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RESUMEN

Los Flavivirus son virus envueltos los cuales tienen un genoma de RNA de cadena
sencilla y polaridad positiva. Los virus del dengue (DENV) y Zika (ZIKV) son
especies clasificadas en este género relacionadas filogenéticamente y con

importancia clinica en todo el mundo.

A la fecha se han identificado cuatro serotipos de DENV (DENV1 — DENV4) y uno
de ZIKV, cada uno se subclasifica en genotipos y, en el caso de dengue, estos a
su vez en clados y subclados. El genoma de estos virus es replicado por la RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp) cuya tasa de mutacion es alta y ocasiona
la generacion de variantes genéticas denominadas cuasiespecies, durante cada
ciclo de replicacion viral. Estas cuasiespecies se encuentran bajo presion de
seleccion durante la infeccidén en el hospedero teniendo caracteristicas genotipicas
y fenotipicas que se seleccionan positivamente cuando favorecen la adaptacion al
hospedero, por ejemplo, la capacidad de evasién de la respuesta inmunoldgica

innata antiviral.

Uno de los elementos de esta respuesta en el hospedero humano son los
interferones de tipo | (IFNs-I) que son esenciales en la respuesta inmunologica
antiviral, y por tanto anti-DENV y anti-ZIKV debido a que son producidos desde
etapas tempranas de la enfermedad contribuyendo a controlar la diseminacion del
virus, ademas de contribuir a modular la respuesta inmunologica antiviral
adaptativa. Ya que esta respuesta es altamente eficiente en el control de la
infeccion, ambos virus han desarrollado multiples estrategias de evasion de la
respuesta inmunoldgica en diferentes puntos de la cascada de sefializacién de los
IFNs-I.

Una variable que influye en la severidad de la presentacion clinica por infeccion
por Flavivirus es la variabilidad de la respuesta inmunoldgica entre individuos, lo
cual se ve reflejado en el amplio espectro de las manifestaciones clinicas que
genera la infeccion con Flavivirus. Mdltiples estudios han correlacionado la
presencia de polimorfismos en hospederos susceptibles, con el grado de
severidad de las manifestaciones clinicas durante la infeccion con Flavivirus. En
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nuestro pais se ha demostrado que la poblacibn mexicana es genéticamente
diversa en comparacion con otras poblaciones endémicas latinoamericanas, por lo
gue es posible que las variantes genéticas de Flavivirus seleccionadas en México,
presenten distintos fenotipos evasores de IFNs-l. La caracterizacibn de estas
diferencias en los fenotipos de evasion, podria permitir la pronta identificacion de
variantes emergentes potencialmente virulentas o mas transmisibles entre la
poblacion. Con la finalidad de identificar si existe diversidad en la seleccion de
variantes de Flavivirus con el fenotipo evasor de IFNs-I en México, se realizé un
primer acercamiento en la ciudad de Oaxaca, donde se obtuvieron cuatro aislados
flavivirales a partir de muestras sanguineas de individuos con diagndstico
serolégico de DENV en etapa febril, durante el brote del afio 2019. Se desarrollo
un modelo para el estudio de la susceptibilidad a IFNs-I en cultivos celulares in
vitro, donde células Vero son pre-estimuladas con IFN-a recombinante y

posteriormente infectadas a través de los aislados de Flavivirus.

Al respecto, se identifico al aislado llamado Oax35 como el mejor evasor de la
respuesta a IFNs-I a pesar de mostrar menor capacidad citopatica que los demas
aislados, mientras que el aislado Oax10, uno de los pobres evasores de la
respuesta a IFNs-I, aumentd progresivamente su capacidad citopéatica a lo largo
de la cinética de replicacion. Al comparar su capacidad de infeccion de células
humanas, observamos que el aislado Oax35 presentdé mayor produccion de
particulas infecciosas durante la infeccion de la linea celular de fibroblastos
dérmicos humanos HFF-1, en contraste del aislado Oax10, lo cual correlaciona
con su fenotipo evasor de la respuesta a IFNs-I. Sin embargo, en la infeccién de la
linea celular de monocitos de humano U937, el aislado Oax10 mostr6 mayor
produccion de particulas infecciosas en contraste del aislado Oax35, lo cual
sugiere la seleccion de diferentes variantes genéticas virales con fenotipos
variables durante un mismo brote y en una misma region geografica. Estos
resultados nos permiten proponer que la sensibilidad a IFNs-1 y la capacidad de
replicacion en distintos tipos celulares podrian contribuir a la severidad de la
enfermedad, cuyo conocimiento posee potencial de uso para la vigilancia

epidemioldgica de Flavivirus.



ABSTRACT

Flaviviruses are enveloped viruses which have positive sense, single-stranded
RNA genomes. Dengue (DENV) and Zika (ZIKV) viruses are phylogenetically
related species classified in this genus and are of clinical importance worldwide.

To date, four serotypes of DENV (DENV1 - DENV4) and one of ZIKV have been
identified, each subclassified into genotypes and, in the case of dengue, these in
turn are classified goes into clades and subclades. The genomes of these viruses
are replicated by the viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) whose high
mutation rate results in the generation of genetic variants called quasispecies
during each viral replication cycle. These quasispecies are under selective
pressure in favor toward the host during infection and their genotypic and
phenotypic characteristics are positively selected when they favor adaptation to the

host, for example, the ability to evade the antiviral innate immune response.

One of the key elements of this response in the human host are type | interferons
(IFNs-1) which are essential in the antiviral immune response, and therefore anti-
DENV and anti-ZIKV immune response because they are produced from early
stages of the disease contributing to control the spread of the virus, as well as
contributing to modulate the adaptive antiviral immune response. IFNs-I are highly
efficient in controlling the infection, however, both viruses has developed multiple

strategies to evade it.

A variable that influences the clinical presentation in Flavivirus infection is the
variability of the immune response between individuals, which is reflected in the
wide spectrum of clinical manifestations generated by Flavivirus infection. Multiple
studies have correlated the presence of polymorphisms in susceptible hosts with
the degree of severity of clinical manifestations during Flavivirus infection. In our
country, it has been demonstrated that the Mexican population is genetically
diverse in comparison with other endemic Latin American populations, so it is
possible that the genetic variants of Flavivirus selected in Mexico, present different
IFNs-1 evasive phenotypes. The characterization of these differences in the

evasion phenotypes could allow the early identification of potentially virulent or
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more transmissible emerging variants in the population. In order to identify whether
there is diversity in the selection of Flavivirus variants with the IFNs-I evasive
phenotype in Mexico, a first approach was performed in the city of Oaxaca, where
four flaviviral isolates were obtained from blood samples of individuals with
serological diagnosis of DENV in febrile stage during the outbreak of 2019. A
model was developed to study the susceptibility to IFNs-I in in vitro cell cultures,
where Vero cells are pre-stimulated with recombinant IFN-a and subsequently

infected through Flavivirus isolates.

In this regard, the isolate named Oax35 was identified as the best evader of the
IFNs-I response despite showing lower cytopathic capacity than the other isolates,
while isolate Oax10, one of the poor evaders of the IFNs-I response, progressively
increased its cytopathic capacity throughout the replication kinetics. When
comparing their ability to infect human cells, we observed that isolate Oax35
presented higher production of infectious particles during infection of the human
dermal fibroblast cell line HFF-1, in contrast to isolate Oax10, which correlates with
its IFNs-I response evader phenotype. However, in the infection of the human
monocyte cell line U937, the Oax10 isolate showed higher production of infectious
particles in contrast to the Oax35 isolate, suggesting the selection of different viral
genetic variants with variable phenotypes during the same outbreak and in the
same geographic region. These results allow us to propose that sensitivity to IFNs-
| and the ability to replicate in different cell types could contribute to the severity of
disease, this knowledge has the potential use for epidemiological surveillance of

Flavivirus.



INTRODUCCION
TAXONOMIA DEL GENERO FLAVIVIRUS

La familia Flaviviridae incluye a mas de 60 especies subclasificadas dentro de
cuatro géneros diferenciados mediante la relacion filogenética de secuencias de
aminoacidos en dominios conservados de su RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRp): Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus y Pegivirus (Simmonds et al.,
2017). El género Flavivirus consiste en mas de 50 especies de entre las cuales la
mayoria son arbovirus (virus transmitidos por artrépodos ya sean mosquitos o
garrapatas) cuyos hospederos primarios son mamiferos y aves. Entre los
Flavivirus de importancia médica en humanos se encuentran el virus de la fiebre
amarilla (YFV), virus del dengue (DENV), virus de la encefalitis japonesa (JEV),
virus del Nilo Occidental (WNV) y virus del Zika (ZIKV) que desencadenan desde
enfermedades asintomaticas hasta formas severas como fiebres hemorragicas o
enfermedades neurologicas. Otros miembros pueden afectar animales domésticos
o silvestres, asi mismo se han descrito virus que infectan soélo artropodos o bien

s6lo mamiferos (Simmonds et al., 2017).

Las especies del género Flavivirus se clasifican con base en las diferencias
genéticas entre su proteina de envoltura (E); a pesar de que esta proteina tiene
una organizacion estructural altamente conservada, su secuencia de aminoacidos
puede variar entre 45-60% entre las especies de Flavivirus (Heinz & Stiasny,
2017). En este sentido ZIKV esta mas cercanamente relacionado con DENV
(mostrando homologia del 54-57% en aminoacidos) que con JEV y YFV (Heinz &
Stiasny, 2017; Rockstroh et al., 2017)

El DENV se subclasifica en cuatro serotipos genética y serolégicamente diferentes
debido a la variabilidad en su proteina E, donde se encuentran los epitopos
inmunodominantes para los que se generan anticuerpos neutralizantes durante la
infeccidn. La capacidad de neutralizacién cruzada es la base de la clasificacion del
sero-complejo de DENV en: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4.
Adicionalmente, dentro de cada serotipo se han identificado variantes con una
divergencia de secuencia no superior al 6% entre las secuencias de E/NS1, lo que
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ha llevado a la subclasificacion en genotipos (Weaver & Vasilakis, 2009). El

DENV-1 se subclasifica en los genotipos I, II, 1lI, IV, y V; el DENV-2 se subclasifica
en los genotipos Americano, Asiatico |, Asiatico Il, Americano-Asiético,
Cosmopolita y Selvético; el DENV-3 se subclasifica en los genotipos |, II, 1ll, V 'y

IV, aungque este Ultimo es poco comun entre poblaciones humanas; y el DENV-4
se subclasifica en los genotipos I, Il (dividido en lla y lIb), 1, IV (o selvético) y V
(Quintero Gil et al., 2010; Weaver & Vasilakis, 2009).

Estos genotipos se distribuyen de manera variable en diversas regiones
geograficas gracias a su capacidad de adaptacion al vector y al hospedero
humano (Cuypers et al., 2018), incluso se ha descrito el desplazamiento
epidemioldgico intra-serotipo entre ellas; que ha demostrado correlacién con
importantes brotes epidemiologicos. Por ejemplo, el genotipo Asiatico de DENV-2
se encuentra mas ampliamente distribuido en el mundo y se ha postulado que
tiende a desplazar al genotipo Americano del mismo serotipo, lo cual sugiere
distinto potencial de infeccion y epidémico de las variantes predominantes de
dichos brotes (Quintero Gil et al., 2010) A su vez, la diversidad genética dentro de
cada genotipo se define como clados, por ejemplo en el genotipo Asiatico-
Americano de DENV-2 se han identificado el clado I, Il y III; y estos a su vez estan
divididos en subclados como el IAy IB (McElroy et al., 2011).

Del ZIKV Unicamente se ha descrito un serotipo, el cual se subclasifica en tres
principales linajes genéticos o genotipos: el Africano oriental, Africano occidental y
Asiatico que presentan aproximadamente un 6% de divergencia en su secuencia
de la proteina E (Heinz & Stiasny, 2017). Desde su introduccién al continente
americano en 2015, los casos de infeccion por ZIKV han ido en descenso
anualmente, lo cual no ha facilitado el estudio del potencial desplazamiento
epidemiolégico entre los genotipos de ZIKV, sin embargo, recientemente se
identificd la circulacion del genotipo Africano en el continente americano, donde
Unicamente se habia identificado el genotipo Asiatico. Este aislamiento ocurrié a
partir de mosquitos y primates no humanos, sin embargo, se desconoce el

fenotipo asociado a la capacidad de adaptacion asociada al desplazamiento.



Existe evidencia de variantes de ZIKV con caracteristicas genéticas en proteinas
no estructurales que podrian favorecer su capacidad replicativa y prevalencia en el
mosquito y en el hospedero mamifero, por ejemplo, una mutacién en la proteina
no estructural 1 (NS1) fijada en el genotipo Asiatico de ZIKV favorece su unién a la
proteina celular TBK1, ocasionando la reduccién de la fosforilaciéon de TBK1 y la
inhibicion de la expresion del gen de ifnB (WHO, 2022; Kasprzykowski et al.,
2020).

CURSO CLINICO DE LA ENFERMEDAD Y PATOGENESIS DEL DENGUE Y
ZIKA

El DENV y ZIKV son transmitidos por los mosquitos hembra hematéfagos de las
especies Aedes aegypti y Aedes albopictus, principalmente. Estos mosquitos
adquieren el virus al alimentarse de la sangre de un mamifero primate o humano
infectado y en estado de viremia, aunque también se ha reportado la transmision
vertical del virus hacia las larvas ovipositadas por mosquitos adultos infectados,
contribuyendo al mantenimiento de la circulacion de estos virus en la naturaleza

(Ferreira-De-Lima & Lima-Camara, 2018).

Enfermedad del dengue

La infeccidén con cualquiera de los cuatro serotipos del DENV puede ocasionar la
enfermedad del dengue la cual, en la mayoria de los casos, se presenta de
manera asintomatica o con sintomas leves, pero en 1-5% de casos se desarrollan
formas mas severas. A partir del 2009, la Organizacion Mundial de la Salud definié
el diagndstico clinico de la enfermedad del dengue en tres posibles clasificaciones
segun su gravedad: dengue sin signos de alarma (DSSA), dengue con signos de
alarma (DCSA) y dengue grave (DG). Esta clasificacion se realiza entre el final de
la etapa febril y durante la etapa critica. Si el paciente se recupera después de la
disminucién de la temperatura al final de la etapa febril y Gnicamente cursé signos
y sintomas como fiebre, nduseas o vomito, erupciones cutaneas, malestar y dolor

general, prueba de torniquete positiva y/o leucopenia, se clasifica como DSSA. Si
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se agrava y presenta estos signos y al menos uno de los signos de alarma: dolor
abdominal intenso, vémito persistente, sangrado en mucosas, letargia, aumento
del hematocrito, hepatomegalia y/o trombocitopenia, se clasificard como DCSA.
De no atenderse adecuadamente estos signos puede evolucionar a la forma mas
grave de la enfermedad: el DG que se caracteriza por la extravasacion del plasma
gque conduce al estado de choque e incluso a insuficiencia respiratoria,
hemorragias graves y compromiso orgénico (Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 2009).

El curso clinico de la enfermedad en el humano se divide en tres fases: febril,
critica y de convalecencia. La infeccion inicia con la inoculacion de particulas
virales infecciosas de un mosquito portador del virus durante su alimentacion a un
hospedero susceptible, a partir de la inoculacion, el periodo de incubacion es entre
3y 7 dias. A partir de la aparicion del primer sintoma comienza la etapa febril con
duracion de 3-7 dias, ésta se caracteriza por el aumento de la temperatura de
forma abrupta a mas de 39°C acompafiada de los signos y sintomas leves
caracteristicos del DSSA. En la fase febril es complicado diferenciar la enfermedad
del dengue de otras enfermedades febriles, sin embargo, una prueba de torniquete
positiva indicadora de fragilidad capilar, y la reduccion progresiva de leucocitos en
sangre (leucopenia) son indicadores de alta probabilidad de dengue (Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), 2009).

Cuando la fiebre disminuye a 38°C o menos es indicador de la evolucién hacia la
etapa critica donde, en caso de presentarse DCSA o DG, aumenta la
permeabilidad capilar y el hematocrito, y disminuye el nUmero de plaquetas en
sangre (trombocitopenia). El aumento o disminucion de la permeabilidad capilar es
crucial para determinar la progresién del paciente; si disminuye, el paciente
resuelve la enfermedad mas rapidamente y se clasificara como DSSA, pero si
aumenta empeorara a formas mas severas, por ejemplo, la extravasacion de
plasma como consecuencia del aumento de la permeabilidad capilar y vascular.
Esta pérdida de volumen plasmatico, en conjunto con la disminucion de la

temperatura, orillan a un estado de choque el cual, si es prolongado, ocasiona el



deterioro de érganos como higado, corazon y sistema nervioso central, acidosis
metabolica y coagulacion intravascular. Esto, a su vez, lleva a hemorragias
severas que, en conjunto con la falla multiorganica, puede llevar a la muerte
(Organizacién Mundial de la Salud (OMS), 2009). La etapa critica puede durar de
1 hasta 4 dias, si se supera, se entra a la etapa de convalecencia donde
gradualmente hay reabsorcion de liquidos del compartimiento extravascular
permitiendo la mejora y el bienestar general del paciente. El hematocrito se vuelve
estable o incluso puede ser menor, debido a la reabsorciéon de liquidos; se
recupera el numero basal de leucocitos y de plaquetas (Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), 2009).

Enfermedad del Zika

La infeccion por ZIKV a partir de la inoculacion de las particulas virales por el
mosquito tiene un periodo de incubacion de 3 hasta 14 dias. Ocasiona un amplio
espectro de manifestaciones clinicas como fiebre, eritema, conjuntivitis no
purulenta, mialgia, artralgia y cefaleas con una duracién de 2 a 7 dias, aunque la
mayoria de los casos son asintomaticos o no son de gravedad. Las formas graves
de la infeccibn por ZIKV incluyen el sindrome de Guillain-Barré (GBS) y el

sindrome congénito asociado a Zika.

El GBS es una neuropatia autoinmune caracterizada por dafio neuronal, el cual
puede manifestarse clinicamente como pardlisis muscular y sintomas como dolor,
entumecimiento u hormigueo. El GBS después de la infeccion por el virus del Zika
presenta una progresion rapida a partir de 6 dias iniciada la infeccion,
desarrollando una neuropatia axonal motora aguda que, en el peor prondstico,
puede derivar en cuadriplejia o0 necesidad de soporte de ventilador. La
patogénesis exacta del GBS posterior a la infeccion por ZIKV no esta
completamente descrita, pero se han identificado autoanticuerpos IgG e IgM anti-
gangliésidos en pacientes con Zika que desarrollaron GBS (Zhu et al., 2021). Es
probable que durante la infeccion con ZIKV se haya dado la presentacion

antigénica de los gangliésidos de neuronas infectadas junto con los antigenos
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virales, resultando en la produccion de anticuerpos contra ambos. La reactividad
cruzada de estos anticuerpos podria ser causante de la patogénesis del GBS
(Rivera-Correa et al., 2019). Otros estudios han sugerido que el ZIKV puede
infectar directamente las células de Schwann, aumentando la expresion de
MRNAs de IL-6, IFN-B1, IFN-A, IFIT-1, TNF-a e IL-23 (Alboudi & Jameson, 2021;
Dhiman et al., 2019).

Los brotes de Zika en América Central y Sudamérica durante 2015-2016 fueron
acompafados por el aumento en la incidencia de microcefalia congénita, llevando
a la investigacion de la transmisién vertical del ZIKV en el humano mediante el
analisis de los datos epidemioldgicos y desarrollando modelos animales (Oeser &
Ladhani, 2019). Cuando una mujer embarazada es inoculada con particulas
virales infecciosas de ZIKV durante el primer y segundo trimestre del embarazo, el
virus puede transmitirse de la madre al feto (Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 2021). El neurotropismo de este virus favorece la infeccion de
células precursoras neuronales humanas, mientras que en un modelo murino se
describié su capacidad de infectar el cerebro embrionario desencadenando el
arresto del ciclo celular, la apoptosis y la inhibicion de la diferenciacion de células
progenitoras neuronales afectando el desarrollo de este tejido (C. Li et al., 2016).
Por esta razén, se ha propuesto que clasicamente ocasiona la microcefalia, pero
también se han descrito otras malformaciones congénitas asociadas a la infeccion
como contracturas de los miembros, hipertonia muscular, alteraciones oculares y
sordera; a este conjunto de malformaciones se le conoce como sindrome

congénito asociado a Zika (Oeser & Ladhani, 2019).

Diagnéstico de la enfermedad del dengue y Zika

En la fase febril del dengue, el diagndstico clinico puede confirmarse mediante la
deteccion del RNA viral empleando ensayos de RT-gPCR ya que, en los primeros
5-6 dias de la infeccion, se presenta la maxima viremia, lo que permite la
identificacion del serotipo. En este mismo periodo las células infectadas secretan
la proteina viral no estructural 1 (NS1) a circulacién sanguinea en forma de dimero

10



y hexamero, por lo que, puede ser detectada mediante una prueba serologica de
antigeno. Si el diagnostico en laboratorio se realiza durante la etapa critica se
recomienda realizar serologia con base en la deteccion de isotipos IgM e 1gG anti-
DENV utilizando ensayos de ELISA o pruebas rapidas de inmunocromatografia

para el diagndstico confirmatorio (Guzman et al., 2016).

En el caso de la enfermedad del Zika, durante el periodo en que se presentan los
sintomas, los titulos de viremia alcanzan su maximo, por lo que se recomienda su
diagnostico mediante ensayos de RT-qPCR. Si la toma de muestra es posterior a
los 7 dias de iniciados los sintomas, es recomendable el diagnostico mediante la
deteccion de anticuerpos IgM utilizando ensayos de ELISA (OMS, 2016).

El resultado positivo de una prueba de IgM y una prueba de neutralizacion por
reduccion de placa (PRNT) es util para el diagnostico diferencial entre DENV y
ZIKV; en esta prueba se afiaden particulas infecciosas de ZIKV o DENV a una
muestra de suero del paciente infectado. Los anticuerpos especie-especificos de
la muestra neutralizaran el virus causante de la infeccién reduciendo su capacidad
de infectar un cultivo de células in vitro, y su posterior formacién de placas liticas
(Beltran-Silva et al., 2018).

PANORAMA EPIDEMIOLOGICO DE DENGUE Y ZIKA EN MEXICO

Panorama epidemiologico de DENV

Actualmente, la enfermedad del dengue es endémica en mas de 100 paises del
continente Americano, Africa, el Mediterraneo oriental, Asia sudoriental y el
Pacifico occidental. Se encuentra ampliamente distribuido en paises localizados
en regiones tropicales y subtropicales alrededor de todo el mundo debido a la
distribucion geogréfica de su mosquito vector. Recientemente, las especies de
mosquitos Ae. albopictus han mostrado mayor capacidad de adaptacién a nuevas
regiones geogréaficas contribuyendo a ampliar el rango geogréfico del virus y el
riesgo de incidencia de la enfermedad a estas zonas (Messina et al., 2019).
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DENV-1 emergid por primera vez en el continente Americano en 1977,
posteriormente emergié DENV-2 y DENV-4 durante 1982, y finalmente en 1993
emergié DENV-3. La co-circulacién de los cuatro serotipos en América dio origen a
su hiperendemicidad en esta regién junto con los primeros reportes de dengue
severo en varios paises de América entre 1981 y 1997 (Gubler, 1998). En México,
surgieron epidemias importantes de DENV-1 en varios estados del pais entre 1979
y 1983. El DENV-2 se identificé por primera vez en 1982 seguido del DENV-4;
finalmente durante 1984 se identificé la circulacion de DENV-3. El primer caso
confirmado de dengue severo en México se reportd en 1985 y se establecié la
endemicidad del dengue entre 1995 y 1996 (Hernandez-Garcia et al., 2020).

Actualmente los cuatro serotipos del DENV circulan en la republica mexicana; en
algunos estados hay evidencia de circulacion simultdnea de dos o mas, siendo
mas abundantes los serotipos 1 y 2, y en menor proporcion los serotipos 3y 4
(Fajardo-Doilci et al., 2012). La co-circulacion de los cuatro serotipos ocurre de
manera ciclica, lo cual esta relacionado con la permanencia de la epidemia del
dengue en ciclos de intensidad variable entre afios epidémicos. Este fendbmeno
ocurre como consecuencia de la co-circulacion de serotipos variable, el
desplazamiento epidemioldgico entre variantes genéticas de los serotipos y de las
caracteristicas del hospedero, el vector y el virus que favorecen o no la
transmision (Fajardo-Dolci et al., 2012; Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
2009). La distribucion tan variable de los serotipos de DENV en México corrobora
la naturaleza compleja y dindmica de la circulacion del virus a través del pais
(Hernandez-Garcia et al., 2020).

La circulacion del DENV en México esta reflejada en la prevalencia de la
enfermedad del dengue, considerada un problema de salud publica persistente en
México, la cual genera brotes anuales con fluctuaciones en el nimero total de
casos confirmados y de casos severos. Actualmente, el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiologica (SINAVE) reporta que a la semana epidemioldgica 52
del 2021, se registraron 6,746 casos totales confirmados, de los cuales 4,453

(66%) correspondieron a dengue no grave (DNG) y 2,293 (34%) a dengue con
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signos de alarma (DCSA) y dengue grave (DG); el 70% de estos casos
correspondieron a los estados de Sinaloa, Coahuila, Veracruz, Morelos y Oaxaca,
donde se reportan las tasas de incidencia méas altas (Direccion de vigilancia

epidemiolégica de enfermedades transmisibles, 2021b).

Para este trabajo se recolectaron muestras del estado de Oaxaca durante el afio
2019 en el que el SINAVE reportdé que en México se registraron 41,505 casos
totales confirmados de dengue, de los cuales 27,884 (67.18%) correspondieron a
DNG y 13,621 (32.81%) a DCSA y DG. El 69% de los casos correspondieron a los
estados de Jalisco, Veracruz, Chiapas, Quintana Roo y Oaxaca. Particularmente,
en este afio se reportd el mayor aumento del niumero de casos de los ultimos 5

anos.

El estado de Oaxaca se ha caracterizado por la co-circulacion de multiples
serotipos de DENV, en 2019 se registraron 1,678 casos confirmados de dengue
de los cuales 1,054 (62.8%) fueron DNG siendo mayor que a los afios 2018 y
2020, mientras que los 513 (30.5%) de DCSA y 111 (6.6%) de DG disminuyeron
respecto a los mismos afos. Durante 2019 la tasa de incidencia fue de 40.86 y de
letalidad de 0.96. De los casos reportados, 895 fueron serotipificados como DENV-
1, 488 como DENV-2 y 3 como DENV-3, sin registro de DENV-4 (Direccion
General de Epidemiologia (DGE), 2019).

Panorama epidemioldgico de ZIKV

El ZIKV fue aislado inicialmente en Africa, sin embargo, en 2007 surgi6 un brote al
sur del Océano Pacifico que dio paso a su propagacion al continente Americano.
En 2015 en Brasil se origind la primera epidemia que se extendié en América
Central, América del Sur y el Caribe (Song et al., 2017). En este mismo afio se
identifico por primera vez en México, pero el registro méaximo de casos
confirmados ocurrié durante la epidemia de 2016 con 7,560 casos; a partir de
entonces el numero de casos ha disminuido progresivamente cada afio hasta

registrar apenas 35 casos en 2021 (Direccion de vigilancia epidemiologica de
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enfermedades transmisibles, 2021a). De tal forma que a la semana epidemioldgica
52 de 2021 el numero de casos confirmados acumulados ha sido de 12,991, de
los cuales 138 se reportaron durante 2019 y 9 corresponden al estado de Oaxaca.

Con respecto a las formas severas de la presentacion clinica por la infeccién con
el ZIKV, en México, de 2016 a 2021 se han reportado 56 casos de sindrome
congénito asociado a Zika, mientras que la ultima actualizacién de casos de
sindrome Guillain-Barré asociado a Zika reporta 19 casos confirmados hasta 2018
(Secretaria de Salud, 2018, 2021).

ESTRUCTURA DE LA PARTICULA FLAVIVIRAL

Las particulas maduras de Flavivirus son de aproximadamente 50 nm de didmetro
con genomas de RNA de 9-13 kb; la envoltura viral esta constituida por una bicapa
lipidica derivada del hospedero sobre la cual se organizan las proteinas virales de
la envoltura (E) y de membrana (M). Esta envoltura a su vez rodea a la
nucleocapside (NC) conformada por la proteina de capside (C) y el genoma
flaviviral cuya naturaleza es de RNA monocatenario de polaridad positiva
(ssSRNA+).

Caracteristicas y funciones de las proteinas virales

Proteina de envoltura (E)

La proteina E tiene un peso de 53 kDa con aproximadamente 500 aminoacidos; la
particula viral contiene 180 copias de esta proteina organizadas en 90
homodimeros antiparalelos que se acomodan en grupos de tres formando 30
“balsas” que cubren la superficie de la bicapa lipidica (Nicholls et al., 2020). Las
principales funciones de esta proteina son la union al receptor celular y la fusion

viral con la membrana endosomal (Dey et al., 2021).

Esta proteina se ancla a la envoltura viral a través de dos dominios

transmembranales localizados en su extremo C-terminal, mientras su ectodominio
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estd conformado por tres dominios: DI, DIl y DIll. DI es el dominio estructural
central, mientras DIl media la dimerizacion del ectodominio de E y contiene en su
extremo distal el péptido fusogénico involucrado en la fusion de la membrana viral
con la membrana celular durante la entrada viral. DIlIl esta mas expuesto sobre la
superficie viral y contiene motivos y epitopos para la union a receptores celulares
como DC-SIGN, receptores de manosa, proteinas de choque térmico, entre otros;
aunque no se han logrado identificar de manera especifica. La proteina E,
ademas, contiene glicosilaciones involucradas en su interaccion con factores de
adhesion a la membrana celular, por ejemplo, el heparan sulfato y las lectinas
(Cruz-Oliveira et al., 2015).

Proteina de membrana (prM/M)

La glicoproteina prM pesa aproximadamente 21 kDa y esta conformada de siete
cadenas [-plegadas de wunibn a membrana conectadas a un dominio
transmembranal C-terminal con dos a-hélices. Es traducida como una proteina
precursora conformada por un dominio M de 76 residuos y un péptido pr de 91
residuos. El precursor se ensambla en las particulas virales inmaduras en el
reticulo endoplasmatico (RE) donde el péptido pr protege el péptido fusogénico de
E, previniendo la fusion de membranas celulares y virales antes de la liberacién al
medio extracelular (Nicholls et al., 2020). Al llegar a la red trans del complejo de
Golgi (TGN), el precursor prM es procesado proteoliticamente por la proteasa
furina celular separando el péptido pr de la proteina M, seguido de un cambio
conformacional de E dependiente de pH; de esta forma se lleva a cabo la

maduracion de las particulas virales (Cruz-Oliveira et al., 2015).

La proteina M presente en la envoltura de las particulas virales maduras pesa 8
kDa y se localiza por debajo de la proteina E; ambas presentan interacciones
hidrofobicas que estabilizan su interface dimérica, dandole estabilidad a la
particula completa (Nicholls et al., 2020). Ademas, contiene residuos de histidina
en su extremo N-terminal que, durante la entrada viral, al ser protonados por la

disminucion del pH en endosomas tardios, promueven su disociacion de la
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proteina E permitiendo la exposicion del péptido fusogénico hacia la membrana

endosomal liberando la NC hacia el citoplasma celular (Cruz-Oliveira et al., 2015).

Proteina de capside (C)

La proteina C estd constituida por una gran cantidad de aminoacidos con carga
positiva dandole un perfil basico. Tiene un tamafio de 100-120 aminoacidos
generando una proteina con un peso molecular de 11 y 12 kDa. Est4 conformada
por 4 a-hélices y se ensambla en dimeros unidos a través de interacciones
hidrofébicas; estos dimeros tienen una carga distribuida asimétricamente que
permite la interaccién con el RNA viral en la region N-terminal donde contiene
residuos de carga positiva, mientras que en su lado opuesto interactia con
proteinas E y M a través de un extremo no polar hidrofébico (Garcia-Blanco et al.,
2016). Aunque tiene un papel central en el empaquetamiento del genoma viral
formando la NC, también interactia con diversas proteinas celulares regulando
sus funciones como la induccion de apoptosis y autofagia, asi como irrumpir la
formacion de nucleosomas con lo que puede favorecer el ciclo replicativo y la
proliferacion viral (Dey et al., 2021).

Proteina no estructural 1 (NS1)

Es una glicoproteina de 48 kDa indispensable en diferentes etapas del ciclo de
replicacion viral y en la evasién de la respuesta inmunoldgica del hospedero.
Durante la infeccion con DENV es secretada por la célula infectada en multiples
formas oligoméricas. Inicialmente es producida como mondémero, pero tras ser
glicosilada cambia a una forma dimérica. Los dimeros de la proteina NS1
participan en la replicacién viral junto con las proteinas virales NS4A y NS4B, pues
co-localizan en los complejos de replicaciéon (RC) formados en el RE (Glasner et
al., 2018). Adicionalmente, se ha demostrado que la NS1 de ZIKV y DENV
participan en el ensamblaje y liberacion de particulas virales dirigiendo los nuevos

genomas sintetizados hacia el sitio de ensamblaje (Mazeaud et al., 2018). Al
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oligomerizarse en su forma hexamérica es secretada hacia el espacio extracelular
donde modula la respuesta inmunologica del hospedero y contribuye al incremento

de la permeabilidad vascular (Dey et al., 2021; Libraty et al., 2002).

Proteina no estructural 2 (NS2)

La region NS2 del genoma viral codifica para dos proteinas; NS2A y NS2B. NS2A
es una proteina pequefia transmembranal de 22 kDa que funge como un eje
central para el ensamblaje ya que recluta tanto al RNA viral, como a los complejos
multiprotéicos C-prM-E y NS2B-NS3 a los sitios de ensamblaje (Xie et al., 2019).
Incluso se ha especulado su posible participacion como viroporina, pues
contribuye a remodelar membranas celulares para la formacion de los sitios de
ensamblaje a donde dirige los RNAs sintetizados a través de sus interacciones
con el 3'UTR (Shrivastava et al., 2017). También interactia con NS3 y NS5
contribuyendo a la replicacién, y regula el procesamiento proteolitico de C-prM
(Barnard et al., 2021).

Por otro lado, NS2B es una proteina pequefia transmembranal de 14 kDa. Es un
cofactor esencial para el correcto plegamiento y funcion serin-proteasa de la NS3
en el reconocimiento y protedlisis de la poliproteina flaviviral, ademas contribuye al
anclaje de NS3 al sitio de replicacion permitiendo la formacion del complejo de
replicacion viral (Xing et al., 2020). Adicional a su funcién como cofactor, se ha
sugerido como evasor de la respuesta inmunoldgica innata, al impedir la deteccion
mitocondrial de DNA resultado del dafio celular ocasionado durante la infeccion,
derivando en la inhibicion de la produccion de IFN tipo | (Aguirre et al., 2017). Se
ha documentado que el complejo de multiprotéico NS2B-NS3 junto con NS2A esta
involucrado en el ensamblaje a través del procesamiento de la poliproteina,
coordinacion de factores celulares y virales y el reclutamiento del RNA viral (X.-D.
Li et al., 2016).
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Proteina no estructural 3 (NS3)

NS3 es una proteina de 70 kDa cuya secuencia es altamente conservada entre
Flavivirus y tiene un papel multifuncional durante la replicacion viral. Esta dividida
en dos dominios funcionales: el dominio N-terminal tiene actividad proteasa de
serina, que en conjunto con su cofactor NS2B, es esencial para el procesamiento
de la poliproteina viral entre NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K,
NS4B/NS5, y C/prM (Barrows et al., 2018). El dominio C-terminal tiene actividad
trifosfatasa y helicasa que contribuyen en desenrollar el RNA durante la
replicacion y en las primeras etapas del capping de los RNAs nacientes (Luo et al.,
2008; Wang et al., 2018). De igual manera se ha descrito que contribuye a la
remodelacion de membranas celulares durante la replicacion y al

empaguetamiento de los nuevos genomas (Dey et al., 2021; Heaton et al., 2010).

Proteina no estructural 4 (NS4)

La proteina NS4 estd compuesta por dos proteinas: NS4A y NS4B. NS4A es una
proteina integral de membrana de 16 kDa que conforma el complejo de replicacion
flaviviral junto con las proteinas NS2A, NS2B y NS4B (Zou et al., 2015). Es la
principal responsable de la remodelacion de la membrana del RE para la
formacion de los RC virales mediante su oligomerizacion e interaccion con NS4B y
membranas lipidicas (Hung et al., 2015). También se ha propuesto su papel
regulador de la actividad ATPasa de la NS3. En su extremo C-terminal contiene
una regiéon hidrofébica (denominada péptido 2K en algunos Flavivirus) que funge
como una secuencia sefial para la traslocacion de NS4B al lumen del RE (S. Miller
et al., 2007).

Por otro lado, NS4B pesa 27 kDa y es considerada un importante componente del
complejo de replicacidbn ya que interacciona con proteinas virales NS1 y otras
proteinas del hospedero (X. D. Li et al., 2015). Ademas, interactia con la helicasa
NS3 mejorando su procesividad y promoviendo la disociacion del ssRNA, por lo

gue indirectamente estimula su reclutamiento hacia intermediarios replicativos de
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dsRNA para separar ambas cadenas (Umareddy et al., 2006). También inhibe
translocacion nuclear de STATL, restringiendo la sefalizacion efectora de los
IFNs-I (Munoz-Jordan et al.,, 2003). En infecciones por ZIKV, NS4A y NS4B
suprimen la via AKT-mTOR perturbando la autofagia y estabilidad celular (Liang et
al., 2016), mientras que al interactuar con la proteina Dicer inhibe la generacién de
RNAs pequeiios de interferencia (siRNA) por lo que inhiben el silenciamiento de
MRNA. (Kakumani et al., 2013).

Proteina no estructural 5 (NS5)

La proteina NS5 es la de mayor tamafio (103 kDa) y la mas conservada entre
Flavivirus. Sus extremos N- y C-terminales contienen dominios para actividades
enzimaticas indispensables para la traduccion y replicacion flaviviral,
respectivamente. El dominio metiltransferasa (MTasa) contribuye a la formacién
del cap tipo | en el extremo 5 (Zhao et al., 2015), mientras que la actividad RNA
polimerasa dependiente de RNA (RdRp) lleva a cabo la replicacién que inicia de
novo (no depende de un primer), la cual requiere de un priming loop que facilita los
primeros pasos de la sintesis de RNA y estabiliza el extremo 3’ del molde de RNA
junto con los NTPs para la elongacion de la cadena naciente (Lu & Gong, 2017;
Yap et al., 2007). La proteina NS5 también contribuye de manera significativa a la
patogénesis viral ya que contrarresta el sistema inmunolégico bloqueando la via
de sefializacion JAK-STAT estimulada por IFNs-I (Lin et al., 2006).

Caracteristicas estructurales del genoma flaviviral

El genoma flaviviral (QRNA) es de aproximadamente 11kb, contiene un cap tipo |
en su extremo 5’ seguido de una region no traducida (5° UTR). A continuacion,
comienza su unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica para las tres
proteinas estructurales (C, prM y E) y las 7 no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5). Después del ORF se encuentra otra regiébn no

traducida (3’ UTR) (Figura 1). Estos genomas carecen de un tracto terminal poli(A)
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en el extremo final 3’, pero terminan en un dinucleétido conservado CU
(Simmonds et al., 2017).

Cap en el extremo 5’

En el extremo 5’ del genoma flaviviral se encuentra un cap tipo | (m’GpppAmp), un
aspecto caracteristico del género Flavivirus (Figura 1A) (Simmonds et al., 2017).
Su sintesis es llevada a cabo por el dominio metiltransferasa de la proteina no
estructural 5 viral (NS5) (Zhao et al., 2015). Este cap 5 permite que el genoma
flaviviral se asemeje a los RNAs celulares evitando su degradacion por
exonucleasas 5’-3’ e impidiendo su reconocimiento por el sistema inmunolégico
del hospedero (Daffis et al., 2010; Goéertz et al., 2018).

La metilacion del cap 5’ y la metilacion en la posicién 2’-O de adeninas internas del
genoma flaviviral estan acopladas a la replicacion viral debido a que ambos
eventos son llevados a cabo por distintos dominios de la NS5, este es un elemento

regulador de la replicacion viral (Lu & Gong, 2017).

Regiones no traducidas (6’y 3’ UTR)

El marco de lectura flaviviral estd flanqueado por secuencias de nucleétidos que
no se traducen durante el ciclo replicativo del virus, se denominan UTR
(untraslated regions) y se ubican en los extremos 5 y 3’ del genoma (Figura 1A)
(Pijlman et al., 2008). ElI 5’UTR tiene una longitud de cerca de 100 nucleétidos,
mientras que el 3’'UTR puede variar de 400 a 700 nucleétidos, dependiendo la
especie de Flavivirus. Elementos dentro de estas regiones son esenciales para la

replicacién, traduccion flaviviral y su patogénesis en el hospedero (Ng et al., 2017).

El 5’UTR contiene dos regiones stem-loop (SL) conservadas en estructura, pero
variables en secuencia entre Flavivirus: SLA y SLB. SLA esta conformado por 70
nucledtidos y es seguido de una secuencia poli(U) que permite el correcto

funcionamiento de ambos SL. Adicionalmente, el 5'SLA es el promotor de la
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sintesis de RNA interactuando y activando a la proteina viral NS5 en el extremo 3
del genoma circularizado, asi como para la metilacion del cap 5’ (Filomatori et al.,
2006; Lodeiro et al., 2009). Por otro lado, el 5’SLB tiene una longitud de 30
nucleétidos y se ubica cercano al codon de inicio del ORF; contiene la secuencia
5’'UAR que participa en interacciones RNA-RNA durante la replicacion viral (Figura
1B) (Alvarez et al., 2005).

Por otro lado, el 3UTR es una region altamente estructurada en todos los
Flavivirus. Cuenta con estructuras secundarias tipo SL y dumbell (DB) dentro de
las cuales se encuentran secuencias conservadas (CS) y secuencias conservadas
repetidas (RCS). El 3UTR se organiza en dominios con diferente grado de
conservacion en secuencia genética (Mazeaud et al., 2018). EI dominio I, ubicado
rio abajo del ORF, es altamente variable y contiene los SL, que en el DENV y ZIKV
se denominan SLI y SLIIl. El dominio Il es moderadamente conservado y
comprende los DB; en DENV se han descrito dos: DB1 y DB2 que contienen el
RCS2 y CS2, respectivamente; mientras que en ZIKV solamente DB1 y un
pseudo-dumbell (W-DB). ElI dominio Il es el mas conservado entre Flavivirus y
contiene una CS1 que participa en las interacciones de largo alcance con el
extremo 5’, un hairpin pequefio (sHP) y un 3'SL, la funcion de este ultimo es
esencial para la replicacién y traduccion viral (Ng et al., 2017; Selisko et al., 2012)
(Figura 1C). Entre estas estructuras se encuentran secuencias espaciadoras que
permiten la correcta formacion de las estructuras secundarias y su plegamiento en
estructuras terciarias, como los pseudoknots (PK) formados a partir de la
complementariedad de secuencias dentro de los SL y DB con secuencias en las

regiones espaciadoras contiguas (Akiyama et al., 2016; Gebhard et al., 2011).

El 3SL y 5SLA son absolutamente esenciales para la replicacion, se ha
demostrado que su eliminacion impide por completo la produccion de particulas
virales (Yu & Markoff, 2005). Los DB y PK del 3'UTR son importantes durante la
replicacion y traduccion viral, sin embargo, su funcién se encuentra directamente

relacionada con la formacién de RNAs subgendmicos (sfRNA) con una funcion
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importante en la evasién de la respuesta inmunoldgica del hospedero mediante
diferentes vias (Akiyama et al., 2016; Slonchak & Khromykh, 2018).
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Figura 1. Organizaciéon general del genoma (gRNA) de DENV (A) y las estructuras
particulares en los 5°UTR (B) y 3°UTR (C). El genoma flaviviral (A) esta conformado por
un cap tipo | en su extremo 5’, seguido de regiones no traducidas (UTR) en los extremos
5y 3’ las cuales contienen las secuencias complementarias CS y UAR permitiendo la
circularizaciéon del genoma durante la replicacion viral (lineas rojo y verde). Su marco de
lectura abierto (ORF) codifica para las 3 proteinas virales estructurales (C, priMy E) y 7
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). El 5’UTR (B)
contiene estructuras secundarias tipo stem loop (SLA y SLB) separadas por una
secuencia poli(U). El SLB contiene la secuencia 5’UAR (verde) seguida del codén AUG de
inicio para la traduccién (azul), a continuacion, se encuentra un hairpin (HP) y la
secuencia 5’CS (rojo). ElI 3'UTR esta organizado en tres dominios: el dominio | contiene
los SLI y SLII, el dominio Il contiene una o dos estructuras tipo dumbell (DB1 y/o DB2), y
el dominio Il contiene la secuencia 3’CS (rojo) seguida de un HP corto (sHP) y el 3'SL que

contiene la secuencia 3’'UAR (verde). Recuperado de Gebhard, et al., 2011.
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CICLO DE REPLICACION FLAVIVIRAL

Reconocimiento y entrada celular

A la fecha no se ha identificado un receptor Unico y especifico para DENV, sin
embargo, se han descrito diversos candidatos de distinta naturaleza en células de

mamifero y de mosquito (Cruz-Oliveira et al., 2015).

Los factores de adhesion celulares son responsables de la primera interaccion de
baja afinidad entre el virus y la célula, concentrando particulas virales en la
superficie celular y facilitando el reconocimiento del receptor de alta afinidad
(Figura 2). Los principales candidatos como factores de adhesion de DENV son
los glucosaminglicanos (GAGS) a través de su interaccion con el DIl de la proteina
E, algunos ejemplos son el heparan sulfato y las lectinas. En células de mosquito
AP-61 el glicoesfingolipido L-3 se ha identificado como ligando de DENV-2. (Cruz-
Oliveira et al., 2015; Nicholls et al., 2020).

Con respecto a los receptores de alta afinidad, el primero en ser descrito para
DENV fue la molécula no integrina de adhesion intercelular especifica de células
dendriticas (DC) (DC-SIGN) expresada principalmente en células dendriticas, asi
como su homologo L-SIGN expresado en células endoteliales de higado y
ganglios linfaticos. La unién a DC-SIGN ocurre mediante la interaccion de su
dominio de reconocimiento de carbohidratos (CDR) y los N-glicanos ricos en
manosa de la proteina E. Posteriormente se describié como receptor en monocitos
y macrofagos al complejo CD14-HSP90/HSP70 (proteinas de choque térmico), asi
como de receptores de manosa. En hepatocitos se describi6 a GRP78 (una
chaperona que puede localizarse en la superficie celular) como receptor para
DENV-2 (Upanan et al., 2008), interesantemente en estas mismas ceélulas, DENV-
1 utiliza como receptor de alta afinidad a laminina, no asi los demas serotipos,
sugiriendo que los cuatro serotipos de DENV podrian utilizar diferentes receptores
para infectar un mismo tipo celular (Thepparit & Smith, 2004). En células primarias
humanas se describié que algunos receptores de fosfatidilserina de las familias

TIM y TAM fungen como receptores para DENV y ZIKV mediante una interaccion
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dependiente de fosfatidilserina presente en la envoltura viral (Meertens et al.,
2012).

En el mosquito, el receptor mejor descrito para DENV es la prohibitina, una
proteina de 35 kDa (Kuadkitkan et al., 2010). No obstante, se han identificado
diversas proteinas con afinidad a la particula de DENV, entre ellas las
glicoproteinas gp40 y gp45 presentes en tejidos del mosquito permisivos al virus

como intestino medio, ovarios y glandulas salivales (Mendoza et al., 2002).

Después del reconocimiento del receptor, la particula viral es internalizada a
través de endocitosis, que en la mayoria de las lineas celulares estudiadas (C6/36,
HelLa, A549, Huh7, HepG2, y BS-C-1) es mediada por clatrina (Schaar et al.,
2007). Sin embargo, en otras, como la linea celular Vero, ocurre mediante una via
no clasica independiente de clatrina, usualmente dependiente de dinamina (Acosta
et al., 2009). Se ha descrito que la via de entrada puede depender de la célula
hospedera e incluso del serotipo y la variante de DENV, en algunas ocasiones
recurriendo a la macropinocitosis. Dentro de la célula, la particula viral es colocada
en un endosoma temprano con pH basico de aproximadamente 6.5 (Figura 2)
(Lescar et al., 2001).

Desencapsidacion

En la membrana de los endosomas tempranos se encuentran los complejos de
ATPasas vacuolares que bombean protones al interior del endosoma ocasionando
su acidificacién (Barrows et al., 2018). La disminucion del pH induce una serie de
cambios conformacionales en la proteina E que culminan en la fusién de la
membrana viral y endosomal (Lescar et al., 2001). Cuando el ambiente es de pH
acido, las histidinas de la proteina E se protonan y cargan positivamente,
ocasionando el alejamiento de los residuos basicos e induciendo la reorganizacion
de la proteina E en trimeros que exponen el péptido fusogénico del DIl para su
insercion en la membrana exterior de la membrana endosomal (Modis et al., 2004;

Stiasny & Heinz, 2004: Zheng et al., 2010). La fusion de ambas membranas
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ocasiona la formacion de un poro a través del cual se libera la NC hacia el
citoplasma donde la capside puede sufrir ubiquitinizacion que desestabiliza los
complejos de capside liberando el genoma viral (Figura 2) (Byk et al., 2016).

Traduccion de la poliproteina viral

Una vez en el citoplasma celular, el genoma viral es traducido directamente por los
ribosomas celulares (Figura 2). Este primer ciclo de traduccion viral debe ocurrir
para sintetizar todas las proteinas virales, entre ellas la RdRp para llevar a cabo la

replicacion viral.

El inicio de la traduccion es dependiente del cap 5 presente en el genoma
flaviviral, que en conjunto con la unién de proteinas de unién a poli-A (PABP) a
secuencias ricas en adeninas que flanquean los DB del 3° UTR, permiten el
reclutamiento de factores celulares de iniciacion de la traduccion (Clyde & Harris,
2006). Al reclutarse la subunidad 40s ribosomal, recorre el 5° UTR desenrollando
sus estructuras secundarias hasta encontrar el codon de inicio AUG con ayuda del
elemento cHP (Clyde et al., 2008). La traduccion del ORF del RNA viral produce
una poliproteina cuyos dominios transmembrana inducen su reclutamiento a la
membrana del RE, donde es procesada proteoliticamente co- y post-
traduccionalmente mediante la actividad proteasa de la proteina NS3 en conjunto
con su cofactor NS2B, asi como por proteasas celulares como la sefial peptidasa,
dando origen a las tres proteinas estructurales y diez no estructurales (Garcia-
Blanco et al., 2016).

Las regiones de la poliproteina correspondientes a las proteinas C y prM son
procesados proteoliticamente de manera coordinada mediante la proteasa viral
NS3 y la peptidasa sefial en el lumen citosélico y del ER, respectivamente. El
procesamiento entre las proteinas prM-E y E-NS1 estd mediado Unicamente por la
peptidasa sefal. La escision entre las proteinas NS1-NS2A requiere una proteasa
celular aun desconocida. Los sitios de escision restantes, NS2A-NS2B y NS2B-

NS3, estan mediados por la proteasa NS3 en cis, mientras que el procesamiento
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entre NS3-NS4A y NS4B-NS5 estd mediado por las proteinas NS2B y NS3 en
trans. Las proteinas maduras NS4A y NS4B se generan por procesamiento
proteolitico en dos sitios por NS2B/NS3 y la peptidasa sefial (Barrows et al., 2018).

Replicacion del genoma viral en el complejo de replicacion

Una vez que se han traducido todos los elementos necesarios para llevar a cabo
la replicacién viral, el virus induce la formacién de complejos de replicacion
mediante la remodelacion de membranas del RE mediada por la proteina viral
NS4A. Estos complejos de replicacién generan un ambiente favorable para la
replicacion del genoma viral (Figura 2) (Miller et al., 2007), ademés de mantener la
maquinaria y los productos de la replicacion protegidos del reconocimiento por
receptores citosélicos como la familia de receptores tipo RIG-I (RLRS) y cGAS; y
por exoribonucleasas celulares como XRN1 (Nasirudeen et al., 2011; Pijlman et
al., 2008).

La formacion del SLA en el 5UTR crea un fuerte promotor y sitio de unién para la
proteina NS5 (Kim et al., 2007). El extremo 3’'UTR libre ahora puede aproximarse
al 5UTR vy circularizar el genoma mediante interacciones RNA-RNA entre las
secuencias complementarias 5°CS-3'CS y 5’UAR-3’'UAR dentro o cercanas a las
UTR (Figura 1) (Alvarez et al.,, 2005; Polacek et al., 2009); a este tipo de
interacciones RNA-RNA se les ha denominado como interacciones de largo

alcance.

La circularizacion del genoma permite el acercamiento y transferencia de la NS5 al
sitio de inicio de la replicacién en el 3'SL donde a partir de un dinucleétido pppAG
o priming loop contenido en la polimerasa, sintetiza de novo una cadena
complementaria al molde, pero de polaridad negativa (-ssRNA) denominado
intermediario replicativo (You & Padmanabhan, 1999). La actividad NTPasa,
helicasa y trifosfatasa de la NS3, permiten la liberacion del -ssRNA para su
posterior uso como molde por la NS5 para la sintesis de multiples ssRNA+ que

conformaran los nuevos genomas virales (Guyatt et al., 2001).
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Una vez que ha concluido la replicacién del genoma, la actividad trifosfatasa de la
NS3 hidroliza un fosfato del primer nucleétido en el extremo 5. Posteriormente la
actividad guanilil-transferasa de NS5, afiade un guanosin monofosfato (GMP) y
afiade un grupo metilo a el N7 con su actividad metiltransferasa, formando el cap
tipo | (Zhao et al., 2015). EI RNA viral replicado es liberado de los complejos de
replicacion hacia el citoplasma para su traduccion o hacia otro compartimento del

RE para su ensamblaje en nuevas particulas virales (Welsch et al., 2009).

Ensamblaje de la particula viral

El ensamblaje esta estrechamente coordinado con la replicacion, por lo que
también ocurre en la membrana del RE (Figura 2) (Welsch et al., 2009). Conforme
el RNA replicado es liberado de los complejos replicativos a través de poros de
aproximadamente 10 nm, se une con alta afinidad a la proteina C flaviviral (Samsa
et al., 2012). Dentro del género Flavivirus no se ha descrito una sefial especifica
para la encapsidacién del genoma, pero se ha propuesto que puede encontrarse
dentro del 3’'UTR (Groat-Carmona et al., 2012).

Las interacciones de NS2A con el 3'UTR del genoma viral lo reclutan al sitio de
ensamblaje y simultaneamente el complejo de proteasa viral NS2B-NS3
interacciona con las proteinas prM-E para dirigir las proteasas necesarias , al sitio
de ensamblaje de la particula viral (Lobigs & Lee, 2004). De esta forma NS2B-NS3
procesa proteoliticamente la proteina C en la regidén citoplasméatica del RE,
mientras que la peptidasa sefial del hospedero procesa proteoliticamente la

poliproteina C-prM-E en el lumen del RE (Ma et al., 2018).

Después del procesamiento proteolitico, las moléculas de la capside se dimerizan
y, simultdneamente, las proteinas prM y E forman heterodimeros y se trimerizan.
Se ha sugerido que durante este proceso la proteina NS3 podria contribuir a la
condensacion del RNA viral para su empaguetamiento en la NC, para después la
NS1 poder asistir su direccionamiento hacia las regiones del RE donde ocurre el
budding a un pH de 7.2 (I.-M. Yu et al., 2009). Finalmente, la NS3 podria reclutar
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la maquinaria de los complejos de clasificacion endosomal para el transporte
(ESCRT) para permitir la fusion de membranas del RE cuando las NCs han
adquirido la envoltura para asi ser liberadas hacia el complejo de Golgi (Figura 2)
(Thepparit et al., 2019).

Maduracion y liberacion de la particula viral

Las particulas flavivirales recién liberadas del RE son inmaduras pues sus
heterodimeros prM-E mantienen expuesto el DIl de la proteina E donde se
encuentra el péptido pr protegiendo el péptido fusogénico de una fusién prematura
de membranas (Prasad et al., 2017). Cuando el pH en el RE es de 7.2, el virién
inmaduro es transportado hacia el TGN por la via secretora donde el pH
desciende a 6 ocasionando la rotacién del DIl dentro de cada heterodimero prM-E,
y cambiando su conformacién en 90 dimeros paralelos a la superficie de la
membrana (Figura 2) (Zhang et al., 2013). Esto permite la unién del péptido pr al
DI de la proteina E adyacente, colocando los heterodimeros prM-E en su sitio y
exponiendo el sitio de corte entre el péptido pr y la proteina M (I. M. Yu et al.,
2008).

El procesamiento porteolitico del péptido pr de la proteina M es llevado a cabo por
la proteasa celular furina, dejando la proteina M adherida a la membrana viral (|.
M. Yu et al., 2008). Este rearreglo de proteinas permite que la membrana adquiera
su capacidad de fusién y generar cambios conformacionales a pH acido, por lo
tanto, es un proceso vital para la liberacion de particulas potencialmente
infecciosas. Por esta misma razén, después del corte de pr éste se mantiene
unido no covalentemente a la proteina E, previniendo los cambios
conformacionales que exponen el péptido fusogénico (I.-M. Yu et al., 2009); sin
embargo, al liberar la particula viral el péptido pr se disocia debido al pH neutro del

ambiente extracelular (Figura 2) (Junjhon et al., 2010).

Finalmente, para la liberacion de la particula viral madura mediante exocitosis

debe ocurrir la fusion de la vesicula transportadora proveniente del TGN con la
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membrana plasmatica (I.-M. Yu et al., 2009). Durante este proceso se liberan
particulas maduras, pero también particulas subvirales, es decir, aquellas que
carecen de NC o material genético por lo que no son infectivas. (Zheng et al.,
2014; Zybert et al., 2008).

Je
3 Liberacion de la
% particula viral

Adheszion ¥
entrada viral

Endocitosis
mediada por

6.
- Maduracién
viral

Fusion de membranas
dependientedepH e

o » Desencapsidacion

Traduccion, replicacion

== yensamblaje pH6.7 \

Figura 2. Ciclo de replicacion de Flavivirus. Al inicio de la infeccion la particula viral
entra en contacto con los factores de adhesion y receptores celulares. Una vez adherido,
el virus se internaliza en la célula mediante endocitosis dependiente o independiente de
clatrina (1.) y es colocado en un endosoma. La acidificacion del endosoma desencadena
cambios conformacionales en la proteina E permitiendo la fusién entre la envoltura viral y
la membrana endosomal (2.), conduciendo a la liberacién del RNA en el citoplasma (3.).
El RNA es transportado hacia complejos de replicacion en el ER donde se lleva a cabo la
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traduccion, replicacion y ensamblaje viral (4.). La particula viral liberada de estos
compartimentos es inmadura (5.) por lo que atraviesa la TGN donde se promueve la
maduracién del virion a través de cambios conformacionales de la proteina E y la escision
del dominio pr de la proteina prM (6.). Finalmente, la vesicula que contiene la particula
viral madura fusiona su membrana con la membrana celular liberandola por exocitosis (7).

Recuperada de Nicholls, et al., 2020.

RESPUESTA INMUNOLOGICA INNATA CONTRA FLAVIVIRUS

Una de las primeras lineas de defensa celular para controlar o inhibir una infeccion
viral corresponde a la inmunidad innata. La inmunidad innata celular es activada
por diversos receptores de reconocimiento de patrones moleculares (PRRS)
localizados en membranas celulares, membranas endosomales o libres en
citoplasma (Nasirudeen et al., 2011). Los PRRs vigilan la presencia de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPS) que, en el caso de los virus, pueden
ser su material genético, intermediarios replicativos o proteinas de envoltura
(Diamond et al., 2000).

Se ha descrito que el dsRNA generado durante la replicacion de DENV es
reconocido por TLR-3 o TLR-7 endosomales, pero mayormente por el gen
inducible por acido retinoico tipo 1 (RIG-I), especializado en el reconocimiento de
dsRNA cortos con extremos 5’ di- o trifosfatados y por el factor de diferenciaciéon
del melanoma tipo 5 (MDA-5) que reconoce dsRNA largos (Figura 3). Ambos
receptores se expresan ampliamente en la mayoria de los tejidos y al reconocer el
RNA viral por su dominio helicasa, se desencadena su desfosforilacion,
ubiquitinacién y cambios conformacionales que promueven su oligomerizacion
(Zevini et al., 2017).

Esta nueva conformacion induce la interaccion de RIG-1 o MDA-5 con la proteina
sefalizadora mitocondrial antiviral (MAVS) ubicada en la superficie de la
mitocondria, a través de la interaccion de los dominios de reclutamiento y

activacion de caspasas (CARD) presentes en las tres proteinas, dicha interaccion
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induce la transduccion de la sefial rio abajo. MAVS es funcional en su forma
multimérica a la cual se reclutan diversas cinasas y proteinas adaptadoras como
TRAF3 y TRAF6. A partir de este punto se activan dos vias: la cinasa 1 de union a
TANK (TBK1) y la cinasa € de IkB (IKKe) que a su vez fosforilan a la familia de
factores de transcripcion reguladores de interferén (IRF) por ejemplo, IRF3 e IRF7.
Una vez fosforilados, homodimeros u heterodimeros de IRF3 y/o IRF7 se
traslocan al ndcleo donde presentan afinidad diferencial por los diferentes
promotores de los genes de interferones tipo | (IFNs-I), induciendo su
transcripcion. Esta etapa de la respuesta inmunoldgica innata antiviral se conoce
como la via de sefalizacion activadora de la expresion de los IFNs-I. La segunda
via activada es del complejo de cinasas IKKa/B/y que reclutan y activan a la familia
de factores de transcripcion del factor nuclear potenciador de cadenas kappa de
células B (NF-kB) para la transcripcion de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-
18 y TNF-a (Figura 3) (Rehwinkel & Gack, 2020; Zevini et al., 2017).
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Figura 3. Esquema de la via de sefalizaciéon inductora de IFNs-l. La deteccion de la
infeccién por DENV y ZIKV mediante RLRs (RIG-1/MDA5) o TLR3/7 activa la cascada de
sefalizacion para la produccién de IFNs-I. Los RLRs activan la proteina MAVS que recluta
proteinas adaptadoras de la familia TRAF para el reclutamiento de las cinasas TBK1 e
IKKe que fosforilan IRFs para su traslocacién al nicleo donde activan la expresion de
IFNs-I. Los TLRs endosomales transducen su sefial mediante MyD88 y TRIF para la
fosforilacion de los IRFs mediante cinasas IRAK y/o TBK1 e IKKe. El reclutamiento de
TRAFs también induce la fosforilacion y liberacion de NF-kB a través del complejo de
cinasas IKKa/B/y, induciendo la expresién de citocinas pro-inflamatorias. El receptor cGAS
puede reconocer el dafio celular inducido por DENV al reconocer DNA mitocondrial en
citoplasma, activando la cascada de sefalizacion para IFNs-l a través de STING

localizado en el ER. Recuperado de (Uno & Ross, 2018).

Interferones de tipo | (IFNs-I)

El genoma humano codifica para 17 tipos de interferén tipo | que incluye 13 tipos
de IFN-a, IFN-B, IFN-k, IFN-¢ e IFN-w. En condiciones homeostaticas son
expresados a niveles muy bajos, pero aumenta rapidamente al inducirse su
expresion mediante diversas vias de sefalizacién, principalmente
desencadenadas por receptores de acidos nucleicos (Rehwinkel & Gack, 2020).
Los IFNs-I tienen tres principales funciones: inducir estados antivirales en las
células infectadas y vecinas para evitar la diseminacién de la infeccion, modular la
respuesta inmunoldgica innata para promover la presentacién antigénica y la
funcion de células natural killer, y activar el sistema inmunolégico adaptativo
(Ivashkiv & Donlin, 2014).

La mayoria de los tipos celulares producen IFN-B, mientras que las células
hematopoyéticas, principalmente células dendriticas plasmacitoides, producen
predominantemente IFN-a. Ambos activan la via de sefializacion efectora de los
IFNs-I y comparten el receptor transmembrana IFNAR conformado por un
heterodimero de las subunidades IFNAR1 e IFNAR2. El reconocimiento del
receptor de la molécula de IFNa/B activa la proteina tirosina-cinasa Janus 1
(JAK1) y la tirosina-cinasa 2 (TYK2) las cuales fosforilan los factores de
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transcripcion citoplasmaticos transductores de sefiales y activadores de la
transcripcion (STAT1 y STATZ2). Ambos se dimerizan y se ensamblan con el factor
regulador de interferon (IRF-9) formando el complejo ISGF3. Este factor se
trasloca al nucleo donde se une a la secuencia promotora de DNA de elementos
de respuesta estimulados por IFN (ISRE) que activa la transcripcion de genes

estimulados por interferon (ISGs) (Figura 4.) (Ivashkiv & Donlin, 2014).

Type |l IFN

IFMAR1

5

Figura 4. Cascada de seializacion efectora de los IFNs-l. Los IFN-a/f3 extracelulares
son reconocidos por su receptor IFNAR activando las cinasas JAK1 y TYK2 encargadas
de fosforilar STAT1 y STAT2 para su acoplamiento con IRF9, formando asi el complejo
ISGF3 que al translocarse al nicleo se une a las secuencias promotoras ISRE para la

expresion de I1SGs.

Las proteinas codificadas por los ISGs limitan las infecciones virales mediante

diversos mecanismos como la inhibicion de la transcripcion, traduccion y
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replicacién viral, la degradacibn de su material genético y la alteracion del
metabolismo de lipidos del cual muchos virus toman ventaja para completar sus
ciclos de replicacion. En las infecciones por Flavivirus se han identificado algunos
ISGs con actividad antiviral. Debido a que ZIKV y DENV presentan aspectos
similares en su ciclo de replicacion algunos de estos ISGs ejercen su actividad
antiviral con la misma eficacia para ambos virus, en otros casos el efecto de los
ISGs s6lo ha sido estudiado en uno de ellos. CH25H evita la entrada y/o fusion de
las membranas virales y celulares mediante la modificacion de la estructura y
propiedades del colesterol, alterando la membrana celular de la que se ayudan las
particulas virales para su entrada (Liu et al., 2013); mientras IFITM3 es capaz de
alterar el ambiente endosomal impidiendo la fusion de membranas para la

liberacién del genoma viral al citoplasma (Zhu et al., 2015).

Para irrumpir la traduccién IFIT1/2 y PKR se unen a las subunidades del complejo
de iniciacion de la traduccién eucariota 3 (elF3) (Hui et al.,, 2003; Jiang et al.,
2010); C190rf66 (RyDEN) tiene la capacidad de unirse a proteinas celulares de
union a mRNA utilizadas durante la traduccién y directamente al RNA viral,
afectando la traduccion y replicacion de DENV y ZIKV (Suzuki et al., 2016).
Viperina podria interactuar directamente con la NS3 y con los complejos de
replicacién virales, por lo que puede restringir la produccién o acumulacién
temprana de los genomas de DENV y ZIKV; también se ha identificado la
inhibicion del egreso de las particulas infecciosas (Helbig et al., 2013). RNase L
también tiene la capacidad de cortar directamente el gRNA flaviviral (Scherbik et
al., 2006).
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EVASION DE LA RESPUESTA INNATA ANTIVIRAL POR FLAVIVIRUS

Debido a que la respuesta de IFNs-I es una de las primeras lineas de defensa
celular antiviral en primates los Flavivirus han co-evolucionado con la respuesta
inmunoldgica innata permitiéndoles desarrollar mecanismos para regular o inhibir
su activacion y sefalizacion (Schlee, 2013). Diversas proteinas virales tienen la
capacidad de interferir en diferentes puntos de la cascada de sefializacién de los
interferones, esto para evitar el reconocimiento viral y la inhibicibn de la
replicacién, favoreciendo asi el establecimiento de la infecciébn productiva en
etapas tempranas (Perry et al., 2011; Rodriguez-Madoz, Bernal-Rubio, et al.,
2010).

En la via de activacion de la expresion de los IFNs-I se ha encontrado evidencia
de que DENV y ZIKV pueden irrumpir el inicio de la sefalizacion desde el
reconocimiento del genoma viral por RIG-I, por ejemplo, mediante la 2’-O-
metilacion en su cap 5’ llevada a cabo por NS5 (Chang et al., 2016), mediante la
union de la proteina NS3 con la proteina celular 14-3-3¢ encargada de la
traslocacion de RIG-I del citosol al adaptador MAVS en la membrana mitocondrial
de células HUH7 y A549 (Chan & Gack, 2016). NS4A de ZIKV se asocia a dos
dominios de MAVS evitando su unién a RIG-I y resultando en la represiéon de la
activacion de IRF-3 y la diminucion de los niveles del mRNA de IFN-B, OAS1 y
IFITM1 en células HEK-293T (He et al., 2016). Adicionalmente, la acumulacion de
RNAs subgendmicos flavivirales (sfRNAs), un producto de la degradacion
incompleta del RNA gendmico flaviviral llevada a cabo por la exoribonucleasa 5’-3’
celular XRN1 (Pijlman et al., 2008), de ambos virus ha demostrado reducir la
transcripcion del gen de ifnb a través de la inhibicion de la sefializacién de IFNs-I
al interactuar con TRIM25, responsable de ubiquitinizar el receptor citoplasmatico
RIG-1 para el inicio de la sefializacion hacia el estado antiviral (Manokaran et al.,
2015).

La cascada de sefalizacion activada a través de RIG-1 también es irrumpida en
diferentes puntos; las proteinas NS4A y NS4B de DENV y la NS1 y NS4B de ZIKV

inhiben la fosforilacion de TBK1 (Dalrymple et al., 2015), mientras que en células
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dendriticas la proteasa NS2B de DENV inhibe la fosforilacién de IRF-3 inducida a
traves de STING, reduciendo asi la expresion del gen ifnb (Rodriguez-Madoz,
Belicha-Villanueva, et al., 2010), en el caso de ZIKV la proteina NS5 se une
directamente a IRF-3. En cooperacion con este mecanismo de evasion, la
sefalizacion a través del receptor cGAS puede ser inhibida mediante la unién de
NS2B de DENYV dirigiendo el receptor a su degradacion en lisosomas celulares de
células dendriticas primarias humanas derivadas de monocitos (MDDCs), mientras
gue ZIKV puede inducir la protedlisis de cGAS a través de la union de NS1 a
USP8 (Aguirre et al., 2017).

En la via de la actividad antiviral de los IFNs-1 el DENV y ZIKV también interfieren
a través de sus proteinas. NS2A, NS4A y NS4B de DENV disminuyen la
fosforilacion de STAT1 impactando en una menor expresion del gen ifnb en
células A549 (Munoz-Jordan et al., 2003), mientras que NS5 de ZIKV y DENV
media la disminucion de los niveles de STAT2 al inducir su union a la ligasa E3
gue lo dirige al proteasoma celular para su degradacion (Ashour et al., 2009). Asi
mismo, en esta via la interaccion del sfRNA de DENV con las proteinas celulares
G3BP1, G3BP2 y CAPRIN1 tiene la capacidad de regular negativamente su
funcion reguladora de la traduccion de mRNAs de ISGs, como IFITM2 y PKR,
protegiendo asi los replicones del virus de la respuesta de IFN-B (Bidet et al.,
2014).
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DIVERSIDAD GENETICA EN VIRUS DE RNA

Los virus de RNA son mas diversos genéticamente que los de DNA,
principalmente debido a las altas tasas de mutacion de las RNA polimerasas
dependientes de RNA (RdRp) entre 102 a 10> mutaciones por nucleétido copiado
por ciclo de replicacion (Sanjuan & Domingo-Calap, 2016). Adicionalmente, su
carencia de actividad exonucleasa 3'-5' le impide la correccién de errores, a
diferencia de las DNA polimerasas (Sanjuan & Domingo-Calap, 2016; Steinhauer
et al., 1992).

Hipdtesis de cuasiespecies en virus de RNA

La hipotesis de cuasiespecies ha sido util para explicar la dinamica evolutiva de
los virus de RNA. Debido a la baja fidelidad de las RdRp, durante la replicacion
viral se generan mutaciones aleatorias en los genomas generados a partir del
genoma viral inicial, dando origen a un espectro de variantes del genoma
relacionadas en su secuencia, pero diferentes entre si, a éstas se les conoce
COMO cuasiespecies; estas cuasiespecies compiten entre si durante la infeccion en
el hospedero contribuyendo a las caracteristicas de la poblacion viral (Lauring &
Andino, 2010; Castro et al., 2005).

Las cuasiespecies continuamente se encuentran bajo la presién de la seleccion
natural la cual, cuando es eficiente, elimina mutaciones potencialmente deletéreas,
de esta manera contribuye a la evolucion y adaptacion de los virus (Weaver et al.,
2021). Durante los procesos de seleccion las poblaciones presentan diferente
capacidad de sobrevivencia y reproduccion de un organismo, es decir, su
capacidad de adaptacién a su ambiente, a esta capacidad se le conoce como
fitness. En el contexto de una infeccion viral las caracteristicas fisioldgicas e
inmunolégicas del hospedero seleccionan diferentes cuasiespecies virales
(Kurosu, 2011), por lo que el fitness de una cuasiespecie se ve reflejado en su
capacidad de replicacién, tropismo celular, evasion del sistema inmunolégico,

transmisibilidad, entre otros (Lauring & Andino, 2010).
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A pesar de que la seleccion natural tiende a seleccionar las variantes con mayor
fitness, a la par se seleccionan variantes cuyas mutaciones no tienen un efecto
sobre el fenotipo viral. Entre estas cuasiespecies podrian encontrarse genomas
con mutaciones neutrales o deletéreas que podrian establecerse en la poblacion a
pesar de no haber sido presionadas por la seleccion natural (Weaver et al., 2021).
La permanencia de estas cuasiespecies entre la poblacion podria favorecer su

adaptaciéon a cambios rapidos en el ambiente.

La respuesta inmunoldégica o barreras biolégicas del hospedero humano se
consideran presiones de seleccion que ocasionan un efecto “cuello de botella” en
las poblaciones virales, ya que reducen la diversidad de cuasiespecies que
establecen la infeccién. Sin embargo, la alta tasa de mutacion de la polimerasa
permite que rapidamente se restablezca la diversidad genética de la poblacion
viral para su posterior transmision (Sim et al., 2015; Weaver et al., 2021). Por lo
tanto, para los arbovirus la alta tasa de mutaciéon de la polimerasa (10 para
Flavivirus vs 10° o 10° para Rhinovirus y Tobamovirus, respectivamente) (Caldwell
et al., 2022; Sanjuan & Domingo-Calap, 2016) les confiere una ventaja evolutiva al
generarse rapidamente cuasiespecies con diferente fitness que se enfrentan a
diferentes ambientes en los ciclos de transmision (Lauring & Andino, 2010). En
cada hospedero podrian seleccionarse cuasiespecies con diferentes
caracteristicas y diferente fitness (Sim et al., 2015), aquellas que presenten menor
fitness en un hospedero podrian presentar uno mas alto en un ambiente diferente;
de aqui la importancia de la diversidad genética en una poblacion viral (Kurosu,
2011).

A pesar de que se ha descrito la diversificacion genética del genoma flaviviral
durante la infeccién del hospedero, asi como la seleccion diferencial de estas
variantes durante los cambios de hospedero entre el mamifero y el vector (Sim et
al., 2015), se desconocen los mecanismos que explican la seleccion positiva y
negativa de las variantes virales durante la adaptacién al hospedero. Se ha
observado que la adaptacion de DENV-2 a células humanas y de mosquito esta

asociada con la diversificacion de la secuencia en el 3'UTR flaviviral por lo que la
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especializacion de estructuras en esta region atribuye una mayor adaptaciéon al
hospedero y que ciertas mutaciones pueden ser benéficas en un hospedero, pero

deletéreas en otro (Villordo et al., 2015).

VARIABILIDAD GENETICA DEL HOSPEDERO HUMANO

Recientemente se ha buscado describir la variabilidad genética entre individuos
humanos. Entre todas las poblaciones del mundo existe variacion genética,
denominada variacion comun o ancestral, sin embargo, estudios recientes han
identificado polimorfismos con origen reciente que se encuentran limitados a
regiones geograficas especificas y que son responsables de rasgos fenotipicos y

riesgos para la salud en determinada poblacion (Aguilar-Ordofiez et al., 2021).

Entre la poblacion mexicana se han realizado estudios que evaluan la variacion
genética entre poblaciones; Moreno-Estrada y colaboradores reportan que entre
las poblaciones indigenas de México hay estratificacion genética a un grado
comparable a la diversidad entre dos regiones continentales diferentes. En este
estudio, analizaron patrones de variacion de polimorfismos de un solo nucleotido
(SNP) autosémicos en el genoma de individuos mexicanos nativos de 20 grupos
indigenas y mestizos en la mayoria de las regiones geograficas de México.
Mediante analisis de componentes principales (PCA) observaron que las
poblaciones de africanos y europeos se diferencian genéticamente, pero de igual
manera se diferencian las poblaciones indigenas dentro de México agrupandolas
en clusters o agrupaciones que tienen aislamiento genético en ciertas regiones
geograficas, pero manteniendo relacién genética mexicana entre ellas (Moreno-
Estrada et al., 2014).

De acuerdo con lo observado por Moreno-Estrada y colaboradores, los patrones
de ascendencia en la poblacion mexicana podrian influir significativamente sobre
las diferencias entre mediciones clinicas de la funcion pulmonar. Estos resultados

sugirieron que la diversidad genética que alberga nuestra poblacién podria tener
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implicaciones importantes sobre diversos fenotipos biomédicos importantes para la

misma poblacion (Moreno-Estrada et al., 2014).

Recientemente, en un estudio realizado por Aguilar-Ord6fiez y colaboradores, al
analizar el genoma completo de individuos de 27 grupos indigenas a lo largo del
pais, identificaron una enorme cantidad de variantes de un solo nucleétido (SNVs)
y seflales de seleccién positiva en secuencias promotoras y potenciadoras de
genes relacionados a la salud, asi como genes de vias relacionadas con la
respuesta inmunoldgica, como el de Ikbke, una cinasa de NFk-B involucrada en la
sefializacion de la respuesta antiviral (Aguilar-Ordofiez et al., 2021).

Como se mencion6 anteriormente, los IFNs-I son de las primeras citocinas en ser
producidas después de la infeccion viral por lo que el andlisis del fondo genético
del hospedero humano y su relacion con las diferencias en la activacion de la via
de sefializacién de IFNs-I ha sido de gran interés, por su potencial influencia en la
susceptibilidad natural a infecciones virales y a la severidad de las presentaciones
clinicas durante la infeccion. Este tipo de variantes o SNPs se han descrito
naturalmente en pacientes infectados con diferentes virus y para multiples genes
de la via de IFNs-I, por ejemplo en pacientes europeos con infeccién por virus de
la hepatitis C (HCV) se identificaron SNPs en el gen IFIH1 (0 MDA-5) que
correlacionaron con la rapida resolucion de la enfermedad, ademas su
sobreexpresion en células HEK 293, contribuyé a una mayor supresion de la

replicaciéon del virus y mayor expresion de ISGs (Hoffmann et al., 2015).

Entre los Flavivirus se ha identificado que en una cohorte de individuos
norteamericanos, la presencia de SNPs en los genes Irf3 y Mx1 se asocian mas
significativamente con una infeccion sintomatica que con una infeccion
asintomética por WNV. Ademas, identificaron un SNP en Oasl (un ISG antiviral)
asociado significativamente con el mayor riesgo de presentar encefalitis o paralisis
por WNV en comparacion con los que presentaron Unicamente fiebre y/o
meningitis por el mismo virus. Estos resultados evidencian indirectamente la

modulacién de la enfermedad de WNV a través de la via de IFNs, influyendo en el
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riesgo de cursar una infeccién sintomatica y de la progresion de la enfermedad

dependiendo de las caracteristicas genéticas del individuo (Bigham et al., 2011).

En otro estudio realizado por Sakuntabhai y colaboradores analizaron tres
cohortes independientes de nifios tailandeses hospitalizados por diferente
severidad de la enfermedad del dengue. Entre los nifios identificaron 40
polimorfismos para el gen CD209 el cual forma parte del promotor del receptor
DC-SIGNL1. Entre estos polimorfismos identificaron que en el polimorfismo DC-
SIGN1-336 los genotipos GG y GA se asociaban significativamente con un mayor
riesgo de fiebre hemorragica en comparacion con el riesgo de fiebre del dengue.
Ademas, demostraron que la variacion de la base G en la posicidén -366 disminuye
la actividad promotora del gen. La alteracion de su actividad promotora en la
expresion de DC-SIGN1 podria resultar en una menor susceptibilidad a la
infeccion de las células dendriticas en las primeras etapas de la infeccién
(Sakuntabhai et al., 2005).

Para el caso de infecciones por ZIKV, Santos y colaboradores compararon SNPs
en diversos genes de madres brasilefias que dieron a luz bebés con sindrome
congénito asociado a Zika con madres que dieron a luz bebés sanos a pesar de su
exposicion al virus del Zika, identificando una asociacion entre un SNP en el gen
de TIr3 y el aumento en el riesgo de microcefalia causada por el ZIKV, asi como
un polimorfismo en Tnfa asociado a una menor produccion de éste, derivando en
microcefalia grave en los infantes. Estos resultados sugieren que la disminucion
en la produccion de IFNs-1 y de la respuesta inflamatoria en las mujeres
embarazadas infectadas con ZIKV y sus bebés podria derivar en el control
deficiente de la infeccion favoreciendo la viremia y el dafio al sistema nervioso

central de los infantes (Santos et al., 2019)

Entre la poblacibn mexicana también se han identificado SNPs asociados a la
susceptibilidad de la infeccién por virus de RNA. Por ejemplo un polimorfismo en el
gen Oasl da como resultado la expresion de isoformas de la proteina OAS1 de
mayor peso molecular pero menor actividad enzimética, que podrian hacer menos

eficiente la respuesta innata antiviral y, por lo tanto, mas susceptibles a los
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individuos a la infeccion por virus de RNA (Sanchez-Gonzalez et al., 2021). En
particular para DENV, en una cohorte de 138 pacientes mexicanos con fiebre de
dengue (DF) y 31 pacientes con fiebre hemorragica de DENV (DHF) se identifico
gue el alelo A del SNP del gen de Tnf se distribuia significativamente con mayor
frecuencia entre los pacientes con DHF que con DF. En contraste, los SNPs en
otros genes como CD209, JAK1l, CTLA4 e IFNL3 se presentaron con una
distribucién similar entre ambos grupos de pacientes (Vargas-Castillo et al., 2018).

En conjunto, estos estudios evidencian que la variabilidad genética en elementos
de la respuesta inmunoldgica innata de los hospederos en diferentes regiones
geograficas podria determinar la eficiencia y duracibn de la respuesta
inmunoldgica antiviral, repercutiendo en la severidad de las manifestaciones
clinicas, asi como en las variantes de Flavivirus seleccionadas en sus

poblaciones.

42



ANTECEDENTES DIRECTOS

Existe evidencia del impacto de la seleccion de variantes de DENV en la
intensidad y severidad de brotes epidémicos, una de las mas contundentes es la
evidenciada para la dinamica epidemioldgica de DENV-2 en Puerto Rico, donde se
ha realizado un seguimiento de circulacion de los serotipos DENV. En estos
estudios se ha observado que DENV-2 ha circulado continuamente, con
fluctuaciones en su predominancia entre 1986 y 2007. Estas fluctuaciones estan
ligadas a la diversidad genética intra-serotipo, particularmente a nivel del genotipo
Asiatico-Americano, en el que entre 1986-1995 predominaban variantes del clado
DENV PR-1 hasta ser desplazadas epidemiolégicamente por el grupo de variantes
del clado DENV PR-2B del mismo genotipo, dando origen a un nuevo brote de
1995-2007 (Manokaran et al., 2015; McElroy et al., 2011).

Bajo esta premisa, Manokaran y colaboradores utilizaron aislados virales de
ambos clados e infectaron células humanas HuH-7 y monocitos primarios con el
objetivo de identificar un potencial determinante viral asociado al mayor fitness
presente en los aislados del clado PR-2B, pero ausente en los aislados del clado
PR-1. Se observé que las células infectadas con aislados de DENV PR-2B
presentaron menor acumulacion del mRNA del gen de ifnb debido a la inhibicion
de la sefalizacion de IFNs-I por la interaccion del sfRNA con TRIM25 reduciendo
la sefializacion hacia la transcripcion de este gen y con él la respuesta antiviral
dependiente de IFNs-I en etapas tempranas de la infeccion, permitiendo la viremia
en el hospedero y su propagacion (Manokaran et al., 2015). Esta es la Unica
evidencia donde se ha correlacionado la presentacion clinica con la capacidad de
evadir la respuesta inmunolégica comparando aislados de diferentes brotes

epidémicos.
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JUSTIFICACION

Entre la poblacion mexicana hay importantes diferencias genéticas. Las
variaciones en genes que codifican para moléculas efectoras de la respuesta
inmunoldgica innata podrian repercutir en su funcién, por lo que la posible
diversidad de respuestas antivirales entre la poblacibn mexicana seleccione
variantes genéticas de los Flavivirus DENV y ZIKV diferentes a las reportadas en
otras regiones endémicas. Esta diversidad genética viral podria evidenciarse a

través de distintos fenotipos evasores de IFNs-I.

La epidemiologia actual del DENV en México se limita al diagndstico clinico de la
enfermedad y ocasionalmente en la identificacion del serotipo, mientras que la del
ZIKV consiste en su identificacion y los posibles casos de sindrome de Guillain-
Barré y sindrome congénito asociados a Zika; sin embargo, no se describe el
fenotipo de las variantes genéticas seleccionadas en el pais. Determinar si la
capacidad de evadir la respuesta de IFNs-I de Flavivirus circulantes en México es
variable durante brotes epidémicos y correlaciona con la severidad de las
manifestaciones clinicas, podria permitir el disefio de protocolos de vigilancia
epidemioldgica para la deteccion de variantes potencialmente virulentas en la

poblacion mexicana.

HIPOTESIS

El fenotipo evasor de IFNs-I sera diferente entre aislados de Flavivirus obtenidos
de individuos mexicanos durante el brote de 2019 en la ciudad de Oaxaca y este
fenotipo correlacionard con la severidad de la presentacion clinica de la

enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el fenotipo evasor de la respuesta de IFNs-I en un modelo celular

infectado con aislados de Flavivirus mexicanos, y su correlacion con la

clasificacion clinica determinada en los pacientes incluidos en el estudio de los

aislados virales.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Aislar y amplificar Flavivirus en cultivo celular a partir de muestras de suero de
pacientes del estado de Oaxaca, con diagndéstico clinico y seroldgico de DENV

en etapa febril.

Cuantificar el titulo viral de los aislados mexicanos de Flavivirus por formacion

de unidades formadoras de placa (PFUSs).

Comparar la cinética de replicacion de los aislados mexicanos de Flavivirus en

la linea celular Vero.

Comparar la susceptibilidad a la respuesta antiviral dependiente de IFNs-I
entre aislados mexicanos de Flavivirus en un modelo celular de estimulacién

con IFN-a recombinante.

Comparar la cinética de replicacion de los aislados mexicanos de Flavivirus en
la linea celular de origen hematopoyético humano (U937) y fibroblastos

dérmicos humanos (HFF-1).

Correlacionar la sensibilidad a IFNs-I de los aislados mexicanos de Flavivirus
con la clasificacion clinica de la enfermedad en los pacientes de los que fueron

aislados.
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MATERIALES Y METODOS

LINEAS CELULARES

Linea celular Vero

La linea celular Vero consiste en células epiteliales de rifion de mono verde
(Chlorocebus aethiops). Tienen una delecion en el cromosoma 12 que ocasiona la
pérdida de un grupo de genes de IFNs-I por lo que son altamente susceptibles y
permisivas a infecciones virales. Son ampliamente utilizadas para la amplificacién
y ensayos de titulacion viral de Flavivirus donde presentan la formacion de placas
liticas (WHO, 2007). Estas células son adherentes y se mantienen en medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) (Biowest) suplementado con suero fetal bovino
(FBS) (Biowest) entre 3y 10%, y antibiético al 1% (Biowest), en incubacion a 37°C

en atmosfera de CO2 al 5%.

Linea celular U937

La linea celular U937 consiste en células humanas de origen hematopoyético
obtenidas de un paciente con linfoma histiocitico. Estas células son monocitos,
precursores de macréfagos. Esta clona expresa de manera estable DC-SIGN por
lo que son artificialmente permisivas a la infeccion por Flavivirus. Son células no
adherentes que se mantienen en medio RPMI suplementado con FBS entre 5y

10%, y antibittico al 1%, en incubacion a 37°C en atmédsfera de CO: al 5%.

Linea celular HFF-1

Esta linea celular corresponde a fibroblastos de piel sana humana, cuya expresion
de IFN-B es muy alta (Kurane et al., 1992). Son células adherentes que se
mantienen en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado
con FBS (Biowest) entre 5y 15% Yy antibiético al 1%, en incubacion a 37°C en

atmosfera de CO2 al 5%.

46



MUESTRAS CLINICAS

Se utilizaron 11 muestras de sueros donadas por el laboratorio de analisis clinicos
Oaxacalab, ubicado en la ciudad de Oaxaca. Estas muestras fueron recolectadas
de pacientes con signos, sintomas y diagndstico seroldgico de infeccion por DENV

durante el afo 2019.

La toma de muestra se realiz6 dentro de los primeros tres a cinco dias iniciados
los sintomas (etapa febril — inicio de la etapa critica) ya que la mayor carga de
viremia en el hospedero ocurre dentro de los primeros cinco dias, esto facilita su
deteccidon molecular a partir del suero y favorece el aislamiento viral en el
laboratorio (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2009). Adicionalmente, en el
laboratorio de analisis clinicos se les realizd6 una prueba rapida de
inmunocromatografia para la deteccién de la proteina viral NS1, y para IgM e IgG
anti-DENV para confirmar la infeccion. Las muestras de suero fueron mantenidas
en ultracongelacién a -70° C y posteriormente transportadas en nitrogeno liquido
al laboratorio de Biologia Molecular e Inmunologia de arbovirus en la Unidad de
Investigacion en Biomedicina (UBIMED) de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (UNAM) donde se

crioalmacenaron en esta misma condicion.

De los pacientes de los que provienen los sueros se conoce sexo y edad, y se les
realiz6 una biometria hematica que incluye resultados de férmula roja como
cantidad de eritrocitos, hemoglobina, porcentaje de hematocrito, volumen globular
medio, hemoglobina globular media, concentracion media de hemoglobina
globular, nimero de plaquetas y volumen plaquetario; y resultados de serie blanca
como leucocitos totales, cantidad absoluta y porcentaje de neutrdfilos, eosindfilos,
basdfilos, monocitos y linfocitos. De esta informacion se considerd el conteo
plaguetario, leucocitario y porcentaje de hematocrito para clasificar las muestras
en dos grupos: dengue no grave (DNG) o dengue con signos de alarma/dengue

grave (DCSA + DG) conforme a los parametros establecidos por la OMS en 2009.
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Se clasific6 como DNG a las muestras positivas para NS1 y/o IgM para DENV que
no presentaran anomalias hematicas o Unicamente leucopenia con numero de
leucocitos menor a 4,400/uL. Las muestras positivas para NS1 y/o IgM para DENV
con hematocrito alto y/o trombocitopenia menor a 150,000 plaquetas/uL pero
mayor a 100,000 plaquetas/uL se clasificaron como DCSA. Las muestras con

trombocitopenia menor a 100,000 plaquetas/uL se clasificaron como DG.

AMPLIFICACION Y AISLAMIENTO VIRAL

Las muestras seroldgicas fueron utilizadas para la amplificacién de las posibles
particulas virales presentes en ellas mediante pases ciegos en placas para cultivo
celular de 6 pozos con monocapas de células Vero a confluencia de 70-80%.
Cada monocapa se inoculé con una dilucion 1:40 del suero de una muestra
diferente en RPMI suplementado. Se mantuvo un pozo por placa sin inocular como
control negativo. Esta inoculacion se mantuvo en un volumen de intimo contacto
entre células y la dilucion de la muestra durante 1 hora con movimiento cada 15
minutos a 37°C en atmosfera de CO: al 5%. Posteriormente, en cada pozo se
completé a un volumen final de 3mL con RPMI suplementado y se incubaron en

las mismas condiciones hasta por 8 dias.

Estas inoculaciones fueron monitoreadas para observar la presencia de efecto
citopatico causado por las potenciales particulas virales presentes en el suero. El
efecto citopatico en células Vero se evidencia mediante cambios en la morfologia
o lisis celular que ocasiona el desprendimiento de la monocapa del sustrato. En
caso de observar efecto citopéatico en un 30-40% de la monocapa, se recupero
todo el sobrenadante; de no ser asi, la infeccion se mantuvo hasta 8 dias para
permitir la mayor produccién posible de particulas virales.

El sobrenadante recuperado se centrifugé a 2000 rpm durante 5 minutos a 4°C
para descartar residuos celulares, se afiadié sacarosa-fosfato-glutamato (SPG)
como criopreservador, se fracciono y almacen6 a -70°C. Este proceso se conoce
como cosecha.
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Una fraccion del sobrenadante de la primera cosecha fue utilizado para inocular
una nueva monocapa de ceélulas Vero, siguiendo el mismo protocolo y criterios de
infeccion, monitoreo y cosecha. Cada vez que la muestra entra en contacto con
una monocapa no infectada se le considera como un “pase”. De esta forma a cada

muestra se le realizaron hasta 8 pases ciegos.

TITULACION VIRAL POR UNIDADES FORMADORAS DE PLACAS (PFUs)

Los ensayos de titulacion vial se realiz para la cuantificacion de placas: areas
localizadas de la monocapa celular donde inicia la infeccion productiva (WHO,
2007). Para la titulacion de los sobrenadantes con Flavivirus se inocul6 una
monocapa de células Vero con diluciones decimales seriadas de los
sobrenadantes de las muestras amplificadas, la cual se mantuvo durante una hora
con movimiento cada 15 minutos a 37° C en atmoésfera de CO:2 al 5%.
Posteriormente se afiadié medio RPMI suplementado con metilcelulosa (Sigma) al
1.25%, 2% de FBS y 1% de antibidtico; el estado semisélido de este medio limita
la infeccion en areas localizadas de la monocapa celular permitiendo la formacion

de las placas.

Después de 5 dias se retird el medio semisolido, se fijaron y permeabilizaron las
células con metanol al 85%. La inmunocitoquimica se realiz6 afiadiendo una
dilucion 1:4000 de anticuerpo primario 4G2 (dirigido al péptido fusogénico flaviviral
donado por el Dr. Stephen Whitehead, NIH, MD, USA) el cual se incubé durante 1
hora a 37°C con movimiento cada 15 minutos, seguido de una dilucién 1:4000 de
anticuerpo secundario contra IgG de raton acoplado a la peroxidasa de rabano
(HRP-KPL) en las mismas condiciones. Finalmente, las placas formadas y
marcadas se revelaron afiadiendo tetrametilbencidina (TMB-KPL) (Seracare) cuya
oxidacion por la HRP induce su precipitacion lo que permite visualizar de placas
tefiidas en color azul. Con el numero total de placas se calcula el titulo viral en

unidades formadoras de placa (PFU)/mL de acuerdo con la siguiente férmula:
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x = log [1 x (10l¥1+2 )]

Donde: X = titulo viral PFU/mL

X = promedio del nimero de placas en ambos pozos a la dilucion del
conteo

y = namero absoluto de la dilucién a la que se contabilizaron las
placas

El nimero de PFUs/mL que se calcula a través de esta técnica se reporta en la
magnitud de potencias de 10, por lo que la expresion e ilustracion de estos datos
resulta mas eficiente si se utiliza la escala logaritmica base 10. Esto significa que,
un titulo viral de 7 log equivale a 1x10” PFUs/mL, es decir 10000000 PFUs/mL.
Cada unidad de logaritmo equivale a 10 veces mas el nimero de PFUs en escala
decimal, por ejemplo 3.4 log = 2,511.88 PFUs/mL, mientras que 4.4 log = 25,118.8
PFUs/mL.

Opcionalmente a la tincion mediante inmunocitoquimica, se evidencié la formacion
de placas mediante una técnica de contraste entre las placas y la tincion de la
monocapa celular. Para ello, después de retirar el medio semisolido, se afadio
colorante rojo neutro (Goldbio) al 3.2% y se incub6 durante 24 horas a 37° C en
atmosfera de CO: al 5%. El rojo neutro tifie el nucleo y se acumula en los
lisosomas de células sanas, por lo que las células infectadas permanecen
incoloras evidenciando las placas formadas en la monocapa celular. Con el
namero total de placas se calculd el titulo viral en unidades formadoras de placa

(PFU)/mL mediante la férmula anterior.
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COMPARACION DEL FENOTIPO EVASOR DE IFNs-l ENTRE AISLADOS
MEXICANOS DE FLAVIVIRUS

Una vez titulados, los aislados virales obtenidos se utilizaron para la infeccion de
células Vero previamente estimuladas con IFN-a A/D recombinante universal
(Sigma-Aldrich); este IFN consiste de un hibrido de los IFN aA 'y aD expresado en

E. coli y cuya actividad se ha demostrado en multiples células de mamiferos.

El experimento se realiz6 como se describe a continuacion. En placas para cultivo
celular, se sembraron 100,000 células Vero por pozo, cada uno fue estimulado con
diferente concentracion: sin IFN-a, 1 unidad internacional (IU)/mL, 10 IU/mL o 100
IU/mL de IFN-a resuspendidas en medio RPMI suplementado al 3% con FBS. Esta
estimulacién se mantuvo por 16 horas en incubacién a 37 °C en atmésfera de CO2
al 5%. Posteriormente, se retird el medio con IFN-a y se infectaron las monocapas
con cada aislado viral a una multiplicidad de infeccion de 0.1 en incubacion a 37
°C, en atmésfera de CO2 al 5% y durante 1 hora con movimiento cada 15 minutos.
Transcurrido este tiempo se retird el indculo viral y se afiadié nuevamente medio
RPMI con su concentracion de IFN-a correspondiente. Se tomaron alicuotas del
sobrenadante de cada tratamiento cada 24 horas durante 6 dias y se almacenaron
a -70 °C. El volumen tomado se repuso con la misma cantidad de RPMI
adicionado con su concentracién correspondiente de IFN-a. El experimento se
realizé por duplicado para cada tratamiento. Finalmente, las alicuotas recuperadas
durante la infeccion y tratamiento con IFN-a se titularon por PFUs mediante el
protocolo de inmunocitoquimica o tincion celular por contraste para analizar la

cinética de infeccién de cada aislado viral con los diferentes tratamientos de IFN-a.
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ANALISIS ESTADISTICO

A partir de los titulos virales obtenidos de la infeccion bajo los diferentes
tratamientos con IFN-a, se calcul6 el porcentaje de reduccion de la infeccion. Se
considero el titulo viral de cada aislado sin IFN-a como el 100% de la infeccion, y a
partir de este dato se calcul6 el porcentaje de infeccion con cada virus bajo cada
tratamiento durante los 6 dias de la cinética. Con estos datos se calculo el

porcentaje de reduccion de la infeccion mediante la siguiente formula:
% de reduccién de infeccion = 100% - % infeccion en cada tratamiento
Los porcentajes de reduccion de la infeccion fueron analizados mediante ANOVA

de dos vias y multiples comparaciones con correccién de Bonferroni, considerando
un a = 0.05.
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RESULTADOS

OBTENCION DE AISLADOS MEXICANOS FLAVIVIRALES

Para iniciar la amplificacion viral fueron seleccionadas 11 muestras positivas a
NS1 y/o positivas a IgM o IgG, ya que su deteccion durante los primeros 5 dias de
la infeccién son indicadores de etapa tempranas de la enfermedad, donde se
sobrelapan parcialmente con la viremia en sangre, por lo tanto, favorece el
aislamiento viral (Figura 5) (OMS, 2009; Guzman, et al., 2016).

RT-PCR and viral isolation
NS1

Viraemia

Viral load detected by RT-PCR
VSI13 Aq paynuenb saipoqnuy

NgM

0 4 6 14 21 v 50
Acuteillness Time (days)
Figura 5. Niveles de viremia, IgM e IgG a lo largo de la infeccién por DENV. Durante
los primeros cuatro dias de la etapa febril de la enfermedad la viremia en sangre alcanza
sus mayores niveles por lo que el diagndstico molecular puede llevarse a cabo mediante
RT-gPCR o el asilamiento viral, asi como mediante la deteccion de la proteina viral NS1
secretada a circulacion sanguinea. Cerca del final de la etapa febril, los anticuerpos IgM e
IgG anti-DENV comienzan a ser cuantificables mediante ensayos de ELISA y alcanzan
sus méaximos valores hasta casi 2 semanas después, posteriormente los anticuerpos IgM
comenzaran a decrecer mientras los IgG permaneceran detectables hasta por 10 meses o

idealmente de por vida. Tomado de Guzman, M. et al., 2016.

De las 11 muestras, cinco correspondieron a pacientes del sexo femenino y cuatro
al sexo masculino. Todas fueron positivas a NS1 y negativas a IgG; unicamente la

muestra 10 fue positiva a IgM (Tabla 1). De acuerdo con los criterios establecidos
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y la informacion incluida en la biometria hematica se clasificaron 4 muestras como
DNG y 5 muestras como DCSA + DG (Tabla 2).

Tabla 1. Datos demograficos y serologicos de las muestras utilizadas.

- M 5 afos + + -
- F 46 afos + - -
1w ona N s - -
17 NA N " i i
- F 31 afios + - -
- F 35 afios + - -
- M 56 afios + - -
- M 20 anos + - -
- M 31 afios + - -
- F 31 afos + - -
- M 15 afos + - -

Tabla 2. Datos biométricos de las muestras y clasificacion de la forma clinica de la

enfermedad del dengue bajo los criterios de la WHO 2009.

- 45.9 234 7.8 Hematocrito alto DCSA
- 44.7 153 3.42 Leucopenia DNG
14 Na N/A N/A N/A N/A
7 Na N/A N/A N/A N/A
- 43.5 123 6.36 Trombocitopenia DCSA
- 39.3 297 8.01 - DNG
- 47.9 330 7.94 - DNG

54



44 Leucopenia 'y

49 126 2.27 . : DCSA
trombocitopenia
46 Leucopenia y
45.2 73 S trombocitopenia e
49 422 66 6.5 Trombocitopenia DG
51 42.8 240 5.56 - DNG

*Dengue no grave (DNG), Dengue con signos de alarma (DCSA) y Dengue grave (DG).

Pases ciegos y presencia de efecto citopético

Durante la amplificacion viral de las 11 muestras de suero, la mayoria de los pases
se cosecharon a los 6 o 7 dias posteriores a la infeccion (dpi) a pesar del
sobrecrecimiento celular y de no observar efecto citopatico evidente (Figura 6B).
En las monocapas inoculadas con algunas muestras, por ejemplo, la numero 35
se observo efecto citopatico de lisis celular desde el primer pase (Figura 6F). Otras
muestras, como la 10, comenzaron a mostrar efecto citopéatico hasta el pase seis,
aungue poco evidente (Figura 6C). Debido a esto, la amplificacion viral se enfocé
en las muestras en las que se observd mayor indicio de efecto citopatico; estas
correspondieron a las muestras 10, 17, 19 y 35 (Figura 6C-F). Estas muestras se

amplificaron hasta con ocho pases ciegos.
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Figura 6. Inoculacion de células Vero con sobrenadantes de muestras serolégicas
con pases ciegos en cultivo celular. A) Control negativo: sin infeccion y con
sobrecrecimiento (sefialado con triangulos) a 6dpi. B) Sobrecrecimiento celular en
inoculaciéon con muestra 13 pase 3 a 6dpi. C-F) Efecto citopatico (sefialado en circulos) en
infeccion con C) muestra 10 pase 6 a 6dpi, D) muestra 17 pase 6 a 6dpi, E) muestra 19

pase 7 a 7dpi y F) muestra 35 pase 1 a 3dpi.
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Titulos virales de las muestras amplificadas

En el pase ocho de la amplificacion viral de las muestras 10, 17, 19 y 35 se logro
la cuantificacion de su titulo viral (Figura 7). El titulo del aislado obtenido de la
muestra 10 (Oax10) fue de 5.1 log, el del aislado 17 (Oax17) 4.8 log, el del aislado
19 (Oax19) 4.2 log, y el del aislado 35 (Oax35) 4.3 log.

101 101

107 10

103 103

Figura 7. PFUs de aislados flavivirales Oaxaca 2019 en pase 8 a diferentes
diluciones decimales seriadas. Se muestran monocapas de células Vero infectadas con
las diluciones 107, 102y 107 de los aislados Oax17 (A), Oax10 (B), Oax35 (C) y Oax19
(D).

CINETICA DE REPLICACION DE AISLADOS FLAVIVIRALES OAXACA 2019

La cinética de replicacion de los cuatro aislados se obtuvo a partir de la titulacién
de los sobrenadantes de la infeccion de una monocapa de células Vero a 0.1 MOI
mantenida durante 6 dias. Durante esta cinética se observéo que a 1 dpi los
cultivos infectados con los aislados Oax10, Oax17 y Oax19 comenzaron a
presentar mayor CPE que el aislado Oax35, esto reflejado en el cambio
morfolégico celular pues se observa mayor cantidad de cumulos de células con
morfologia redondeada en los cultivos infectados con los aislados Oax10, Oax17 y
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Oax19 (Figura 8A-C), mientras que con el aislado Oax35 la mayoria de las células
mantiene su morfologia alargada y hay menos células redondeadas (Figura 8D). A
partir de los 4 dpi la mayor parte de la monocapa celular se habia desprendido en
todas las infecciones, dificultando identificar las diferencias en el efecto citopatico
entre aislados.

Figura 8. Efecto citopatico (CPE) en células Vero infectadas con aislados flavivirales
Oaxaca 2019. Se muestra el CPE (sefialado en un circulo) en células Vero infectadas con
los aislados Oax10 (A), Oax17 (B), Oax19 (C) y Oax35 (D) a 0.1 MOl a 1 dpi.

Los titulos virales muestran que los cuatro aislados presentan una cinética de
replicacion muy similar entre si en la linea celular Vero (Figura 9). Desde el primer
dpi, los aislados presentan un titulo viral alto entre los 5.73 log y 6.26 log, pero
alcanzan su mayor titulo viral a los 2 dpi el cual fue de 6.80 log para Oax10, 7.10
log para Oax17, 6.90 log para Oax19 y 6.29 log para Oax35. Posterior a este dia

58



se observa la disminucion progresiva de los titulos virales de todos los aislados,
sin embargo, posterior a los 4 dpi aumentan nuevamente, llegando a alcanzar casi
sus titulos méaximos a los 6 dpi. De todos los aislados, Oax35 presenta los titulos
significativamente menores respecto a los demas aislados a los 2 dpi (p= 0.0018
vs Oax10, p <0.0001 vs Oax17, p=0.0002 vs Oax19), 4 dpi (p= 0.0025 vs Oax10,
p <0.0001 vs Oax17, p <0.0001 vs Oax19) y 5 dpi (p <0.0001 vs Oax10, Oax17y
Oax19) (Figura 9).

8_
6_
g
2 4 & Oax 10
E = QOax 17
24 -4 Qax 19
-+ Qax 35
0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6

Figura 9. Cinética de replicacion de la infeccion de células Vero con aislados
Oaxaca 2019. Se muestra el titulo viral en PFU/mL (log) de los aislados Oax10 (rojo),
Oax17 (verde), Oax19 (azul) y Oax35 (morado) en cada dpi de la infeccion de células
Vero a 0.1 MOI durante 6 dias.

FENOTIPO EVASOR DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA INNATA
DEPENDIENTE DE IFNS-I DE LOS AISLADOS DE FLAVIVIRUS

Una de las propiedades del IFN-a es la actividad anti-proliferativa sobre la division
celular lo cual fue evidente en todos los cultivos con tratamiento de IFN-a
proporcionalmente a su concentracién. Durante los seis dias de la infeccidon los
cultivos con 1 Ul/mL presentaron un ritmo de division celular similar al control sin

IFN-a, en los primeros tres dpi predomina el sobrecrecimiento celular observado a
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través de la formacién de cumulos de células con morfologia alargada (Figura
10A), sin embargo, en los tratamientos con 10 y 100 IU/mL de IFN-a se presento
menor sobrecrecimiento celular (Figura 10A y C). El CPE de la infeccion con cada
aislado también se observo proporcional a la concentracion de IFN-a, este CPE
estd reflejado en el cambio de la morfologia celular alargada a células
redondeadas y desprendidas de la monocapa celular (Figura 10A y D). En los
tratamientos preincubados con 100 IU/mL de IFN-a es posible observar menor
CPE durante los seis dias de la cinética, mientras que con 1y 10 IU/mL de IFN-a
el CPE de cada aislado es visible entre los 2 y 3 dpi a través de los mismos
cambios en la morfologia celular. Posteriormente el sobrecrecimiento y grado de
desprendimiento de la monocapa en la infeccion con todos los aislados dificulta su

identificacion (Figura 10A).

A los 2 dpi con 1 IU/mL de IFN-a todos los aislados indujeron similar CPE en los
cultivos de células Vero, con un efecto discretamente mayor inducido por el
aislado Oax19 pues se muestran mas ceélulas con morfologia redondeada que
cumulos de células alargadas (Figura 10B). En los cultivos preincubados con 10
IU/mL de IFN-a a 2 dpi los aislados Oax17, Oax19 y Oax35 indujeron un CPE
similar, en este caso Oax10 presentd el menor CPE de todos pues se observan
menos células de morfologia redondeada. Finalmente, en los cultivos
preincubados con 100 IU/mL de IFN-a a 2 dpi el aislado Oax35 indujo el mayor
CPE pues presenta discretamente mayor cantidad de células con morfologia
redondeada, seguido de Oax19, Oax1l7 y Oax10 (Figura 10C). En general, se

observa que Oax10 presenta el menor CPE a 2 dpi.

A partir de los 4 dpi, en los cultivos preincubados con 1 IU/mL y 10 Ul/mL de IFN-a
el desprendimiento de la monocapa es similar entre aislados impidiendo
diferenciar el CPE, sin embargo, en los cultivos preincubados con 100 Ul/mL de
IFN-a, el aislado Oax35 indujo el mayor CPE observado a través del
redondeamiento y desprendimiento de la monocapa celular. Considerando este
criterio, a esta concentracion de IFN-a observamos que el aislado Oax10 indujo

méas CPE que Oax17. En los siguientes dias se observa que el aislado Oax10
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presenta progresivamente mayor redondeamiento y desprendimiento celular que
los demas aislados, hasta que a los 6 dpi es el aislado mas citopatico de todos los
aqui estudiados, aunque las diferencias entre aislados son sutiles. Los aislados
Oax17 y Oax19 presentan un CPE similar entre si y Oax35 fue el menos citopatico
al mantener ligeramente mayor area de ceélulas adheridas y con morfologia
alargada y menos células desprendidas de la monocapa (Figura 10D). Estos
resultados muestran que existen diferencias, aunque sutiles, en la capacidad

citopética entre aislados mexicanos y que el efecto antiviral del IFN-a disminuye el

potencial citopatico de los aislados.

1 Ul/mL IFN-a 2dpl 100UI/mLIFN-a 2 dpl 1 1Ul/mL FNa  5dpi|100 UI/mLI N-a 5 dp-




Figura 10. Efecto de la infeccion con los aislados de Flavivirus de Oaxaca en células
Vero preincubadas con IFN-a. A) CPE en células Vero preincubadas con 1y 100 IU/mL
de IFN-a e infectadas con virus referencia DENV-1 Western Pacific a 2 dpi y 5 dpi. B) CPE
en células Vero infectadas con los cuatro aislados Oaxaca 2019 y preincubadas con 1
IU/mL IFN-a a 2 dpi. C) Células Vero infectadas con los cuatro aislados Oaxaca 2019 a
100 IU/mL IFN-a a 2dpi. D) Células Vero infectadas con los cuatro aislados Oaxaca 2019
a 100 IU/mL IFN-a a 6 dpi. CPE encerrado en un circulo, sobrecrecimiento sefialado con

triangulos.

Los titulos virales obtenidos de los sobrenadantes de células Vero infectadas con
cada uno de los aislados Oaxaca 2019 bajo los diferentes tratamientos con IFN-a
se observan en la figura 11, donde es posible diferenciar el efecto antiviral con
cada uno de los tratamientos con IFN-a. Observamos una relacion inversamente
proporcional entre la concentracion de IFN-a y el titulo viral a lo largo de la
cinética; los titulos a 1 IU/mL y sin IFN-a son similares en los cuatro aislados
durante los seis dias de infeccion, sin embargo, con 10 y 100 IU/mL de IFN-a se

observan diferencias entre tratamientos y entre aislados.

En células pre-estimuladas con 10 IU/mL de IFN-a los titulos de los cuatro
aislados son significativamente menores que los titulos en células preestimuladas
con 1 IU/mL y sin IFN-a durante los primeros 2 dpi. Al tercer dpi todos los aislados
alcanzan su maximo titulo, siendo de 6.13 log para Oax10, 6.78 log para Oax17,
6.04 log para Oax19 y 5.97 log para Oax35, es decir que el tratamiento con 10
IU/mL IFN-a retrasé la cinética de replicacion un dia completo en todos los
aislados en comparacion con la cinética con 1 IU/mL y sin IFN-a (Figura 11). A los
4, 5y 6 dpi los aislados Oax10, Oax17 y Oax19 disminuyen sus titulos virales,
pero con valores similares a los tratamientos con 1 IU/mL y sin IFN-a, sugiriendo

gue tienen la capacidad de superar el efecto antiviral del IFN-a.

En la cinética de infeccién del aislado Oax35 en células Vero preestimuladas con
10 IU/mL de IFN-a, ademas de retrasarse un dia la cinética de replicacién, los
titulos correspondientes a los 4 y 5 dpi son significativamente mayores a los titulos

en células preestimuladas con 1 IU/mL y sin IFN-a infectadas con este mismo
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aislado (p <0.0001 a 4 dpi, p = 0.0002 a 5 dpi) (Figura 11). Esta diferencia sugiere
gue el aislado Oax35 podria tener mayor capacidad de evadir la respuesta antiviral
desencadenada por 10 IU/mL de IFN-a durante los 4 y 5 dpi que los aislados
Oax10, Oax17 y Oax19.

En los titulos obtenidos de los sobrenadantes de células Vero preincubadas con
100 IU/mL se observan las mayores diferencias entre aislados. Bajo esta
concentracion, todos los aislados presentaron una cinética ascendente de sus
titulos virales durante los seis dias, por lo que el maximo titulo se present6 a los 6
dpi siendo de 6.13 para Oax10, 6.02 para Oax17, 5.73 log para Oax19 y 5.8 log
para Oax35 (Figura 11). Una observacion interesante es que el titulo maximo
alcanzado en las células Vero infectadas con el aislado Oax35 preincubadas con
100 IU/mL de IFN-a es muy similar al que alcanza en la cinética basal,
adicionalmente fue el aislado menos susceptible en células Vero preincubadas con
10 y 100 IU/mL IFN-a respecto a su cinética basal en los primeros tres dias de la
infeccidén. En conjunto, estos resultados muestran que la actividad antiviral de 100
IU/mL IFN-a retrasa hasta 3 dpi la cinética de replicaciéon de todos los aislados y
gue probablemente el aislado Oax35 sea el mejor evasor de la respuesta
inmunoldgica innata dependiente de IFN-a en comparacion con el resto de

aislados.

IFN-0. Oax10

IFN-a. Oax17
8+ 8
5% e ¥ _ 6 AN :
g 4 g -l -
= ¥ =
§4_ ¥ -o- Oax10 TC_A 4] x ) ; o~ Oax17
- =) g
2 = Oax10 1 IU/mL > A = Oax17 1 IU/mL
2] o p
/ 4 Oax10 10 IU/mL 2- 1 A Oax17 10 IU/mL
N ~- 0ax10 100 IU/mL ~+ 0ax17 100 IU/mL
: A S 1 S S S
0 1 2 3 4 5 6
IFN-a. Oax19 IFN-a. Oax35

Oax19

Oax19 1 IU/mL
0ax19 10 IU/mL
0Oax19 100 [U/mL

dpi

1
6

-o- Oax35

-# Oax35 1 IU/mL
—4- 0ax35 10 IU/mL
- 0ax35 100 IU/mL

63



Figura 11. Cinética de replicacion de aislados Oaxaca 2019 en la infeccién de
células Vero a 0.1 MOI preestimuladas con IFN-a. Se presentan en color rojo los titulos
de la infeccién con el aislado Oax10, en verde Oax17, en azul Oax19 y en morado Oax35.
Los tratamientos con IFN-a se representan de la siguiente manera: e sin IFN-a; m 1 [U/mL
de IFN-a; A 10 IU/mL de IFN-a; ¢ 100 IU/mL de IFN-a.

Para analizar las diferencias en los titulos entre aislados virales y entre
tratamientos de IFN-a, pero considerando la cinética basal de cada aislado, se
calculé6 el porcentaje de reduccion de la infeccién. Al analizar las diferencias en el
porcentaje de reduccién de la infeccion entre aislados en cada dpi se observé que
durante el primer dia todos los aislados con las tres concentraciones de IFN-a
disminuyeron sus titulos virales respecto a los titulos sin IFN-a, sin embargo en los
dias posteriores, a 1 y 10 IU/mL comenzaron a presentar valores negativos de
porcentaje de reduccién de la infeccion, es decir, que en los tratamientos con IFN-
a se presentaron titulos mayores que sin IFN-a, probablemente debido al
mantenimiento de la viabilidad de las células por el tratamiento con IFN-a a

diferencia del control sin IFN-a (Figura 12 superior).

A partir de los 4 dpi los tratamientos con 100 IU/mL también comenzaron a
presentar valores negativos del porcentaje de reduccion de la infeccién, sin
embargo, todos vuelven a ser positivos a los 6 dpi, pero este porcentaje es menor
y mas homogéneo entre las diferentes concentraciones de IFN-a que en los

primeros dpi (Figura 12 inferior).
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Figura 12. Porcentaje de reduccion de la infeccion de células Vero con los aislados
Oaxaca 2019 preestimuladas con IFN-a. Se muestra el porcentaje de reduccién de la
infeccién con Oax10 (rojo), Oax17 (verde), Oax19 (azul) y Oax35 (morado) a 0.1 MOI en
seis diferentes dias post-infeccion en células Vero preestimuladas con 1, 10 y 100 IU/mL
IFN-a. Se marcan las diferencias significativas entre aislados bajo una misma
concentracion de IFN-a y mismo dpi (* p= 0.0332; ** p= 0.0021; *** p= 0.0002; ****
p<0.0001).

Mediante el andlisis estadistico se muestra que las diferencias significativas entre
aislados se encuentran con 100 IU/mL de IFN-a durante los primeros cinco dias de
la infeccién. En esta concentracion el aislado Oax35 presenta significativamente
menor porcentaje de reduccidn de la infeccibn que los deméas aislados,
confirmando su mayor capacidad de evasion de la respuesta de IFN-a. Sin
embargo, en este analisis no observamos diferencias significativas entre los
aislados Oax10, Oax17 y Oax19 (Figura 12).

Para identificar las posibles diferencias de evasién de la respuesta de IFN-a entre

los aislados Oax10, Oax17 y Oax19 se analizaron las diferencias del porcentaje de
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reduccion de la infeccidon de cada aislado entre las diferentes concentraciones de

IFN-a en un mismo dpi (Figura 13).

Las mayores diferencias entre concentraciones se observaron en los primeros tres
dias. Las mayores diferencias se observaron entre la reduccion de la infeccién en
células preincubadas con 1 y 100 IU/mL de IFN-a en los cuatro aislados (p
<0.0001 a 1, 2 y 3 dpi, p=0.0002 para Oax35 a los 3 dpi); sin embargo al comparar
el grado de significancia entre 1y 10 IU/mL del aislado Oax10 a 1 y 2 dpi presenta
los mayores valores de P (p=0.0109 en 1 dpi, p= 0.0010 en 2 dpi) indicando que
entre ambas concentraciones hay menor reduccion de la infeccion que la que
ocurre con Oax17, Oax19 y Oax35 es decir, podria ser un mejor evasor que estos
tres aislados a los 1 y 2 dpi, sin embargo a 3 dpi el fenotipo evasor es igual entre

ellos ya que ninguno presenta diferencias significativas (Figura 13).

Al comparar los valores de reduccion de la infeccion en células preincubadas con
las concentraciones 10 y 100 IU/mL de IFN-a se observa que en los tres dias
Oax35 presenta las mayores valores de P (p= 0.0144 a 1 dpi, p= 0.1004 a 2 dpi,
p= 0.0018 a 3 dpi), seqguido de Oax19 (p= 0.0013 a 1 dpi; p= 0.0029 a 2 dpi, p
<0.0001 a 3 dpi), y finalmente Oax10 y Oax17 presentaron los menores valores de
P (p= 0.0001 para Oax10 y p= 0.0002 para Oax17 a 1 dpi; p<0.0001 para Oax10y
Oax17 a 2 y 3 dpi) por lo que el mejor evasor de la respuesta de IFN-a a esta
concentracion es Oax35, seguido de Oax19, y los peores evasores son Oax17 y
Oax10 (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de reduccion de la infecciéon de células Vero con los aislados
Oaxaca 2019 preestimuladas con IFN-a. Se muestra el porcentaje de reduccion de la
infeccién con Oax10 (rojo), Oax17 (verde), Oax19 (azul) y Oax35 (morado) a 0.1 MOI en
tres diferentes dias post-infeccion en células Vero preestimuladas con 1, 10 y 100 IU/mL
IFN-a. Se marcan las diferencias significativas entre concentraciones de IFN-a de un
mismo aislado y mismo dpi (* p= 0.0332; ** p= 0.0021; *** p= 0.0002; **** p<0.0001).

CINETICA DE INFECCION DE LOS AISLADOS DE FLAVIVIRUS EN DISTINTOS
MODELOS CELULARES

El fenotipo evasor de la respuesta antiviral dependiente de IFN-a de los aislados
de Flavivirus observado en el modelo con células Vero se valido mediante la
infeccion de la linea celular de fibroblastos dérmicos humanos (HFF-1),
caracterizados por su capacidad de produccion de IFNs-I (Kurane et al., 1992). Se
mantuvo la infeccion de un millén de células HFF-1 a 0.1 MOI durante 4 dias y se
recuperd una muestra del sobrenadante de cada dia post infeccion el cual se titulé

mediante inmunocitoquimica

La figura 14 muestra las cinéticas de replicaciéon en fibroblastos en donde se
observa que todos los aislados presentan una cinética creciente con sus maximos
titulos virales a los 4 dpi, siendo de 4.34 log para Oax35, 4.13 log para Oax19,
3.71 log para Oax17 y 3.31 log para Oax10 (Figura 14) donde el titulo de Oax35
es significativamente mayor que el de Oax10 (p=0.0087 a 4 dpi). Estos titulos
muestran que el aislado Oax35 produce significativamente mayor cantidad de
particulas virales infecciosas que el aislado Oax10 durante los 2, 3y 4 dpi de la
cinética, posiblemente reflejo de su capacidad evasora de los IFNs. Asi como se
observo en el modelo con IFN-a en células Vero, en HFF-1 Oax19 presentd
menores titulos que Oax35, pero mayores a los de Oaxl7 y Oax1l0 en

concordancia con el fenotipo evasor definido a partir de este modelo.
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Comparando la cinética de los cuatro aislados en HFF-1 y en Vero con 100 IU/mL
de IFN-a, se observa un comportamiento creciente en ambas lineas celulares,
pero con titulos maximos mayores en el modelo de células Vero donde son claros
los mayores titulos del aislado Oax35 y, aunque fluctian los de los demas
aislados, se asemejan al fenotipo evasor observado en HFF-1 (Figura 14). La
mayor capacidad de producciéon de particulas virales infecciosas en células
epiteliales como los fibroblastos son de importancia para el establecimiento de la
infeccién productiva en el hospedero, ya que, al ser un sitio primario de
replicacién, la capacidad del virus de infectar y replicar en la piel, puede

determinar su probabilidad de diseminacion a partir de la carga viral producida en

estos sitios.

HFF Vero 100 IU/mL IFN-a

(3]
1

© =)
k=) L 4
= = o Oax 10
E £3
'g B = Oax 17
2 Ez 4+ QOax 19
o o ~* Oax 35

Figura 14. Cinéticas de replicaciéon de aislados Oaxaca 2019 en una linea celular de
fibroblastos dérmicos (HFF-1) y células Vero. Se muestra el titulo viral en PFU/mL (log)
de los aislados Oax10 (rojo), Oax17 (verde), Oax19 (azul) y Oax35 (morado) en cada dpi
de la infeccion de células HFF-1 (izquierda) y Vero preestimuladas con 100 IU/mL de IFN-

a (derecha) a 0.1 MOI durante 4 dias.

Al infectar monocitos de la linea celular U937 con los mismos aislados y en las
mismas condiciones los titulos maximos ocurren a los 2 dpi para Oax10 (4 log),

Oax17 (3.65 log) y Oax19 (3 log), y a 1 dpi para Oax35 (3.2 log) donde el maximo
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titulo del aislado Oax10 fue significativamente mayor que el maximo titulo de
Oax19 (p= 0.0102) y el maximo titulo de Oax35 (p=0.0419). En esta linea celular
a partir de los 2 dpi Oax10 presentd significativamente los mayores titulos virales
respecto a los demas aislados, seguido de Oax17 y finalmente Oax19 y Oax35
(Figura 15), en orden contrario a las cinéticas en HFF-1 (Figura 14). También, las
diferencias de los titulos entre todos los aislados son mas significativas que las
diferencias observadas en HFF-1. El comportamiento de la cinética que siguen los
aislados en U937 se asemeja a la que presentan en células Vero con 1 IU/mL IFN-
a donde también ocurren los maximos titulos a los 2 dpi y a partir de ahi
comienzan a decrecer, sin embargo, en células Vero con 1 IU/mL IFN-a sélo se
observan diferencias significativas a los 1 y 4 dpi: a 1 dpi el titulo del aislado
Oax35 es significativamente mayor al de los aislados Oax17 (p= 0.0034) y Oax19
(p= 0.0077), pero a los 4 dpi cambia a ser significativamente menor al titulo de

estos aislados (p <0.0001 para Oax17 y Oax19) (Figura 15).
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Figura 15. Cinéticas de replicacion de aislados Oaxaca 2019 en una linea celular de
monocitos (U937) y células Vero. Se muestra el titulo viral en PFU/mL (log) de los
aislados Oax10 (rojo), Oax17 (verde), Oax19 (azul) y Oax35 (morado) en cada dpi de la
infeccion de células U937 (izquierda) y Vero preestimuladas con 1 IU/mL de IFN-a
(derecha) a 0.1 MOI durante 4 dias.
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DISCUSION

A través de la cinética de replicacion de los cuatro aislados Oaxaca 2019 en
células Vero, se observa que todos presentaron una capacidad similar para la
formacion de nuevas particulas virales infecciosas (Figura 9). En estas células, el

aislado Oax35 indujo el menor CPE a los 2 dpi (Figura 8D).

Cuando las células Vero fueron preestimuladas con diferentes concentraciones de
IFN-a se observaron diferencias discretas en el CPE entre los cuatro aislados de
Flavivirus (Figura 10), pero diferencias significativas en la capacidad de formacion
de nuevas particulas infecciosas. De acuerdo con la cinética de replicacion, bajo
los tratamientos con IFN-a observamos que el mayor efecto sobre los titulos
virales ocurre en los primeros tres dias de la cinética replicativa, evidenciado en
las mayores diferencias en el porcentaje de reduccion de la infeccién entre
aislados (Figura 11 y 12). Esto concuerda con la relevancia de la actividad de los
IFNs-1 los cuales son de las primeras respuestas antivirales que se activan para
controlar la infeccion, Bustos-Arriaga y colaboradores describieron que la
respuesta de los IFNs-I puede mantenerse fuertemente activa desde las 6 horas
posteriores a la infeccion (hpi) por DENV, iniciando con el aumento de la expresion
del receptor TLR3, y mantener una alta expresion de RIG-lI hasta 36 hpi. La
expresion de IFN-B aumenta significativamente entre las 6-12 hpi y comienzan a
disminuir a las 24 hpi, momento en el cual la expresion de TNF-a es
significativamente mayor y se mantiene hasta las 36 hpi. A su vez, la expresion de
defensina HBD2 (un péptido antimicrobiano con actividad antiviral) ocurre desde
las 12 hpi (Bustos-Arriaga et al., 2011).

Se ha evidenciado que durante la etapa critica de la enfermedad del dengue se
llegan a cuantificar entre 10 y 100 IU/m de IFN-a en el suero de pacientes, por lo
gue las concentraciones de IFN-a utilizadas en nuestro modelo se ajustan a las
concentraciones fisioldgicas (De La Cruz Hernandez et al., 2014a; Talarico et al.,
2017).
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El andlisis de los primeros tres dias de la infeccion de células Vero preestimuladas
con IFN-a evidencio al aislado Oax35 como el mejor evasor de la respuesta
antiviral desencadenada por el IFN-a, aunque diferencias menos estadisticamente
significativas entre los aislados Oax19, Oax17 y Oax1l0 (Figura 12). Estos
resultados muestran que entre la poblacion mexicana co-circulan variantes de
DENV con capacidad variable de evasion de la respuesta de IFNs-I que podria
influenciar la capacidad adaptativa o fithess, esto evidenciado por los aislados del

mismo brote epidémico de Oaxaca en 2019.

Los resultados del modelo con células Vero estimuladas con IFN-a recombinante
nos permitié caracterizar la resistencia de los aislados Oaxaca 2019 a la actividad
antiviral de los ISGs expresados por la induccion del IFN-a exdgeno. Esto debido a
gue la linea celular Vero mantiene intacto y funcional su receptor IFNAR vy la via
JAK-STAT que le permiten producir ISGs en respuesta a la estimulacion con IFNs-
I, a pesar de no expresar IFNs enddgenos (Naoki et al., 2014). Sin embargo,
desconocemos la capacidad de replicaciébn de estos aislados incluyendo la via
inductora de la expresion de los IFNs-I por lo que se infectaron células
competentes en la produccion de IFNs-I endégenos y que su participacion durante

los primeros dias de la infeccion fuera relevante.

La piel es el primer tejido expuesto a la inoculacién del DENV durante la picadura
del mosquito y, por lo tanto, donde ocurren los primeros ciclos de replicacion del
virus y las primeras respuestas antivirales. En la dermis son abundantes los
fibroblastos, células residentes no hematopoyéticas cuya produccion de IFN-,
TNF y B-defensinas ante la infeccion con DENV es esencial para contener la
infeccion (Bustos-Arriaga et al., 2011), ademas de activar y modular la respuesta
inmunologica adaptativa (Rathore & St John, 2018). Los resultados de la cinética
de replicacion del aislado Oax35 en la linea celular HFF-1 (Figura 14) sugieren
gue este aislado podria tener la mayor capacidad de evadir la produccion de IFNs-
I, asi como la mayor capacidad de evasion de la expresion de ISGs o0 a su
actividad antiviral. Estas caracteristicas podrian favorecer su produccién de

particulas virales infecciosas en la dermis, aumentando su probabilidad de
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establecer la infeccion. En caso contrario, de acuerdo con la cinética de
replicacion del aislado Oax10 en células HFF-I (Figura 14), este aislado podria
presentar peor evasion de la produccion del IFNs-1 y mayor sensibilidad a la
actividad antiviral de los ISGs que podria resultar en una menor produccién de

particulas virales que puedan establecer la infeccion.

Las diferentes capacidades de evasion de los IFNs-I podrian ser favorecidas por
los diferentes mecanismos que llevan a cabo los aislados para irrumpir esta via, ya
sea en la via inductora de la expresion de IFNs o en la via de la actividad antiviral
de los IFNs-I (expresion y actividad de los ISGs). En el analisis realizado por
Castro-Jiménez y colaboradores en 2022 se muestra que entre estos aislados
Oaxaca 2019 no hay diferencias significativas entre su acumulacion de sfRNA
(Castro-Jiménez et al., 2022), por lo que las diferencias en su capacidad de
evasion de los IFNs-I podria ser través de otro mecanismo como la inhibicién de la
unién de RIG-I a MAVS (Chan & Gack, 2016; He et al., 2016), la inhibicion de la
fosforilacion de TBK1 (Dalrymple et al., 2015), la disminucién de la fosforilacién de
STAT1 (Munoz-Jordan et al., 2003) o de la disminucion de los niveles de STAT2
(Ashour et al., 2009).

La infeccion de las células residentes de la piel, como los mastocitos, células de
Langerhans y macréfagos ocasiona su secrecién de quimiocinas y mediadores
inmunologicos que atraen otras células inmunoldgicas al sitio de inoculacion como
monocitos, macrofagos, células natural killer (NK), neutrofilos y células dendriticas
(DCs) (King et al., 2020). Los monocitos y mastocitos contribuyen de manera
importante en la patogénesis del DENV al considerarse de las células con mayor
replicacion viral en circulacibn y por su alta producciébn de citocinas
proinflamatorias y mediadores inmunoldgicos en respuesta a la infeccion como
TNF, IL-1B, IL-6, CXCL8, VEGF, PAF, MIF, CCL2, HMGB-1 y metaloproteasas de
matriz, generando una tormenta de citocinas comun en el DCSA y DG. Se ha
propuesto que esta respuesta inflamatoria contra DENV podria activar el endotelio
y contribuir a la permeabilidad vascular, y por lo tanto, ser un factor activador de
hemorragia y perfusion plasmatica (Wan et al., 2018; Schmid & Harris, 2014). La
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capacidad de replicacién del aislado Oax10 en las células U937 (Figura 15)
sugiere que podria ser buen evasor de la produccion de IFNs-I en monocitos,
permitiéndole replicar eficazmente y favoreciendo la activacion de la respuesta
inflamatoria de estas células. Por el contrario, el aislado Oax35, al replicar menos
eficazmente en monocitos y producir menos particulas infecciosas podria activar
menos la respuesta inflamatoria. (King et al., 2020). Una limitante del modelo de la
linea celular U937 utilizado en este trabajo, es que no expresa naturalmente los
receptores de DENV, pero tienen inducida la expresion de DC-SIGN para permitir
su infeccién, por lo que podrian no ser un reflejo de la infeccion natural en el

hospedero.

Las diferencias en la capacidad de produccién de particulas virales por los
aislados Oaxaca 2019 en células HFF-1 y U937 podrian ser consecuencia de su
expresion diferencial de IFNs-1 y citocinas en respuesta la infeccion. Las células de
origen hematopoyético (como U937) expresan IRF-7 e IRF-3 que inducen en
mayor medida la expresion de IFN-a, mientras que las no hematopoyéticas (como
HFF-1) expresan principalmente IRF-3 que induce la expresion de IFN- (Honda et
al., 2005). La estimulacion del IFN-a o IFN-B podria activar la expresion de
diferentes ISGs que podrian inhibir con mayor o menor eficiencia el ciclo
replicativo del virus en cada tipo celular (Piehler et al., 2012). De esta forma la
sensibilidad del virus a los IFNs-I y la secrecion de mediadores inmunolégicos de
cada tipo celular que infectan durante la infeccion con DENV, podrian contribuir a
contener o diseminar la infeccion con posibles efectos en la severidad de

enfermedad.

Nuestros resultados de la sensibilidad de los aislados Oaxaca 2019 y su
capacidad de replicacion en HFF-1 y U937 nos permitieron proponer una posible
correlacion inversamente proporcional con la clasificacion clinica de la enfermedad
gue cursaron los pacientes de los que fueron aislados. El aislado Oax10, por
ejemplo, produjo la menor cantidad de particulas virales en HFF-1, sin embargo,
mejord su capacidad de replicacion en células U937 sugiriendo que, a pesar de su

limitada propagaciéon en piel en el inicio de la infeccion, su capacidad de activar
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constantemente la respuesta inflamatoria de los monocitos durante su infeccion
podria parcialmente contribuir a una presentacion clinica severa como el DCSA

presentado por el paciente del que fue aislado (Tabla 2).

El fenotipo evasor que presenta el aislado Oax35 en HFF-1 pudo haber favorecido
el establecimiento de su infecciéon con una importante produccion de particulas
infecciosas en el epitelio, escapando mas eficientemente de esta primer barrera
inmunoldgica, sin embargo, su limitada capacidad de replicaciéon en U937 podria
limitar la activacion de la respuesta inflamatoria derivando en la presentacién

clinica poco severa (DNG) presentada por el paciente (Tabla 2).

Recientemente, Montes-Gomez y colaboradores propusieron la contribuciéon de los
mediadores inmunoldgicos producidos por fibroblastos dérmicos y moDCs al
microambiente del sitio de infeccion de DENV-2. ldentificaron que las moDCs
contribuyen al control de la infeccion de fibroblastos promoviendo su produccion
de IFN-B, a la par que los fibroblastos inducen la maduracién de las moDCs y las
vuelven mas resistentes a la infeccion con DENV-2, ademas sugieren que esta
interaccion podria moldear la calidad de activacion y proliferacion de células T,

alterando su respuesta contra la infeccion sistémica (Montes-Gomez et al., 2020).

Nuestros resultados sugieren que la capacidad de replicacion de los aislados de
Flavivirus podria estar relacionada con la severidad de la enfermedad, sin
embargo, es sabido que el amplio espectro de manifestaciones clinicas
presentada en la enfermedad por Flavivirus es influenciada por multiples factores
virales y del hospedero, tales como la activacion de la respuesta inmunoldgica, el
tiempo y carga de viremia, los niveles de NS1 en circulacion, edad del paciente, e
incluso el genotipo y serotipo de la infeccion son los que contribuyen al desarrollo

de la infeccién (Pozo-Aguilar et al., 2014).

Se ha sugerido que los serotipos de DENV-1 y DENV-4 cuentan con mayor
capacidad replicativa que los serotipos DENV-2 y DENV-3, sin embargo,
caracteristicas como la infectividad, citopatogenicidad y la patogenicidad son
caracteristicas fenotipicas seleccionadas genéticamente y probablemente no

dependen del serotipo (Gutiérrez-Barbosa et al., 2020). Adicionalmente, diversos
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estudios han buscado identificar los serotipos asociados a una mayor
patogenicidad, encontrando resultados contrastantes; en paises de Sudamérica se
han identificado con mayor frecuencia infecciones con DENV-2 y DENV-3
asociadas a presentaciones clinicas severas del dengue, asi como mayor
frecuencia de DENV-2 en infecciones secundarias (Soo et al., 2016). La infeccion
secundaria con un serotipo heter6logo de DENV es un factor importante para la
severidad de la enfermedad, por lo que uno de los criterios de inclusion en nuestro
estudio considerd la presencia de IgM, la cual es detectable principalmente en
infecciones primarias (Tabla 1). Por lo que consideramos que el aporte del
hospedero en la patogenicidad observada en los aislados es minima y

principalmente atribuible al fenotipo del aislado.

Respecto a las caracteristicas del hospedero, Bustos-Arriaga y colaboradores
describieron que cultivos primarios de fibroblastos provenientes de ex-plantes de
donadores mexicanos sanos expresan diferentes niveles de IFN-B a pesar de
presentar la misma susceptibilidad a la infecciébn con DENV-2 (Bustos-Arriaga et
al., 2011), esto sugiere que existen diferencias en las respuestas innatas entre
hospederos con posibles efectos sobre el curso de la infeccion sistémica de
DENV.

Para proyectar el tipo de analisis realizado en este proyecto cabe resaltar que
dentro del dengue grave pueden diferenciarse subcategorias como perfusion
vascular severa, hemorragia severa y/o falla multiorganica severa, dependiendo
de los signos en el paciente pues no siempre se manifiestan todas las formas
graves de la enfermedad (Pozo-Aguilar et al., 2014). En este sentido, la seleccion
de variantes virales podrian causar distintas manifestaciones clinicas en funcién
de los factores virales, respuestas inmunoldgicas y caracteristicas del hospedero
mencionados anteriormente; esto podria ser el caso para los aislados Oax10 y
Oax19 ya que, aunque ambos fueron clasificados dentro del grupo DCSA,
ocasionan signos clinicos distintos (hematocrito alto y trombocitopenia,
respectivamente), y el aislado Oax19 presentd mejor fenotipo evasor de IFN-a en

comparacion con Oax10 (Tabla 2). Hay que considerar que los datos de biometria

75



hematica de los pacientes utilizados para este andlisis corresponden a la etapa
febril-critica de la enfermedad, en donde se presentan los primeros indicadores de
la posible severidad de la enfermedad, sin embargo, se desconoce si la
enfermedad progresa a formas mas severas en etapas posteriores. Por lo tanto,
se desconoce si la correlacion observada entre el fenotipo de estos aislados y la
presentacion clinica concuerde con la progresion de la enfermedad. De igual
manera se requiere de la inclusibn de mayor numero de muestras y con
presentaciones clinicas de dengue grave para ampliar el andlisis y aumentar el

poder estadistico de estos resultados.

Las diferencias en los primeros dias de la cinética de replicacion entre los aislados
Oaxaca 2019 observadas en este trabajo, reflejan que este tipo de andlisis podria
ser una herramienta para estudiar los elementos celulares y virales asociados a la
patogénesis de la infeccidbn con Flavivirus durante la etapa febril-critica. Mas
estudios comparativos entre la susceptibilidad de infeccion por Flavivirus entre
células hematopoyéticas y no hematopoyéticas podrian elucidar elementos clave

de la patogénesis de Flavivirus.
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CONCLUSIONES

Se logro la amplificacion viral de cuatro aislados de Flavivirus a partir de muestras
serolégicas de pacientes con diagnostico clinico y seroldgico de dengue durante la
etapa febril, en los cuales se identificaron diferencias en la capacidad citopatica,
sensibilidad a la respuesta antiviral desencadenada por IFN-I, y produccion de
particulas virales en células HFF-1 y U937 sugiriendo la selecciéon de variantes
virales a pesar de provenir de una misma area geografica y brote. Estas
caracteristicas podrian estar relacionadas con su patogenicidad y su capacidad de

transmision.

El aislado Oax35 present6 la mayor capacidad evasora de IFN-I que podria
favorecer su capacidad de replicacion en células HFF-1, sin embargo, la
produccion de particulas infecciosas es menos exitosa en células U937, esto
podria activar menos constantemente su respuesta inflamatoria, explicando
parcialmente la severidad de la enfermedad que desencadena, como se identificd
en su clasificacion clinica (DNG). Mientras que para un aislado con menor evasion
de IFN-I, como Oax10, se observdé menor capacidad de replicacion en células

HFF-1, pero mayor en U937 y con una clasificacion clinica grave (DCSA).

Por lo tanto, la severidad de la enfermedad podria estar asociada a variaciones en
el tropismo celular de las variantes virales seleccionadas durante los ciclos de
transmision. Este tropismo podria estar favorecido por la capacidad de evasion del
virus a la respuesta antiviral desencadenada por los IFNs-I durante la etapa febril
de la enfermedad.
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PERSPECTIVAS

1. Caracterizar la especie de Flavivirus a la que corresponden los aislados Oaxaca
20109.

2. Cuantificar y comparar la expresion de IFN-a/B en células infectadas con los
aislados Oaxaca 2019 para demostrar la irrupcion de la via de sefalizacion

inductora de la expresion de IFNs-I.

3. Caracterizar y cuantificar la expresion de citocinas pro-inflamatorias en células

U937 infectadas con los aislados Oaxaca 2019.

4. Caracterizar los mecanismos de evasion que llevan a cabo los aislados Oaxaca

2019 para irrumpir la via de sefalizacion de los IFNs-I.

5. Aumentar el nimero de aislados y su informacion clinica para el analisis de su

susceptibilidad a IFNs-I y su correlacidén con la severidad de la presentacion clinica

6. Comparar la sensibilidad a IFNs-1 de aislados de diferentes areas geograficas,

afos epidémicos y con diversidad de presentaciones clinicas.

7. Caracterizar el fenotipo evasor de aislados mexicanos de Flavivirus en cultivos
primarios de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas implicadas durante la

infeccion.
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