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ntroduccion: Los anticuerpos de la infeccion primaria por DENV pueden favorecer la

infeccion secundaria por serotipos heterélogos, a través del mecanismo ADE, potenciando
la entrada, replicacion viral y una respuesta inmune exacerbada, asociados con la gravedad
del dengue. El objetivo del presente estudio fue establecer in vitro un modelo de infeccion
con los cuatro serotipos DENV, mediado por el mecanismo ADE. Metodologia: Se realizo
una curva de crecimiento con células VERO y U937 infectadas con cada serotipo de DENV
a MOI de 1; de las 24, hasta 96 hpi se recolectaron sobrenadantes para cuantificar particulas
virales infecciosas por plaqueo y efecto citopatico por MTT. Para el modelo DENV-ADE se
realizaron mezclas virus: anticuerpos monoclonales de serotipos especificos, inoculadas sobre
las células U937 y 48 hpi se recolectaron sobrenadantes para cuantificar PVI. Las monocapas
se usaron para determinar genoma viral (RT-qPCR) y proteina viral (CELL-ELISA). Ademas,
se evaluo la expresion relativa de citoquinas por RT-qPCR. Resultados: E1 ECP de los cuatro
serotipos fue mayor al 50 % en células VERO, en U937 DENV-8 y 4 causaron dafo celular
hasta 96 hpi. La replicacion de DENV-1 y DENV-4 fue similar en ambas lineas celulares.
DENV-2 presenté mayor replicacion 72 hpi en VERO y 96 hpi en U937. La mayor actividad
replicativa para DENV-3 se obtuvo 72 hpi. Los Anti-DENV heterotipicos potenciaron las PVI
por los serotipos DENV-1y 2, y Anti-DENV-2 neutralizé la infeccién por los cuatro serotipos.
En la infeccion ADE-DENV-2, la expresion de IL-6 increment6 proporcionalmente con las
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PVI y TNF-a no present6 diferencias entre la infeccion primaria y secundaria por DENV.
Conclusiones: El ECP-DENYV fue mayor en células VERO que en U937, 1a actividad replicativa
mostré diferencias entre serotipos y lineas celulares. En la infeccion por ADE, DENV-1 y
DENV-2 potenciaron la produccién de PVI por anticuerpos heterotipicos y la expresion de
IL-6 incremento en la infeccion ADE-DENV-2.
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Abstract

ntroduction: Antibodies from primary DENV infection can promote secondary infection

with heterologous serotypes through the ADE mechanism, enhancing viral entry,
replication, and an exacerbated immune response, all associated with dengue severity.
The objective of this study was to establish an in vitro model of infection with the four
DENV serotypes, mediated by the ADE mechanism. Methodology: A growth curve was
performed with VERO and U937 cells infected with each DENV serotype at an MOI of
1; supernatants were collected from 24 to 96 hpi to quantify infectious viral particles by
plating and cytopathic effect (MTT). For the DENV-ADE model, virus-specific monoclonal
antibody mixtures were inoculated onto U937 cells, and su pernatants were collected at 48
hpi to quantify PVI. The monolayers were used to determine viral genome (RT-qPCR) and
viral protein (CELL-ELISA). In addition, relative cytokine expression was assessed by RT-
gPCR. Results: The CPE of all four serotypes was greater than 50% in VERO cells; in U937,
DENV-8 and DENV-4 caused cell damage up to 96 hpi. Replication of DENV-1and DENV-4
was similar in both cell lines. DENV-2 presented the highest replication at 72 hpi in VERO
and 96 hpi in U937. The highest replicative activity for DENV-3 was obtained at 72 hpi.
Heterotypic Anti-DENYV antibodies enhanced PVI for DENV-1 and DENV-2 serotypes, and
Anti-DENV-2 neutralized infection by all four serotypes. In ADE-DENV-2 infection, IL-6
expression increased proportionally with PVI, and TNF-a did not differ between primary
and secondary DENV infections. Conclusions: DENV-CPE was higher in VERO cells than
in U937 cells, and replication activity differed between serotypes and cell lines. In ADE
infection, DENV-1 and DENV-2 enhanced PVI production by heterotypic antibodies, and
IL-6 expression increased in ADE-DENV-2 infection.
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Introduccion

1 virus del dengue (DENV) es un flavivirus transmitido a los humanos por los mosquitos

del género Aedes principalmente Aedes aegypti. La arbovirosis producida por este virus
es una de las infecciones con mayor prevalencia en las areas tropicales y subtropicales del
planeta, implicando un importante impacto en términos de carga y costos de enfermedad
para los paises endémicos (1). El dengue es causado por cuatro serotipos diferentes del
virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) (2), que, al contraer la infecciéon por un
serotipo, se generan anticuerpos neutralizantes especificos que confieren inmunidad de
por vida contra ese serotipo, fenomeno conocido como inmunidad homotipica (3,4). Estos
anticuerpos también pueden reaccionar de forma cruzada con los otros tres serotipos
(inmunidad heterotipica), pero con el tiempo los titulos pueden caer por debajo de los niveles
neutralizantes, favoreciendo el desarrollo de la infecciéon secundaria y las formas graves de la
enfermedad (5,6).
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Se han propuesto diferentes hipotesis para explicar los mecanismos asociados con la gravedad
del dengue, entre ellas la asociacion de una infecciéon previa por un serotipo de DENV que
confiere la preexistencia de anticuerpos potenciadores. Ademas, la sobreproduccion de
citoquinas proinflamatorias por la activaciéon de fagocitos mononucleares (monocitos,
macrofagos y células dendriticas) células B y células T con reaccién cruzada en la respuesta
a la infeccion por DENV. Sin embargo, los mecanismos fisiopatolégicos asociados con la
evolucion a complicaciones clinicas, no se han dilucidado completamente (4,7).

La infeccién potenciada por anticuerpos o ADE, por sus siglas en inglés (Antibody Dependent
Enhacement), postula que el virus causante de la infecciéon secundaria es reconocido por
los anticuerpos generados en una infeccién previa (infeccion primaria); sin capacidad de
neutralizarlo. Por el contrario, el virus es capaz de ingresar a las células susceptibles mediante
receptores Fc gamma (Fc-v), los cuales se encuentran en la superficie de células inmunes, que
reconocen la porcion Fc de las inmunoglobulinas G (IgG) y a su vez desencadenan una amplia
gama de funciones efectoras (8). La fagocitosis mediada por estos receptores facilita el ingreso
del virus; lo cual genera un aumento en la replicacion viral e induce modificaciones en la
respuesta inmune celular con un incremento en la secrecion de citocinas, que contribuyen
en la patogenia del dengue (9,10).

Las células U937 obtenidas a partir de linfoma histiocitico, son una linea celular tipo
monocito-macréfago que permite estudiar la infeccion por el DENV. Estas células también
permiten el analisis de proteinas involucradas de manera directa con la respuesta inmune
ante el virus.

(11). Este modelo celular también ha permitido realizar estudios de inmunomodulacion y
evaluar compuestos con potencial antiviral. Ademas, expresan receptores tipo FCG lo que
permite usarlas en sistemas de infeccion mediados por anticuerpos y con ello poder estudiar
aspectos relacionados tanto con la infeccion primaria como secundaria por DENV (12).

Las células VERO derivadas de rifién de mono verde africano, adherentes y con morfologia
epitelial, constituyen uno de los principales modelos celulares en estudios de infecciones
con DENYV, debido a la alta permisividad a la infeccion por flavivirus, facilitando el estudio
de la replicaciéon viral sin la interferencia de mecanismos antivirales naturales como la
respuesta de interferon tipo I, ya que dichas células presentan una delecion en el cromosoma
que contiene los genes para la produccién de esta citoquina. También es una linea celular
ampliamente utilizada y estandarizada, lo que permite comparar resultados y el disefio de
protocolos comunes en la investigacion biomédica (13)

En este contexto, en el presente trabajo se realizé una caracterizacién de la infeccion de
cada serotipo DENV, en términos de efecto citopatico y actividad replicativa en las lineas
celulares U937 y VERO. Ademas, se estableci6 un modelo de infeccién con los cuatro
serotipos de DENV en células U987, basado en el mecanismo ADE, permitiendo evaluar
el comportamiento de la infeccion en presencia y ausencia de anticuerpos Anti-DENV y a
la vez permitir a mediano plazo hacer investigaciones enfocadas en la comprension de la
fisiopatogénesis de la infeccion mediada por anticuerpos; la identificacién de biomarcadores
pronoésticos, dianas terapéuticas especificas y/o la busqueda de agentes antivirales, y con ello
contribuir no solo a un mejor entendimiento del mecanismo; sino también al desarrollo de
estrategias de control y prevencion eficaces contra el dengue.
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Mantenimiento de lineas celulares VERO/U937

as células derivadas de rifion de mono (VERO), obtenidas de la American Type Culture

Collection (ATCC) CCL-81TM y la linea celular de monocitos subclon adherentes obtenidas a
partir de linfoma histiocitico (U937) se cultivaron en Dulbecco Modified Eagles Minimal (DMEM)
suplementado con 2 % de suero fetal bovino (SFB), 0.25 pg/mL de anfotericina B (GIBCO), 100
Pg/mL de estreptomicina (GIBCO), 100 U/mL de penicilina (GIBCO). Ambas lineas celulares
fueron mantenidas en incubaciéon a 37 °C con atmosfera de CO: al 5 % y humedad relativa hasta
alcanzar su maxima confluencia. Posteriormente, se hizo pase celular paralo cual se us6 tripsina-
EDTA (Sigma-Aldrich) al 0.25 paralograr desprendimiento de la monocapa, la tripsina se inactivd
con un volumen duplicado de DMEM 10 % SFB. El boton de células se resuspendio en 1 mL de
DMEM 10 % SFBy se cont6 para hacer las siembras necesarias para los experimentos.

Virus

Se us6 una cepa de referencia de cada serotipo de DENV. Las cepas DENV-1/West Pac 74,
genotipo IV, DENV-2/S16803, genotipo asiatico-americano, DENV-3/CH53489, genotipo III
y DENV-4/TVP360, genotipo II se reprodujeron en células VERO para cosechar virus para
los diferentes experimentos. Se hicieron siembras de 5x10° células en botellas de 75 cm’, las
cuales se incubaron 24 h a 87 °C para alcanzar una confluencia aproximadamente del 80 %,
luego se infectaron con 1 200 pl del in6culo viral y se incubé por 2 h a 87 °C a fin de lograr
la internalizacion del virus en las células, posteriormente se completé un volumen de 15
mL con DMEM 2 % SFB para una incubacién a 87 °C hasta observar efecto citopatico (ECP)
producto de la replicacion viral. La recoleccion del virus se hizo entre el dia 6-8 postinfeccion;
se realiz6é un desprendimiento de la monocapa celular y la suspension se trasvasé en un
tubo conico estéril, se centrifugé a 2 000 rpm por 10 min a temperatura de refrigeracion
(4 °C). El sobrenadante obtenido se suplement6 con 30 % de SFB y se realizaron alicuotas
de los diferentes lotes virales para su crioconservacion a -80 °C. El titulo viral (UFP/mL) se
determiné por ensayo de placay la serotipificacion se confirmé por PCR en tiempo real.

Anticuerpos monoclonales Anti-DENV

Los anticuerpos usados en el presente estudio fueron donados por el Center for Diseases
(CDC) de los Estados Unidos de América: Anti-DENV-1 (MAB D2-1F1-3); Anti-DENV-2 (MAB
3H5-1-21); Anti-DENV-3 (MAB-D6-8A1-12); y Anti-DENV-4 (MAB 1H10-6-7).

Estos son anticuerpos monoclonales (mAb), cuyo origen biolégico es a partir de raton, siendo una
inmunoglobulina purificada de isotipo IgGl, que reconocen el dominio III de la proteina E de
DENV. Caracterizados por ser de tipo-especifico y han sido usados en ensayos de neutralizacion
(PRNT), ADE e identificacion serolégica. En el presente trabajo se utilizé una sola concentraciéon
de Acs equivalente a 25 ng/pL, la cual se obtuvo con base a reportes de ensayos previos.

Ensayo de viabilidad celular para determinar el efecto citopatico de los cuatro serotipos DENV

La viabilidad de las células VERO y U937 se determiné mediante la técnica de MTT (Sigma-
Aldrich), la cual se basa en la reduccion metabdlica de la sal 3-4,5-dimetil-2-tiazolil-2,5-
difenil-2H-bromuro de tetrazol (tetrazolio) por accion de la enzima succinato deshidrogenasa
al convertirla en un compuesto insoluble de color azul (Formazan) cuya concentracion es
directamente proporcional a la actividad metabdlica y, por lo tanto, a la viabilidad celular.
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Se sembraron 3x10' células VERO y 1.5x10* células U937 por pozo con DMEM al 2 % SFB en
placas de 96 pozos, 24 h posterior a la siembra se infectaron con los serotipos de DENV a MOI
de 1y se incubaron hasta las 96 h posterior a la infeccion a 37 °Cy 5 % de CO..

Seguidamente, se retiré el medio y se hicieron dos lavados con PBS 1X, se agregd 50 pl de
MTT por pozo a una concentracion de 0.5 mg/mL, se protegi6 de la luz y se incub6 durante
2 horas a 387 °C. Luego se adicion6 100 pL de DMSO, el cual actiia como disolvente de los
cristales de formazan y se incub6 por 15 minutos a Temperatura Ambiente (TA).

Posteriormente, se procedi6 hacer la lectura espectrofotométrica a una densidad 6ptica (DO)
de 450 nm en el equipo Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific), las
absorbancias obtenidas se usaron para calcular la viabilidad celular, las DO de los controles
sin virus (CSV) representan el 100 % de viabilidad. Cada ensayo se realizé en dos unidades
experimentales (UE) independientes con cuatro réplicas cada una (n: 8). El efecto citopatico
(ECP) de DENV se expresé como la reduccion en la viabilidad celular causada por cada uno
de los serotipos DENV, aplicando la siguiente formula ECP= 100 - viabilidad celular (%),
donde un 0 % de ECP indica que la infeccién no afect6 la viabilidad.

Curva de replicacion de los 4 serotipos DENV en células VERO y U937

Se hicieron siembras de 8x10* células VERO y 6x10* células U987 por pozo en DMEM al 2 %
SFB en placas de 24 pozos. Luego de 24 horas, se infectaron con cada una de las cepas de los
serotipos DENV a una MOI de 1y se incub6 2 h a 37 °Cy 5 % CO.. Luego se retir6 el inéculo
viral y se agregé medio fresco (DMEM 2 %) y se incubaron 0, 24, 48,72y 96 ha 37 °Cy 5 %
CO.. Al completar cada uno de los tiempos antes descritos, se recolectaron los sobrenadantes,
los cuales se usaron para cuantificar particulas virales infecciosas por técnica de plaqueo. Las
monocapas fueron lavadas con PBS 1x y se crioconservaron a -80 °C. Cada ensayo se realizo
en dos UE independientes (n: 6) con tres réplicas cada una.

Modelo de infeccion in vitro con los cuatro serotipos DENV, mediado por el mecanismo
de potenciacion dependiente de anticuerpos

El establecimiento del modelo de infeccién in vitro con los cuatro serotipos DENV se realizo
en células U937. Se hicieron siembras de 1.5x10* células por pozo con DMEM 2 % SFB en
placas de 96 pozos, 24 h después, las células se infectaron con los in6culos de cada condicion
experimental incluidas en el modelo. Se us6 una MOI de 0.5 y una sola concentracién de
anticuerpos monoclonales serotipo-especifico de 25 ng/pL [80, 81].

Condiciones experimentales del modelo de infeccion DENV-ADE

Controles de infeccion: Corresponden a la de infeccion en ausencia de anticuerpos también
denominado infeccion primaria. Se hicieron mezclas de cada uno de los serotipos DENV
(DENVI1-4) (MOI de 0.5) en DMEM 2 % SFB y se incubaron durante 1 ha 87 °Cy 5 % CO..

Control de neutralizacion: Cada uno de los serotipos DENV (MOI de 0.5) se mezclé con
sus respectivos anticuerpos homotipicos (concentracion de 25 ng/pL) a una relacion 1:1 en
DMEM 2 % SFB y se incubaron 1 h a 87 °Cy 5 % CO..

Infeccion dependiente de anticuerpos: Se hicieron mezclas 1:1 de cada uno de los serotipos
DENV (MOI de 0.5) con sus correspondientes anticuerpos heterotipicos (concentracion de
25 ng/pL), usando DMEM 2 % SFB y se incubaron 1 h a 87 °C y 5 % CO., para garantizar la
formacion de los inmunocomplejos (IC) virus/anticuerpo.
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Cada una de las mezclas antes descritas se inocularon sobre las células U937y se incubaron
por 2 h a 37 °Cy 5 % CO.. Posteriormente, se retir6 el inéculo y se agregd medio fresco
(DMEM 2 % SFB) para una incubacién de 48 h a 37 °C y 5 % CO.. Luego de este tiempo,
se procedi6 a recolectar sobrenadantes, los cuales se crioconservaron y se usaron para
cuantificar particulas virales infecciosas por ensayo de placa. Las monocapas se lavarony se
les agregd 200 pl de PBS1x por pozo para conservarse a -80 “C y posteriormente determinar
copias genoémicas virales y expresion relativa de citocinas por PCR tiempo real. Ademas, las
monocapas celulares se fijaron con PFA al 4 % para determinar proteina viral por CELL-
ELISA. Se realizaron dos unidades experimentales independientes cada una con un n=4.

Cuantificacion de particulas virales infecciosas

La cuantificacion de particulas virales infecciosas a partir de sobrenadantes recolectados de
las curvas de replicacion DENVy del modelo de infeccion DENV-ADE se hizo por titulacion
viral con la técnica de plaqueo. Se sembraron 8x10* células VERO por pozo con DMEM al
2 % SFB en placas de 24 pozos y se incubaron a 37 °Cy 5 % CO: durante 24 h. Posterior a la
siembra se hicieron diluciones seriadas en base 10 de los sobrenadantes y se inoculé 200
uL de cada dilucién sobre la monocapa celular; se incub6 por 2 h a 37 °Cy 5 % CO,, se retird
el in6culo viral y se adicioné 1 mL de Carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich) CMC/DMEM
1.5 % /1X SFB al 2 %. Las titulaciones se dejaron incubando a 37 °C y 5 % CO. durante 9 dias,
luego se retir6é el medio semisélido y se hicieron lavados con PBS 1X. Las monocapas se
fijaron usando 400 pL de paraformaldehido (PFA) al 4 % y se incub6 a TA por 30 min.

Finalmente, se retir6 el PFA y se hizo la tincién usando cristal violeta el cual se dejo actuar
por 10 minutos, se retiré el colorante y las monocapas se lavaron con agua. Los pozos
se dejaron secar para hacer el conteo de unidades formadoras de placas (UFP) y poder
cuantificar las particulas virales infecciosas.

Cuantificacion de proteina viral intracelular

La cuantificacién de proteinaviral en el ensayo DENV-ADE se realiz6 porlatécnicade CELL-ELISA.
Las monocapas de cada una de las condiciones experimentales se fijaron con PFA 4 % durante 30
min a temperatura ambiente, se lavaron 8 veces con PBS 1x y luego se permeabilizaron con 0.1 %
de Triton X-100 durante 30 minutos. Posteriormente se inactivaron las peroxidasas endogenas
celulares con 0.3 % de H.O: en 10 % metanol diluido en PBS y se incubé por 30 min. El bloqueo de
sitios inespecificos se hizo con SFB 10 % diluido en PBS y se incub6 por 30 min a TA. Seguidamente
se agregaron los anticuerpos primarios Anti-DENV segun serotipo y se incub6 durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se hicieron lavados de las monocapas y se adicioné el anticuerpo
secundario anti-ratén IgG acoplado a peroxidasa de BioRad y se incub6 por 1 hora a TA. Se realizé
un ultimo lavado de las monocapas para agregar el sustrato TMB (8, 3,5 ,5-Tetrametilbenzidina)
el cual se incub6 por 15 min y posteriormente se hicieron lecturas de las absorbancias a 450 nm en
el lector de ELISA Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific). Adicionalmente, se
agrego acido clorhidrico 1 N y se hicieron lecturas a la longitud de onda de 450 nm.

Cuantificacion de genoma viral

La extraccion del RNA viral se hizo a partir de monocapas celulares de cada una de las
condiciones experimentales incluidas en el modelo de infeccion DENV-ADE usando el kit
MGIEasy nucleic acid extration, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La calidad
y cantidad del RNA se determiné en un espectrofotometro NANODROP™ ONE/ONEC
(Thermo Fisher Scientific®). La sintesis de cDNA a partir de RNA se hizo con el kit High
Capacity cDNA reverse transcription (Thermo Fisher Scientific®).
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La cuantificacién del genoma viral se hizo por PCR tiempo real (qPCR) utilizando el kit
PowerUp™ SYBR Green Master Mix (Thermofisher Scientific®). El perfil térmico utilizado
en el equipo QuantStudio design para los cuatro serotipos DENV fue 95 °C por 5 min, 35
ciclos (95 °C por 30 s, 55 °C por 45 s, 72 °C por 45 s) con una extension final a 72 °C por 10 min.
Los cebadores usados para cada serotipo DENV amplifican un fragmento de la region C-prM.
Los cebadores para DENV-1 amplifican una region de 208 pb.

Recides

* DI-F-5-TCAATATGC TGA AAC GCG AGA GAAACC G-3
¢« mTSI1-R-5-CCC GTAACACTTTGATCG CT-3’

Los cebadores para DENV-2 amplifican una region de 119 pb.

* DI-F-5-TCAATATGC TGA AAC GCG AGA GAAACC G-3
¢ mTS2-R-5-CGC CAC AAG GGC CAT GAACAGTTT-&

Los cebadores para DENV-8 amplifican una region de 288 pb.

e DI-F-5-TCAATATGC TGA AAC GCG AGA GAAACC G-8
e mT'S3-R-5-TAA CAT CAT CAT GAG ACA GAG C-3’

Los cebadores para DENV-4 amplifican una regién de 260 pb.

e DI-F-5-TCAATATGC TGA AAC GCG AGA GAAACC G-8
*  mTS4-R-5-TTC TCC CGT TCAGGATGT TC-3&

Los resultados de la qPCR se analizaron en el programa QuantStudio design & analysis
software. Para la cuantificacion absoluta de copias genoémicas virales se usaron plasmidos
recombinantes.

Lanormalidad de los datos se determiné por la prueba de Shapiro Wilk. La homocesticidad
de las varianzas se determiné por el test de Bartlet. La significancia estadistica se identifico
usando la prueba paramétrica t-Student (datos con distribuciéon normal) o la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney (datos con distribuciéon no normal), considerando para
todos los casos diferencias estadisticamente significativas con un valor p menor a 0.05
(p<0.05).

Analisis estadisticos

Para determinar los porcentajes de efecto citopatico, se hicieron comparaciones entre las
células no infectadas con virus (CSV) y las células infectadas con cada uno de los serotipos
DENV. También un analisis de correlacion entre el efecto citopatico para cada serotipo con
la prueba de Kruskal Wallis.

En los analisis derivados del modelo de infeccion DENV-ADE, se hicieron comparaciones
entre los controles de infeccion primaria (células infectadas con cada serotipo DENV) y las
infecciones en presencia de anticuerpos homotipicos y heterotipicos. También se hicieron
comparaciones de la actividad replicativa de cada uno de los serotipos a diferentes tiempos
posinfeccion, entre las lineas celulares U937 y VERO, para lo cual se usé6 la prueba t-Student
con correccion de Welch.
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1. El efecto citopatico del virus dengue es diferente entre serotipos y poblacion
celular infectada

1 ECP producido por cada uno de los serotipos del DENV sobre las células VERO y U937

se determind por la técnica de MTT luego de 96 horas posinfecciéon a una MOI de 1. En
la linea celular VERO, DENV-1 indujo un ECP del 55.7 %, DENV-2 del 53.3 %, DENV-3 del
54 % y DENV-4 caus6 un ECP del 48.9 % (Figura 1A). En los monocitos adherentes (U937)
los serotipos DENV-1y DENV-2 no generaron ECP luego de 96 hpi; en cambio DENV-3
gener6 un ECP del 16.4 % y DENV-4 del 19.3 % (Figura 1B). E1 ECP causado por DENV fue
mayor sobre las células VERO en comparacién con las U937, estos resultados indican que
el dafo celular causado por DENV es diferente entre las poblaciones celulares permisibles
ala infeccion, asi como entre los serotipos infectantes. Los resultados de la viabilidad como
una medida indirecta del ECP fueron estadisticamente significativos frente al control de
células no infectadas.

Figural. Efecto citopatico de los cuatro serotipos DENV en células VERO (A) y células U987
(B) alas 96 hpi. Los porcentajes relativos de ECP fueron calculados de acuerdo a los resul-
tados obtenidos en la técnica de MTT. En todos los casos, se asumi6 que el control sin virus
representa el O % de ECP. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control sin virus (*p<0,5 *¥p<0,01) y las barras de error indican el error es-
tandar de la media (n: 8).

A. B
8 '°°7 [ EcPDENV-VERO 5 7] l ECP DENV- U937
© 6
o 80+ o 80
(o] [¢]
9 9
+ +
~ 60 T == = 8 604
8- T T T T Q
9 2
] it
‘D 404 O 404
0 2
+ O * X
o o = T
%’ 20 b 20 T
2
A P T
° 01— T | T T 0 I E—
N > 4 N
& Y ARG
S S S S S S S S
QO QY 9OV Q Q AER)

2. La actividad replicativa de DENYV es diferente entre los serotipos y la poblacion
celular infectada

La actividad replicativa de los cuatro serotipos DENV en células VERO y U937 se determiné
por cuantificacion de particulas virales infecciosas a partir de titulaciones de sobrenadantes
recolectados a diferentes tiempos posinfeccion 0, 24, 48, 72 y 96 h. Los serotipos DENV-1
y DENV-4 presentaron mayor actividad replicativa a las 96 hpi en ambas lineas celulares
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(Figura 2A, 2D). La replicacion de DENV-2 fue diferente entre las dos poblaciones celulares;
en células VERO la mayor produccion de particulas virales infecciosas se produjo a las 72
hpi, 2.6x10° UFP/mL; en cambio en las células U937 a las 96 hpi,1.8x10° UFP/mL. (Figura
2B.) DENV-3 present6 su mayor actividad replicativa a las 72 hpi en células VERO, 2.3x10°
UFP/mL y en U937, 3.2x10° UFP/mL (Figura 2C.) En general en células U937, se observo
la mayor replicacion viral a las 96 hpi, para los serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-4 con
excepcion de DENV-3 que mostr6 la maxima produccién de PVI a las 72hpi y evidencio
una disminucioén replicativa del 12.3 % a las 96hpi. En las células VERO; DENV-1y DENV-
4 presenté mayor replicacion a las 96 hpi y los serotipos DENV-2 y DENV-3 a las 72 hpi.
Al comparar la replicacién entre ambas lineas celulares, se observé que DENV-2 gener6
mayor produccion de PVI en células VERO y DENV-3 en células U937 luego de 72 hpi.
Por su parte, DENV-1y 4 no presentaron diferencias significativas en la produccién de PVI
entre ambas poblaciones celulares hasta las 96 hpi.

Figura 2. Actividad replicativa de los cuatro serotipos DENV en células VERO y U937 a las O,
24, 48, 72 y 96 hpi. Los resultados se calcularon a partir de la cuantificacion de unidades forma-
doras de placas obtenidos por la técnica de plaqueo (UFP/mL). En todas las condiciones expe-
rimentales las células se infectaron con cada uno de los serotipos DENV a MOI de 1y se incu-
baron a diferentes tiempos posinfeccion. Se llevaron a cabo dos experimentos independientes
con tres réplicas cada uno (n: 6). Las barras de error indican el error estandar de la media.
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3. La infeccion por DENV-1 y DENV-2 se potencia en presencia de anticuerpos Anti-
DENYV heterotipicos

Para determinar la potenciacion de la infeccion de cada uno de los serotipos DENV
dependiente de anticuerpos; utilizamos anticuerpos heterotipicos Anti-DENV de tipo IgG,
los cuales se mezclaron con cada uno de los serotipos DENV para formar inmunocomplejos
Virus-Anticuerpos, los cuales son fagocitados por las células U937; permitiendo la entrada
viral y posterior aumento de la replicacién, fenémeno conocido como amplificacion de
la infeccion dependiente de anticuerpos (ADE). La cuantificaciéon de particulas virales
infecciosas (UFP/mL) evidencié que la infeccion por DENV-1 se potencié en presencia
de Anti-DENV-3 (2, 9 veces) y con Anti-DENV-4 (3, 2 veces), la concentracién de Anti-
DENV-2 usada neutralizé la infeccion por DENV-1, al igual que el anticuerpo homotipico
Anti-DENV-1. (Figura 8). La infeccién por DENV-2 se amplificé con los anticuerpos Anti-
DENV-1 (5, 8 veces), Anti-DENV-3 (6, 8 veces) y Anti-DENV-4 (90 veces), la infeccién se
neutralizé en un 100 % en presencia de anticuerpos homotipicos Anti-DENV-2. (Figura
4) La concentracion usada de anticuerpos Anti-DENV-heterotipicos no potenciaron
la infeccion por los serotipos DENV-3 y DENV-4 reflejando una neutralizaciéon de esta.
(Figura 5y 6) El anticuerpo Anti-DENV-2 mostré un papel neutralizante para los 4 serotipos
DENV. La produccién de proteina viral no se vio afectada por el mecanismo de infeccion
dependiente de anticuerpos y se correlacionan con los hallazgos antes descritos. Estos
resultados permiten dilucidar el mecanismo de infeccién ADE para DENV; como uno de
los aspectos fundamentales en la comprension de la fisiopatogenia de la enfermedad y a la
vez caracterizar la infeccion tanto primaria como secundaria asociada a este arbovirus y sus
serotipos. Este modelo de infeccion permitira a la vez establecer otros estudios relacionados
con la respuesta inmune, antivirales y vacunas contra el dengue lo cual sigue siendo objeto
de investigacién hasta la fecha.

Figura 3. Infeccion por DENV-1 mediada por el mecanismo dependiente de anticuerpos. Los
porcentajes relativos de infeccion fueron calculados a partir de los resultados obtenidos por la téc-
nica de plaqueo (UFP/mL) de sobrenadantes colectados del sistema de infeccion ADE-DENV-1
(A), CELL-ELISA (B) y qPCR (C) de las monocapas celulares. En todos los casos, el control repre-
senta la infeccion sin anticuerpos o compuesto, que se asumio como 100 % de infeccion. Los as-
teriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control. (*p<0.5, **p<0.01,
*##¥p<0.001 t-Student) y las barras de error indican el error estindar de la media (n: 4).
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Figura 4. Infeccion por DENV-2 mediada por el mecanismo dependiente de anticuerpos.
Los porcentajes relativos de infeccion fueron calculados a partir de los resultados obtenidos
por la técnica de plaqueo (UFP/mL) de sobrenadantes colectados del sistema de infeccion
ADE-DENV-2 (A), CELL-ELISA (B) y gPCR (C) de las monocapas celulares. En todos los casos,
el control representa la infeccion sin anticuerpos o compuesto, que se asumioé como 100 % de
infeccion. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al con-
trol. (*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 t-Student) y las barras de error indican el error estandar de
la media (n: 4).
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Figura 5. Infeccién por DENV-3 mediada por el mecanismo ADE. Los porcentajes relativos
de infeccion fueron calculados a partir de los resultados obtenidos por la técnica de pla-
queo (UFP/mL) de sobrenadantes colectados del sistema de infeccion ADE-DENV-3 (A), CE-
LL-ELISA (B) y gPCR (C) de las monocapas celulares. En todos los casos, el control representa
la infeccion sin anticuerpos o compuesto que se asumié como 100 % de infeccion. Los asteris-
cos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control. (*p<0.5, *¥p<0.01,
*#%p<0.001 t-Student) y las barras de error indican el error estandar de la media (n: 4).
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Figura 6. Infeccion por DENV-4 mediada por el mecanismo de ADE. Los porcentajes relativos
de infeccion fueron calculados a partir de los resultados obtenidos por la técnica de plaqueo
(UFP/mL) de sobrenadantes colectados del sistema de infeccion ADE-DENV-4 (A), CELL-ELI-
SA (B) y qPCR (C) de las monocapas celulares. En todos los casos, el control representa la infec-
cion sin anticuerpos o compuesto, que se asumio6 como 100 % de infeccion. Los asteriscos indi-
can diferencias estadisticamente significativas respecto al control. (*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001
t-Student) y las barras de error indican el error estandar de la media (n: 4).
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Discusion

Se han propuesto algunas hipétesis para explicar los mecanismos asociados con la
patogenia y las formas clinicas de la infeccion por DENV, entre ellos factores genéticos
del virus que determinan su virulencia y potencial epidémico. Asi como también; el
serotipo y cepa viral pueden influir en la actividad replicativa y el desarrollo de las formas
graves del dengue. Con respecto a los factores del hospedero, se ha discutido sobre el
papel patogénico de la respuesta inmune en la progresion a la infeccion secundaria, ya
sea por el fenomeno de potenciacién dependiente de anticuerpos (ADE) o por el pecado
antigénico original (16). Tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa desempenan
un papel importante en la proteccion contra DENV, pero a la vez pueden inducir procesos
patologicos que ponen en riesgo la salud de quienes presentan la enfermedad. Por lo tanto,
comprender los mecanismos que regulan la protecciéon mediada por el sistema inmune
frente a la patogenia, es fundamental para el desarrollo de estrategias terapéuticas y de

prevencion eficaces contra el dengue (9,17).

Considerando que la inmunopatogénesis y las formas clinicas del dengue pueden ser
dependientes del serotipo viral; en el presente trabajo se realizé la caracterizacién in
vitro de la infeccion de los cuatro serotipos DENV en funcién del dafio celular (ECP) y
la actividad replicativa, sobre las lineas celulares VERO y U937; las cuales han sido
ampliamente utilizadas en otros estudios con DENV (14). Los resultados mostraron que en
células VERO; el efecto citopatico causado por cada uno de los serotipos DENV, fue mayor
al 50 % (Figura 1A). Un resultado similar se obtuvo en otro estudio donde el serotipo DENV-
2 presentd un ECP del 75 % sobre las células VERO, luego de 5 dias postinoculacién (18).
Otro estudio reporté un incremento en las vacuolas intracelulares y acimulos de células
VERO inducidos por DENV-1 (19). En cambio, en las células U937 los serotipos DENV-1y
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DENV-2 no indujeron ECPy el dano celular asociado a DENV-3 y DENV-4 fue menor al 20
%, luego de 96 horas posinfeccion (Figura 1B). Lo anterior coincide con lo reportado en un
estudio con dos cepas diferentes de DENV-2, donde se evidencié que la infeccion con este
serotipo no produjo cambios morfolégicos en células U937 (20). También se ha reportado
ausencia de ECP por DENV-3 en células C6/36 luego de 8 dias posinfeccién (21). En células
HeLa el serotipo DENV-1 no logré producir ECP (22). Un estudio sobre la mutagénesis de la
proteina NS2A de DENV revel6 un dominio responsable del efecto citopatico inducido por
el virus sobre las células HEK-293 (23).

La actividad replicativa o cinética de crecimiento de DENV también fue diferente entre cada
uno de los serotipos y lineas celulares. DENV-1 present6 su mayor replicacion a las 96 hpi
en células VERO y U937 (Figura 2A), lo cual se correlaciona con los hallazgos encontrados
en un estudio sobre infectividad viral, donde 8 cepas diferentes de DENV-1 presentaron
mejores resultados a los 5 dpi; tanto en células VERO como HepG2 (24). DENV-2 mostré
tener una actividad replicativa diferente entre ambas poblaciones celulares; en U937 se
obtuvo la mayor replicacion viral a las 96 hpi, en cambio en células VERO a las 72 hpi
(Figura 2B), lo cual coincide con un estudio sobre la curva de crecimiento de DENV-2 en
células U937 donde el mayor titulo viral se obtuvo a las 96 hpi (25). El serotipo DENV-
3 evidencié la mayor producciéon de particulas virales infecciosas (PFU/mL) a las 72 hpi,
tanto en células VERO como en U987 (Figura 2C). Por su parte, la replicacion de DENV-
4 mostr6 la mayor cuantificacion de PVI a las 96 hpi en ambas lineas celulares (Figura
2D). Resultados similares se obtuvieron en un experimento; donde se determiné el titulo
viral para los cuatro serotipos DENV en células VERO, U937 y BHK-21 (25). Las diferencias
encontradas tanto en el ECP como en la replicacion de los serotipos DENV pueden deberse
a cambios en la expresion de los receptores celulares, vias de internalizacion, respuesta
inmune celular, factores de transcripcion y traducciéon, microambiente celular entre otros
factores celulares especificos que son claves para la replicacion viral, asi como también a las
diferencias genéticas y antigénicas entre cada uno de los serotipos DENV.

Luego del analisis de la infeccion primaria de cada uno de los serotipos DENYV, se plante6
investigar algunos aspectos asociados con la infeccién secundaria; para lo cual se establecio
un modelo de infeccién in vitro con los cuatro serotipos DENV mediado por el mecanismo
dependiente de anticuerpos (ADE), utilizando la linea celular U937. Este sistema permitio
monocitos humanos, donde sueros humanos con inmunidad previa contra DENV-2, 3
0 4 potenciaron significativamente la infeccion por DENV-1 (26). Otro estudio demostro
que anticuerpos maternos contra serotipos distintos a DENV-1 potenciaron la infeccion
y enfermedad grave en lactantes infectados con DENV-1 (27). Ademas, células primarias
humanas y modelos murinos con infecciones por DENV-1 evidenciaron que la infeccion
se potencid en presencia de anticuerpos heterotipicos (28). Expuesto lo anterior el DENV-
1 esta implicado tanto en el desarrollo de infecciones primarias como secundarias y en
la progresion a las manifestaciones clinicas graves de la enfermedad (29). Por su parte
los anticuerpos Anti-DENV-2 mostraron un resultado antagénico; con una reduccion
significativa de la infeccion por DENV-1 en términos de genoma, proteina viral y PVI
(Figura 8 A, By C), lo cual puede asociarse a que la concentracion de anticuerpos usada en
el ensayo logro el espacio necesario para alcanzar el umbral de neutralizacion del virus,
limitando de esta forma la unién e internalizacion viral y las subsecuentes etapas del ciclo
replicativo de DENV.

La infeccion por DENV-2 mediada por anticuerpos homotipicos se neutralizo significativa-
mente, evidenciando una reduccién en la cuantificacion de copias genomicas, proteinas vira-
les y PVIL. En contraste, los anticuerpos heterotipicos potenciaron la produccion de particulas
virales infecciosas de DENV-2; los anticuerpos Anti-DENV-1 la potenciaron 5.8 veces, An-
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ti-DENV-3, 6. 8 veces y Anti-DENV-4, 90 veces. Sin embargo, la cuantificacion de copias ge-
némicas y proteina viral no mostré diferencias significativas en comparacién con el control
de infeccion primaria (Figura 4 A, By C), lo cual puede estar asociado con la alta produccion
de nuevas PVI. Resultados similares se obtuvieron en un estudio con macréfagos U937-DC-
SIGN donde la infeccién por DENV-2 se potencio en presencia de anticuerpos monoclonales
4G2 (80). Otro estudio con macréfagos humanos primarios evidencié una mejora de la infec-
cion por DENV-2 mediada por anticuerpos monoclonales, donde se obtuvo un incremento
de 6, 8 veces en la cuantificaciéon de PVI (31). Un estudio in vivo también demostré que la
inmunizacion previa con DENV-1 potenci6 la infecciéon de DENV-2 con un incremento en la
carga viral, asi como en las formas graves de la enfermedad (27).

En el modelo de infeccién DENV-3-ADE, los resultados de cuantificaciéon de genoma y
PVI indicaron que los anticuerpos homotipicos neutralizaron la infeccién en un 100 %,
un resultado similar se obtuvo para la mediaciéon con Anti-DENV-2. Ademas, se evidencio
que los anticuerpos heterotipicos Anti-DENV-1 y Anti-DENV-4 también indujeron una
reduccion significativa en la produccion de particulas virales infecciosas y copias geno-
micas virales (Figura 5 A, B y C). Lo anterior puede ser indicativo que la concentraciéon
de anticuerpos utilizada en el ensayo no represento niveles subneutralizantes capaces de
inducir la opsonizacién del virus y la consecuente fagocitosis de este, que pudiera poten-
ciar la infeccion. Esto también se correlaciona con lo reportado en otras investigaciones,
donde se caracterizar la infeccion en presencia de anticuerpos homotipicos y heterotipi-
cos, en cuanto a produccion de particulas virales infecciosas (UFP/mL), proteinas y copias
gendémicas virales.

Los resultados de cuantificacion de particulas virales infecciosas y proteina viral demos-
traron que la infeccion por DENV-1 se neutralizé significativamente en presencia de an-
ticuerpos homotipicos, en cambio los Ac heterotipicos Anti-DENV-3 y Anti-DENV-4 po-
tenciaron la infeccién 3.9 y 4.2 veces respectivamente, en comparaciéon con el control de
infeccion primaria. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos para la proteina
viral; cuya reduccién puede deberse a que parte de estas son usadas en la formacion de
nuevos viriones o PVI (Figura 3 Ay B). Hallazgos similares se obtuvieron en un ensayo con
células K562 y monocitos humanos, donde sueros humanos con inmunidad previa contra
DENV-2, 3 0 4 potenciaron significativamente la infeccion por DENV-1 (26). Otro estudio
demostré que anticuerpos maternos contra serotipos distintos a DENV-1 potenciaron la
infeccion y enfermedad grave en lactantes infectados con DENV-1 (27). Ademas, células
primarias humanas y modelos murinos con infecciones por DENV-1 evidenciaron que la
infeccion se potencio en presencia de anticuerpos heterotipicos (28). Expuesto lo anterior
el DENV-1 esta implicado tanto en el desarrollo de infecciones primarias como secunda-
rias y en la progresion a las manifestaciones clinicas graves de la enfermedad (29). Por su
parte los anticuerpos Anti-DENV-2 mostraron un resultado antagénico; con una reduc-
cion significativa de la infeccion por DENV-1 en términos de genoma, proteina viral y PVI
(Figura 3 A, By C), lo cual puede asociarse a que la concentracién de anticuerpos usada en
el ensayo logroé el espacio necesario para alcanzar el umbral de neutralizacion del virus,
limitando de esta forma la unién e internalizacion viral y las subsecuentes etapas del ciclo
replicativo de DENV.

La infeccion por DENV-2 mediada por anticuerpos homotipicos se neutralizo significa-
tivamente, evidenciando una reduccién en la cuantificacion de copias genémicas, protei-
nas virales y PVI. En contraste, los anticuerpos heterotipicos potenciaron la produccion de
particulas virales infecciosas de DENV-2; los anticuerpos Anti-DENV-1 la potenciaron 5.8
veces, Anti-DENV-3, 6. 8 veces y Anti-DENV-4, 90 veces. Sin embargo, la cuantificacion de
copias genomicas y proteina viral no mostré diferencias significativas en comparacion con
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el control de infeccion primaria (Figura 4 A, By C), lo cual puede estar asociado con la alta
produccion de nuevas PVI. Resultados similares se obtuvieron en un estudio con macrofa-
gos U937-DC-SIGN donde la infeccion por DENV-2 se potencié en presencia de anticuer-
pos monoclonales 4G2 (30). Otro estudio con macréfagos humanos primarios evidencio
una mejora de la infeccion por DENV-2 mediada por anticuerpos monoclonales, donde se
obtuvo un incremento de 6, 8 veces en la cuantificacion de PVI (31). Un estudio in vivo tam-
bién demostré que la inmunizacién previa con DENV-1 potenci6 la infeccion de DENV-2
con un incremento en la carga viral, asi como en las formas graves de la enfermedad (27).

En el modelo de infeccion DENV-3-ADE, los resultados de cuantificaciéon de genoma y
PVI indicaron que los anticuerpos homotipicos neutralizaron la infeccion en un 100 %,
un resultado similar se obtuvo para la mediacion con Anti-DENV-2. Ademas, se evidencio
que los anticuerpos heterotipicos Anti-DENV-1y Anti-DENV-4 también indujeron una re-
duccién significativa en la produccién de particulas virales infecciosas y copias genémicas
virales (Figura 5 A, B y C). Lo anterior puede ser indicativo que la concentraciéon de anti-
cuerpos utilizada en el ensayo no represent6 niveles subneutralizantes capaces de inducir
la opsonizacién del virus y la consecuente fagocitosis de este, que pudiera potenciar la in-
feccion. Esto también se correlaciona con lo reportado en otras investigaciones, donde se
ha documentado que los anticuerpos generados en la infecciéon primaria pueden ejercer
una neutralizacion heterotipica transitoria; sobre todo, cuando los titulos serolégicos de
anticuerpos son altos (32). Un estudio con DENV-38 en células U987 en las que se usaron
diferentes concentraciones de anticuerpos IgG mostré que la mejora de la infeccion fue
inversamente proporcional con la concentracion de anticuerpos, donde la mayor concen-
tracion de anticuerpos ensayada causé una reduccion significativa de la infeccion, lo cual
justifica el hallazgo encontrado en el presente estudio (30,33).

La infeccién por DENV-4 también se neutralizé en presencia de anticuerpos homotipicos
con una reduccién significativa en la cuantificacion del genoma viral y PVI. Un resultado
similar se evidenci6 con Anti-DENV-2. Los anticuerpos heterotipicos Anti-DENV-1 también
redujeron la producciéon de particulas virales infecciosas; en cambio los anticuerpos Anti-
DENV-38 potenciaron la replicacion viral con un incremento del 1,7 veces en la cuantificacion
de copias gendmicas virales, en comparacion con el control de infeccion primaria. Sin
embargo, no hubo incremento en la produccion de particulas virales infecciosas (Figura
6 A, B y C), esto sugiere que probablemente etapas posteriores a la replicaciéon; como
la traduccion, ensamblaje, maduraciéon o liberacion no se llevaron a cabo eficazmente
impidiendo la formacion de nuevas PVI. Resultados obtenidos en un estudio demostraron
que DENV-4 en presencia de anticuerpos monoclonales IgG aument6 la infectividad de las
células U937 de forma dependiente a la concentracion de anticuerpos (30). Otro estudio
encontré que aislamientos clinicos de DENV-4 mostraron una potenciacién de la infeccion
en células U937 en presencia de anticuerpos, pero no se logré el mismo efecto con cepas
adaptadas de laboratorio (34). Lo anterior sugiere; que las diferencias encontradas en
este modelo pueden deberse a variaciones en la afinidad que pueden tener cada uno de
los anticuerpos por los sitios de union del virus, asi como también a la concentracion de
anticuerpos que determinan su efecto neutralizante o subneutralizante sobre la infeccion.
En general, nuestros resultados demuestran que en la infeccién con DENV los anticuerpos
juegan un papel dual en el desarrollo y evolucion de esta. De acuerdo con las propiedades
y cantidades de los anticuerpos homologos o heterélogos, la interaccion virus-anticuerpo
puede ser protectora o potenciadora de la infeccion. EI nimero de moléculas de Acs
requeridas para neutralizar la infectividad, es un tema que ha sido ampliamente estudiado
y para el caso de los flavivirus; se ha descrito que la inactivacion ocurre en funcion del
numero de moléculas de anticuerpos unidas al virus (30).
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Finalmente, los resultados confirmaron que el sistema de infeccién in vitro con células U937
permitié caracterizar la infeccion primaria de los cuatro serotipos DENVy ala vez establecer un
modelo de infeccion mediado por el mecanismo de potenciaciéon dependiente de anticuerpos,
donde selogré analizar el efecto neutralizante y subneutralizante de los anticuerpos homotipicos
y heterotipicos sobre la infecciéon por DENV. Ademas, permite estudiar aspectos relacionados
con la patogénesis, respuesta inmune y ensayos antivirales que pueden implementarse para el
desarrollo de estrategias terapéuticas y de controles eficaces contra el dengue.

Conclusion

a caracterizacion de la infeccion primaria por DENV en las lineas celulares VERO y

U937 fue diferente entre cada uno de los cuatro serotipos. El efecto citopatico evidencio
ser mayor en células VERO en comparaciéon con las células U937. De la misma forma; la
actividad replicativa de DENV mostr6 diferencias significativas entre los serotipos y las
lineas celulares evaluadas. Por su parte en la infeccion secundaria mediada por anticuerpos,
Unicamente los serotipos DENV-1y DENV-2 potenciaron la produccion de particulas virales
infecciosas en presencia de anticuerpos heterotipicos, encontrandose que la concentracion
de anticuerpos monoclonales (25 ng/ul)) usada en el modelo de infeccion DENV-ADE, tuvo
un efecto neutralizante o subneutralizante dependiente del serotipo viral.

El efecto citopatico causado por DENV fue diferente entre cada una de las lineas celulares,
en células VERO los cuatro serotipos DENV indujeron un ECP mayor al 50 %, en cambio
en células U937, los serotipos DENV-1 y DENV-2 no causaron cambios morfolégicos y
el dano celular asociado a la infeccion por DENV-3 y DENV-4 fue inferior al 20 %. La
actividad replicativa o cinética de crecimiento de DENV fue diferente entre cada uno
de los serotipos y lineas celulares, DENV-1y DENV-2 evidenciaron la mayor produccion
de particulas virales infecciosas a las 96 hpi, tanto en células VERO como en U937. El
serotipo DENV-2 present6 su mejor replicacion a las 96 hpi en células U937 y en células
VERO a las 72 hpi. Por su parte DENV-3 tuvo su mejor actividad replicativa a las 72 hpi en
ambas lineas celulares. La infeccion por cada uno de los serotipos DENV se neutralizé en
presencia de anticuerpos homotipicos. Los anticuerpos Anti-DENV-2 también mostraron
un efecto neutralizante contra los tres serotipos heterélogos de DENV. Los anticuerpos
Anti-DENV-38 presentaron un efecto subneutralizante contra los tres serotipos heterélo-
gos de DENYV, favoreciendo el mecanismo de infeccién dependiente de anticuerpos. La
infeccion por DENV-1 mediada por anticuerpos heterotipicos se potencié en presencia
de Anti-DENV-8 y Anti-DENV-4. Por otro lado DENV-2 se potencié en presencia de cada
uno de los anticuerpos heterotipicos Anti-DENV. El serotipo DENV-3 no evidencié me-
jora de la infeccién por los anticuerpos heterotipicos y DENV-4 tnicamente se potencio
con los anticuerpos Anti-DENV-3.

A partir de los resultados se pretende establecer el modelo de infeccion con DENV, mediado
por el mecanismo de potenciaciéon dependiente de anticuerpos, en células primarias
como PBMC o en modelos animales que permitan acercarnos mas al contexto natural de
la infeccion. Ademas, integrar estudios de proteémica y metabolémica a manera que se
pueda comprender o dilucidar procesos o vias metabolicas implicadas en la patogénesis
de la infeccion primaria y secundaria por DENV. Adaptar nuestro modelo de infeccion
DENV-ADE a investigaciones que evalian compuestos con potencial Anti-DENV, a fin
de comprender los efectos y posibles mecanismos de accion en la infeccion mediada por
anticuerpos e integrar otras técnicas moleculares, serologicas e inmunolégicas, con el
objetivo de profundizar y validar cada uno de nuestros resultados.
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