

genoma viral. Las mutaciones producidas por Flavivirus se deben a la baja fidelidad de su
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RdRp, la proteina NS5, cuya tasa de mutacion es de 1/34,000 por UTP, 1/59,000 por ATP y
1/135,000 por CTP (Selisko, B. et al. 2018). Ademas de sintetizarse copias del RNA viral,
debe de generarse una cantidad definida de mutaciones en el genoma, con el fin de
proporcionar al virus la capacidad de adaptarse a las presiones evolutivas y cambios en las
condiciones ambientales presentes en los hospederos, esta capacidad se conoce como
“fitness”. Por lo tanto, las variantes genéticas seleccionadas que presenten mejor fitness ante
la respuesta inmunoldgica, la variabilidad genética del hospedero, la afinidad al vector, entre
otros factores, serdn capaces de producir infecciones productivas y permanecer en las
poblaciones (Guzman, M. et. al., 2016; Filomatori, C. et al, 2017).

2.3 Virus del dengue y virus del Zika

El virus del dengue (DENV) y el virus del Zika (ZIKV), son arbovirus del género
Flavivirus que han adquirido importancia a nivel mundial en décadas recientes, debido a los
graves problemas de salud que provocan en poblaciones residentes de zonas tropicales y
subtropicales, ya que la movilidad, sobrepoblacion y la invasion de los ecosistemas
endémicos, han estimulado su re-emergencia poniendo a la mitad de la poblacion en riesgo.
Se ha reportado que ambos virus son transmitidos por mosquitos hembra hemat6fagos del
género Aedes spp., siendo la especie Aedes aegypti la mas relevante en ciclos urbanos seguida
de Aedes albopictus, lo cual permite la co-circulacion de los virus (WHO, 2018; WHO,
2019).

2.3.1 Virus del dengue (DENV)

El virus del dengue, fue descubierto en 1907 durante epidemias en las Filipinas y
Tailandia, sin embargo existen datos que se remontan a la década de 1770s, donde se
describen los sintomas clinicos de  DENV como ‘“breakheart fever” por Benjamin Rush
(Rush, B., 1789; Halstead, s.f.; Gerold, G. et. al., 2017). Existen cuatro serotipos
antigénicamente distintos, pero estrechamente relacionados de DENV: DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4, que exhiben del 65 al 70% de homologia en su secuencia (Murrell, S.
etal., 2010), sin embargo en octubre de 2013, un quinto serotipo (DENV-5) fue identificado,
el cual fue aislado de un paciente de 37 afios en Malaysia en 2007 (Mustafa, M.S., et. al.,
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2014). DENV-5 es un serotipo presente en ciclos selvaticos y aunque se asemeja a DENV-4,
se ha observado que constituye un grupo unico y filogenéticamente distinto, por lo que su

descubrimiento requiere investigacion rigurosa y exhaustiva (Cegolon, L. et. al., 2018).

Los cuatro serotipos de DENV causan las mismas manifestaciones clinicas que pueden
variar en severidad, mostrando patrones similares de diseminacion sistémica, con tropismo
principal por monocitos, macrofagos y células dendriticas (Rothman, A., 2011). DENV
mantiene la estructura general del género Flavivirus; viriones envueltos de aproximadamente
50 nm, con capside icosaédrica que encapsula una molécula de ssSRNA(+) de 10.7 kb con un
solo marco de lectura abierto, que codifica para las tres proteinas estructurales y siete no

estructurales.

2.3.2 Virus del Zika (ZIKV)

El virus del Zika es un arbovirus que fue identificado por primera vez en 1947 en un
macaco Rhesus en los bosques Zika, Uganda y posteriormente en 1952 en humanos en la
Republica Unida de Tanzania y Uganda. Se ha diseminado a través de Africa, Asia 'y en 2015,
se reportd un gran brote en el continente Americano, siendo Brasil el primer pais afectado
(WHO, 2018; Carpio-Orantes, L., s.f). Existen tres linajes genéticos de ZIKV: el linaje de
Africa Occidental, de Africa Oriental y el linaje Asiatico, todos pertenecientes a un mismo
serotipo (Calvez, E. et. al., 2018; Dowd, K.; et. al., 2016; Carpio-Orantes, L., s.f). Al igual
que DENV, ZIKV es un Flavivirus envuelto de aproximadamente 50nm, cuyo genoma se
encuentra constituido por una molécula de RNA de cadena sencilla de 10.8 kb.
Estructuralmente, ZIKV difiere de otros Flavivirus por el nimero de aminoacidos y
glicosilaciones que conforman a la proteina C y E (Sirohi, D. & Kuhn, R., 2017). Ademas,
se ha observado que a diferencia de otros Flavivirus, ZIKV es capaz de atravesar la barrera
placentaria causando defectos fetales, debido al tropismo por células placentarias como
trofoblastos, incluyendo también células del sistema nervioso central y periférico, de la retina
y nervio optico, células testiculares, entre otras; este tropismo gobierna la naturaleza de la
patologia desarrollada por ZIKV (Sirohi, D. & Kuhn, R., 2017).
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2.4 Presentaciones clinicas e historia natural de las enfermedades causadas por
DENVy ZIKV

La transmision horizontal de DENV y ZIKV por mosquitos Aedes aegypti, representa la
transmision mas comun de estos Flavivirus hacia hospederos humanos residentes de zonas
endémicas, debido a la alta distribucién del vector (Powell, J. et. al., 2018). El ciclo de
transmision (Figura 8) inicia cuando mosquitos hembra se infectan al alimentarse de sangre
de un humano infectado en la fase de viremia. Durante la fase de incubacion, el Flavivirus
infecta células del intestino medio y posteriormente se disemina a otros tejidos del vector
hasta llegar a las glandulas salivales, momento en el cual el mosquito es capaz de transmitir
el virus a otro hospedero humano durante su alimentacion, manteniendo capacidad infectiva
durante toda su vida ( 1-2 > semanas) y concluyendo el ciclo de infeccion (Guzman, M. et.
al., 2016).

Extrinsic incubation

Virus infects the midqut 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

N K

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

Human infection
One mosquito can infect
several humans

Figura 8. Ciclo de transmision de DENV en humanos y mosquitos, representativo de la
transmision horizontal de Flavivirus (Guzman, M. et. al., 2016).

UNAM | FESC | IILV
30



2.4.1 Presentacion clinica DENV

Los cuatro serotipos de DENV (DENV-1/2/3/4), pueden producir infecciones que cursan
asintomaticamente, pero en ocasiones son agentes causales de una enfermedad severa, que
se caracteriza por presentar fiebre alta (40°C) y que esta acompariada de signos y sintomas
como: dolor de cabeza intenso, dolor retro-ocular, dolor muscular y articular, nausea, vomito,
inflamacion de ganglios linfaticos o salpullido. Las manifestaciones clinicas se presentan al
cabo de un periodo de incubacién de 4 a 10 dias después de la picadura del mosquito

infectado y usualmente duran entre 2 y 7 dias (WHO, 2019).

Anteriormente, la enfermedad por dengue se clasificaba en: fiebre por dengue (DF),
fiebre hemorragica por dengue (DHF) y sindrome de choque por dengue (DSS) (Murrell, S.
et al., 2010), cuya severidad variaba independientemente del serotipo de DENV asociado.
Fried J.R y colaboradores (2010), analizaron datos recolectados en Tailandia, encontrando
que existia una asociacion entre DHF subsecuente a una infeccion secundaria; los casos
severos de dengue se presentaban en infecciones con DENV-2, y DHF era mas comun en
infecciones secundarias por DENV-2 y DENV-3, sin embargo estos datos Unicamente
representaron a una zona geografica especifica y no se encontrd asociacion entre la
presentacion clinica y un serotipo especifico (Murrell, S. et al., 2010). Estos hallazgos
resaltan un factor clave durante las infecciones secundarias por serotipos heterélogos de
DENV, donde la participacién de anticuerpos no neutralizantes desarrollados durante una
primo-infeccion, son atribuidos al desarrollo de las presentaciones mas severas de la
enfermedad, fenébmeno conocido como facilitamiento mediado por anticuerpos (ADE)
(Murrell, S. et al., 2010; Rothman, Alan L., 2011), donde ademas de presentarse signos y
sintomas caracteristicos de enfermedad por dengue, se observan hemorragias, deterioro de

organos, choque, etc.

Sin embargo, en el afio 2009, con el objetivo de facilitar la caracterizacion de la
enfermedad por dengue, la Organizacién Mundial de la Salud proporciond una nueva
clasificacion de los casos de dengue en: dengue no grave con signos de alarma (DCSA) o sin
signos de alarma (DSSA) y dengue grave (DG) (OMS, 2009). Los criterios para determinar
el tipo de dengue se sefialan en la Figura 9.
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l: Dengue with or without warning signs )

Criteria

* Patient has recently travelled to or lives inan
endemic area, has a fever and twao of the following:
nausea orvomiting, rash, aches and pains, positive
tomiguet test, leukopaenia and any warning sign

* |aboratary-confirmed dengue virus infection®

¥
[ Without warning signs ) " With wa rning signs*

* Abdaminal pain or tenderness

* Persistent vomiting

# Clinical fluid accumulation

* Mucosal bleeding

* Lethargy or restlessness

* Liver enlargement of =2 cm

* An increased haematocrit level
that is accompanied by a
decreased platelet count

L
[: Severe dengue )

b

Criteria

* Seyvere plasma leakage leading to dengue shock syndrome and fluid
accumulation with respiratory distress

* Seyvere bleeding as evaluated by a clinician

* Severe organ involvement, including the liver (AST or ALT levels of
=1,000). the central nervous system (impaired consciousness).
the heart and other organs

MessasssamEssmEmsssmam

Figura 9. Clasificacion clinica de dengue de acuerdo a las guia emitidas por la OMS 2009
(Guzman, M. et. al., 2016).

Durante el curso de la enfermedad, se pueden distinguir tres fases de evolucion: la fase
aguda, la fase critica y la fase de recuperacion (Figura 10). La fase aguda ocurre dentro de
un periodo de 2 a 6 dias, etapa en la que se presenta viremia en circulacién sanguinea, se
presentan las primeras manifestaciones de la enfermedad con intensidad variable y hay
presencia de NS1 en circulacion. Durante esta etapa se recomienda el aislamiento viral y la
tipificacion por RT-PCR. Posteriormente, la fase critica se caracteriza por la evolucion de la
enfermedad a formas severas (extravasacion de plasma, hemorragias, hipotensién, choque),
la disminucion de NS1 en circulacion, no se detecta viremia'y comienzan a elevarse los titulos
de IgM, proceso que dura entre 24 y 48 horas. Finalmente, en la fase de recuperacion o
convalecencia hay mejoria del estado general y se observa un aumento de IgGs y la
disminucidn de IgMs en circulacion (Guzman, M. et. al., 2016).

UNAM | FESC | IILV

32



RT-PCR and viral isolation
M51

L hl

Viraemia

Viral load detected by RT-PCR

WG |79 AQ paynuenh salpog iy

Acute illness Time (days)

Figura 10. Cambios en la viremia, NS1 en circulacion y anticuerpos durante el curso de la
enfermedad por dengue. Se sefialan los diversos métodos de diagndstico en cada fase de la
enfermedad (Guzman, M. et. al., 2016).

2.4.2 Presentacion clinica ZIKV

Durante la infeccion por ZIKV, se produce una enfermedad de duracidn aproximada de
entre 3 a 14 dias y que en la mayoria de los casos es asintomatica. Sin embargo, las
manifestaciones clinicas que pueden presentarse duran de 2 a 7 dias e incluyen signos y
sintomas como: fiebre, salpullido, conjuntivitis, mialgia, artralgia, dolor de cabeza y malestar
general (WHO, 2019).

La enfermedad por ZIKV ha adquirido gran importancia debido a la divergencia de
transmision que posee con respecto a otros Flavivirus, permitiendo la transmision de humano
a humano por contacto sexual, transfusion de sangre, probable transmision ocular (Miner,
J.J.& Diamond, M. S. 2018) y transmision vertical de la madre al feto (Beaver, J. et al, 2018).
Se ha reportado que a pesar de que ZIKV puede detectarse en el semen hasta 9 meses después
de iniciada la infeccion, la transmision sexual Gnicamente ocurre dentro de los primeros 20
dias y la cantidad de particulas virales en el semen desciende en los primeros 3 meses
posteriores a la infeccion (Mead PS, et al, 2018).

Se ha observado que ZIKV presenta tropismo diverso, lo que correlaciona con el

desarrollo de complicaciones severas durante el curso de la enfermedad. La transmisién
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vertical se debe al tropismo por células de la placenta humana que le permite al ZIKV el paso
a través de la barrera placentaria y el consecuente desarrollo del Sindrome Congénito por
Zika (CZS), que se caracteriza por patrones especificos de defectos de nacimiento como:
microcefalia severa, desproporcion craneofacial, anormalidades oculares, tejido cerebral
disminuido, articulaciones con limitaciones en el movimiento y secuelas neuroldgicas
(Moore, C. et al., 2017; CDC, 2019). Por otro lado, el neurotropismo de ZIKV, ademas de
provocar notable deterioro neuronal en el feto, es capaz de infectar células del sistema
nervioso central y periférico en adultos, produciendo neuropatias, como el Sindrome de
Guillain-Barré (GBS). GBS es una enfermedad autoinmune que se desarrolla por una posible
exacerbacion del sistema inmune como consecuencia a la infeccion por ZIKV. Se caracteriza
por causar debilidad muscular, paralisis progresiva y en ocasiones la muerte debido a la
presencia de autoanticuerpos que atacan gangliosidos de las membranas celulares de las
neuronas del sistema nervioso periférico (Barbi, L. et al, 2018).

De acuerdo con la CDC, el diagndéstico para Flavivirus debe de constituir pruebas de
ELISA que detecten anticuerpos IgM contra la proteina E para identificar ZIKV, y
anticuerpos 1gG anti-NS1 para DENV. Ademas, debido a la alta homologia estructural que
presentan ZIKV y DENV, se recomienda realizar ensayos de neutralizacién por reduccion de
placas (PRNT) complementando con RT-PCR Trioplex en tiempo real, para confirmar la
especie de Flavivirus (CDC, 2019). En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud, la
deteccion de DENV debe de realizarse mediante ELISA de IgG e IgM anti-NS1,
inmunocromatografia rapida anti-NS1y RT-PCR. Las pruebas para ZIKV incluyen RT-PCR
en tiempo real y aislamiento a partir de muestras de sangre, antes descartando infeccién por
CHIKV y DENV (Secretaria de Salud, 2015).

2.5 Distribucion y epidemiologia de Flavivirus

La incidencia de infecciones por Flavivirus esta influenciada por un amplio rango de
factores que promueven la presencia de los vectores transmisores, como lo son las
temporadas de lluvia, cambios de temperatura, la urbanizacién espontanea en zonas
endémicas y residentes de zonas tropicales y subtropicales. Debido a la adaptacion de A.

aegypti, a la urbanizacion y la capacidad de A. albopictus de sobrevivir a bajas temperaturas,
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la distribucion de DENV y ZIKV ha incrementado alrededor del mundo en las ultimas
décadas (WHO, 2019).

Se estima que alrededor de 390 millones de infecciones por DENV ocurren cada afio, de
las cuales 96 millones se manifiestan con sintomas de severidad variable. El afio 2016 se
caracteriz6 por presentar grandes epidemias, de las cuales mas de 2.38 millones ocurrieron
en el continente americano y a pesar de que en los afios 2017-2018 la incidencia disminuyo,
se ha observado que los casos de DENV van en rapido aumento durante este 2019 (WHO,
2019). Con respecto a ZIKV, se ha observado que desde su re-emergencia en 2007, 86 paises
han reportado infecciones asociadas al vector, 48 paises del continente americano (PAHO,
2017; WHO, 2019). En el 2015, la OMS reporto asociaciones entre infecciones con ZIKV,

la microcefalia congeénita y sindrome de Guillain-Barré en Brasil.
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Figura 11. Distribucion global de arbovirus transmitidos por los vectores A. eagypti y A.
albopictus. Se observa la alta co-circulacion de ZIKV y DENV en el continente americano (Patterson,
J. etal, 2016).
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2.5.1 Epidemiologia en México

En el ultimo afio la Secretaria de Salud mediante la Direccidén General de Epidemiologia
y el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, han reportado 12,706 casos
confirmados de DENV en el 2018, de los cuales, 3,619 fueron reportados como DCSA, 858
como DG y 4,477 como DCSA y DG. El 82% de los casos confirmados corresponden a los
estados de Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nuevo Ledn y San Luis Potosi. Actualmente, hasta la
semana 17 del 2019 se han reportado 975 casos con DNG, 514 con DCSA y 113 con DG.
Con respecto a las infecciones por ZIKV, se han confirmado 16 casos hasta el 6 de mayo de
2019 y desde 2015 se han presentado méas de 12,000 casos acumulados hasta el 2018, nimero

del cual 58.11% son casos en mujeres embarazadas (Secretaria de Salud, 2019).

2.6 Respuesta inmunoldgica innata contra Flavivirus

La respuesta inmunoldgica innata, es la primera linea de defensa que nos protege frente
a las infecciones, ya que impide que éstas dafien al organismo mediante su control o
eliminacion. El sistema inmunoldgico innato influencia el tipo, intensidad y calidad de la
respuesta inmunol6gica adaptativa, permitiendo que la respuesta inmunologica se fortalezca
y asi la eliminacion de patdgenos sea efectiva y permanente. Dos respuestas protectoras
principales que caracterizan a la respuesta inmunoldgica innata contra virus, son la
inflamacion y la antiviral; la primera permite que leucocitos y otros factores plasmaticos sean
reclutados a sitios de infeccion para controlar y eliminar virus patdégenos y la segunda, la
respuesta antiviral, previene la replicacion viral, mediante la induccion de muerte celular de
células infectadas que actuan como reservorios, logrando la contencion y la prevencion de la
diseminacion viral (Abbas, A. et. al., 2018). Sin embargo, muchos microorganismos
patdgenos han desarrollado estrategias de evasion.

Posterior a la picadura del mosquito infectado, la inoculacion de Flavivirus en la dermis
y epidermis, permite la interaccion con las células residentes del sitio de inoculacién, como:
células endoteliales, fibroblastos, células de Langerhans, mastocitos, macréfagos y linfocitos
que se encuentran cerca de la zona de infeccion (Bustos-Arriaga, J. et. al. 2015). El virus es

capaz de infectar a las células residentes y comenzar su replicacion, lo que estimula el inicio
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de la respuesta inmunoldgica innata antiviral. Durante esta etapa, se producen mediadores
solubles que establecen un microambiente antiviral en la piel, permitiendo el reclutamiento
de leucocitos a la zona primaria de infeccion para el control y eliminacion del virus. Sin
embargo, la migracién de células presentadoras de antigeno (APC), como las células
dendriticas infectadas, a través de la circulacion linfatica, permite la diseminacion del virus
(Murrell, Sarah, et. al., 2010; Bustos-Arriaga, J. et. al. 2015).

La respuesta inicial del sistema inmunolégico innato, se debe al reconocimiento de
patrones moleculares asociados a microorganismos patégenos (PAMPS) por receptores
especificos que reconocen dichos patrones (PRRs). La activacion de PRRs, activa vias de
sefializacion que permiten la expresién de citocinas que montan el estado antiviral necesario
para inhibir la replicacion y evitar la diseminacion viral, dichas citocinas antivirales son
conocidas como interferones de tipo 1 (IFN-1) (Rodenhuis-Zybert, 1. et.al., 2010; Abbas, A.
et. al., 2018).

2.6.1 Activacion de PRRs por reconocimiento de PAMPSs virales

Los PAMPs virales estan conformados por proteinas, complejos proteina-lipidos,
proteina-carbohidratos y material genético que son especificos de cada virus, de su
localizacion en compartimientos celulares y de su acumulacion durante el ciclo replicativo
(Kell, A. & Gale M., 2015). Con respecto a los Flavivirus, los PAMPs mas importantes son
el RNA viral que se libera en el citoplasma durante la entrada del virus a la célula y los
intermediarios de replicacion que se generan como el RNA de doble cadena (dsRNA), los
cuales son reconocidos por dos grupos principales de PRRs intracelulares: los receptores tipo
Toll (TLRS) y los receptores tipo RIG-I (Gen inducible por acido retinoico) (RLRs) (Suthar,
M., et. al; 2013; Kell, A. & Gale M., 2015).

Receptores tipo Toll

Los receptores tipo Toll (TLRs) son glicoproteinas integrales de membrana que
contienen repeticiones ricas en leucina que participan en el reconocimiento de los PAMPs y
un dominio Toll/receptor para IL-1 (TIR) en su cola citoplasmatica (Abbas, A. et. al., 2018).

El reconocimiento de los PAMPs flavivirales lo llevan a cabo TLRs expresados en
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compartimentos endosomales; el intermediario dsSRNA es reconocido por TLR3 y las
moléculas de sSRNA por TLR7 y TLR8 (Suthar, M., et. al; 2013). Tras el reconocimiento del
material genético flaviviral, ocurre una dimerizacion de los TLRs que acerca los dominios
TIR, lo que induce al reclutamiento de proteinas adaptadoras citoplasmaéticas que activan dos
vias de sefializacion diferentes, la via dependiente del factor TRIF (adaptador que contiene
el dominio TIR inductor de IFN-) utilizado por TLR3 y la via dependiente del factor MyD88
utilizado por TLR7 y TLR8 (Lester, S. N., & Li, K., 2014). La activacion dependiente de
TRIF induce la fosforilacion y translocacion al nudcleo de los factores reguladores de
interferon 3y 7 (IRF3/IRF7), gracias al complejo de cinasas TRIF-TRAF3/TBK1/IKK. Por
otro lado, la activacion dependiente de MyD88 media la activacién de IRF7 y el factor
nuclear kB (NF-kB) por la actividad de IRAKs-TRAF6-IKK (Figura 12). Ambas vias de
activacion culminan en la transcripcion de los genes, traduccidn y secrecion de interferones
de tipo 1 (IFN-1) y citocinas pro-inflamatorias que permiten iniciar el estado antiviral
(Cedillo-Barron, L. et. al. 2018; Guo, Hong-Yan. Et. al., 2018).
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Figura 12. Vias de sefializacién de TLRs inducidas por el reconocimiento de RNA flaviviral.
TLR3 reconoce dsRNA e induce la activacion de los factores IRF3/IRF7 por la via dependiente de
TRIF. TLR7/8 reconoce ssSRNA e induce la activacion de IRF7 y NF-«kB por la via dependiente de
MyD88. Ambas vias conllevan la sintesis de IFN-1 que induce un microambiente antiviral. La via
dependiente de MyD88 induce la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. (Modificado de Guo, Hong-
Yan. Et. al., 2018).
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Receptores tipo RIG-I

Los receptores tipo RIG-I (RLRs) son PRRs citosolicos de dSRNA y ssRNA. Dentro de
este grupo, los mas importantes para el reconocimiento de RNA flaviviral son RIG-1y MDA5
(gen asociado a la diferenciacién de melanoma 5) y la molécula LGP2 (Laboratorio de
genética y fisiologia 2) que actiia como regulador negativo (Cedillo-Barron, L. et. al. 2018).
Los RLRs cuentan con un dominio de helicasa de RNA y un dominio C-terminal de
reconocimiento de RNA, sin embargo, unicamente RIG-1 y MDAS, contienen dominios N-
terminales de reclutamiento de caspasas en tandem (CARD) que permiten la transduccion de
sefiales, al contrario de LGP2 que carece de dominio CARD por lo cual es incapaz de traducir
las sefales, fungiendo como regulador negativo de la sefial. Posterior al reconocimiento y
union al RNA viral, los RLRs (a excepcion de LGP2) son reclutados en la membrana
mitocondrial externa por interaccion con la proteina ligada a ligasa de ubiquitina E3 25
(TRIM25) permitiendo la asociacion con la proteina MAVS (sefiales antivirales
mitocondriales), la cual se oligomeriza y activa TBK-1 e IKKo/IKKB/IKKe mediante
fosforilacion. Subsecuentemente, IRF3/IRF7 asi como de NF-kB p60 y p65, son activadas,
permitiendo su translocacién al nicleo y la transcripcion de los genes de IFN-1 y citocinas
pro-inflamatorias (Goubau, D. et al., 2013; Reis e Sousa, C., 2017; Guo, Hong-Yan. Et. al.,
2018) (Figura 13). Ademas, se ha observado que MDAGS y RIG-1 inhiben directamente la
replicacion flaviviral al bloquear la interaccion entre el RNA 'y proteinas del RC (Suthar, M.,
et. al; 2013).
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Figura 13. Via de sefializacion desencadenada por RLRs en reconocimiento de RNA flaviviral.
El reconocimiento de dsRNA flaviviral, en su mayoria por RIG-1, induce su asociacién con MAVS,
proteina que se oligomeriza y activa TBK-1, IKKo/p/e, estos fosforilan a IRF3 y NF-kB (libera los
factores p60 y p65), que se translocan al nicleo y se unen a los sitios conceso en los promotores de
los genes de IFN-1 (Modificado de Reis e Sousa, C., 2017).

2.6.2 Interferones de tipo 1

Posterior al reconocimiento del RNA flaviviral por los TLRs y RLRs, las subsecuentes
cascadas de sefializacion convergen en la activacion de los factores IRF 3, IRF 7 y NF-kB
que son criticos para la transcripcion de las citocinas que establecen el micoambiente antiviral
en las células infectadas y no infectadas, los interferones de tipo 1 (IFN-1). Los interferones
de tipo 1, son una familia de dimeros de polipéptidos de 18 a 20kDa secretados que incluyen
a los 14 interferones tipo o (IFNa) y un interferén B (IFNB) (Owen, J., 2014). Sin embargo,

esta familia también se encuentra compuesta por IFNg, IFN«k, IFNt, IFNo, IFNS e IFNC
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(Samarajiwa, S. et. al, 2009). Su transcripcion es estimulada cuando, IRF3/IRF7 y NF-xB
son translocados al nicleo y se unen a los sitios consenso en los promotores de genes de IFN-

1, activando la transcripcion y posterior traduccion.

Una vez sintetizados y secretados, los IFN-1 tienen efecto autocrino y paracrino (Figura
14) mediante la unién a su receptor transmembranal compartido (IFNAR), el cual esta
conformado por las subunidades IFNAR1 e IFNAR2. La activacion de IFNAR conlleva a la
activacion de las proteinas tirosina cinasas asociadas al receptor de la cinasa Janus 1 (JAK 1)
y a la tirosina cinasa 2 (TYK2), que fosforilan los residuos tirosina, de dos factores de
transcripcion citoplasmaticos: el transductor de sefial y activador de la transcripcion 1
(STAT1) y STAT2. Las formas fosforiladas de STAT1 y STAT2 se dimerizan y se asocian
con el factor regulador 9 (IRF9), para formar un complejo trimolecular llamado factor
genético 3 estimulado por IFN (ISGF3) (Urosevic, N., 2003; lvashkiv, L. & Donlin, L.,
2014). ISGF3 se transloca al nlcleo y se une a elementos o secuencias consenso del DNA
denominadas elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) que se encuentran en
regiones promotoras de miles de genes estimulados por interferon (1ISGs) estimulando su
transcripcion y consecuente traduccion (lvashkiv, L. & Donlin, L., 2014). Las proteinas
codificadas por ISGs tienen diversos mecanismos que inhiben a los Flavivirus y otras
especies de virus, aunque el mecanismo antiviral de la gran mayoria de los ISGs no ha sido
descrito, los descritos a la fecha presentan actividad antiviral a nivel de entrada,
desnudamiento, transcripcion, traduccion, replicacion viral, degradacion de RNA viral y la
alteracion del metabolismo lipidico, entre otros. (Urosevic, N., 2003; Ivashkiv, L. & Donlin,
L., 2014).
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Figura 14. Via canoénica de sefializacidn de interferones de tipo 1. La union de IFN-1 a IFNAR
permite la consecuente activacion de la cinasas JAK1/TYK2 que fosforilan al receptor y reclutan a
STAT1 y STAT2. STAT1/STAT?2 son fosforilados en sus residuos de tirosina y se dimerizan para
unirse a IRF9, formando al complejo trimérico, ISGF3. ISGF3, se transloca al ndcleo y se une a las
secuencias ISRE en sitios promotores de I1SGs, lo que permite la expresion de citocinas e ISGs. La
via méas importante durante infecciones por Flavivirus es aquella donde la participacion de ISGF3
esta presente (lvashkiv, L. & Donlin, L., 2014).

2.6.3 Genes estimulados por interferén

El objetivo principal de la traduccion de I1SGs, se basa en la expresion de efectores
moleculares antivirales 0 moléculas con el potencial de regular las sefiales de IFN-1. Los
mecanismos generales de los ISGs se enfocan en modular la integridad de los acidos
nucleicos virales, bloquear el ciclo replicativo a nivel de la entrada, fusion de membranas,
traduccioén proteica, replicacion, ensamblaje y secrecion de particulas virales, entre otros
(Schoggins. J.W., 2014). Ademas, las sefiales de IFN-1 promueven un aumento en la sintesis
de receptores RIG-1 y MDAS5, moléculas STATL1/2, cinasas TBK, IKKs, microRNAs, entre
otras moléculas ISGs, que promueven el incremento de las sefiales por IFN-1 y la

consecuente expresion de una mayor variedad de 1SGs (lvashkiv, L. & Donlin, L., 2014).
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Algunos ejemplos de las proteinas codificadas por ISGs de las que se ha descrito su
mecanismo antiviral, se encuentra la proteina p87 de resistencia al mixoma 1 (Mx1), una
GTPasa que inhibe la entrada de particulas virales durante la endocitosis e interacciona con
las nucleocépsides, antes del inicio de la replicacion viral de WNV (Schoggins. J.W., 2014).
Se ha observado que las familias IFIT (proteinas inducidas por IFN con repeticiones
tetratricopeptidicas) e IFITM (proteinas transmembranales inducidas por IFN), tienen
impacto sobre el ciclo replicativo de WNV, ya que inhiben la entrada de los viriones y la
fusion de membranas, la traduccién de la poliproteina y promueven el reconociemiento de
RNA viral para su degradacion (Diamond & Farzan, 2013). La proteina cinasa activada por
dsRNA (PKR) inhibe la traduccion de mRNA o ssRNA(+) en el caso de WNV, reportandose
que el efecto que tiene PKR sobre el bloqueo de la sintesis de las proteinas virales de WNV,
esta mediada por dicho mecanismo (Samuel, M.A, et al., 2006). Se ha observado que los
miembros de la familia de enzimas OAS (2°-5 oligoadenilato sintetasa) se encargan de la
degradacion del RNA flaviviral de JEV por activacion de RNAasas celulares y se sugiere
que algunas isoformas de estas enzimas, contribuyen a la defensa contra infecciones por
DENV (Zheng, S. et. al., 2016; Schoggins. J.W., 2014).

Por otra parte, otra proteina importante codificada por ISGs, la viperina, ha demostrado
estar involucrada en las vias de biosintesis de lipidos y acidos grasos, que promueven la
disminucion de la viremia y la disminucion de replicacion de WNV en tejidos neuronales
(Szretter KJ, et al., 2011). En adicidén, se ha reportado que el dominio C-terminal de la
viperina tiene la capacidad de interactuar con proteinas no estructurales como la NS3 de
DENV-2, inhibiendo su funcion enzimatica (Helbig, KJ., et. al., 2013). Por ultimo, se ha
demostrado que el gen 15 estimulado por IFN (ISG15), una molécula tipo ubiquitina, tiene
la capacidad de modificar un gran nimero de proteinas antivirales, incluyendo: RIG-1, IRF3,
MDA-5, MX1, PKR, STAT 1y JAK1, potenciando su funcion durante infecciones por WNV
y DENV, previniendo que estos virus modifiquen a dichas proteinas y no logren inducir su
degradacion (Dai, J. et. al. 2011; Schoggins. J.W., 2014).

2.7 Mecanismos de evasion de la respuesta inmunolégica innata por Flavivirus

Muchos virus han desarrollado estrategias para escapar los efectos antivirales inducidos

por IFN-1, proporcionandoles la capacidad de tomar control sobre la maquinaria celular para
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establecer infecciones productivas, y se ha observado que los Flavivirus no son la excepcion.
Existen diversos mecanismos por los cuales los Flavivirus son capaces de modular la
respuesta de IFN-1 con accion a diferentes niveles, dentro de lo que se incluye: el bloqueo a
nivel de reconocimiento por los PRRs, el bloqueo de las cascadas de sefializacion para la
activacion de los factores estimuladores de la produccion de IFN-1, antagonismo de las
funciones antivirales de IFN-1, entre muchos otros (Mufioz- Jordan, J.L, 2010).

Los diversos mecanismos por los cuales los Flavivirus montan respuestas de evasion,
varian considerablemente de acuerdo a las mutaciones que beneficien su adaptacién a las
presiones a las que son sometidos (Filomatori, C. V. et al., 2017; Duffy, S; 2018). A nivel de
elementos virales, se ha observado que las proteinas no estructurales tienen capacidad de
inhibir la produccion de IFN-1 inducida por el reconocimiento via RIG-1. Esta inhibicion se
ha descrito en los serotipos de DENV-1, DENV-2 y DENV-4, ya que sus proteinas NS2A,
NS2B y NS4B son capaces de inhibir la fosforilacién de TBK1,; la inhibicion de IRF3 por
NS4A se ha observado en infecciones por DENV-1 y se ha descrito el bloqueo de la
subsecuente sefializacion a nivel de IRF3 por la interaccién con NS5 de DENV (Miorin, L.
et al, 2017). Ademaés de la co-expresion sinérgica de inhibicion de NS2A, NS4A y NSAB
(Mufoz- Jordan, J.L, 2010), Grant A. y colaboradores (2016), mostraron que NS5 de ZIKV
y en estudios anteriores, NS5 de DENV (Mufioz- Jordan, J.L, 2010), son capaces de inhibir
la via de sefializacion JAK/STAT, por union competitiva a STAT2, promoviendo su
degradacion proteasomal, y asi provocando el cese de la sefializacion de IFN-1. (Grant A. et.
al, 2016; Miorin, L. et al, 2017).

Varios estudios, han descrito propiedades o mecanismos que han adoptado las proteinas
estructurales de los Flavivirus, como la actividad enzimatica del complejo NS2B/NS3 en
DENV, la cual induce la protedlisis de los reguladores de la activacion de la transcripcion de
IFN-1(Mufoz- Jordan, J.L, 2010). Asimismo, se ha reportado que DENV y WNV han
desarrollado mecanismos de fosforilacion por sus proteinas NS3, las cuales compiten con la
proteina chaperona 14-3-3¢, lo que en consecuencia provoca que RIG-1 no sea trasladada por
14-3-3¢ hacia la membrana mitocondrial, impidiendo la sehalizacion subsecuente por MAVS
(Chan, Y.K & Gack, M.U, 2016).

No obstante, reportes sobre las mutaciones que sufre la proteina NS1 de ZIKV, han

demostrado que promueven su union a TBK1, resultando en la disminucion de la
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fosforilacion de TBK1 y por lo tanto niveles disminuidos de la expresion de IFN-B (Xia, H.
et. al., 2018). Ademas, estudios realizados con WNV han mostrado su capacidad de bloguear
la activacion de JAK1 y TYK2, donde Laurent-Rolle y colaboradores (2010) denotaron que
la NS5 de WNV, es el potente supresor de la sefializacion de IFN-1 mediante este mecanismo
de accion. En adicion, algunos reportes muestran que la NS5 de YFV puede asociarse con
TRIM23 para formar un complejo dependiente de ubiquitina, el cual es capaz de inhibir a la
subunidad STAT2 de ISGF3 y prevenir su union a los sitios ISRE (Miorin, L. et al, 2017).

Por otro lado, las invaginaciones del ER rugoso que se asocian con las proteinas no
estructurales durante la formacién de los RC de los Flavivirus, permiten la
compartimentalizacion del ssRNA asi como de los intermediaros replicativos como el
dsRNA, con el fin de no ser detectados por los sensores de la inmunidad innata, mecanismo
que ha sido descrito durante las etapas iniciales de infeccion por DENV y WNV (Mufioz-
Jordan, J.L, 2010; Filomatori, C. V. et al., 2017; Neufeldt, C., 2018). También se ha
observado, que la sintesis del Cap en las moléculas de sSRNA (+) permite que estas
mimeticen al mMRNA celular, abatiendo su deteccion como RNA viral. Sin embargo, uno de
los mecanismos de evasion mas importantes de los Flavivirus depende de la estructura 3’
UTR, la fuente del RNA subgendmico no codificante (SFRNA) resultante de la degradacion
incompleta por la exonucleasa celular (5°-3” XRN1), favoreciendo su acumulacion durante
la infeccion (Akiyama, M., et. al, 2016). Se ha descrito en el caso de DENV, que el sSfRNA
estd directamente relacionado con efectos citopaticos y patolégicos ya que participa en la
inhibicion de la fosforilacion de IRF3, en la desregulacion de la degradacion del RNA viral
y en la inhibicion de las proteinas responsables de la expresion de IFN-1. Este dltimo
mecanismo, se ha relacionado ampliamente con la capacidad del sSfRNA de DENV de unirse
a TRIM25 inhibiendo su desubiquitinacién y por ende impidiendo su interaccion con RIG-I,
evitando asi la expresion de los genes para la sintesis de IFN-1(Manokaran, G. et. al, 2015;
Filomatori, C. V. et al., 2017).
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3. Antecedentes directos

La evasion de la respuesta inmunolégica, es un factor clave que le proporciona a los
Flavivirus una ventaja evolutiva sobre variantes con menor fitness. Durante la seleccion de
variantes de Flavivirus, se producen presiones evolutivas debido a la diversidad genética de
las poblaciones en regiones endémicas, factor que influencia en el tipo de respuesta

inmunoldgica a la cual los virus se enfrentan (Filomatori, C. et al, 2017).

Dentro de las regiones mas importantes donde la distribucion de DENV y ZIKV es
significativa, México representa un lugar primordial de estudio. Se ha demostrado que la
diversidad genética de las poblaciones mexicanas, particularmente de las poblaciones del sur
de México, es muy amplia, ya que la arquitectura genética de estos grupos se encuentra
influenciada por procesos adaptativos y demogréaficos, lo que se traduce en diferencias sobre
la biologia y la salud de las poblaciones. Ademas de la presencia de grupos étnicos con
individuos americo-nativos, México se caracteriza por poseer poblaciones de individuos
mestizos, lo que puede influir en la respuesta inmunoldgica contra Flavivirus y la seleccion
de Flavivirus con caracteristicas genéticas y fenotipicas particulares durante los brotes en

nuestro pais (Romero-Hidalgo, S. et. al, 2017; Sanchez-Leyva, M. et al; 2017).

Se ha reportado que polimorfismos en los genes que codifican para la citocina, TNF-a,
se asocian a susceptibilidad a infecciones por DENV, y a la manifestacion de presentaciones
clinicas severas en diversas regiones del mundo y de México (Filomatori, C. etal, 2017), por
lo cual, la susceptibilidad o resistencia a infecciones por Flavivirus se ve determinada por los
aspectos genéticos de la poblacion. Por otro lado, un estudio demostrd que las diferencias
entre linajes de ZIKV se basan en las mutaciones que presentan, donde la secuenciacion de
20 variantes de ZIKV revel6 al menos 15 mutaciones codificantes, mutaciones en la region
3> UTR vy dentro de la secuencia de NS5, lo cual determiné el fenotipo de variantes pre-
epidémicas y epidémicas (Beaver, J. et al, 2018). Por lo tanto, la relacion entre la seleccion
de una nube de mutantes y la variabilidad genética de la poblacion afectada, influye en el

fitness de las variantes de Flavivirus seleccionadas.
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En México, la caracterizacion de este fendmeno no ha sido estudiada y las sugerencias
oficiales dentro de protocolos de diagndstico y epidemioldgicos, como la Norma Oficial
Mexicana NOM-032-SSA2-2014, no fomentan dichos estudios. Debido a esto, los Unicos
estudios generados sobre Flavivirus en Meéxico, se basan en aislados referencia
correspondientes a otras zonas geograficas, o en aislados adaptados al laboratorio y no en
aislados representativos de la poblacion mexicana. El estudio del fenotipo de evasion de la
respuesta inmunologica de IFN-1 de Flavivirus mexicanos, podria proporcionar informacion
valiosa de la virulencia, transmisibilidad y fitness de los Flavivirus circulantes en nuestro
pais para el apoyo en la toma de decisiones en estrategias de control de vectores o aplicacion

de candidatos vacunales.

4. Justificacion

A pesar de que la NOM-032-SSA2-2014 sugiere el aislamiento de virus del dengue en
un 10% de los casos graves, dichos aislados no son caracterizados a nivel de virulencia. De
forma similar, no existe regulacién para el aislamiento del virus Zika. La evidencia
experimental de factores de patogenicidad adquiridos por seleccion de variantes de
Flavivirus, ha sido obtenida con virus modelo o con aislados de pacientes o vectores de otras
regiones geograficas. Ya que la poblacion mexicana presenta un mosaico de diversidad
geneética caracteristica, es probable que los factores de patogenicidad adquiridos por los
Flavivirus circulantes en nuestro pais no estén representados en dichos estudios. Por lo cual,
la generacion de estrategias experimentales que correlacionen con la virulencia, asi como la
caracterizacion del fenotipo de evasion de la respuesta de interferones de tipo 1 de Flavivirus
mexicanos, permitira expandir el conocimiento acerca de las caracteristicas de la respuesta
inmunologica de la poblacion mexicana y de los factores que influencian la distribucion de
dichos Flavivirus en nuestro pais, y a su vez coadyuvar en procedimientos de vigilancia,

prevencion y control.
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5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Caracterizar los fenotipos de evasion de la respuesta de interferones de tipo 1 de aislados
de Flavivirus obtenidos a partir de muestras de pacientes en etapa febril de zonas endémicas

de infecciones por Flavivirus en México.

5.2. Objetivos particulares

e Aislar y amplificar variantes genéticas de Flavivirus a partir de sueros de pacientes
mexicanos en etapa febril, mediante pases ciegos en cultivo celular hasta obtener
titulos utilizables para caracterizacion experimental fenotipica.

e Determinar la presencia de Flavivirus en células Vero inoculadas con diluciones de
las muestras amplificadas por inmunofluorescencia indirecta.

e Purificar preparaciones virales a partir de las muestras positivas por inmunodeteccion
y cuantificar el titulo viral en unidades formadoras de placa mediante
inmunocitoquimica.

e Tipificar los aislados obtenidos mediante técnica de RT-PCR para conocer la especie
y/o serotipo del Flavivirus aislado.

e Evaluar semi-cuantitativamente el fenotipo de evasion de interferones de tipo 1 de los
aislados tipificados mediante la comparacion del porcentaje de reduccion de la
infeccion de células productoras y no productoras de interferones de tipo 1
enddgenos.

6. Hipdtesis

El fenotipo de evasion de la respuesta de interferones de tipo 1 de aislados de Flavivirus

mexicanos sera diferente al de virus referencia obtenidos de otras regiones geogréficas.
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7. Materiales y métodos

7.1. Muestras empleadas

En la presente investigacion se incluyeron muestras de pacientes de ambos sexos y sin
limite de edad, recolectadas al momento en que se presentaron al Hospital General Agustin
O’Horan ubicado en Mérida, Yucatan, durante 2016 con sintomatologia caracteristica de
infeccion flaviviral segin la OMS (2009). Algunos de estos pacientes fueron diagnosticados
en el laboratorio del hospital por ELISA para identificar la presencia de anticuerpos contra

Flavivirus.

Tabla 1. Lista de las caracteristicas y sintomatologia de los donadores con presunta
infeccion por Flavivirus utilizados durante la investigacion

Muestra Génerodel Edad del Estado ELISA Observaciones
paciente paciente  febril (dias) (DENV)
[ (el Urgencia
47 Masculino 8 afios 4 gris) o dgiétrica
19G () >
96 Femenino | 14 afos 2 IgM () Ambulatorio
19G (-)
122 Masculino 12 afios 2 9G (+) Ambulatorio
IgM (-)
. ~ IgM (-) .
130 Masculino 22 afos 4 19G (+) Ambulatorio
142 Masculino 28 afos 2 IgM (+) Ambulatorio
19G (+)
144 Masculino 31 afios 3 IgM () Ambulatorio
19G (+)
158 Femenino = 22 afios 2 IgM () Ambulatorio
19G ()
IgM zona
159 Masculino | 29 afios 7 gris Ambulatorio
19G (+)
190 Femenino 20 afos 0 Ambulatorio

7.2. Cultivo celular

Lineas celulares
Se utilizd la linea celular Vero, células provenientes del epitelio de rifidn de mono verde

africano, las cuales presentan un defecto genético en el locus de IFN-B, por lo cual son
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altamente permisivas a infecciones virales (Chew, T, et. al., 2009). Ademas, son incapaces
de producir ISGs debido a una baja expresion del factor regulador de interferon 3 (IRF-3)
ocasionando que no tengan la capacidad de montar un estado antiviral (Chew, T, et. al.,
2009). Por otro lado, se utilizé la linea celular de fibroblastos dérmicos humanos (HFF-1),
celulas productoras de una alta cantidad de IFN-B en respuesta a infecciones virales
(Goodbourn S, et. al., 2000; Bustos-Arriaga, J., et. al., 2015)

En botellas para cultivo celular de 25 cm? se sembraron células Vero, para su
crecimiento. Fueron mantenidas con 5 mL de medio RPMI (Biowest®) suplementado con
1% Antibidtico, 1% L-glutamina y 3% de suero fetal bovino (SFB) e incubadas a 37°C en
atmosfera de 5% COo». Para el uso de las células se espero alcanzar una confluencia del 100%
(Anexo Al) para utilizarlas en la amplificacion de los virus, evaluacién de la capacidad de
evasion y/o titulacion de los mismos. Se utilizaron botellas de 75 cm? para obtener una mayor
cantidad de células, mantenidas con 10 mL de medio RPMI al 3% SFB, e incubadas a las
mismas condiciones.

Para el caso de las células HFF-1, se sembraron de igual forma en botellas para cultivo
celular y fueron mantenidas con 5 0 10 mL de medio DMEM (Biowest®) (dependiendo del
tamafio de la botella de cultivo), suplementado con 1% antibiético, 1% L-glutaminay 5% de

suero fetal bovino e incubadas a 37°C en atmdsfera de 5% COs-.

7.3. Amplificacion de muestras de pacientes en etapa febril
7.3.1 Siembra en pozos

Se utilizé una botella con células vero al 100% de confluencia. Las células fueron
resuspendidas en medio RPMI 3% SFB vy transferidas a un tubo (suspension A). A partir de
la suspension A, se realizd una dilucion 1:10 para que, mediante el uso de la cdmara de
Neubauer, se contara la cantidad de células y asi se obtuviera el volumen total de suspension
A para contener 200,000 células por cada 2 mL (volumen por cada pozo) en 12 mL totales
para la placa (suspension B). Finalmente, a partir de la suspension B se sembraron 2 mL por
pozo, incubando la placa a 37°C/ 5% CO». La cantidad de botellas utilizadas dependia del
nimero de muestras a amplificar, aproximadamente, 2 botellas de 25 cm? proporcionaban

suficientes células para el plaqueo de 2 placas de 6 pozos para 12 muestras.
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El proceso de siembra en pozos se realizé de la misma forma para placas de 12 y 24
pozos utilizadas durante el estudio, sin embargo el nimero de botellas utilizadas variaba de
acuerdo al nimero de células a utilizar por pozo y la cantidad de placas, por ejemplo, una
botella de 75 cm? 100% confluente fue utilizada para la siembra de 3 placas de 24 pozos con
100,000 células Vero/pozo o 80,000 células HFF-1/pozo.

7.3.2 Infeccion de placas

A partir de una placa de 6 pozos previamente sembrada y con una confluencia minima
de 80% (Anexo Al.2), se inocularon las monocapas con 50 pL de diluciones 1:40 de los
sueros presuntamente positivos a infeccion por Flavivirus, adicionando medio RPMI
suficiente para Gnicamente cubrir la monocapa (intimo contacto particula viral-células). Se
mantuvo la infeccion por 1 ha 37°C/5% CO: y al finalizar se coloco medio RPMI al 3% SFB
hasta completar el volumen total por pozo, movilizando el sobrenadante y monitoreando la

infeccion los dias posteriores.

7.3.3 Cosecha de aislados

Una vez observando efecto citopatico y/o muerte celular (Anexo A2), en un tiempo
méaximo de 7 dias post-infeccion, se recupero el sobrenadante, se fracciond en volimenes

de 100 pL y 500 pL los cuales se almacenaron a -70°C para uso posterior.

7.3.4 Pases ciegos

Los sobrenadantes fraccionados fueron utilizados para continuar la amplificacion hasta
llegar a los 5 pases ciegos, infectando de la misma forma como se describe en el apartado
7.3.2. Se determino el titulo viral de los aislados, mediante la titulacion de las unidades
formadoras de placa por inmunocitoquimica y unicamente se seleccionaron las muestras 47
y 96 que presentaron titulos utilizables ( >10” PFU/mL). Se continuaron los pases de las

muestras seleccionadas para elevar el titulo viral.
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7.4 Titulacion de aislados positivos mediante inmunocitoquimica

En placas de 24 pozos se titularon los aislados virales, mediante la técnica de
inmunocitoquimica con diluciones decimales seriadas del aislado, comenzando por el
concentrado o 10° hasta la dilucion de 10°. Se inocularon en monocapas de células Vero 80-
100% confluentes, realizandolo por duplicado. La infeccidn se realizé de acuerdo al apartado
7.3.2 y se mantuvo en medio semisélido Overlay (Sigma®), preparado con metilcelulosa
al 1.5%, medio RPMI base, 1% antibiotico, 2% SFB por 4 dias para favorecer la formacion

de placas.

7.4.1 Inmunocitoquimica de unidades formadoras de placa (PFU)

Para evidenciar las placas, se realizaron lavados de las monocapas y las células se fijaron
con metanol al 85%. Se realizé un blogueo con buffer de bloqueo (leche descremada al 0.8%)
para posteriormente adicionar un anticuerpo monoclonal dirigido contra el péptido
fusogénico presente en el dominio Il de la proteina E (mAb 4G2 pan-flavivirus).
Posteriormente se adiciono un anticuerpo secundario anti-1gG de ratén acoplado a peroxidasa
de rdbano (HRP) (Affinity Purified Antibody Peoxidase Labeled Goat anti-mouse IgG KPL®)
y las placas se revelaron con el sustrato de peroxidasa precipitable 3,3,5,5°-
tetrametilbenzidina y perdéxido de hidrogeno (KLP TrueBlue® Sera Care). Las placas color
azul se contaron manualmente y el titulo se expresé en escala logaritmica utilizando la

siguiente formula:

LOg (X placas X 10di|ucic’>n revelada positiva + 1)

Donde x es el promedio de placas contadas. EI nimero de PFU se obtiene elevando 10 al

logaritmo obtenido.

Los sobrenadantes obtenidos a partir de los pases ciegos ya titulados, fueron clarificados
mediante centrifugacion a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se crio-
protegid con SPG (sacarosa-fosfato-glutamato) y se fracciond en volimenes de 100 uL para

ser almacenados a -70°C para Su uso posterior.
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7.5 Determinacion de la presencia de la proteina de envoltura flaviviral en las

muestras amplificadas por inmunofluorescencia indirecta.

Se sembraron aproximadamente 80, 000 células Vero y HFF-1 en cubreobjetos de vidrio
y se infectaron a 3 MOI con el virus referencia DENV-1 WP (clave de acceso a GenBank
AY145121.1) y con el aislado mexicano, ZIKV Oaxaca, caracterizado previamente por
nuestro grupo (Gomez Legorreta, C.; 2019) asi como con los aislados obtenidos. Se mantuvo
la infeccién por 48 horas y posteriormente las células se fijaron con p-formaldehido al 4%
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se permeabilizaron con una
solucién de 30% dietilen glicol, 9.99% formaldehido y 3.51% metanol (FACS™
Permeabilizing Solution 2 (1X) Perm2 BD Biosciences) durante 1 hora a 4°C y se incubaron
1 hora con una dilucién 1:800 del anticuerpo mAb 4G2 en una cdAmara himeda a temperatura
ambiente. En seguida, las células se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario
FITC 546 contra IgG de rata Rat anti-mouse 1gG (BioLegend®) en una dilucién 1:200
durante 1 hora en cdmara himeda y aislamiento de luz. Finalmente, las células se lavaron y
se colocaron en medio de montaje con DAPI (1 mg/mL) para contrastar el nlcleo, sobre
portaobjetos. Las muestras fueron analizadas y fotografiadas por microscopia confocal en un

microscopio SP-6 (Leica).

7.6 Tipificacion de aislados positivos mediante RT-PCR
7.6.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se llevd a cabo mediante la técnica de fenol-cloroformo, a partir de
500 pL de las muestras positivas amplificadas (stock). En un microtubo se adicionaron 500
uL del aislado viral obtenido y 500 pL de solucion monofésica de fenol e isotiocianato de
guanidina (RiboZol®), se agitd y se incubd 10 minutos a temperatura ambiente. A la mezcla,
se le adiciond 1:5 partes cloroformo 99.8% (Meyer®) (150 uL) y se agitd hasta obtener una
apariencia rosada, turbia y homogénea. Se incubd de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente

y se centrifugo a 13,000 rpm, 15 minutos a 4°C.

La mezcla se separd en una fase organica inferior y una fase acuosa incolora superior,

que contenia el RNA. La fase acuosa se transfirié cuidadosamente a un nuevo microtubo y
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se le adiciono 1:2 partes de isopropanol 99.5% (Meyer®) (250 uL) para precipitar el RNA.
Se incubd de 3 a5 minutos y se centrifugd a 13,000 rpm, 10 minutos a 4°C. El primer lavado
se realizd, considerando la ubicacion de la pastilla, mediante la remocion del sobrenadante,
y agregando 200 pL de etanol 70% para lavar la pastilla, sin agitacién para mantener la
integridad del RNA. Se llevo a centrifugacion a 13,000 rpm, 10 minutos a 4°C. El mismo
procedimiento se repitio para el segundo lavado pero con centrifugacion de 5 minutos a las

mismas condiciones.

Finalmente se retird el sobrenadante y se permitio la evaporacion del etanol restante de
20 a 30 minutos. EI RNA se solubiliz6 en 10 pL de agua 3D, tratando de que esta tocara toda
la pared del tubo. Utilizando 2 pL de cada muestra, se cuantifico la cantidad de ng/mL de
RNA por espectrofotometria en el equipo IMPLEN Nano Photometer NP80, utilizando como
blanco 2 pL de agua 3D.

7.6.2 Sintesis de cDNA mediante RT-PCR

En microtubos, por cada muestra, se adicion6: 1 uL dNTP 10mM (Thermo®), 0.6 uL de
oligonucleotidos degenerados o hexdmeros 3 pg/uL (Random primers) (Thermo®), 6.1 pL
de agua 3D y 8 puL de RNA. Se colocaron los microtubos en el termociclador y se incubaron
a 65°C durante 5 minutos. Finalizado el tiempo, se adicionaron 4 pL de Buffer RT 5x
(Thermo®) y 0.3 pL de retrotransciptasa recombinante de la leucemia murina de Maloney
200U/ pL (Thermo®) Para la sintesis, las muestras se corrieron a las condiciones de RT-PCR

mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de temperatura y tiempo para la reaccion de RT-PCR para la
sintesis de cDNA a partir de RNA

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
25 10
42 60
70 10
4 o0
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7.6.3 Tipificacion

Para identificar la especie de Flavivirus en los aislados obtenidos, se utilizaron los

oligonucleotidos para dengue (D1-forward y D2-reverse) de acuerdo con Lanciotti
(Lanciotti, R.S., et. al., 1992) y los oligonucleotidos ZIKV-ENV disefiados por la Dra. Leticia
Cedillo Barron (Biomedicina molecular, CINVESTAV) mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la tipificacion de los aislados

Posicion en Tamafio del
Oligonucleétido  Flavivirus Secuencia amplicon
el genoma
(pb)
5'_
D1 DENV TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3' 134-161 511
5'_

D2 DENV TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3 616-644 511
ZIKV-ENV ZIKV 5-GCTGGDGCRGACACHGGRACT -3 1538-1558 364
(forward)

ZIKV-ENV ZIKV 5-RTCYACYGCCATYTGGRCTG -3 1883-1902 364
(reverse)

Antes de comenzar la preparacion de las reacciones, se cuantificd la cantidad de cDNA de
cada muestra en el equipo IMPLEN Nano Photometer NP8O0.

7.6.3.1 PCR

En un microtubo, para cada reaccion, se adicioné 1 pL de buffer Tag polimerasa 10X
(Thermo®), 0.2 puL de dNTPSs (Thermo®), 0.3 pL de los oligouclettidos especificos a
10mM cada uno, 0.5 pL MgCl; 25 Mm (Thermo®), el volumen necesario de la muestra

correspondiente a 1 pg de cDNA y agua 3D para completar el volumen a 9.8 pL. Se complet6

a 10 pL finales de la reaccion, adicionando al final 0.2 puL de enzima Taq polimerasa 5U/ pL

(Thermo®), se agitd y la reaccion se llevo al termociclador a diferentes condiciones de
acuerdo a los oligonucledtidos utilizados (Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones para las reacciones de PCR de acuerdo a los oligonucleétidos

utilizados
Zika Dengue SCX*
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo Ciclos Temperatura Tiempo
(°C)

Precalentar 105 2min | Precalentar 105 2 min

1 95 2min 1 94 2 min

35 95 20 seg 35 94 30 seg

35 58 20seg 35 52.5 30 seg
35 68 30 seg 35 68 1:30 min

1 68 7min 1 68 7 min

4 0 - 4 0

*SCX: Dengue SeroComplex
Ademas de las muestras, se realizaron las reacciones de los controles positivos para Zika y
para dengue, ZIKV Puerto Rico y DENV-1 Western Pacific respectivamente.

La temperatura de 95°C 0 94°C permitio la desnaturalizacién del cDNA para la separacion
de las dos cadenas, después la temperatura disminuy6 a 58°C o 52.5°C para permitir el
alineamiento de los oligonucleétidos y finalmente el aumento de temperatura a 68°C permitid

la elongacion de la cadena.

7.6.3.2 Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo en un gel de agarosa 1.5% preparado con TAE 1X (Tris
(hidroximetil) aminometano, acido acético y acido etilendiamino tetra-acético), se cargaron
los pozos con 8 pL de la mezcla de reaccion y 1 pL buffer de carga 6X. Se aplico una
corriente de 85 volts durante 43 minutos y se revelo el gel con 1 pLde bromuro de etidio. La
fotodocumentacion se realizd por transiluminacion UV en el equipo GelDoc™ EZ

Documentation System de Bio-Rad.

7.7 Comparacion del porcentaje de infeccion de células no productoras y

productoras de IFN tipo 1

Se utilizaron células Vero, incapaces de producir IFN de tipo 1 debido a su falta del
factor regulador de interferon 3 (IRF3) que promueve la transcripcion de genes de IFNs de

tipo 1; y células HFF-1 con la capacidad de producir IFN de tipo 1.
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7.7.1 Infeccion de células Veroy HFF-1y cosecha de sobrenadante

Se sembraron placas de 12 pozos con 100,000 células VVero/ pozo y otra placa con 80,000
HFF-1/ pozo. Se llevo a cabo la infeccidn de las monocapas, como se describe en el apartado
7.3.2 pero a 0.1 MOI, utilizando los aislados positivos con el titulo viral establecido, y

realizandolo por duplicado (Tabla 5).

Tabla 5. Lista de los virus utilizados, su titulo viral y el volumen de suspensién viral
utilizados para la infeccion a 0.1 MOI

Titulo Volumen a 0.1 Volumen a 0.1
Muestra viral MOl en linea Vero  MOI en linea HFF-
(Log) (BL) 1(pL)
47 7.14 1.93 1.55
96 7.44 0.97 0.77
ZIKV PR 7.02 2.54 2.03
DENV WP 5.97 28.57 22.85

La infeccidén se mantuvo por seis dias y se cosecharon 100 pL cada dia, fraccionando el
sobrenadante en alicuotas de 50 pL y reponiendo el volumen obtenido para mantener

constante el volumen de medio.

7.7.2 Titulacién de los sobrenadantes

Se llevaron a cabo las titulaciones de todos los sobrenadantes cosechados en cada uno
de los seis dias post infeccion, tanto las obtenidas a partir de células Vero como de células
HFF-1, realizado de acuerdo con el apartado 7.4, utilizando monocapas de células Vero en

placas de 24 pozos. El titulo viral se expreso en escala logaritmica.

UNAM | FESC | IILV

57



8. Resultados

Evidencia de la presencia de Flavivirus en los aislados estudiados mediante

titulacion de PFUs/mL por inmunocitoguimica.

Figura 15.Unidades formadoras de placas representativas de las muestras YUC 47, YUC 96 y
sus duplicados en células Vero. Titulaciones representativas de las muestras estudiadas, donde las
PFUs fueron contadas manualmente y el titulo viral fue expresado en escala logaritmica. La
morfologia de las placas se distingue por ser circular, con contornos bien definidos, de tamafio
mediano y color azul intenso. La morfologia de PFUs fue altamente similar a las generadas por
DENV-1 WP, se mantuvo dicho patron durante todas las titulaciones (ver Anexo A5). El recuadro
azul define las diluciones en las que se contaron las PFUs. La seleccion de la dilucién adecuada era
determinada por el nimero de PFUs presentes, considerando como limite inferior 3 PFU y 30 PFUs
como limite m&ximo. Los titulos utilizables se obtuvieron a partir del pase 10 para YUC-47 y pase 9
para YUC-96. Todas las titulaciones se realizaron por duplicado.

La presencia de PFUs durante las titulaciones demostré que los aislados estudiados
pertenecen al género Flavivirus, debido a que fueron reconocidos por el anticuerpo pan-

Flavivrus 4G2 especifico para el péptido fusogénico de la proteina de envoltura flaviviral.
Tipificacién de aislados para identificar la especie de Flavivirus
Con la intencion de identificar la especie de Flavivirus de las muestras aisladas, se
realizd la extraccion de RNA viral a partir de abastos de los aislados (crioprotegidos con

SPG). ElI cDNA generado, se utilizo en reacciones de PCR (Figura 16) con los
oligonucleotidos que identifican a DENV y ZIKV.
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Figura 16. Electroforesis de las reacciones de PCR obtenidas de los aislados, ZIKV PR y DENV-
1 WP. Las muestras marcadas con el recuadro verde indican las muestras de PCR con
oligonucleétidos para determinar ZIKV. Las muestras marcadas con el recuadro amarillo indican las
muestras de PCR con oligonucleétidos para determinar DENV. Se utiliz6 Zika Puerto Rico (ZIKV
PR) y DENV 1 Western Pacific (DENV-1 WP) como controles para ZIKV y DENV, respectivamente.
MPB indica el marcador de pares de bases o marcador de peso molecular. Se observa una tnica banda,
correspondiente a ZIKV PR, sin embargo, las muestras YUC-47 y YUC-96, no muestran
amplificacion con ninguno de los oligonucleédtidos utilizados. De igual forma no se observa
amplificacion para el control positivo DENV 1 WP.

Se observa en la Figura 16, que las muestras no fueron identificadas como ZIKV debido
a que no se observan bandas de amplificacién en los carriles correspondientes a YUC-47 ni
YUC-96 con los oligonulceétidos para ZIKV, a diferencia del control ZIKV PR que muestra
el amplicon con el tamafio molecular esperado (364 pb). Sin embargo, tampoco se observan
bandas de amplificacion con los oligonucle6tidos para DENV, incluyendo el control positivo
DENV-1 WP. Los datos observados sugieren que las muestras no son ZIKV pero debido a la

ausencia de amplicones para DENV, la identificacion es inconclusa.

Evaluacion cualitativa de la capacidad de evasion la respuesta de IFN-1 de los

aislados de Flavivirus mexicanos por inmunofluorescencia indirecta (IF1)

Para incluir una representacion cualitativa que demostrara la presencia de Flavivirus en

las muestras analizadas y a la vez evaluar cualitativamente la capacidad de evasion de IFN-
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1 de las mismas, se realiz6 un analisis por microscopia confocal para identificar la presencia

de proteinas flavivirales en células Vero y células HFF-1.

La Figura 17 muestra imégenes representativas de células Vero infectadas con las
muestras estudiadas, YUC-47 y YUC-96 asi como del control positivo DENV-1 WP. Esta
linea celular se utiliz6 para permitir la amplificacion de los aislados debido a su alta
permisividad a infecciones virales derivada de un defecto genético en el locus de IFN-B y
baja expresion de IRF-3 (Chew, T, et. al., 2009). Ademas, se utilizaron para establecer el
punto de referencia de maxima infectividad que fue utilizado posteriormente para calcular el
porcentaje de reduccion de la infeccion. Las células fueron fijadas y permeabilizadas para ser

teflidas mediante IFI a los 2 dias post infeccion.

Se observa que la mayoria de las células en el campo fotografiado, tienen presencia de
proteina E, lo que demuestra la susceptibilidad de las células Vero y ademas se muestra
cualitativamente que ambos aislados son virus del género Flavivirus ya que el anticuerpo
monoclonal reconoce especificamente el péptido fusogénico flaviviral. Podemos observar un
mayor nimero de células infectadas con YUC-96 en comparacion con YUC-47 e incluso méas
que DENV-1, lo que sugiere que probablemente es capaz de ingresar a las células y/o replicar
mas rapidamente que YUC-47 y DENV- 1 WP durante el tiempo dado de infeccion. Cabe
destacar que, YUC-47 y YUC-96 muestran mejor capacidad de infectar a las células que la

observada por DEN-1 WP referencia
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Figura 17. Microscopia confocal de células Vero infectadas con las muestras YUC 47, YUC 96
y DENV-1 WP. La infeccion se realizé a 3 MOI y se mantuvo por 2 dias. Para detectar a la proteina
de envoltura se realiz6 IF1, comprobando que los aislados son Flavivirus. La proteina de envoltura se
observa en color rojo y el contraste del ndcleo celular con DAPI se observa en color azul.

Para evaluar cualitativamente la capacidad de evasién de la respuesta de IFN-1 de los
aislados obtenidos, se infectaron células HFF-1, debido a la alta cantidad de IFN-B que
producen, para asi generar un estado antiviral en respuesta a la presencia de los Flavivirus
(Goodbourn S, et. al., 2000; Bustos-Arriaga, J., et. al., 2015). La Figura 18 muestra imagenes
representativas de células HFF-1 infectadas con las muestras estudiadas, YUC-47 y YUC-
96, y con el control positivo DENV-1 WP, las cuales fueron fijadas y permeabilizadas para

después tefiirlas mediante IFI y determinar la presencia de proteina de envoltura.
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Figura 18. Representacién cualitativa de la capacidad de evasion de IFN-1 enddgenos de YUC
47, YUC 96 y DENV-1 WP. La infeccién de las células HFF-1 se realiz6 a 3 MOI y se mantuvo por
2 dias. Para detectar a la proteina de envoltura se realizé IFI. La proteina de envoltura se observa en
color rojo y el contraste del nicleo celular con DAPI se observa en color azul. Se observa que en el
campo fotografiado, YUC-47 infecta a una mayor cantidad de células en comparacion con YUC-96
y DENV-1 WP. Sin embargo, YUC-96 y DENV-1 WP muestran evidencia de mantener infeccién en
estas celulas.

YUC 47 2016
HFF 3MOQI 2dpi

La presencia de fluorescencia emitida por el anticuerpo marcado que reconoce 4G2
debido a que este se encuentra reconociendo al péptido fusogénico de la proteina E flaviviral,
indica que YUC-47 y YUC-96 son capaces de infectar células productoras de IFN-1. Sin
embargo, a diferencia de las celulas Vero, la emision de fluorescencia no esta presente en la
mayoria de las células del campo fotografiado. Con las fotografias obtenidas a partir de IFlI,
se corrobora cualitativamente que los aislados pertenecen a virus del género Flavivirus y no
a algun otro género de virus que pueda presentar sintomatologia similar como CHIKV (CDC,
2018). Cabe resaltar que aunque se comprueba que los aislados son capaces de mantener

infecciones en células productoras de IFN-1, YUC-47 infecta una mayor cantidad de células
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al igual como lo hace DENV-1 WP, pero mostrando una mayor cobertura de infeccién en el
campo fotografiado. Sin embargo, YUC-96, a pesar de ser capaz de infectar a dichas células,
no emite una sefial tan clara y prominente que alcance los niveles de DENV-1WP o de YUC-
47.

Cinética de infeccion de los aislados estudiados en células no productoras y productoras

de IFN-1 enddgenos.

Una vez comprobada la presencia de Flavivirus (Figura 18), se llevd a cabo la
evaluacion semi-cuantitativa de la capacidad de evasion de los aislados estudiados, iniciando
por una cinética de infeccion de células no productoras de IFN-1, Vero y de células
productoras de una gran cantidad de IFN-1, HFF-1. Ambos linajes, se infectaron a 0.1 MOI,
manteniendo la infeccion durante 6 dias y recolectando el sobrenadante cada 24 horas. Los

sobrenadantes de ambas cinéticas fueron titulados por inmunocitoquimica (Figura 19)
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Figura 19. Cinética de infeccion de los aislados YUC-47, YUC-96 y DENV-1 WP en células
productoras y no productoras de IFN-1. A) Fluctuacién del titulo viral (PFU/mL en escala Log)
durante la cinética de infeccion de 6 dias en células Vero (no productoras de IFN-1). B) Fluctuacion
del titulo viral (PFU/mL en escala Log) durante la cinética de infeccion de 6 dias en células HFF-1
(altas productoras de IFN-1).

En la Figura 19A, se observa que los aislados mantuvieron una infeccion creciente que
comenz6 a fluctuar a partir de los 3 dias post infeccion en células Vero, sin embargo, la
muestra YUC-47 se mantuvo en titulos constantes hasta el ultimo dia en comparacion con
DENV-1 WP y YUC-96, cuyo titulo disminuy6. De igual forma, los titulos observados en
HFF-1 (Figura 19B) presentaron el mismo patrén, aunque con una disminucion en el titulo

viral, demostrando la capacidad de las muestras de infectar células productoras de IFN-1.

Cabe destacar que, durante el monitoreo de la monocapa de células Vero y HFF-1, durante
la cinética, se observé un mayor efecto citopatico y muerte celular (Figura 20) en las
infecciones con los virus DENV-1 WP y YUC-96 que por YUC-47, (Figura 20). Este
aspecto pudo influenciar la disminucion del titulo viral de YUC-96 y DENV-1 WP a partir

del dia 3 post infeccion.
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Figura 20. Efecto citopatico producido en células Vero y HFF-1 por las muestras YUC-47,
YUC-96 y DENV-1 WP a 5 dias post-infeccion. Se observa una amplia cantidad de muerte celular
a consecuencia de la infeccién por DENV-1 WP en ambos linajes celulares. Las células infectadas
con YUC-96 presentan efecto citopatico sin abundante muerte celular a comparacion de DENV-1
WP. La morfologia celular de células Vero infectadas por YUC-47 se ve afectada pero la monocapa,
se mantiene aunque en baja proporcién, sin embargo la mayoria de las HFF-1 infectadas por YUC-
47 se observan en buen estado, con una morfologia normal (ver Anexo Al-A4). La monocapa de
HFF-1 infectada con YUC-96 tiene una confluencia del 20-30% con destacada muerte celular; la
morfologia celular es irregular. DENV-1 WP produce efecto citopético destacado, la muerte celular
predomina (ver Anexo A3y A4).

Comparacion de la capacidad de evasion de IFN-1 en células HFF-1 de los aislados,
ante DENV-1 WP

Para determinar la capacidad de evasion de los aislados, los titulos virales obtenidos a
partir de las cinéticas de infeccion fueron utilizados para obtener el porcentaje de reduccion
de la infeccidn. Se consideré como 100% de infeccién a los titulos obtenidos a partir de la
cinética de infeccidn en células Vero. El porcentaje de reduccion de la infeccion, se obtuvo
mediante la diferencia entre los titulos en células Vero y los titulos obtenidos en la cinética
de infeccion en células HHF-1. La Figura 21 muestra los porcentajes de reduccion de la
infeccién de YUC-47 y DENV-1, y la Figura 22 de YUC-96 y DENV-1, al ser retados ante

una respuesta antiviral producida por las células HFF-1.
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Figura 21. Porcentaje de reduccion de la infeccion de YUC-47 en comparacién con DENV-1
WP, inducida por IFN-1 end6genos. A) Se observa que existe un menor porcentaje de reduccion de
la infeccion significante en el primer dia post infeccién (P < 0.001), a diferencia de DENV-1 WP
cuya infeccion se redujo por arriba del 30%. Sin embargo, el dia 4 post infeccién de YUC-47 muestra
una gran significancia (P < 0.0001) debido a que la infeccion se mantuvo y no disminuyé. By C)
PFUs obtenidas durante la titulacion de los aislados en el dia 1 y 4 post infeccion, respectivamente.
Se observa la variacion de los titulos virales en células Vero y HFF-1 representando cuantitativamente
la capacidad de infeccion de los aislados en células productoras de IFN-1. Se observa que las
diluciones a las que se consideraron las PFUs difieren en una unidad decimal en HFF-1, denotando
que la disminucion del titulo viral no es dréstico. Los datos se analizaron por ANOVA multifactorial
con repeticiones mdltiples y correccion de Bonferroni.
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Figura 22. Porcentaje de reduccion de la infeccion de YUC 96 en comparacion con DENV-1
WP, inducida por IFN-1 enddgenos. A) El porcentaje de reduccion de la infeccion en el primer dia
post infeccion (p < 0.01) muestra significancia con respecto a la capacidad de infeccion del virus
siendo este mayor que DENV-1 WP. La infeccién observada en el dia 4 post infeccién muestra una
mayor significancia (p < 0.0001) debido a la prevalencia de titulos virales altos con respecto al 100%
de infeccion. Sin embargo, a pesar de no mostrar significancia, el dia 5 post infeccién muestra un
aumento de la infeccion evidente. B y C) PFUs obtenidas durante la titulacion de los aislados en el
dia 1y 4 post infeccion, respectivamente. Se observa la variacion de los titulos virales en células Vero
y HFF-1 representando cuantitativamente la capacidad de infeccién de los aislados en células
productoras de IFN-1, donde los titulos inicamente se posicionaron una dilucién debajo de la dilucion
de 100% de infeccion en el dia correspondiente. Los datos se analizaron por ANOVA multifactorial
con repeticiones mdltiples y correccion de Bonferroni.

Se observd que durante los primeros dos dias post infeccion, ambas muestras
mostraron capacidad para infectar las células HFF-1, més eficientemente que la infeccién
producida por DENV-1 WP (menor porcentaje de reduccién en la infeccién). Sin embargo,
esta capacidad no fue mantenida durante el resto de la cinética de infeccion por YUC-96, ya
que el porcentaje de reduccion de la infeccién aumento, fenémeno similar al que se generd
con DENV-1 WP, siendo YUC-47 la Gnica que presenta titulos estables durante la cinética.

Estos datos muestran que los aislados obtenidos fueron capaces de evadir los mecanismos de
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evasion inicialmente, pero Unicamente YUC-96, al igual que DENV-1 WP, no mantuvieron
la infeccion durante los dias restantes, aspecto atribuido a la falta de sustrato celular debido
al efecto citopatico que produjeron. También podemos observar que YUC-96 muestra una
capacidad de evasion mayor a la de DENV-1 WP, ya que hay un aumento mayor en la
reduccion de la infeccion por parte de DENV-1 WP durante los primeros 3 dias post
infeccion, sin embargo, YUC-96 muestra un fenotipo evasor similar al de DENV-1 WP con
respecto al dafio celular que provocan. Por el contrario, YUC-47 es capaz de mantener la
infeccién durante toda la cinética con dos dias que muestran datos significativos para el
estudio, que puede atribuirse a un fenotipo de menor efecto citopatico que el observado con
YUC-96 y DENV-1 WP (Figura 19). Por lo cual, es importante resaltar que de acuerdo a lo
observado en la Figura 20, YUC-47 no produce un elevado efecto citopatico como lo produjo
la muestra YUC-96 y DENV-1 WP, factor que pudo influir favorablemente la replicacién de
YUC-47.
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9. Discusion

La respuesta inmunoldgica innata, representa la primera linea de defensa contra las
infecciones producidas por Flavivirus y muchos otros virus patdgenos. Se sabe que la accion
de los IFN-1 representa el mecanismo primordial de la respuesta antiviral innata, ya que son
citocinas que favorecen la contencion y eliminacion de las infecciones virales por el
establecimiento de microambientes antivirales en el sitio de inoculacién (Owen, J., 2014).
Sin embargo, los Flavivirus han adquirido la capacidad de evadir dicha respuesta debido al
grado de mutaciones puntuales en su genoma, producto de la baja fidelidad de la RdRp. La
formacién de una nube de mutantes, implica la seleccion de aquellas variantes capaces de
adaptarse y sobrepasar presiones evolutivas, siendo la diversidad de la respuesta
inmunoldgica innata en los hospederos, una de las presiones mas relevantes. De esta forma,
la seleccion determina a la poblacion de Flavivirus capaz de producir infecciones productivas
en una region geografica especifica, lo que les confiere un mayor fitness (Guzman, M. et. al.,
2016; Filomatori, C. et al, 2017).

Debido a gque la poblacién mexicana se caracteriza por mantener una amplia diversidad
genetica, las diferencias en la respuesta de la inmunidad innata de los individuos es variable
(Guzman, M. et. al., 2016; Romero-Hidalgo, S. et. al, 2017), lo que puede desencadenar la
seleccion de variantes de Flavivirus con mayor fitness e influenciar la continua distribucion
de DENV y ZIKV o la manifestacidn de enfermedades mas severas en el territorio mexicano.
Con el fin de evaluar la capacidad de evasion de los Flavivirus seleccionados en poblaciones
mexicanas de zonas endémicas de México, se utilizaron modelos celulares para evaluar el

fenotipo evasor de IFN-1.

Inicialmente, las muestras sanguineas obtenidas (Tabla 1) no aseguraban la presencia
de Flavivirus ya que, a pesar de contar con el diagnostico mediante ELISA, la falta de
identificacion de anticuerpos IgM contra DENV o resultados ubicados en zonas grises, no
proporcionaron diagnéstico contundente o diferencial. Se ha reportado una alta homologia
entre especies de Flavivirus como DENV y ZIKV, por lo que pueden generarse reacciones
cruzadas que no permitan la identificacion del Flavivirus causal (Priyamvada, Lalita; et. al.,
2016). A pesar de que la NOM-032-SSA-2014 recomienda el diagndstico de Flavivirus
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mediante ELISA para IgG, en su mayoria, esto no representa una infeccion activa sino una
fase de convalecencia o infecciones secundarias, por lo que la presencia de particulas virales
en circulacion seria minima (Guzman, M. et. al., 2016). En adicién, un factor importante que
permitié la seleccion de estos pacientes, fue la sintomatologia caracteristica de infeccion por
Flavivirus, aunado a que eran residentes de una zona endémica del mosquito transmisor
(OMS, 2009; Secretaria de Salud, 2018). Cabe destacar que la sintomatologia de infeccion
por Flavivirus no es exclusiva de este género, debido a que existen signos y sintomas que
son similares durante infecciones por otros virus como el chikungunya (CHIKV),
caracterizando la ineficacia del uso de la presentacidon clinica como método Unico de
diagnostico (WHO, 2018). De las 9 muestras obtenidas, Gnicamente dos aislados, YUC-47 y
YUC-96, fueron identificados como Flavivirus debido al reconocimiento del péptido
fusogénico presente en la proteina de envoltura, observado cualitativa (Figura 17 y 18) y
semi-cuantitativamente (Figura 15). ElI motivo por el cual solo se lograron aislar dos
Flavivirus del total de las muestras utilizadas, pudo deberse a varios factores. Uno de ellos,
pudo ser que la toma de muestra se llevé a cabo después de la etapa de viremia por lo cual la
presencia de viriones en circulacion pudo ser escasa o nula. Otro factor, pudo deberse a titulos
iniciales muy bajos, por lo que se necesitaria continuar con los pases ciegos de las muestras
aparentemente negativas, hasta detectar la presencia de Flavivirus. También, algunas de las
muestras pudieron presentar otro virus no perteneciente al género Flavivirus como el
Alphavirus CHIKV, por lo que la identificacion por RT-PCR ayudaria a ubicar posibles
muestras positivas a CHIKV.

A pesar de verificar la presencia de Flavivirus, la necesidad por identificar la especie era
de gran importancia durante el estudio, debido a que los fenotipos de evasion de la respuesta
inmunologica serian comparados con el virus referencia correspondiente. Pese a la
realizacion de RT-PCR, la tipificacion de los aislados fue inconclusa (Figura 16) debido a
la ausencia de amplificaciones con los oligonucleétidos para identificar a ZIKV y DENV.
Sin embargo, la banda correspondiente a ZIKV PR demuestra que los oligonucledtidos
lograron reconocer al control positivo, mostrando efectividad en la unién y reconocimiento
del genoma; la ausencia de amplificaciones de los aislados con los mismos oligonucleotidos,

demostraron que los Flavivirus en cuestion no eran ZIKV. Por otro lado, los oligonucleétidos
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utilizados para la identificacién de DENV, no se unieron a ninguno de los aislados y tampoco
al control positivo DENV-1 WP. Los oligonucledétidos utilizados para tipificar DENV, son
los mismos utilizados por Lanciotti y colaboradores en 1992, lo que sugiere que, debido al
tiempo y a que los oligonucledtidos fueron desarrollados a partir de secuencias de virus de
diferentes zonas geograficas, los aislados tipificados en el laboratorio, asi como el DENV
referencia, han tenido cambios 0 mutaciones en su genoma que no permitieron el
reconocimiento por los oligonucleotidos utilizados (Selisko, B. et. al., 2018). Se considero
la posibilidad de que los aislados pertenecieran a otra especie de Flavivirus, sin embargo, de
acuerdo con los reportes epidemioldgicos de la Secretaria de Salud, en el afio 2016 la
incidencia de infecciones por Flavivirus era primordialmente por DENV y no se reportd
ninguna infeccion por WNV (Secretaria de Salud, 2016). Ademas, la morfologia de las PFUs
durante las titulaciones por inmunocitoquimica (Figura 15) coincidia con aquella de DENV-
1 WP vy diferia de las PFUs generadas por ZIKV PR. Debido a esto existe una alta
probabilidad de que ambos aislados sean DENV, pero se pretende disefiar nuevos
oligonuclettidos basados en secuencias de DENV mexicanos o llevar a cabo una

secuenciacion masiva con la intencion de confirmar la tipificacion.

Se ha demostrado que DENV y WNV son capaces de establecer infecciones productivas
sin importar la estimulacion de la respuesta por IFN-1 (Bustos-Arriga, et. al., 2011; Keller,
BC, et al, 2006), lo cual ha sido asociado a un aumento de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad. Con el propoésito de conocer la capacidad de evasién de la respuesta antiviral,
los aislados mexicanos, presuntamente DENV, fueron evaluados ante la respuesta de IFN-1.
Se observo que en ausencia de IFN-1 enddgenos (células Vero), YUC-47 y YUC-96
establecieron infecciones muy productivas que llegaron a alcanzar titulos por arriba de 8 Log
durante toda la cinética de infeccion, y durante los primeros 4 dias post infeccion,
respectivamente. Dichos titulos se redujeron al someter a los virus a concentraciones
elevadas de IFN-1 enddgenos, disminuyendo de titulos de maxima infeccién (en células
Vero) a titulos entre 7 < Log < 7.8 para YUC-47, y de 8.2 que fue disminuyendo
progresivamente hasta 4.5 para YUC-96 (Cheol L.G., 2006) (Figura 19). Esto demuestra que
en presencia de IFN-1, los virus no fueron capaces de llevar a cabo una replicacion tan

productiva como en las células Vero, observado por la disminucion de aproximadamente 10
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veces para YUC-47 y mas de 100 veces para YUC-96 del titulo viral. Sin embargo, a pesar
de que los IFN-1 enddgenos sometieron a YUC-47 y YUC-96 a una presion antiviral, ambos
aislados demostraron sobrepasar las respuestas de IFN-1 en fibroblastos humanos (HHF-1)
durante la cinética de infeccion, fenotipo que se asemeja al descrito por Bustos-Arriaga, J y
colaboradores (2011). Esto sugiere, que si bien, YUC-47 y YUC-96 no mantienen titulos
iguales en ausencia de IFN-1 como en presencia de IFN-1, si mantienen un fenotipo evasor

que varia en intensidad.

Al comparar las reducciones del porcentaje de infeccion, se observd una mayor tasa de
infeccion por ambos aislados en el dia 1 post infeccion, e incluso mas que DENV-1 WP
(Figura 21y Figura 22). La capacidad de replicacion elevada dentro de las primeras horas
de infeccion se ha descrito en variantes de WNV y DENV, lo que sugiere que YUC-47 y
YUC-96 pueden evadir la respuesta inmunoldgica innata varias horas después de iniciada la
infeccion, permitiéndoles diseminarse mas rapido a células vecinas y acumular proteinas

virales capaces de bloquear las sefiales como JAK/STAT (Mufoz-Jordan, J.L., 2010).

Al observar los patrones de infeccion de YUC-47, se muestra que es capaz de mantener
infecciones, debido a la constante presencia de titulos altos en células Vero y ligeramente
disminuidos en células HFF-1 (Figura 21). Sin embargo, YUC-96 mantiene un fenotipo muy
similar al de DENV-1 WP, debido a que a partir del dia tres, los titulos disminuyeron
notablemente para ambos (Figura 22). Estos datos indican, que existen diferencias en el
fenotipo de evasion de cada aislado, pero el monitoreo de las monocapas infectadas durante
la cinética de infeccion, reveld que YUC-96 y DENV-1 WP provocaron dafio celular
significativo, a diferencia de YUC-47, aislado que mostré mantener la integridad celular por
mas tiempo (Figura 20). Este es un factor clave para comprender la forma en que los aislados
son capaces de evadir la respuesta de IFN-1 en modelos celulares, sugiriendo que YUC-47
es capaz de evadir la respuesta de IFN-1 y mantener a las células vivas para permitir mas
ciclos de replicacion, que se vieron reflejados en los altos titulos observados durante la
cinética. Al contrario, YUC-96 muestra un comportamiento mas agresivo con un nivel de
replicacion comparable a DENV-1 WP que, aunque capaces de evadir la respuesta de IFN-1

con titulos altos, producen elevado efecto citopéatico que pueden ser la razon de la
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disminucion del titulo viral después del dia 3 post infeccion. Se sabe que DENV-1 WP
presenta un fenotipo de virulencia agresivo con una tasa elevada de replicacion en diversos
tipos celulares (Whitehead, S. et. al, 2003), a lo que se le ha atribuido la acumulacién de
grandes cantidades de sfRNA en células humanas (Bustos-Arriaga, et. al. 2018), uno de los
mecanismos de evasion de la respuesta a IFN-1 mas eficiente entre Flavivirus, lo que sugiere
que el comportamiento similar de YUC-96 al de DENV-1 WP podria deberse al mismo
mecanismo. Existen reportes de la variabilidad de mecanismos de citotoxicidad que los
Flavivirus inducen en las células infectadas, como la apoptosis mediada por sfRNA (Liu, Y.
et al., 2014). En el caso de YUC-47, la conservacion celular pudo deberse a procesos de
autofagia, ya que se ha reportado que variantes de DENV, utilizan este proceso celular como
mecanismo para incrementar significativamente la replicacion viral y aumentar la liberacion
de viriones al medio extracelular para asi continuar con mas ciclos de replicacion.
(Guabiraba, R. & Ryffel, B., 2013). De esta forma, tanto YUC-47 como YUC-96 muestran
la capacidad de evadir la respuesta de IFN-1 enddgenos, sin embargo esta capacidad va
acompafiada de fenotipos de evasion distintos, los cuales podrian relacionarse con
mecanismos de sobrevivencia celular (autofagia) o mecanismos de citotoxicidad (apoptosis),
respectivamente, para permitirle al virus montar infecciones prolongadas y/o inicialmente
efectivas. Ademas, estos datos muestran la variabilidad que existe entre los aislados
seleccionados en una zona endémica mexicana especifica, e incluso como estos Flavivirus,

difieren en sus fenotipos de evasion a pesar de pertenecer al mismo brote 2016.

A pesar de que en su mayoria las diferencias en la reduccion de la infeccién no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, cada aislado evaluado, mostr6 fenotipos distintos
para mantener infecciones productivas, que probablemente les proporcionaron la capacidad
de evadir la respuesta de IFN-1. Al observar el origen de las muestras clinicas (Tabla 1),
estas provienen de dos pacientes con caracteristicas distintas, lo que sugiere que el fenotipo
de evasion de YUC-47 y YUC-96, varia de acuerdo a las presiones de seleccion a las que
fueron sometidos durante la infeccion a su hospedero. Ademas, se ha observado que existe
una asociacion entre la capacidad de evasion de la respuesta inmunoldgica y la gravedad de
la enfermedad que se presenta (Mufioz-Jordan, J.L., 2010), probablemente por el grado de

dafio celular, mecanismos que promueven la diseminacion viral o la exacerbacion de las
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respuestas antivirales e inflamatorias. Aunado a esto, la capacidad de YUC-47 de mantener
la integridad celular, implica que exista una mayor cantidad de reservorios celulares en el
hospedero, lo que podria aumentar el riesgo de transmision por vector. Se requiere el estudio
detallado de los mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria innata establecida por
los aislados obtenidos asi como la caracterizacion cuantitativa del fenotipo de evasién de
IFN-1.

10. Conclusiones

El estudio para evaluar la capacidad de evasion de la respuesta de IFN-1, proporciond
informacion esencial para comprender el comportamiento y la capacidad infecciosa que
presentan los aislados mexicanos. Fue posible demostrar que los aislados mexicanos
circulantes durante el periodo 2016 poseen capacidad de evadir las respuestas antivirales
probablemente por diferentes mecanismos, llegando a niveles comparables de virus
previamente reportados como buenos evasores de la respuesta de IFN-1 (DENV1 WP). Tanto
YUC-47 como YUC-96, mostraron distintos fenotipos evasores, evidenciados por la
diferencia en la severidad de los efectos citotoxicos que producen a nivel celular, los cuales
podrian depender de la diferencia en los mecanismos de evasion utilizados por cada virus.
Por lo cual, se sugiere comenzar con estudios que permitan conocer mas a fondo los
mecanismos por los cuales los aislados mexicanos pueden evadir la respuesta inmunoldgica
innata y permitir en un futuro, relacionar dichos mecanismos de evasion con la severidad de
la enfermedad que producen y/o su distribucion en las zonas geograficas endémicas de
Meéxico.

Gracias a la evaluacion del fenotipo evasor de IFN-1 de los aislados mexicanos, se
demostro la importancia de caracterizar a nivel de virulencia a los Flavivirus endémicos de
México, y no solo limitarse a la tipificacion e identificacion de ellos, ya que la adaptacion a
presiones evolutivas como la respuesta inmunoldgica de la poblacion mexicana, no puede
compararse con aquella de otras zonas geograficas del mundo, e incluso permite evaluar la
variabilidad que existe en el fenotipo evasor y la virulencia entre Flavivirus mexicanos de
una misma region y periodo de brote. Por lo cual, se propone que se continte con la

ampliacion del banco de aislados mexicanos, que sirvan como referencia para posteriores

UNAM | FESC | IILV

76



estudios y como medida epidemioldgica indispensable, para evaluar la virulencia de las

variantes de Flavivirus seleccionados en zonas endémicas de México.

11. Perspectivas

Evaluar el banco de aislados generados en el Laboratorio de Biologia molecular e

inmunologia de arbovirus a nivel de virulencia en respuesta a IFN-1, para comprender la

relacion que existe entre las variantes con mejores adaptaciones, la zona geogréafica en la que

se seleccionan y la severidad de las enfermedades que producen. Estudiar los mecanismos

moleculares por los cuales las variantes de Flavivirus mexicanos son capaces de evadir la

respuesta inmune innata, iniciando los estudios sobre la accion de sfRNA y su relacion con

los aislados con mejor fenotipo de evasion de IFN-1.

12
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13. Anexos

Al. Morfologia celular de células Vero a diferentes confluencias

Figura Al.1 Monocapa de células Vero en 6ptimas Figura Al apa de células Vero en

condiciones, 100% confluente. Celularidad muy O&ptimas condiciones, 80% confluente. Existen

abundante, compacta y sin espacios evidentes espacios entre células y éstas tienen una superficie
mas amplia.

A2. Parametros de morfologia celular indicativos de efecto citopatico resultante a
infeccion por flavivirus en células Vero

Figura A2.1 Desprendimiento celular debido a Figura A2.2 Morfologia anormal de la monocapa.

infeccion por flavivirus, gran parte d,e la monocapa Células con irregularidad, protuberancias,

es discontinua y se observan las células flotando adelgazamiento y alargamiento de la membrana.

(verde brillante) No existe consistencia en la forma y distribucién
celular
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A3. Morfologia celular de células HFF-1 A4. Pardmetros de morfologia celular indicativos de
efecto citopatico resultante a infeccién por flavivirus
en células HFF-1

Figura A3.1 Morfologia normal de células HFF-1.

Células alargadas, en forma de alfiler, delgadas y

estrechamente unidas. Monocapa con confluencia Figura A4.1 Morfologia anormal de células HFF-1. Células con

aproximada de 90%. Las células HFF-1 producen prolongaciones citoplasmaticas anormales, no existen uniones

productos de desecho que en ocasiones es posible estrechas y la celularidad es deficiente. La monocapa se ve

observados en monocapas sanas. interrumpida, hay presencia de muerte celular y una aumentada
cantidad de artefactos, desechos y/o restos celulares.

A4. Titulacion de los sobrenadantes de la cinética de infeccion de 6 dias

DENV-1 WP  DENV-1 WP’

/AN N

— _— | R

N7 \/
v

Figura A4.1 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 1 dia post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

DENV-1 WP DENV-1 WP’

Figura A4.2 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 2 dias post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.
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DENV-1 WP  DENV-1 WP'

Figura A4.3 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados

correspondientes a 3 dias post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

DENV-1 WP  DENV-1 WP'
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Figura A4.4 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 4 dias post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

DENV-1

a7 a7 98 96 DENV-1 WP'

=

WP

Figura A4.5 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 5 dias post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.
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Figura A4.6 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 6 dias post infeccion en células Vero. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

Figura A4.7 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 1 dia post infeccién en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

DENV-1 WP  DENV-1 WP"

Figura A4.8 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 2 dias post infeccién en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

DENV-1 WP DENV-1WP'
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Figura A4.9 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 3 dias post infeccion en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.
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Figura A4.10 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 4 dias post infeccidn en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

47"

Figura A4.11 Unidades Formadoras de Placas de la muestra YUC 47, YUC 96, DENV-1 WP y sus duplicados
correspondientes a 5 dias post infeccion en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.

correspondientes a 6 dias post infeccion en células HFF-1. El recuadro azul define las diluciones en las que se
contaron las PFU.
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A5. Imagenes adicionales de inmunofluorescencia indirecta de los aislados y DENV-1

Envoltura Nucleo Empalme

Control negativo
Empalme

Figura A5.1 Imégenes correspondientes a la inmunofluorescencia indirecta de células Vero infectadas con las
muestras YUC-47, YUC-96 y DENV-1 WP. Fluorescencia rojo indica presencia de proteina E reconocida por
el anticuerpo 4G2 pan-Flavivirus. El nicleo contrasta en azul por el uso de DAPI.

DENV1 WP
VERO 3MOI 2dpi

YUC 96 2016
VERO 3MOI 2dpi

YUC 47 2016
VERO 3MOI 2dpi

Envoltura Nucleo Empalme

Control negativo
Empalme

DENV1 WP
HFF 3MOI 2dpi

YUC 96 2016
HFF 3MOI 2dpi

YUC 47 2016
HFF 3MOI 2dpi

Figura A5.2 Imagenes correspondientes a la inmunofluorescencia indirecta de células HFF-1 infectadas con
las muestras YUC-47, YUC-96 y DENV-1 WP. Fluorescencia rojo indica presencia de proteina E reconocida
por el anticuerpo 4G2 pan-Flavivirus. El nlcleo contrasta en azul por el uso de DAPI.
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