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Resumen

Las enfermedades virales transmitidas por mosquitos representan una amenaza
permanente para la salud pablica, como las producidas por los flavivirus. Estudios de
epidemiologia han revelado que las infecciones por flavivirus son frecuentes en el
embarazo. Sin embargo, diversos reportes describen que las infecciones con los virus
Dengue (DENV) y Fiebre amarilla (YFV) no se relacionan directamente con dafio fetal,
debido a la presencia de la barrera placentaria. En tanto que el flavivirus emergente
Zika (ZIKV), de transmision sexual y vertical, causa el sindrome congénito asociado a

Zika (SCZ) con importantes alteraciones cerebrales en el feto.

La fuerte asociacion entre la infeccion por ZIKV y los defectos congénitos observados,
nos llevé a preguntarnos como este flavivirus era capaz de cruzar la barrera placentaria
para alcanzar el sistema nervioso central del feto. Por lo tanto, en este estudio, se
comparo la infeccion por estos tres flavivirus (DENV, YFV y ZIKV) en macréfagos
humanos y se evalud la respuesta celular provocada. Como modelos de estudio se
emplearon la linea celular de monocitos U937 diferenciada y un cultivo primario de
macrofagos placentarios. Los resultados evidenciaron que ZIKV se replica a una
velocidad mas alta que YFV (virus vacunal YFV-17D) y DENV, aunque los tres virus
presentaron una eficiencia de infeccion similar. Ademas, observamos que los
macrofagos diferenciados e infectados con ZIKV presentaron un patrén pro-
inflamatorio, con un incremento significativa de IL-1p. Por otra parte, no se detectaron
alteraciones significativas de la barrera transepitelial debidas a la exposicion de
sobrenadantes condicionados provenientes de macréfagos humanos diferenciados no

residentes e infectados con los tres tipos de flavivirus.

La placenta impide la transmision vertical de patdgenos y en ella residen los
macrofagos fetales, las células de Hofbauer, comprobamos la capacidad de ZIKV de
infectar células de Hofbauer y su capacidad replicativa en este cultivo primario.
Nuestro trabajo permite montar un sistema de estudio comparativo para flavivirus de
importancia epidemiolégica y profundizar en la comprension de la patogenesis de la
infeccion causante del SCZ y los mecanismos usados por el virus ZIKV para cruzar a

organos inmunoprivilegiados como la barrera transplacentaria para afectar al feto.



Abstract

Mosquito-borne diseases stand a permanent threat for public health. Among them,
those transmitted by flaviviruses. Epidemiology studies have revealed that flaviviruses
infection during pregnancy is a common phenomenon. Nonetheless, in several reports
of Dengue virus (DENV) infection as of yellow fever virus (YFV) infection, it has not
been directly related to fetal infection due to transplacental crossing-over. While the
Zika (ZIKV) an emergent flavivirus responsible for the current Zika epidemy, for
which sexual and vertical transmission have been proved, causes the congenital

syndrome associated with Zika (SCZ) with important cerebral alterations in the fetus.

The strong association between ZIKV infection and congenital defects had lead to the
question of how is a flavivirus capable of crossin-over the placental barrier to get to the
fetus central nervous system. In this study Flavivirus infection on human macrophages
was compared as well as the cellular response elicited by it, using as model of study,
the monocyte cell-line U937 differentiated and a primary cell culture of placental
macrophages. We found that ZIKV replicates at a higher speed than YFV (vaccine
YFV-17D) and then DENV, although, with a similar efficiency of infection. We also
found a tendency of ZIKV infected macrophages to express a pro-immflamatory
profile, with a significant expression of IL-1p. We also detected that the disruption of
the transepithelial barrier model does not show significant changes after its exposure
to conditioned media of differentiated and non-resident human macrophages infected

with flaviviruses.

Vertical transmition of pathogens is hampered by the placenta. Within this temporal
organ there are Hofbauer cells (HC), which are fetal macrophages. Therefore, we
assessed ZIKV capacity to infect HC as well as its replicative capacity on a primary
culture. Our work allows us to stablish a comparative model of study for
epidemiological relevant flaviviruses and to deepen on the pathogenesis of the infection
responsible for the CZS and the mechanisms used by ZIKV to cross-over a immuno-

privileged organ to affect the fetus.



1. Introduccién

Las enfermedades virales transmitidas por mosquitos representan una amenaza
permanente para la salud pablica, ya que cerca de dos tercios de la poblacién mundial
viven en zonas de riesgo para la transmision de estas enfermedades. Varios de estos
agentes virales se encuentran clasificados dentro de la Familia Flaviviridae, género
Flavivirus, que incluye mas de 50 virus transmitidos por artropodos (arbovirus), entre
los que se encuentran el virus del Dengue (DENV), el virus del Zika (ZIKV), el virus
del Nilo del Oeste (WNV) vy el virus de la fiebre amarilla (YFV) (Dick et al., 1952).
Los flavivirus son virus envueltos, de unos 50 nm de didametro, que presentan envoltura
y simetria icosaédrica (Bollati et al., 2010). Su genoma estd constituido por una
molécula de RNA de sentido positivo, monocatenario, de aproximadamente 11 kb, el
cual presenta un solo marco de lectura abierto que codifica 10 proteinas virales y
regiones no codificantes en los extremos 5' y 3 '(Huang et al., 2014). La poliproteina
viral es procesada co- y post-traduccionalmente para generar 3 proteinas estructurales
(C,prM y E) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5). Las proteinas C, prM y E, forman parte de la capside del virién, mientras que las
proteinas NS, estan involucradas en la transcripcion viral, la replicacion y ademas
modulan la respuesta antiviral del huésped (Bollati et al., 2010; Murray et al., 2008).
Para las enfermedades causadas por flavivirus no existen antivirales especificos y a
pesar de que existen vacunas contra algunos de ellos, como la fiebre amarilla, la
encefalitis japonesa y el dengue, las principales medidas de prevencion orientadas a
combatir la propagacion del flavivirus se limitan al control de vectores y a evitar el
contacto entre los vectores artropodos y los seres humanos ya que se sabe por
experiencia que un control riguroso de los vectores permite reducir considerablemente

la carga de las enfermedades(WHO- World Health Organization, 2017).

Los flavivirus transmitidos por mosquitos se transmiten en la naturaleza en uno o mas
ciclos que incluyen un mosquito vector y un hospedero mamifero o aviar. La
transmision entre mosquitos y los huéspedes vertebrados (transmisién horizontal) suele
causar enfermedades en los vertebrados. En los mosquitos ocurre transmision vertical,
lo cual se presume, permite la persistencia de las infecciones virales en el ambiente.

Los mosquitos de la especie Aedes aegypti y Aedes albopictus, son los principales
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responsables de la transmision del virus del dengue, del zika y del virus de la fiebre
amarilla en sus ciclos urbanos (Huang et al., 2014).

1.1 El virus del Dengue

El virus causante del dengue (DENV) es considerado el arbovirus de mayor
importancia en salud publica, ya que causa entre 50-100 millones de infecciones por
afio, es endémico en méas de 100 paises y representan una amenaza para los cerca de
2,500 millones de personas gque habitan en las regiones tropicales y subtropicales del
planeta (Oficina Regional para las Américas de la Organizacion Mundial de la Salud
etal.).

El DENV fue aislado por primera vez en 1943 en Japon (DENV1) y en 1945 en Hawaii
(DENV?2) (Messinaetal., 2014). El dengue alcanzé una situacion de pandemia después
de la Segunda Guerra Mundial (SABIN, 1952). En las Américas, el dengue fue
controlado a través de la campafa de la Organizacion Panamericana de la Salud de
1947 para eliminar los mosquitos. Pero en la década de 1970, la region fue re-infestada
y desde entonces, la incidencia de la enfermedad ha aumentado, al igual que en otras
regiones (Gubler, 2002). La mayoria de las infecciones con el DENV son
asintomaticas, pero el dengue puede cursar una enfermedad febril autolimitada, con
fiebre, cefalea y dolor articular, o puede evolucionar a formas graves, como la forma
hemorréagica o dengue severo, caracterizada por fuga de plasma, que es potencialmente
mortal. Del DENV se conocen 4 serotipos (DENV1-4) y la infeccion con un serotipo
genera inmunidad de por vida (Rothman, 2004; SABIN, 1952).

1.2. El virus de la Fiebre Amarilla

La fiebre amarilla se origin6 en Africa y fue traido a América en el siglo XVII, como
consecuencia de la trata de esclavos. La fiebre amarilla esta causada por el virus del
mismo nombre (YFV) y fue responsable de la muerte de miles de personas en los siglos
XVIIy XIX. En 1900, la transmision fue confirmada a través del mosquito Aedes
aegypti y en 1930, se desarrollaron dos vacunas de virus vivos atenuados (Smith and

Theiler, 1937). La vacuna basada en la cepa atenuada 17D, es una herramienta



fundamental para la prevencion y el control de brotes. Las campafas de vacunacion
extensas y el control del mosquito vector, redujeron significativamente el nimero de
casos; sin embargo, aun ocurren brotes en Africa, Sur y Centro América. Por ejemplo,
en diciembre del 2015, ocurrié una epidemia urbana de fiebre amarilla en Angola y en
el 2017, un brote de la enfermedad afectd a los estados brasilefios de Minas Gerais,
Espirito Santo, S&o Paulo y Rio de Janeiro (Paules and Fauci, 2017). La infeccion con
YFV puede cursar de manera subclinica, leve e inespecifica, pero también puede causar
una enfermedad grave con ictericia y hemorragia que causa la muerte, en cerca de un
30% de los pacientes afectados (Litvoc et al., 2018). La primera fase de la enfermedad,
que ocurre entre los 3 y 6 dias después de la infeccidn por el mosquito vector, puede
incluir fiebre, malestar general, mareos, nauseas, vomitos, cefalea, dolor lumbosacro y
mialgia; a esta fase le puede seguir una fase de remision, que continda con la
recuperacion o con un periodo de intoxicacion, caracterizado por cefalea, vomitos,
ictericia, hepato-esplenomegalia y hemorragia. Del virus de la fiebre amarilla, solo se
conoce un serotipo y las personas que sobreviven la infeccion quedan protegidas de por
vida (Gotuzzo et al., 2013).

1.3. El virus del Zika

El virus del Zika (ZIKV) se aisl6 por primera vez del macaco Rhesus centinela,
infectado en la region del bosque Zika en Uganda en 1947 (Dick et al., 1952). Antes
del siglo XXI, solo se reportaron casos esporadicos de infeccion por ZIKV en humanos,
en Africa y Asia. Sin embargo, en al afio 2007, el ZIKV caus6 el primer gran brote,
fuera de Africa y Asia, en la isla de Yap, en Micronesia. Posteriormente, a partir del
afio 2015, hubo un estallido de infeccion por ZIKV en las Américas, siendo Brasil el
pais mas afectado por el ZIKV, con estimaciones reportadas de 440,000 a 1,300,000
casos sospechosos de ZIKV. Se han detectado por analisis filogenéticos dos linajes
principales de ZIKV: el linaje africano, el cual incluye la cepa original de Uganda de
1947 (MR-766) y el linaje asiatico, que se confirmé como responsable del brote actual

en las Américas (Haddow et al., 2012).



El ZIKV se transmite principalmente por la picadura de mosquitos del género Aedes;
sin embargo, también se ha demostrado la transmision por via sexual (D’Ortenzio et
al., 2016) y vertical (Nugent et al., 2017). La infeccion por ZIKV es una infeccion leve,
autolimitada, que no amenaza la vida; ésta provoca sintomas clinicos, s6lo en el 20%
de los pacientes infectados, los cuales persisten de 4 a 5 dias e incluyen fiebre, dolor
retro-ocular, salpullido, mialgia, artralgia, cefalea, escalofrio, petequias, conjuntivitis,
nauseas, vomito y diarrea (Dirlikov et al., 2016). Sin embargo, cuando la infeccién por
ZIKV se adquiere durante el embarazo, puede causar dafio neuroldgico severo al
producto, lo cual ha hecho del Zika un verdadero problema de salud publica (ver mas
adelante)(Fajardo et al., 2016).

2. Antecedentes directos

El feto humano depende totalmente de la placenta, un érgano transitorio extracorpéreo
que interactua con la madre, para sostenerlo y protegerlo. La placenta representa una
barrera de proteccion, es importante para la infeccién fetal, en la cual existen multiples
vias para regular el transporte de nutrientes, metabolitos, oxigeno y electrolitos, asi
como efectores inmunoldgicos innatos y adaptativos (inmunoglobulinas maternas)
entre la madre y el feto. La placenta actia como una barrera fisica e inmunoldgica entre
los compartimentos materno y fetal, ademas protege al feto en desarrollo de la
transmision vertical de patégenos, incluyendo a los virus (Cauchemez et al., 2016). La
infeccion viral congénita se asocia con infeccion postnatal, anomalias y muerte fetal.
Estos agentes infecciosos teratogénicos que son transmitidos verticalmente de la madre
al producto durante el embarazo, el parto o la lactancia materna, se clasifican de forma
tradicional como patégenos TORCH. Los virus clasicos TORCH: rubeola,
citomegalovirus, virus herpes simple y varicela zoster, pueden cruzar la placenta y
causar defectos congénitos como microcefalia, retardo en el crecimiento, retraso
mental, cardiopatias, sordera, ceguera. En esta lista, ahora se suma el ZIKV (Coyne
and Lazear, 2016).

2.1 Afeccion fetal por Arbovirus
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2.1.1 Dengue

Paixdo et al. (2016) realizaron un meta-analisis sobre la infeccion por dengue durante
la gestacion, que incluyd a 292 mujeres expuestas al virus durante el embarazo y
encontraron una fuerte asociacion entre el dengue y la ocurrencia de abortos (OR 3.51),
muerte fetal (RR6.7), nacimientos pretérmino (OR 1.71) y bajo peso al nacer (OR 1.41)
(Paixao et al., 2016). En otro estudio que incluyé 24 mujeres embarazadas con
diagnostico confirmado de dengue, Ribeiro et al. (2017) encontraron un incremento de
la incidencia de abortos (20.8%), muerte fetal (8.3%) y prematurez (12.5%), con dafios
en la placenta. Ademas, el 29% de los recién nacidos presentaron sintomas de la
enfermedad (Ribeiro et al., 2017). Estos estudios, sugieren que la adquisicion de
dengue durante el embarazo pudiera afectar negativamente al feto. Ademas, diversos
autores concluyen que existe un riesgo de transmision vertical, pero no es posible
determinar de forma concluyente si la infeccion materna por dengue es un factor de
riesgo significativo para los resultados adversos del embarazo, ya que no hay evidencia
experimental de trastornos fetales asociados. Por lo que se concluye que las
consecuencias del dengue para la salud durante el embarazo no se conocen bien y los
estudios que han investigado este problema, han producido resultados variables
(Machain-Williams et al., 2018; Paixao et al., 2016; Xiong et al., 2017). Dos posibles
mecanismos pueden ser responsables de la morbilidad fetal y neonatal, debido a la
infeccion por el DENV durante el embarazo: la presencia de cambios hemodindmicos
maternos que puedan comprometer la placenta y causar hipoxia fetal o el efecto directo

de la infeccidn al feto.

2.1.2. Fiebre Amarilla

Multiples estudios han analizado los efectos fetales y neonatales posteriores a la
vacunacion inadvertida con la vacuna 17D, de mujeres embarazas. En 2009 un caso de
transmision perinatal fue descrito durante la epidemia de S&o Paulo, Brazil. Una mujer
de 30 afios presentaba fiebre, cefalea e ictericia 3 dias previos al parto vaginal. El recién
nacido de sexo femenino fue dado de alta después de 2 dias y en el tercer dia fue

readmitido con fiebre y cianosis, progresando con hemorragia, alteracién de las
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enzimas hepaticas, oliguria y muerte a los 12 dias de vida. La confirmacion de la
infeccion se obtuvo por RT-PCR, después de 5 dias del inicio de la sintomatologia. La
infeccion materna fue confirmada por IgM positivo para la fiebre amarilla y negativo

para dengue (Bentlin et al., 2011).

2.1.3. Sindrome congénito asociado a Zika

La infeccion por el virus Zika es una nueva presentacion clinica de la infeccion por
flavivirus, denominandose sindrome congénito asociado a Zika (SCZ). El fenotipo de
esta enfermedad se caracteriza por microcefalia grave, anomalias cerebrales, oculares,
contracturas congénitas y alteraciones neuroldgicas (Moore et al., 2017). En 1970, Bell
et al. habia demostrado que las infecciones intracerebrales con ZIKV en ratones Swiss
Webster recién nacidos y de 5 semanas, provocan hipertrofia de astrocitos y dafio a las
neuronas piramidales del hipocampo (Bell et al., 1971). La microscopia electronica de
neuronas piramidales reveld6 que los viriones estaban presentes en las células
astrogliales, con morfogénesis en el reticulo endoplasmico (ER). Ademas, se demostro
que el ZIKV también podia infectar y replicar en el sistema nervioso de ratones, de

manera similar a otros arbovirus (Bell et al., 1971).

Epidemiologicamente existia la relacién entre la epidemia de ZIKV y la microcefalia;
posteriormente esto se confirmo experimentalmente y se menciond en un caso clinico.
En el modelo in vitro, se demostrd que el ZIKV infecta directamente a las células
cerebrales y afecta la viabilidad; ademas crece en neuroesferas y organoides cerebrales
humanos (Garcez et al., 2016). Se han establecido dos tipos de modelos murinos de
infeccion por ZIKV, que incluyen modelos adultos (Coyne and Lazear, 2016; Rossi et
al., 2016) y de embarazo (Miner and Diamond, 2017; Miner et al., 2016). Debido al
riesgo de sindrome congeénito asociado a la infeccion por ZIKV durante el embarazo,
la deteccidn de la infeccién por ZIKV en mujeres embarazadas se intensificd en las
Américas. Veinte paises y territorios de la regién notificaron casos confirmados y
sospechosos de infeccion por ZIKV en mujeres embarazadas(PAHO, 2017). Por esto
y debido a la alta prevalencia del ZIKV en la region y a las graves consecuencias
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asociadas a la infeccion durante el embarazo (Boeuf et al., 2016), es fundamental

estudiar el mecanismo de infeccion intrauterina que conlleva a la infeccion del feto.

Los mecanismos usados por los virus para ser transmitidos verticalmente, implican la
entrada en el saco gestacional a través de propagacién hematégena directa, via
transcelular o paracelular trofobléstica, transporte dentro de las células inmunitarias o
espermatozoides infectados, colonizacion uterina antes del embarazo, introduccion
durante procedimientos invasivos durante el embarazo e infeccién ascendente
transvaginal (Adibi et al., 2016; Bayer et al., 2016). Estudios recientes han identificado
RNA del ZIKV en el liquido amni6tico, en tejido fetal cerebral y neonatal humano
(Cao et al., 2017) y en tejido placentario de ratones infectados con ZIKV (Mysorekar
and Diamond, 2016). También, anticuerpos IgM especificos de ZIKV se han detectado
en liquido cefalorraquideo neonatal (Cao et al., 2017). Adicionalmente, el ZIKV se
encontro en las vellosidades coridnicas de la placenta de una madre que dio a luz a un
bebé con microcefalia (Calvet et al., 2016); particularmente, ha sido detectado en
células de Hofbauer (CH), histiocitos y en el espacio intervelloso (de Noronha et al.,
2016). Por ultimo, se ha demostrado que cultivos primarios de CH y citotrofoblastos
de placentas a término son permisivas a la infeccion por ZIKV (Quicke et al., 2016a);
sin embargo, hay reportes sobre aislados de sincitiotrofoblastos que son refractarios a
la infeccion por ZIKV(Haddow et al.,, 2012). En el modelo murino, los genes
relacionados con la produccion de citocinas y la respuesta a las citocinas, sugieren que
éstas juegan un papel critico en la patogénesis de la infeccién por ZIKV (Li et al.,
2016). En estudios genéticos se han identificado genes asociados con la microcefalia
y la infeccion por ZIKV. Los anélisis de ontologia genética (GO) mostraron que los
genes asociados con microcefalia, incluyen ASPM, CASC5, MCPHL1, RBBPS8, STIL y
TBR2; los cuales regulan negativamente a las citocinas y juegan un papel importante
en la patogénesis de la infeccion por ZIKV (Ming et al., 2016). La via de sefializacion
de Wnt/B-catenina esta involucrada en la regulacion del desarrollo, crecimiento celular,
interacciones célula a célula, tumorogénesis y biologia de las células madre
(MacDonald et al., 2009). Las CH son susceptibles a la infeccidn por ZIKV y es un
grupo de macrofagos fetales residentes de la unidad funcional de la placenta, las

vellosidades coridnicas (Jones and Fox, 1991). Las CH estan implicadas en funciones
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como la morfogénesis de la placenta, la regulacion inmune, el control del contenido
estromal de agua y la transferencia de iones y proteinas del suero a través de la barrera
hemato-placentaria (Conrad and Benyo, 1997). A pesar de la variabilidad fenotipica de
los macrofagos placentarios, todos proceden del feto y el término “células de Hofbauer"
se usa para referirse colectivamente a los macréfagos placentarios fetales dentro de las
vellosidades coridnicas(Bulmer and Johnson, 1984).

Se conoce que la infeccion por el virus ZIKV es capaz de atravesar la barrera hemato-
placentaria, infecta a los macréfagos placentarios y alcanza al feto. No se conoce a
profundidad el mecanismo por el cual ZIKV cruza la placenta para establecer la
infeccion en el feto en desarrollo. Ademas, la reciente epidemia e infeccién por ZIKV
de mujeres embarazadas inmunologicamente “naive” a ZIKV, podria aumentar la
infeccion intrauterina del gestante y asociarse a un mayor riesgo de malformaciones
congénitas consistentes con los patdgenos TORCH (Klase et al., 2016); ya que la
introduccion de ZIKV en poblaciones densas e inmunoldgicamente “naive”, ha
facilitado la rapida evolucion viral, con posibles modificaciones conservadas para la

adaptacion al huésped humano (Klase et al., 2016).

3.Placenta

La placenta humana cumple funciones de trasporte de nutrientes, respiracion, y
eliminacidn de desechos, asi como funciones enddcrinas con importantes repercusiones
para la evolucion y mantenimiento de un embarazo normal. El desarrollo de la placenta
depende de la implantacion del embrién metabdlicamente activo, en presencia de un
endometrio estimulado. La placenta se forma durante las 3 primeras semanas de
gestacion, mediante pre-implantacion, implantacion y decidualizacion para la
diferenciacion de la membrana embrionaria e inicio de la formacién de membranas
placentarias (Cross, 1998; Staun-Ram and Shalev, 2005). En la implantacion, el huevo
se introduce en la mucosa uterina. Existe un aumento de las células del sistema inmune,
con un predominio en los leucocitos deciduales y Nk uterinos en un 70%. En la
desidualizacion, los Nk regulan la invasion trofoblastica y angiogénesis,

desapareciendo desde la semana 20 hasta la decidua a término. El trofoectodermo del
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polo embrionario se adhieren al endometrio, las proteasas facilitan la implantacion y
producen fenotipos celulares altamente proliferativos e invasores que entran en

contacto directo con la circulacion materna (Kim and Kim, 2017).

La placenta humana presenta una organizacion progresiva y funcional, que se adapta a
las necesidades del desarrollo de los compartimientos embrionario/fetal y materno. El
trofoblasto se diferencia en 2 capas, el sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto. El
sincitiotrofoblasto multinucleado desarrolla lagunas de las que proyectan algunas
vellosidades del citotrofoblasto, y las enzimas trofoblasticas generan ramificaciones
vasculares. A pesar de estar estrechamente comunicadas, las circulaciones materna y
fetal se encuentran separadas en areas especializadas de transferencia. Las células del
citotrofloblasto ademas, invaden a las arterias espirales, haciendo que la sangre entre
al espacio intervelloso. El sincitiotrofoblasto ayuda al intercambio de iones y
nutrientes, ademas de la sintesis de hormonas esteroideas y otros péptidos necesarios
para el crecimiento fetal. El citotrofoblasto ya organizado como corion participa en la
organizacion de la placenta, emitiendo proliferaciones celulares que invaden los
espacios y recubren la superficie lacunar (Rodriguez-Cortés and Mendieta-Zeron,
2014).

La circulacién materno fetal humana es de tipo hemocorial (la sangre materna bafia una
capa celular de tejido fetal que transporta nutrientes y excreta los desechos de la sangre
fetal), que es la base de la nutricion fetal. El sistema de espacios, compuesto de
componentes fetales y maternos, esta separados por dos capas: una basal de cara al
endometrio, llamada placa trofoblastica y, una superficial de cara a la cavidad del
blastocisto, llamada placa coridnica. El lecho vascular Gtero placentario, es el espacio

compuesto de componentes fetales y maternos, separados por capas (Cross, 1998).

Las estrategias para reducir las infecciones materno-fetales son esenciales
durante el embarazo, ya que las infecciones maternas pueden comprometer al
hospedero y la transmision de microbios maternos puede afectar negativamente al

embrién en desarrollo.

Los citotrofoblastos de las vellosidades proliferan y cambian de fenotipo epitelial a

endotelial, se diferencian, invaden la pared uterina y remodelan las arterias uterinas.
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Las vellosidades coridnicas anclan la placenta al utero y canalizan la sangre desde la
circulacién hacia el espacio sanguineo materno (Zhou et al., 1997). De acuerdo con
diversos reportes, la afeccion por Dengue y Fiebre amarilla, no se relaciona
directamente con la afectacion fetal, por el cruce transplacentario (Machain-Williams
et al., 2018; Robert et al., 1999).

4.Macraéfagos

Los macrofagos son células inmunes fagociticas conservadas evolutivamente, de larga
vida y derivadas de monocitos circulantes. Funcionan en la activacion del sistema
inmune innato, contribuyen a la inflamacion, la curacién de heridas y la reparacion de
tejidos. Se han descrito como fagocitos que secretan mediadores proinflamatorios y
antimicrobianos. Expresan una amplia variedad de receptores, capaces de interactuar
con diferentes estimulos, ligandos microbianos, sefiales de peligro enddgenas,

mediadores de lipidos y citocinas (Kloc).

Los macrofagos activados adquieren competencia microbicida que conduce a una
inmunidad efectiva por citocinas o productos microbianos en el microambiente, pueden
presentar diferentes fenotipos y polarizarse a M1 o M2 (Gentek et al., 2014). Los
macrofagos M1 son macréfagos activados de forma clésica e inducidos por estimulos
microbianos (LPS) y citocinas proinflamatorias (IFNy, TNF-a). Los macrofagos M2 o
activados de forma alterna, son inducidos por estimulaciéon con IL-4, IL-13,
glucocorticoides o por el receptor gama activado por el proliferador de peroxisoma
(PPARYy). Los macrofagos M2 producen TGF, IL-10, cicatrizacion mediante la
formacion de matriz extracelular, proliferacion celular, angiogénesis y estimulan la

produccion de colageno (Rios et al., 2017).

La produccidn diferencial de citocinas es una caracteristica clave de los macréfagos
polarizados. El fenotipo M1 es tipicamente 1L-12"9" ¢ 1L-10"% mientras que los
macr6fagos M2 son tipicamente 1L-10"9" e 1L-12'°% (Owen and Mohamadzadeh, 2013)
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Diferentes moléculas de sefalizacion, factores de transcripcién, mecanismos
epigenéticos y reguladores postranscripcionales intervienen de diferentes formas en la
activacion de los macrofagos. Las vias de sefializacion IRF / STAT, se activan
mediante IFN y sefializacion TLR, para determinar la funcion hacia M1 (a través de
STAT1) o IL-4 e IL-1,3 para inclinarse hacia el fenotipo M2 (a través de STAT6) (Sica
and Bronte, 2007).

La gran plasticidad y adaptabilidad celular de los macréfagos, permite, modificar y
reprogramar sus funciones efectoras en respuesta a estimulos inmunes, determinando
el curso de la respuesta inmune. Esta adaptabilidad puede ser modificada y manipulada
por los patdgenos, proporcionando una ventaja selectiva en la resistencia del huésped

al patogeno, o ser explotada por patdgenos para invadir al hospedero (Kloc).

La heterogeneidad de macrdofagos depende de su ontogenia, su ubicacién tisular y su
programacion funcional, estos son capaces de ejercer funciones distintas o similares,
dependiendo del tejido y estimulo especifico. Su heterogeneidad, se debe a la identidad
tisular de sefiales, que promueven la diferenciacion local y la disponibilidad de sefiales
hacia diferentes fenotipos funcionales. Los macrofagos estan presentes en todos los
tejidos con diferentes fenotipos y especializacion funcional, en microambientes
especificos de cada tejido. Los macrofagos residentes de la mayoria de los tejidos
derivan de precursores embrionarios que colonizan estos tejidos antes del nacimiento

y se mantienen mediante proliferacion in situ en la edad adulta (Gentek et al., 2014)

4.1 Células de Hofbauer

Las células de Hofbauer son macréfagos fetales que residen dentro del nacleo del tejido
conectivo de la unidad funcional de la placenta, el &rbol velloso placentario
(microvellosidades placentarias). El término "células de Hofbauer" colectivamente se
refiere a los macrofagos placentarios fetales, dentro de las vellosidades coridnicas.
Estas células tienen mdltiples origenes, dependiendo de la etapa gestacional. En el
embarazo temprano, derivan de las células madre mesenquimales vellosas del estroma
o0 de células progenitoras de monocitos del hipoblasto derivado del saco vitelino; y en

las ultimas etapas del embarazo, provienen de las células madre hematopoyéticas
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fetales. Las células de Hofbauer estan presentes desde la cuarta semana de la
concepcion en el estroma velloso y muestran un fenotipo de tipo M2 o similar a M2.
Constitutivamente expresan citocinas anti-inflamatorias (IL-10 y TGF-B1) y supresores

de la sefializacion de citocinas (Johnson and Chakraborty, 2012).

Las células de Hofbauer pueden ser manipulados facilmente por patégenos invasores
y servir como reservorios para la infeccion fetal. Se ha demostrado que las células de
Hofbauer son susceptible a la infeccidn por el virus del Zika y la replicacion viral, en
condiciones in vitro (Quicke et al., 2016b; Simoni et al., 2017; Tabata et al., 2016).
Citomegalovirus, virus del herpes simple y ARNr bacteriano han sido detectados
dentro de células de Hofbauer, lo cual se ha relacionado con la morbilidad

neonatal.(Kloc).

El fenotipo y la polarizacién a M2 de las células Hofbauer puede ser beneficioso para
el feto durante la infeccion. Por ejemplo, las células de Hofbauer infectadas con VIH-
1 limitan la replicacion viral, a diferencia de los macrofagos derivados de monocitos
(Johnson and Chakraborty, 2012).
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Justificacion

La infeccion por el ZIKV se ha convertido en un importante problema de salud publica,
especialmente para Latinoamérica, debido principalmente a las anormalidades
neuroldgicas que este virus puede causar si la madre contrae la infeccién durante el
embarazo. Los mecanismos que utiliza el ZIKV para cruzar la barrera transplacentaria
y alcanzar al feto se desconocen, por lo que resulta urgente descifrarlos. Por otra parte,
se sabe que las células de Hofbauer son susceptibles a la infeccidn por ZIKV, pero su
contribucion a la patogénesis de la enfermedad aln se desconoce. Es por ello que el
interés de nuestro laboratorio es establecer un cultivo primario de células de Hofbauer,
que nos permita abordar preguntas sobre la patogénesis de la enfermedad y los

mecanismos de cruce transplacentario del virus.
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Hipotesis

Las células del sistema inmunitario en especial los macrdfagos juegan un papel
primordial y actdan como células blanco durante la infeccidn por Flavivirus. Se plantea
la hipdtesis de que los macrofagos y las celulas de Hofbauer, difieren en la
susceptibilidad a la infeccion por el virus del zika, del dengue y de la cepa vacunal de
la fiebre amarilla 17D y ademas generan respuestas significativamente distintas en

términos de produccidn de citocinas.
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar la susceptibilidad y la respuesta a la infeccién de monocitos humanos en
cultivo y células de Hofbauer frente a la infeccion por el virus del Zika, del Dengue y

de la cepa vacunal del virus de la Fiebre Amarilla, 17D.

Objetivos Particulares

I.Determinar la susceptibilidad a la infeccion y cinética de crecimiento del virus
del Zika, del Dengue y de la cepa vacunal del virus Fiebre Amarilla en
macrofagos humanos mantenidos en cultivo.

Il.Comparar los perfiles de citocinas secretadas por macr6fagos humanos
infectadas por el virus del Zika y de la cepa vacunal del virus de la Fiebre
Amarilla.

I1l.Evaluar el efecto de los sobrenadantes condicionados de los macréfagos
infectados por el virus del Zika y de la Fiebre Amarilla sobre las uniones
estrechas de células epiteliales.

IV.Establecer cultivos primarios de células de Hofbauer e infectarlos con el virus
del Zika.
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Material y Métodos

Lineas celulares y cepas virales
Para este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares:

- Linea celular C6/36 de mosquito Aedes albopictus (ATCC® CRL-1660™), cultivadas
a 28°C y 5% CO2 en medio esencial minimo de Eagle (EMEM, ATCC® 30-2003™),
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO) y 100U/ml

penicilina/estreptomicina (in Vitro A-01).

- Linea celular de epitelio renal de mono Cercopithecus aethiops VeroE6 (ATCC®
CRL-1586™), cultivadas a 37°C y 5% CO2 en medio EMEM, suplementado con 5%
de SFB y 100U/ml penicilina/estreptomicina.

- Linea celular mielomonocitica de humano Homo sapiens, clona U-937 (ATCC®
CRL-1593.2™, donada por el Dr. Juan Pedro Luna), cultivadas a 37°C y 5% CO? en
medio Roswell Park Memorial Institute suplementado con L-Glutamina, Hepes
(RPMI-1640, inVitro ME-096), suplementado con 10% de SFB y 100U/ml

penicilina/estreptomicina.

- Linea celular de rifion de hamster bebé (Baby hamster kidney) de Mesocricetus
auratus BHK-21 (ATCC® CCL-10™), cultivadas a 37°C y 5% CO2 en EMEM,

suplementado con 5% de SFB y 100U/ml penicilina/estreptomicina.

- Linea celular de rifidn de perro (Madin-Darby canine kidney) de Canis familiaris
MDCK (ATCC® CCL-10™), cultivadas a 37°C y 5% CO2 en EMEM, suplementado
con 5% de SFB y 100U/ml penicilina/estreptomicina.

Las cepas virales utilizadas en este trabajo fueron: La cepa de DENV serotipo 4
(DENV4) y del virus del Zika (ZIKV) [aislado de mosquitos de la peninsula de
Yucatan, México], fueron cedidos para este trabajo por el Laboratorio de Arbovirus y
Virus Hemorragicos, Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos (INDRE,
CDMX Mexico). El virus vacunal de la Fiebre Amarilla 17D (YFV) fue cedido para
esta investigacion por el Dr. Salas Benito, Juan Santiago de la Escuela Nacional de
Medicina y Homeopatia (ENMyH, IPN).
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El virus Dengue fue propagado en cerebro de ratones lactantes ICR (CD1) de la Unidad
de Produccion y Experimentacion Animales de Laboratorio (UPEAL-CINVESTAV-

IPN), siguiendo el protocolo previamente descrito por (Mosso et al., 2008).

El virus Zika y la cepa vacunal 17D del virus de la Fiebre Amarilla fueron propagados
y purificados de monocapas de células en cultivo de C6/36, previamente descrito,
modificado de Liu (Liu et al., 2016) (Jiang et al., 2017). Las células C6/36 cultivadas
en frascos de cultivo T-75 en una confluencia de aproximadamente 80% a 28°C, se
infectaron a una MOI de 0.1 durante 2h a 28°C. Se agreg6 medio fresco y se permitio
la infeccion por 120h a 28°C. Finalmente, las células se lisaron mediante congelacion
y descongelacién, y los lisados se centrifugaron a 6000 rpm para eliminar el detrito
celular. El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0,22 pm, se alicuotd y se

almacend a -70° C hasta su uso.

Las semillas virales recolectadas tanto de ratones como de la linea C6/36 infectadas
fueron repartidas en alicuotas de 1ml y guardadas a -70°C hasta su uso. Todas las
semillas fueron tituladas por ensayos de formacién de focos (Anexo 1) en células BHK-
21 para DENV, y en células Vero E6 para ZIKV y YFV. Las diluciones de los titulos
virales semilla se realizaron en medio libre de suero y antibioticos y el ensayo de placa

se realiz6 segun lo descrito previamente descrito por (Mosso et al., 2008).
Cultivo de macréfagos humanos

Los cultivos de macréfagos humanos se obtuvieron a partir de la linea monocitica U937
tratada con PMA (del inglés Phorbol-12-myristate-13-acetate, Sigma-Aldrich) segun
se describe en Puerta Guardo et al. (2013). Brevemente, se expandio la linea celular en
condiciones de cultivo estandar en medio RPMI-1640, adicionado con L-Glutamina (in
Vitro ME-096, México) a 10% SFB, posteriormente se concentrd por centrifugacion
en una pastilla celular (125xg 10min) y se resuspendio en medio RPMI-1640 mas
10%SFB con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, SIGMA P1585) a concentracion
final de 160nM durante 48 horas. Dependiendo de las necesidades del experimento las
células U-937 tratadas con PMA para su diferenciacion fueron sembradas en placas de
cultivo de 96, 24 0 6 pozos.
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Cultivo de células de Hofbauer

Los cultivos primarios de células de Hofbauer se establecieron a partir de placentas
recolectadas a término y donadas voluntariamente de mujeres adultas (>18 afos) sanas,
sometidas a cesarea electivas. Los criterios de exclusion fueron Ceséarea por ruptura
prematura de membranas, patologia previa/existente materna o fetal y seropositividad
a VIH o VHB/VHC. La recoleccion de placentas se hizo previo consentimiento
informado de las donadoras y en colaboracion con el personal de Ginecologia y
Obstetricia, del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer). La recoleccion de
placentas se hizo dentro del marco del convenio existente en el proyecto registrado a
nombre del Dr. Juan Ernesto Ludert Leon con el nimero de registro 2017_3 134 el

cual cuenta con la aprobacion del Comité de Etica del INPer.

Las placentas se recolectaron inmediatamente después de cesarea electiva en el
quirdfano y se trasladaron en frio al laboratorio donde se procesaron para el aislamiento
de CH vy el establecimiento de cultivos primarios. El tejido placentario se obtuvo de
secciones de 10 cm? aproximadamente, de la cara fetal, que en condiciones de
esterilidad se llevd acabo diseccion de membranas fetales, diseccion y separacion
mecanica hasta obtener fragmentos de 1 mm?, posterior a eso se realizé separacion
enzimatica, mediante el tratamiento con Trypsina/EDTA 20% por 20 minutes en
agitacion en bafio maria (40-60 rpm) a 37°C, seguida de un segundo tratamiento
enzimatico con colagenasa Il (10mg/ml, SIGMA C.6885), Colagenasa/Dispasa
(COLLDISP-RO Roche, SIGMA 11097113001, 10mg/ml disuelta en DMEM-F12) y
DNasa (Deoxyribonuclease | de pancreas bovino, SIGMA 9003-98-9, 1mg/ml disuelta
en PBS); el tejido en suspensién se incubd en agitacion en bafio maria (40-60 rpm) a
37°C por 1 hora. Del tejido homogeneizado se obtuvo una suspension celular, de la
cual por separacion mediante gradientes de densidad con Histopaque®-1077 1:1 se

obtuvieron las células mononucleares aisladas.

A partir de las células mononucleares aisladas, se realiz la purificacion por seleccion
positiva con perlas magnéticas (Miltenyi®) acopladas a anticuerpos anti-CD14
(Miltenyi Biotec, 130-050-201, CD14 MicroBeads, human MACS) con columnas LS
(Miltenyi Biotec, 130-042-401) y el separador Midi macs (Miltenyi Biotec, 130-042-
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302) siguiendo los protocolos del fabricante y basado en el protocolo descrito por
(Johnson et al., 2015).

De la suspensidn celular purificada se realizé conteo celular por medio de la camara de
Neubauer y se determind la viabilidad celular usando el ensayo de exclusion con azul
tripano.

Las células aisladas y recuperadas fueron sembradas en formatos de cultivo, en frascos
de 6 pozos mantenidas con medio completo, RPMI 1640 mas 10% SFB a 37°C y 5%
CO? durante 6 horas, posteriormente se removieron las células no adherentes y se

cambia por medio de cultivo fresco a 37°C.

La pureza de los aislados celulares se evalué mediante citometria de flujo, de una
alicuota la cual fue tefiida con anti-CD14, (FITC anti-humano CD14 Anticuerpo
BioLegend, 367115).

Infeccidn viral de macrofagos derivados de U-937

Los macrdéfagos diferenciados fueron infectados con DENV, ZIKV, YFV auna MOI=3
y de MOI= 1, segun las necesidades del experimento, en medio RPMI-1640 sin suero,
durante 90 minutos a 37°C. Posterior a la infeccion los cultivos celulares fueron
lavados 3x con PBS a 37°C y se incubaron con medio completo en condiciones estandar
de cultivo por 24 o 48 horas, segun la necesidad del experimento. Como control se
utilizaron células “mock-infected” mantenidas en las mismas condiciones que las

celulas experimentales (Anexo 2).
Infeccion con virus Zika de las células de Hofbauer

Los cultivos primarios de células de Hofbauer mantenidos durante 24 horas en
condiciones estandar de cultivo fueron inoculados a MOI=1 con ZIKV y YFV, o
“mock-infected” como control, por 2 horas a 37°C. Posteriormente, el inoculo viral fue
lavado con PBS a 37°C 2x, y las células se mantuvieron en medio RPMI por 24, 48 o
72h post infeccién. Los experimentos se procesaron en paralelo con células de
Hofbauer no infectas (mock infected) como controles. Se determind la progenie viral
presente en los sobrenadantes recolectado a los tiempos establecidos y mantenido a -
70°C mediante el ensayo de formacion de focos en células Vero E6 crecidas en platos
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de 96 pozos, el cual se reporté como UFF/mI; asi mismo, el porcentaje de células
infectadas se determind por citometria de flujo.

Curva de replicacion viral en un solo paso

Se inocularon por triplicado cultivos de macrofagos U937, diferenciados y dejados
reposar por 24 horas, en placas de cultivo de 96 pozos, con ZIKV, DENV y YFV a una
MOI=3. Las células se inocularon por 90 min a 37°C, posteriormente, el inoculo viral
fue lavado con PBS a 37°C 2x, y se recolectaron sobrenadantes a las 0, 6, 12, 24, 48,
72 y 96 horas post infeccion. Los sobrenadantes fueron recolectados en tubos de
microcentrifuga de 1.5ml y mantenidos a -70°C hasta su uso. La progenie viral
producida a los distintos tiempos post infeccion se evalué por ensayo de formacion de
focos en células Vero E6 (Anexo 2).

Ensayos de Citometria de Flujo

El nimero de células infectadas (macr6fagos U937) se cuantificd a 24, 48 y 72 horas
post-infeccion por citometria de flujo (10,000 eventos). Las células infectadas se
detectaron usando el anticuerpo contra la proteina E de envoltura de Flavivirus (anti-
E, 4G2) como anticuerpo primario y como anticuerpo secundario un conjugado de
cabra anti-ratén 1gG H&L (Alexa Fluor® 488) preadsorbido (Abcam, ab150117). Las
células fueron preparadas para citometria de flujo (Anexo 3) siguiendo protocolos

estandares segun (Puerta-Guardo et al., 2010).
Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad de las células sembradas en platos de 96 pozos e infectadas con DENV,
ZIKV, YFV a 0, 48 y 96 hpi mediante el ensayo de MTT (Promega) llevados a cabo
segun las instrucciones del fabricante. Se realizaron mediciones por triplicado y se
determind el porcentaje de células viables en relacion con las células tratadas con 0.1%

Triton X-100, utilizadas como controles (Anexo 4).
Determinacidn de la respuesta de citocinas en células U937 infectadas

Para determinar la respuesta citocinas inducida en macrofagos U937 infectados con

YFV-17D y ZIKV, o en células “mock-infected” incluidas como control, se inocularon
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macrofagos sembrados en platos de 6 pozos a una MOI=3 y se recolectaron los
sobrenadantes a las 24 y 48 hpi. Las citocinas se midieron utilizando el sistema
multiplex Bio-Plex®, Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex (BIO RAD
#M500KCAFQY), el cual se basa en microesferas marcadas fluorescentemente y
andlisis por citometria de flujo. Para este trabajo se cuantificd la concentracion (pg/ml)
de las siguientes 27 citocinas y quimosinas: FGF béasico, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF,
IFN-y, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-
13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-1B, PDGF-BB, RANTES,
TNF-a, VEGF. Las mediciones se realizaron por duplicado y se determin6 el cambio
contra los sobrenadantes de las células tratadas como controles. Los resultados se
graficaron por separado y se realizo el analisis estadistico (ANOVA de una via, Prueba
U de Mann-Whitney de comparacién multiple se realizd usando GraphPad Prism

version 6.01 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA.).

Medicion de la capacidad para alterar la resistencia eléctrica transepitelial (RET)

de monocapas de células MDCK de los sobrenadantes de macrofagos infectados

Para comparar los sobrenadantes condicionados de los macréfagos infectados por YFV
y ZIKV en relacién con su capacidad de abrir a las uniones estrechas de células
epiteliales, se utlizaron monocapas de células MDCK crecidas cultivadas Transwell ™,
(tamafio de poro, 0,4um; Corning Life Sciences, NY) con en membranas de
policarbonato de 1.12 cm? Una vez formada la monocapa, estas se monitorearon
continuamente hasta la estabilizacion de la resistencia eléctrica transepitelial (RET).
En ese momento el medio de cultivo se reemplaz6 con un volumen igual de medios
condicionados de macrofagos U937 recolectado a las 24 o a las 48 hpi y se cultivd en
condiciones estandar. Los cambios en la TER se midieron mediante un sistema de
monitoreo celular automatizado (cellZscope®, nanoAnalytics, Miinster, Alemania) de
forma continua durante 24 horas. Los valores obtenidos se analizaron mediante el
software CellzScope, version 1.5.0, el cual expresa la RET en Qecm?2 a cada tiempo de
exposicion (h). Los resultados se expresaron normalizados +SD de 3 réplicas de

experimentos independientes.
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Ensayos de microscopia confocal

Los cultivos primarios de CH fueron sembrados en placas de cultivo de 24 pozos que
contenian en el fondo, cubreobjetos de vidrio redondo, se cultivaron durante 6 horas.
Una vez descartadas las células no adheridas, los cultivos fueron infectados con ZIKV
usando una MOI=1 durante 90 min a 37°C. Posterior a 48 hpi, las células fueron fijadas
en paraformaldehido al 4% por 10 min, permeabilizadas con Triton X-100 por 10
minutos a temperatura ambiente y finalmente tefiidas con un anticuerpo monoclonal,
dirigido contra la proteina no estructural 3 (NS3) del virus del dengue y que muestra
reaccion cruzada con la proteina NS3 de ZIKV. Como anticuerpo secundario se utilizo
un anticuerpo policlonal de conejo anti raton acoplado a AlexaFluor 488 (Abcam).
Para su observacién en el microscopio, los cubreobjetos fueron sellados con
Fluoroshield™ con DAPI (Sigma) para contrateiiir los nucleos de las células. Las
imagenes fueron obtenidas en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700 y

procesadas con el programa ZenBlue 2.0.
Ensayos de foco y de placa

La presencia de virus infecciones en los sobrenadantes de células infectadas y
recolectados de los distintos experimentos se realizO mediante ensayos de focos
realizados Vero E6 (Anexo 1). Para ello se realizaron diluciones seriadas 10X de la
semilla o de los sobrenadantes en medio RPMI y se inocularon en monocapas de células
sembradas en platos de 96 pozos. Luego de incubar durante 90 minutos a 37°C, se
retir6 el inoculo viral y las monocapas de lavan 1X con PBS y se mantienen en medio
completo en condiciones estandar de cultivo a 37°C por 48 horas. Para revelar los
focos, se retir6 el sobrenadante y las células fueron fijadas en paraformaldehido al 4%
por 10 min, permeabilizadas con Triton X-100 por 10 minutos a temperatura ambiente
y finalmente tefiidas con un anticuerpo monoclonal contra la proteina E de DENV
como anticuerpo primario y como secundario un anticuerpo anti-raton conjugado a
peroxidasa. Finalmente, las celulas infectas se revelaron tifiendo con DAB. El titulo

viral se expres6 como UFF/ml.
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Resultados

Replicacion e infeccion de los virus ZIKA 'y YFV en macréfagos humanos. La linea
de macréfagos humanos derivados de monocitos U937, proporcionan un modelo
eficiente para estudiar la respuesta celular provocada por la infeccion por Flavivirus,
en células del huésped criticas para la respuesta inmune. Por ello, se compar6é mediante
diversos ensayos viroldgicos la permisividad de los macr6fagos U937 a la infeccion
por ZIKV, YFV y DENV. En la Figura 1 se muestran los resultados de las curvas de
replicacion en un paso, obtenidas para los 3 virus en células U937. Los resultados
indican que ZIKV se replica mas rapidamente en estas células que el virus DENV y
YFV, mientras que para el ZIKV la fase exponencial se observa a partir de las 6 hpi,
para DENV y YFV, la fase exponencial comienza a las 12 y 48 hpi, respectivamente.
Sin embargo, los titulos observados para los 3 virus en la fase de meseta, fueron
similares entre si. Estos resultados fueron confirmados independientemente en un
segundo experimento, al comparar los titulos obtenidos en sobrenadantes de
macréfagos U937 infectados con ZIKV y YFV, recolectados a las 24 y 48 hpi, en donde
se observaron diferencias significativas a las 24 hpi, pero no a las 48 hpi (Fig. 2).
También, se evaluo el porcentaje de células infectadas con ZIKV'y YFV, alas 24y 72
hpi, utilizando citometria de flujo. El ensayo detect6 16,1 % y 13,7% de células
infectadas con ZIKV y YFV, respectivamente, a las 24 hpi. A las 72 hpi, se observé un
aumento considerable en el porcentaje de células infectadas, hasta 75,5% y 64,9% para
ZIKV 'y YFV, respectivamente; lo cual representa un aumento de 4.6 y 4.8 veces, entre
las 24 y las 72 hpi (Fig. 3).

Al comparar los datos presentados en las Figuras 2 y 3, se observo que porcentajes casi
iguales de células infectadas con ZIKV y YFV a las 24 hpi, generaban notables
variaciones en la progenie viral medida al mismo tiempo. Para ZIKV, se observo 1
orden de magnitud mas que para YFV a las 24 hpi, cuyos titulos virales presentaron un
comportamiento diferente en el tiempo (Fig. 2). Conociendo el comportamiento de
ambos virus en el mismo tipo celular, en las mismas condiciones y variables, fue
posible determinar el nimero de virus producidos por célula (UFF/célula), a partir del
titulo viral en los sobrenadantes y el porcentaje de células infectadas. Los resultados
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mostrados en la Figura 4, sugieren que a las 24 hpi, los macrofagos infectados por
ZIKV, producen casi 8 veces mas virus que los macréfagos infectados con YFV. Estos
resultados son consistentes con la curva de replicacion viral en un paso, que muestra
que los macréfagos U937 son mas permisivos a la infeccion por ZIKV que a lade YFV,
a tiempos tempranos y, que un porcentaje de infeccion similar genera una diferencia
significativa en el titulo viral producido. Por su parte, el titulo viral para YFV aumenta
hasta 6.7 veces entre las 24 y las 48 hpi, lo que permite inferir que a las 24 h no se ha
alcanzado el maximo punto de replicacion viral en estas células inmunitarias (Fig. 1),
a diferencia de ZIKV que a las 24 hpi, ya parece haber alcanzado su maximo punto de
replicacion viral. Estos resultados tomados en conjunto sugieren que en células U937,

la replicacion de ZIKV es mas rapida que la replicacion para los virus DENV y YFV.

Efecto citopatico en macrdéfagos infectados con ZIKV, DENV y YFV. Para
determinar si las infecciones con ZIKV, DENV y YFV generaban algun efecto
citopético en las células U937, se uso el ensayo de MTT. La observacién de cultivos
quiescentes mostrd viabilidades cercanas al 100% de las células infectadas, lo cual
sugiere que la infeccién por ZIKV, DENV y YFV, no afecta la viabilidad celular ni a

las 48 ni a las 96 hpi, en comparacion con el control, medido a las 0 hpi (Fig. 5).

Medicién de citocinas en sobrenadantes condicionados de macréfagos infectados
con ZIKV y YFV. Cuando las células son infectadas por virus, la célula reconoce a
través de receptores de reconocimiento de patrones, el material genético viral que
permite desencadenar una potente respuesta inmune innata para controlar la replicacion
y diseminacion viral, cuya sefializacion resulta en la produccion de interferones,
citocinas proinflamatorias y la expresion de diversos genes antivirales que limitan la
replicacion y diseminacion viral (Thompson et al., 2011). Debido a las diferencias de
replicacion entre los diversos virus estudiados, y a la importancia de la respuesta
inmune generada por los macrofagos durante las infecciones por flavivirus (Fernandez-
Garcia et al., 2009), evaluamos el potencial inmunoestimulador de los macréfagos

mediante la medicion de citocinas y quimiocinas en los sobrenadantes de las células
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infectadas con ZIKV y YFV, utilizando microesferas marcadas fluorescentemente
mediante el sistema multiplex Bio-Plex®. En la Figura 6, se muestran los perfiles de
citocinas obtenidos de los sobrenadantes recolectados a las 24 y 48 hpi, separados en
citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento.
En los sobrenadantes de las células infectadas con ZIKV, recolectados a las 24 hpi, se
observa un aumento en la concentracion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a, y en
las quimiocinas MCP-1 y RANTES, que no fue observado en los sobrenadantes
recolectados a los mismos tiempos de células infectadas con YFV; sin embargo, las
diferencias no alcanzaron significancia estadistica. Por su parte, en los sobrenadantes
que se recolectaron a las 48 hpi de células infectadas con ZIKV, se observé un aumento
en la secrecion de las citocinas proinflamatorias IFN-g, IL-6 e IL-1B y en el factor de
crecimiento VEGF, en relacion a lo obtenido con los sobrenadantes de células con
YFV; sin embargo, solo el aumento de I1L-1B, resultd estadisticamente significativo.
Las Unicas citocinas que resultaron aumentadas en los sobrenadantes de YFV, pero no
en los de ZIKV (48 hpi), fueron la citocina pro-inflamatoria IL-8 y el factor de
crecimiento IL-7, aunque la diferencia no alcanzo significancia estadistica. Por su
parte, la quimiocina IP-10 se vi6 significativamente aumentada en los sobrenadantes
recolectados a los 48 hpi, de ambas lineas celulares, en relacién a los niveles
observados en las células Mock. Finalmente, no se observaron diferencias
significativas entre los sobrenadantes de ZIKV y de YFV, en ninguna de las citocinas
anti-inflamatorias medidas, aunque si se observd una tendencia para IL-6 e IL-13,
medidas a las 48 hpi en los sobrenadantes de ZIKV.

Efecto de los sobrenadantes condicionados recolectados de macroéfagos infectados
con ZIKV'y YFV sobre la RET de células MDCK. Debido a que una de las preguntas
mas importantes en la patogénesis del ZIKV, es conocer el mecanismo a través del cual
el virus alcanza al feto, se decidi6 estudiar el efecto de la respuesta celular inducida,
posterior a la infeccién en macro6fagos humanos, expresada como la accion de citocinas
en el complejo de union apical epitelial en un modelo de barrera. En este caso, se realiz6

un analisis cinético del efecto que tienen los sobrenadantes de macréfagos humanos
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infectados, en la RET de células MDCK, las cuales son un modelo establecido para
estudiar las UE in vitro (Cho et al., 1989; Srinivasan et al., 2015). Se evaluaron
sobrenadantes condicionados recolectados a las 24 y 48 hpi de células infectadas con
ZIKV, YFV vy células “mock” como control (Fig. 7). Ambos sobrenadantes
recolectados de células infectadas a las 24 hpi, provocaron una caida en la RET a partir
de las 6 h, con un efecto maximo a las 12 h y sostenido hasta las 18 h, que no fue
observado en los sobrenadantes recolectados de células mock. Sin embargo, el efecto
mostrado por los sobrenandantes recolectados de las células infectadas con YFV sobre
la RET fue més acentuado que los de ZIKV. Estos resultados sugieren que las células
U937 infectadas con ZIKV o YFV, producen una combinacién de citocinas capaces de
desestabilizar las UE de células MDCK. Por su parte, los sobrenadantes recolectados a
las 48 hpi, tanto de células infectadas con ZIKV o YFV, asi como de células no
infectadas (mock), produjeron todos, una marcada caida en la RET, a partir de las 6
horas y hasta las 18 horas post tratamiento. La marcada caida en la RET observada con
los sobrenadantes recolectados de células mock a las 48 hpi no permite sacar
conclusiones relativas a los efectos de la infeccion viral, pero sugiere que las células
U937, al ser mantenidas en cultivo por largo tiempo, generan por si mismas citocinas

desestabilizantes de las UE.

Infeccion de células de Hofbauer con aislados mexicanos de ZIKV

Dado que los macréfagos residentes de placenta son las células de Hofbauer, se buscd
obtener cultivos primarios de estas células, a fin de poder reproducir en estas células
algunos de los experimentos hechos con las células U937. Se encontrd que es posible
obtener un cultivo de alta pureza de células de Hofbauer, aisladas de placentas humanas
a término, mediante separacion por diseccidn, accidn enzimatica, uso de gradientes de
densidad y seleccidn positiva. Este cultivo presenta las propiedades esperadas para un
aislado de células de Hofbauer, caracteristicas de monocitos/macrofagos, morfologia
(Fig. 8) adhesion y marcadores de superficie (Fig. 9). La morfologia observada es de
células redondeadas con digitaciones cortas y fusiformes, se adhieren al frasco de

cultivo y presentan quiescencia de replicacion, ya que a las 96 h se observé un nimero
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similar de células por campo. Por las caracteristicas de la obtencién de la muestra, el
tejido empleado, el proceso de limpieza de material hemaético, la disgregacion celular
y las caracteristicas celulares, se puede sugerir que se purificaron monocitos
placentarios, con predominante presencia de células de Hofbauer. Sin embargo, para
confirmalo, las células aisladas se analizaron mediante citometria de flujo, empleando
el marcador de superficie CD14, con el cual se comprobd que la muestra presentd
aproximadamente un 80% de células de Hofbauer (Fig. 9). Estos resultados nos indican
que pudimos aislar y mantener en cultivo células Hofbauer, ya que presentan

caracteristicas morfoldgicas y marcadores de superficie, tipicos de estos macrofagos.

Para estudiar la permisividad de estas células, los cultivos primarios de células de
Hofbauer fueron infectadas con el virus ZIKV a MOI de 1. La cepa viral utilizada fue
de bajo pase de cultivo celular, propagada en C6/36, células del vector natural del que
fue aislado en la peninsula de Yucatan, México. La infeccion de las células de Hofbauer
se confirm6 mediante ensayos de inmunofluorescencia y observacion por microscopia
de epifluorescencia y confocal. La proteina viral NS3 se localizo en distintas regiones
perinucleares de las células de Hofbauer infectadas (Fig. 10). Con estos resultados se

determiné que las células de Hofbauer aisladas son permisivas a la infeccion de ZIKV.

34



Figuras

10°+

- ZIKV
5-
10 l l & DENV
101 - YFV
E 10°+ - MOCK
[
LL 102_
-}
10+
10° ¥ 4
Q © ,\,"‘v ,.l/b‘ bfb ,\’1/ QQ)

hpi

Figura 1.-Curva de replicacion viral en un solo paso. Monocapas de macrofagos
U937 fueron infectadas con ZIKV, YFV, DENV a MOI de 3, o no infectados (Mock)
y los titulos virales en los sobrenadantes recolectados a distintos tiempos post-
infeccion, fueron determinados por ensayo de formacion de focos virales. El inoculo
para cada muestra fue de 1.5x10°y se grafico la media + SD EM de triplicados para
cada tiempo y condicidn. Las graficas se realizaron por separado y la curva superpuesta
se realiz6 mediante el editor de graficos GraphPAD.
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Figura 2.- Progenie viral obtenidas de células U-937 infectadas con ZIKVy YFV. Se
infectaron macréfagos U-937 a MOI de 3 y se cosechd el sobrenadante a 24 y 48 hpi.
El titulo viral el cual se determind por ensayos de formacion de focos. ** p< 0.05.
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Figura 3. Porcentaje de células infectadas por ZIKV y YFV. Monocapas de
macrofagos U-937 fueron infectadas con ZIKV, YFV, DENV a MOI de 3, 0 no
infectados (mock) y el porcentaje de células infectadas
determinado por citometria de flujo (10000 eventos). Las células infectadas fueron
tefiidas utilizando un anticuerpo monoclonal contra la proteina E (MAb 4G2).
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Figura 4. Estimacion de la progenie viral por célula infectada. A partir del porcentaje
de células infectadas y el titulo viral generado en el sobrenadante de estas mismas
células, se estimd, con la férmula mostrada, el nUmero de particulas virales como
unidades formadoras de focos producidas por cada célula infectada. Para esto se
infectaron macréfagos U-937 a MOI de 3 y se titul6 el sobrenadante a 24 y 48 hpi.
Mediante FACS se obtuvo el porcentaje de células infectadas.
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Figura 5.- Viabilidad de células U-937 infectados con ZIKV 'y YFV. La supervivencia
se cuantifico en células U937 diferenciadas a macrofagos, en células control (MCK), e
infectadas con ZIKV, DENV, YFV a MOI de 3 a las 48 y 96 horas post infeccion,
mediante el ensayo de MTT-formazén. Se graficaron los valores de la media £tEEM y
se expresan como porcentajes relativos a los valores de las células MOCK a las 0 hpi
(después de la infeccion MOCK y recambio con medio completo) que fueron tomados
como el 100%. Se realizo un control negativo con células tratadas con etanol (-) que
fueron tomadas como el 0%. *No se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
usando la prueba de t-Student con respecto a células no infectadas.
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Figura 6. Determinacion de los perfiles de citocinas generados por macrofagos U-
937 infectados con ZIKV'y YFV. Las células fueron infectadas con una MOI de 1 0 no
infectadas (mock) como control. Se evaluaron los niveles de citocinas en sobrenadantes
utilizando microesferas con el sistema multiplex Bio-Plex. Todos los valores se
expresan en pg/ml y se compara YFV, ZIKV (24 y 48 hpi) contra MOCK al mismo
tiempo y condiciones. n=2. * p<0.05., segin la prueba U de Mann-Whitney para
resultados no paramétricos de comparacion mdaltiple.
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Figura 7. Medicion de la RET en cultivos de células MDCK expuestas a
sobrenadantes de células U937 infectadas. Monocapas confluentes de células MDCK
crecidas en Tranwells fueron expuestas a sobrenadantes de células infectadas o no,
recolectados a las 24 y 48 hpi. Las RET, expresadas como Qecm?, se midieron de
manera continua durante 24 h y se expresan normalizadas al control (100%). Grafica
de las medias + SD de 3 réplicas de experimentos independientes, los datos se
normalizaron con respecto a las células control tratadas con medio normal (medio no
condicionado).
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Células de Hofbauer mantenidas en medio de
cultivo con Suero. Tang 2011

Figura 8. Cultivo de células de Hofbauer. Células de Hofbauer aisladas con alto grado
de pureza y rendimiento, mantenidas en cultivo por Tang en 2011 (A). Se comparan
contra células de Hofbauer aisladas de placenta humana a término de 37 semanas de
gestacion, mantenidas en cultivo de 72 h y observadas al microscopio de luz con
contraste de fase(B).

Las células se aislaron mediante un protocolo de separacion y purificacién por
diseccion, separacion enzimatica, separacion por gradientes y seleccion positiva.
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Figura 9. Determinacion de la pureza del cultivo de células de Hofbauer. Células de
Hofbauer aisladas fueron cultivadas durante 72 h para evaluar su crecimiento y pureza.
Se sembraron 1.6x10° células aisladas y se mantuvieron en condiciones estandar de
cultivo, se evalud la pureza mediante citometria de flujo (10,000 eventos), mediante la
tincion in vivo del marcador de superficie CD14. A) Histograma obtenido en ausencia
de anticuerpo primario (control de tincion). B) Histograma obtenido utilizando el MAb
4G2 contra la proteina E del virus como anticuerpo primario. C) Histograma obtenidos
de células no-permeabilizadas (azul), células permeabilizadas (naranja) o en ausencia
del anticuerpo primario (rojo). D) Microfotografia de células de Hofbauer aisladas.
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Figura 10. Células de Hofbauer infectadas con ZIKV. Células de Hofbauer se
infectaron a MOI de 1 con un aislado mexicano de ZIKV. Se sembraron 5x10* células
en cubreobjetos sobre placas de 24 pozos y se les afiadié un inoculo viral (1x10°
UFF/ml). Después de 48 hpi, las células se procesaron para inmunofluorescencia,
empleando un anticuerpo dirigido contra la proteina viral no estructural NS3 y se
analizaron mediante microscopia confocal. Los nucleos fueron contratefiidos con
DAPI. Merge: sobreposicion de los canales verde y azul con el contraste de fases.
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Discusién

El virus del Zika (ZIKV) es un flavivirus emergente, causante de la reciente epidemia
que se entendié en las Américas a partir del 2014. En México para el afio 2016 se
reportaron 7560 casos confirmados de esta enfermedad, pero ya para el 2017 se
redujeron a 3260. La infeccion por ZIKV adquiere gran relevancia debido a que durante
el brote de fiebre por Zika en Brasil, el ministerio de la Salud de ese pais notifico a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un aumento en la incidencia de microcefalia
mayor a 20 veces (Faria et al., 2016), sugiriendo como agente causal al ZIKV. La
relacién entre la epidemia de ZIKV y la microcefalia ha sido documentada, lo que
posteriormente fue confirmado de forma experimental (Garcez et al., 2016) y se ha
mencionado en casos clinicos. Debido a este riesgo no esperado de la infeccion por
ZIKV vy, a la aparicion del sindrome congénito asociado a ZIKV, la OMS emiti6 una
alerta mundial en la que reconocia la posible asociacion entre la fiebre por Zika con la

microcefalia.

El ZIKV fue reportado por primera vez en Africa en 1947 (Dick et al., 1952) y no fue
hasta 2007 que se encontré fuera de la region, entre Africa y Asia; sin embargo, hasta
el afio 2015 se convirtié en un problema de salud publica global, cuando inicio la
epidemia en América y se asocio a la infeccion intrauterina con el sindrome congeénito
asociado a Zika(Faria et al., 2016). Debido a la alta prevalencia del ZIKV vy
susceptibilidad en la region, que podria derivar en las graves consecuencias asociadas
a la infeccién durante el embarazo, es fundamental estudiar modelos que ayuden a

determinar el mecanismo de infeccion intrauterina.

Este comportamiento y el sindrome congeénito asociado a Zika no habian sido
reportados para otras infecciones por flavivirus, incluyendo al virus del Dengue
(DENV), vy el virus de la fiebre amarilla (yellow fever virus-YFV), los cuales
representan también serios problemas de salud publica para la region de América, como
los miles de casos de dengue reportados anualmente a la PAHO (Oficina Regional para
las Américas de la Organizacion Mundial de la Salud et al.) y el reciente brote de fiebre

amarilla ocurrido en Brasil (Faria et al., 2018).
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Este trabajo presenta un analisis de la infeccion de ZIKV, en comparacién con DENV
y la cepa vacunal de la fiebre amarilla 17D, virus relacionados filogenética y
epidemioldgicamente. El objetivo fue determinar las diferencias que patdgenos
similares producen en la respuesta inmune de células especializadas, las cuales son
centrales en la infeccion del huésped, como son los macréfagos frente a la infeccion
por flavivirus. El racional de este trabajo se basa en que ni DENV, ni la vacuna 17D,
han sido asociados a infecciones congénitas, a pesar que se han reportado casos de
dengue en mujeres embarazadas y la aplicacion inadvertida de la vacuna 17D durante
el primer trimestre del embarazo (Nasidi et al., 1993). Para el caso del Dengue, se ha
reportado morbilidad fetal y neonatal debida a cambios hemodinamicos maternos, que
puedan comprometer la placenta y causar hipoxia fetal o el efecto directo de la
infeccion al feto (Ribeiro et al., 2017). Para el caso de la fiebre amarilla, el control
epidemioldgico y las campafias de vacunacion con la vacuna 17D, han logrado
controlar la infeccion en el periodo de gestacién y, multiples estudios han analizado los
efectos fetales y neonatales posteriores a vacunacién inadvertida durante la gestacion,
sin encontrar una relacion de causalidad directa (Robert et al., 1999). Es decir, que ni
la afeccion por dengue o por fiebre amarilla se relacionan directamente con la
afectacion fetal por el cruce transplacentario.

Ademas, la transmision vertical de DENV es infrecuente y la transmision vertical de
YFV por la vacunacién inadvertida no ha generado complicaciones aln en neonatos
infectados, lo que permite usar a DENV y especificamente a YFV como un modelo
comparativo frente a la respuesta de ZIKV.

Para estudiar la respuesta de macréfagos se requiere una fuente de células comparable
con la respuesta esperada en el huésped de forma natural. Para esto fue necesario
diferenciar la linea celular monocitica U937 a macrofagos y aislar macréfagos
primarios de placentas a término, conocidas como células de Hofbauer. Los resultados
obtenidos con las curvas de replicacion en un paso en células U937 sugieren que la
cinética de replicacién de ZIKV es mas rapida comparada con la cepa vacunal de YFV
y la cepa de DENV4 utilizadas, ya que estos virus alcanzan sus titulos maximos
aproximadamente a las 24, 48 y 72 hpi. Interesantemente, esta eficiencia maxima a las
24 hpi de ZIKV no esta dada por la cantidad de células infectadas, ya que a las 24 hpi
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no se encontraron diferencias significativas entre el porcentaje de células infectadas
con ZIKV o la cepa vacunal de YFV; sin embargo, las diferencias en los titulos
obtenidos a las 24 hpi a partir de las mismas células, indican una mayor eficiencia en
la replicacion de ZIKV a las 24 hpi, lo que podria explicar la mas rapida cinética
observada para ZIKV que para la cepa vacunal YFV. Las bases moleculares para la
atenuacion de la cepa 17D se desconocen, pero este resultado podria ser un reflejo de
las caracteristicas de atenuacion de esta cepa vacunal 17D en macrofagos.

El tropismo del ZIKV es muy diverso y se cree que la patogénesis del ZIKV se
relaciona con este tropismo celular y tisular durante el periodo de gestacion (Miner and
Diamond, 2017). Ninguno de los flavivirus estudiados generd pérdida de la viabilidad
celular (efecto citopatico) de los macrofagos infectados, ain cuando se pudo detectar
progenie viral. El tropismo variado de estos virus no permite determinar que células
del tejido son los objetivos naturales en los que reside la infeccion por Flavivirus, pero
existen informes en los que tanto células efectoras inmunes, como linfocitos T y
monocitos, ademas de células no inmunes como hepatocitos, células endoteliales y
células cerebrales, son huéspedes potenciales (Ghosh Roy et al., 2014).

La mayor eficiencia de replicacion de ZIKV se apoya con los resultados encontrados
en monocitos circulantes CD14+/CD16+, cuya poblacién se ve aumentada en la
infeccion por ZIKV. Este tipo de monocitos presentaron el mayor porcentaje de
infeccion, y representan mas del 80% monocitos de todas las células mononucleares
infectadas de sangre periférica (Michlmayr et al., 2017).

En particular, los monocitos maternos circulantes desempefian un papel crucial, ya que
la activacion y transicion de los monocitos a macréfagos es esencial para la placenta
sana en desarrollo. El virus Zika ha sido asilado de tejido placentario de productos con
sindrome congénito asociado a Zika (Chan et al., 2016). El examen de las placentas de
segundo Yy tercer trimestre de fetos que tienen infeccion intrauterina con el virus Zika,
junto con observaciones informadas, ha determinado que las lesiones inflamatorias y
necroticas de la placenta que son tipicas de otras infecciones por TORCH, no ocurren
en placentas de fetos con infeccidn intrauterina por Zika. En infecciones intrauterinas
se ha reportado de manera clasica inflamacion vy villitis, pero la ausencia de villitis

encontrada en la infeccion por el virus del Zika transplacentario es inesperada. En
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estudios patoldgicos de autopsias de productos con ZIKV, se han encontrado
reacciones necréticas e inflamatorias en el sistema nervioso central del feto y
microcefalia (Schwartz, 2017a). Previo a la epidemia del virus del Zika, el virus de
transmision hematdégena mas comdn que no producia villitis era el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (Schwartz et al., 2000); sin embargo, este virus no
causa dafio necroinflamatorio a los tejidos fetales. El que ZIKV sea capaz de causar
reacciones necroinflamatorias cuando llega al cerebro del feto es inesperado si
analizamos el numero de células inmunes en la placenta que podrian mediar una
respuesta inflamatoria. Aunque la evidencia revela una hiperplasia de células de
Hofbauer que experimentan proliferacién dentro del estroma velloso coriénico, en
respuesta a la infeccién por el virus del Zika (Schwartz, 2017b).

Al analizar los perfiles de citocinas generadas por los macréfagos infectados con ZIKV
y la cepa vacunal de YFV, encontramos una moderada activacion mediadores
inflamatorios, como IL-6, TNF a y la quimiocina MCP-1, IFN-g e IP-10, siendo la m&s
importante en nuestro estudio la interleucina IL-1B, ya que de forma estadisticamente
significativa se eleva en la infeccién por ZIKV en macrofagos(Wang et al., 2018). La
interleucina IL-1B es una citocina pro-inflamatoria, liberada por macréfagos, con
maltiples funciones en la respuesta innata, incluyendo la promocion de
apoptosis(Kloc). La IL-1B se puede liberar por macréfagos en respuesta a la exposicion
a TNF-a (Parameswaran and Patial, 2010), la cual se ve aumentada en las células
infectadas por ZIKV, pero no por la cepa vacunal de YFV a las 24 hpi. La aparicion de
IL-1B en los sobrenadantes sugiere que la infeccién por ZIKV, a diferencia de la
infeccion con la cepa 17D, es capaz de inducir la formacién del inflamosoma, que es
una estructura compleja que se ensambla posterior a la activacion de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), regulando positivamente la respuesta inmune
innata, facilitando la inflamacion y generando una respuesta inmune de las células T
(Wang et al., 2018). En monocitos, ZIKV activa NLRP3, quien desempefia un papel
clave en la respuesta inmune innata del huésped al activar a la caspasa-1 y facilitar la
secrecion de interleucina-1p (IL-1p) (He et al., 2018). Esta condicién hace mas
interesante la respuesta antinflamatoria encontrada en placentas de productos con

ZIKV. Finalmente, es posible que la débil respuesta inflamatoria observada en los
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macrofagos infectados por la cepa vacunal 17D, también responda a los mecanismos
de atenuacion de esta cepa vacunal.

Noronha et al. (2016) reportaron inflamacion placentaria y por primera vez la presencia
de ZIKV en las celulas de Hofbauer y en tejidos placentarios obtenidos directamente
de madres infectadas con ZIKV (de Noronha et al., 2016). Posteriormente, otros
estudios también reportaron que células de Hofbauer aisladas de placentas a términos,
eran susceptibles a la infeccion por ZIKV (Jurado et al., 2016; Quicke et al., 2016c;
Tabata et al., 2016).

Nuestros resultados obtenidos con cultivos primarios de células de Hofbauer y aislados
mexicanos, confirman estas observaciones y enfatizan la importancia del estudio de las
células de Hofbauer en la infeccion por ZIKV. Para entender la infeccion fetal se
plantea que ocurre dafio en la barrera placentaria, lo cual podria facilitar la infeccion
fetal. Se sugiere que la activacion de macrofagos residentes de las vellosidades
promueve la destruccion de la arquitectura vellosa y del epitelio trofobléastico,
provocando alteraciones en la barrera inmunologica placentaria. Ademas, se presume
que los macrdfagos activados podrian generar un conjunto de citocinas capaz de
desestabilizar las UE del sincitiotrofoblasto y otras estructuras plancentarias,
facilitando asi el cruce viral de la placenta (Doran et al., 2013). Aunque, en los pocos
reportes previos que describen infecciones maternas por Flavivirus y transmisién
congénita, no se detectaron lesiones placentarias (Alpert et al., 2003).

El virus del Zika se replica en células placentarias humanas primarias y en explantes
de vellosidades de placentas humanas en el primer trimestre, lo que sugiriere rutas de
transmision placentaria y paraplacentaria(Tabata et al., 2016). Por lo que para
comprobar la capacidad del virus para traspasar barreras epiteliales se infectaron
macrofagos con ZIKV y el medio condicionado, conteniendo los mediadores inmunes
como citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento, se afiadio al modelo de barrera
epitelial de células MDCK, donde se evalud la RET. Nuestros resultados demostraron
que el ZIKV, al igual que YFV, produce una caida significativa de la TER, sugiriendo
que estos flavivirus inducen la secrecion de mediadores inmunes capaces de afectar la
barrera epitelial. Esta informacion nos permitiria extrapolar nuestras conclusiones

hacia la barrera hematoplacentaria, proveyendo un mecanismo a través del cual ZIKV
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podria producir el sindrome congénito asociado a Zika. Ademas, corroboramos la
permisividad de los macrofagos a la infeccion por ZIKV, la cual como se observo fue
muy eficiente, comparada con otros flavivirus, lo que contribuiria en la patogenia del
ZIKV, activando mediadores inflamatorios como el inflamosoma y la secrecion de IL-
1B. Finalmente, la expresién aumentada de VEGF causada por ZIKV podria implicarse
en los casos patoldgicos, por la relacidn probable con los cambios hemodindmicos que
tienen lugar en los trastornos placentarios, con el fin de intentar la restauracion de un

flujo Utero-placenta normal.

A partir de los datos obtenidos intentamos ampliar el campo de estudio del virus Zika
y su relacion con el sistema inmune, especificamente en células blanco tan importantes
como las células de Hofbauer, logramos comprobar la alta permisividad de los
macrdfagos a la infeccion por ZIKV. Y al estudiar de forma comparativa la respuesta
celular a la infeccion por diferentes Flavivirus, intentamos encontrar la respuesta

inducida en macréfagos que podrian estar mediando la infeccion prenatal

El estudio de patologias que afectan el binomio materno tiene como principal ventaja
impactar en la salud publica de forma importante, ya que tiene como objetivo principal
inhibir o prevenir que exista infecciones intrauterinas, como medio para evitar el dafio
agudo, cronico o secuelas al feto. Ademas de conocer la implicacién de la madre
gestante en la patogénesis intrauterina. Mediante el andlisis de la respuesta inmune
intrauterina derivado del estudio de los macrdfagos residentes de la placenta sera
posible determinar si estas células efectoras mantiene el perfil inmunoldgico
“esperado” o presentan cambios , determinadas por la secrecion de citocinas, que
podrian alterar la funcion de barrera del 6rgano placentario o la capacidad de

replicacion viral en células del hospedero, que culminan en la afeccion fetal.
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Conclusiones.

Los macrdfagos son permisivos a la infeccion por los flavivirus, ZIKV, YFV y
DENV.A las 24 horas el ZIKV genera el méximo titulo viral, comparado con las 48
horas para YFV.

El virus Zika se replica de forma més eficiente en macrofagos humanos.

Los macrdofagos humanos toleran la infeccion productiva por los flavivirus, sin mostrar
efecto citopatico. Los virus ZIKV, YFV y DENV generan una infeccion productiva

con aumento de titulos virales, sin presentar cambios en la viabilidad celular.

El efecto de activacion de la respuesta inmune en macrofagos es diferencial en ZIKV
comparado con YFV, con un aumento en la expresion de la citocina proinflamatoria
IL-1B y VEGF, alas 24 h. En tiempos tardios, la respuesta celular producida por ambos

virus es igual.

No existen cambios significativos en la capacidad de infectar a macrofagos, pero existe
una diferencia significativa en la cinética viral de replicacion para ZIKV comparado
con YFV.

Los sobrenadantes condicionados de ZIKVVmc o YFVmc produjeron alteraciones en un
modelo de barrera transepitelial, siendo méas pronunciado el efecto del YFCmy;
correlaciondndose con la capacidad de ZIKV para afectar O6rganos

inmunoprivilegiados.

Las células de Hofbauer aisladas de placentas a término son capaces de infectarse por

una cepa mexicana de ZIKV aislada de mosquito

Las células de Hofbauer son susceptibles a la infeccion por ZIKV y capaces de replicar
el virus (proteina NS3 viral).
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Perspectivas

-Evaluar la cinética de infeccion de flavivirus en células de Hofbauer (n:5).
-Evaluar el perfil de citocinas del medio condicionado de células de Hofbauer.

-Determinar si existen alteraciones en la expresion y localizacion de las proteinas de la

UE de las células MDCK tratadas con los sobrenadantes de ZIKV.

-Evaluar la RET de medio condicionado de células de Hofbauer, en el modelo de

barrera hematoencefélica y barrera placentaria.

-Determinar si existe interaccion de las proteinas secretadas en medio condicionado

con las proteinas de la UE.
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Lista de abreviaturas

C
CH

Proteina de la capside

Células de Hofbauer

DENV Virus del Dengue

E

ER
GO
IFNy
IgM
IL-10
IL-12
IL-13
IL-15
IL-17

IL-1ra Antagonista del receptor de

IL-1B
IL-2
IL-4
IL-5
IL-7
IL-8
IL-9
IP-10
M1

M2

Proteina de envoltura E
Reticulo endoplasmatico
Ontologia genética
InterferOn gama
Inmunoglobulina M
Interleucina diez
Interleucina doce
Interleucina trece
Interleucina quince

Interleucina diecisiete

interleucina uno
Interleucina uno beta
Interleucina 2
Interleucina cuatro
Interleucina cinco
Interleucina siete
Interleucina ocho
Interleucina nueve
IFN-y-inducible protein 10
Macrofagos polarizados
activados de forma clasica
Macrofagos polarizados

activados de forma alterna

MCP-1 Proteina quimioatrayente de

monocitos 1

MIP-1a Proteinas inflamatorias de

macroOfagos alfa

MIP-1B Proteinas inflamatorias de

macroOfagos beta

MOI  Multiplicidad de infeccidn

MTT Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol

Nk Células Natural Killer "asesinas
naturales"

NS Proteina no estructural

PBS Tampon fosfato salino

PDGF-BB Factor de crecimiento

derivado de plaguetas BB

PPARYy Receptor gama activado por el

prMm

RANTES

RET

RNA
SCz

proliferador de peroxisoma
Proteina preM

Regulated upon
activation normal T cell
expressed and secreted
Resistencia eléctrica
transepitelial

Acido ribonucleico

Sindrome congénito asociado a

Zika
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TGFB

TLR

U937

VEGF

Factor de Crecimiento
Transformante beta

Toll-like receptors "Receptores
tipo Toll"

Linea celular de monocitos
humanos U937

Vascular Endothelial Growth
Factor "Factor de crecimiento

endotelial vascular"

VHB  Virus de la hepatitis B

VHC  Virus de la hepatitis C

VIH  Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

WNV Virus del oeste del Nilo

YFV  Virus de la Fiebre Amarilla

YFV-17D Virus vacunal de la
Fiebre Amarilla 17D

ZIKV  Virus del Zika
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ANEexos.
Protocolo de Bioética.

PROTOCOLO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS PRIMARIOS
DE CELULAS DE HOFBAUER AISLADAS DE PLACENTAS HUMANAS A
TERMINO E INFECCION CON EL VIRUS DEL ZIKA

Responsables:
Juan Ernesto Ludert

Profesor. Departamento de Infectomica y Patogénesis Molecular, Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados, Ciudad de México. Telf.: 57473800, ext. 5610;

correo electrénico: jludert@cinvestav.mx.
Jesus Enrique Garcia

Estudiante del Programa de Maestria. Departamento de Infectomica y Patogénesis
Molecular, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados, Ciudad de México.

Objetivos:

Estudiar la infeccion por ZIKV de células de Hofbauer humanas.

Obijetivos secundarios:

1)Establecer cultivos primarios de células de Hofbauer aisladas de placentas humanas.
2)Infectar a las células de Hofbauer aisladas con ZIKV.

3)Analizar la produccion de citocinas de células de Hofbauer infectadas.
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Justificacion:

La infeccidn por el ZIKV se ha convertido en un importante problema de salud publica,
especialmente para Latinoamérica, incluyendo a México, debido principalmente, a las
anormalidades neuroldgicas que el ZIKV puede causar si la madre contrae la infeccion
durante el embarazo. Los mecanismos que utiliza el ZIKV para cruzar la barrera trans-
placentaria y alcanzar el feto se desconocen y resulta urgente descifrarlos. Las células
de Hofbauer son susceptibles a la infeccién por ZIKV, pero su contribucion a la
patogénesis de la enfermedad se desconoce. Es por ello que es de interés para nuestro
laboratorio establecer un cultivo primario de células de Hofbauer que nos permita
abordar preguntas sobre la patogénesis de la enfermedad y los mecanismos de cruce

trans-placentario del virus.

Metodologia:

Establecimiento de cultivos primarios de células de Hofbauer. En colaboracion con el
personal de obstetricia del Hospital De Ginecologia y Obstetricia, No 4 del IMSS, se
contempla recolectar placentas a término de mujeres sanas mayores de 18 afios. Las
placentas seran recolectadas inmediatamente después de cesareas programadas y
trasladas en frio al laboratorio donde seran procesadas para el aislamiento de CH y el
establecimiento de cultivos primarios segun protocolos estandar (Johnson et al., 2015;
Quicke et al., 2016; Wetzka et al., 1997)

El tejido placentario se obtendra de secciones de 10 cm2 aproximadamente, trituradas
y tratadas con proteasas en condiciones de esterilidad. Se aislaran las CH a partir del
tejido homogeneizado utilizado seleccion positiva con perlas magnéticas (Miltenyi®)
acopladas a anticuerpos anti-CD14. La pureza de las preparaciones se evaluara
marcando las células con anti-CD14 mediante citometria de flujo. Criterios de
inclusion: Placentas donadas voluntariamente de mujeres adultas (>18 afios) sanas,
sometidas a cesarea electiva. Criterios de exclusion: Cesarea por ruptura prematura de

membranas o seropositivas a HIV o VHB/VHC.
Infeccion con virus zika de las células de Hofbauer
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Las CH seran sembradas y crecidas por 24h en platos de 6 pozos utilizando medio
RPMI suplementado. Posteriormente, las CH se infectaran utilizando aislados
mexicanos de ZIKV proporcionados por el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgico (INDRE), todos mantenidos y titulados en células Vero E6. Las
infecciones con ZIKV se hardn a un MOI=1 6 5 por 2h a 37°C. Una vez lavado el
inoculo viral, las células se mantendran en medio RPMI por 24, 48 o 72h post infeccion.
Se procesaran en paralelo CH no-infectas (mock infected) como controles. El
porcentaje de células infectas se evaluara por citometria de flujo utilizando anticuerpos
especificos para ZIKV (donados por la Dra. Irene Bosch, MIT, Boston) o el monoclonal
panflavivirus 4G2. El titulo viral presente en los sobrenadantes se determinara por
ensayos de focos en células Vero E6 crecidas en platos de 96 pozos. Se realizara
deteccidn de citocinas pro-inflamatorias en sobrenadante de cultivo de CH infectadas

comparadas con mock infected mediante Bio-Plex™ Cytokine Assay.
Consideraciones éticas.

El procedimiento de recoleccion de la placenta se realizard sin que ello conlleve
ninguna molestia para la madre o el recién nacido. Todos los protocolos de estudio
seran sometidos a la revision y aprobacién de los comités de ética de las instituciones
participantes y siguiendo los lineamientos de la Convencion de Helsinki; es decir, el
Comité de Bioética del Hospital De Ginecologia Y Obstetricia, No 4 del IMSS en
primera instancia y luego al Comité de Bioética del CINVESTAV. Las muestras seran
obtenidas previo consentimiento informado de las madres (ver documento anexo) y la
decision de donacidn sera tomada libremente por la paciente previa informacion,
respetando en todo momento la identidad de la donadora. Las muestras seran
procesadas de manera andnima, sin ninguna identificacion y utilizadas exclusivamente
para fines investigacion. Finalmente, los desechos seran descartados y destruidos
respetando las normas y lineamientos del CINVESTAYV para el manejo de residuos

peligrosos biologicos infecciosos.
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Consentimiento informado.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Ciudad de Méxicoa ___de del 2017
CONSENTIMIENTO INFORMADO: DONACION DE PLACENTA HUMANA PARA INVESTIGACION.

Propdsito de la investigacion:

El propdsito de la investigacidon es Unicamente aislar y cultivar células placentarias para ser estudiadas en el laboratorio. No
se realizardn experimentos para obtener datos genéticos personalizados de la donante. Ni la placenta, ni ninguno de los
componentes que de esta se obtengan, se utilizardn para obtener algin beneficio econémico para los investigadores
involucrados en el proyecto.

Riesgos:
Esta recoleccién de muestra no representa ningun riesgo para la salud suya o de su bebé, ya que la placenta se obtendra
después del parto normal o de la operacidn cesarea.

Procedimientos: No se realizard ningin procedimiento a la donadora.

Consentimiento

Yo de afios de edad, entrego en donacidn de forma
voluntaria y sin ninguna presidn o induccidén mi placenta con fines de investigacion, la cual se obtendra después de que se
realizard (parto o cesdrea), MiSMO que yo autorice.

Se me ha explicado que:

La utilizacion de la muestra sera exclusivamente para fines de investigacion, sera manejada de forma confidencial y anénima,
respetando las normas de manejo de residuos peligrosos bioldgicos infecciosos y los desechos generados seran destruidos
respetando estas normas.

Autorizo en pleno uso de mis facultades, se me ha informado de manera detallada el uso final de la muestra. Entiendo que
mi identidad sera resguardada con estricta confidencialidad. Manifiesto que estoy satisfecha con la informacién recibida del
médico y consiento la donacidn para que mi placenta sea utilizada con los propésitos sefialados.

Comprendo y he recibido la informacién que solicite para aclarar mis dudas.

ACEPTO al médico para que obtenga la muestra de placenta y realice los
procedimientos antes descritos.

Investigador responsable: Dr. Juan Ernesto Ludert Ledn, CINVESTAV-IPN. Tel. 55-57473800, ext.5610.

Nombre y firma del paciente Testigo

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
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Protocolo para la obtencién de células de Hofbauer.

PROTOCOLO DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE CULTIVO
PRIMARIO DE MACROFAGOS PLACENTARIOS HUMANOS, CELULAS
DE HOFBAUER

Isolation of Hofbauer cells (macrophages) from human term placenta.
Garcia Sanchez Jesus Enrique - Cinvestav

Lab 3, Virology, Ludert Ledn Juan Ernesto PhD

Obijective

Obtention of a high purity primary culture of placental stromal macrophages

(Hofbauer cells), isolated from human term placentas.

Primary Cultures

Primary human cell cultures are directly obtained from their source organ, of which, a
single cell suspension is obtained through mechanical separation followed by enzyme
digestion. Such cell cultures are initially heterogeneous, but we can later obtain a

single cell linage culture.

Its obtention is a laborious process and isolated cells can be maintained in vitro for a
short time period, nonetheless, during their relatively limited lifespan, primary cell’s

cultures usually retain many of the in vivo cell’s characteristics.

Protocol

-Tissue specimens
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-Collect donated samples (placenta), obtained via Caesarean section in the surgical

room.
-ldentify maternal and fetal surface.

-Take a sample of 15-25 cm2 from the fetal surface, it must be taken carefully with a

single movement per cut, using sterile surgical equipment (scalpel blade #22).

-Place the sample in a sterile flask (250 ml capacity) with cold phosphate buffered
saline (PBS) without calcium and magnesium (1X, pH 7.2), labeled “BIOHAZARD”.

-Wash with sterile and cold (4°C) PBS without calcium and magnesium (1X, pH7.2),

to remove as much blood as possible (2-3 times).
-Place the sealed bottle in a container with ice for transport and sample processing.

-Seal the container and label as “BIOHAZARD, don’t open”.

Work in biosafety cabinet

-Wash the samples whit cold PBS without calcium and magnesium (1X, pH 7.2)

-Irrigate and shake gently until the solution is saturated with blood, then decant and

repeat. (3 times)
-Dissect fetal membranes with a scalpel (blade # 22).

-Cut the desired region for processing. Discard edges and place in serum-free medium

RPMI 1640 containing antibiotic and antimycotic.

-Cut the obtained region in small pieces (1mm3)

-Firstly, with Mayo scissors; continue with a scalpel (blade #21)
-Wash whit cold PBS without calcium and magnesium (1X, pH 7.2).

-Centrifuge at 4 ° C for 4 min to remove blood excess from the sample (resuspend in

cold PBS and repeat until clear supernatant is obtained, 2-4 times).
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-Filter the samples

-Filter with sterile nylon mesh, steel mesh or gauze to obtain filtered tissue fragments

<1lmm3
-Collect filtered tissue in conical centrifuge tubes (Falcon) 50 ml.

-Dissociation into a single cell suspension by enzyme digestion.

Trypsin dissociation

-Place the tissue fragments in serum-free medium with Trypsin/EDTA 20% for 20

minutes in shaking water bath (40-60 rpm) at 37°C.
-Centrifuge the samples to obtain the cell pellet.
-Remove the supernatant carefully.

-Resuspend with complete medium.

-Centrifuge to wash the cell suspension:
-Centrifuge to wash 5 min at 1900 rpm.

-Decant the supernatant.

-Resuspend in PBS without calcium and magnesium (1X, pH 7.2) or serum-free

medium.

-Filter cell suspension by nylon filter (70 pum)

Collagenase dissociation

-Place the tissue fragments in serum-free medium (10ml) with collagenase 11 2ml
(10mg/ml, SIGMA C.6885), Collagenase/Dispase 1ml (COLLDISP-RO Roche,
SIGMA 11097113001, 10mg/ml dissolved in DMEM-F12) and DNase 600ul
(Deoxyribonuclease | from bovine pancreas, SIGMA 9003-98-9, 1mg/ml dissolved in
PBS) .
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-Incubate 1 hour at 37 ° C in shaking water bath (40-60 rpm) at 37 °C.
-Centrifuge to wash the cell suspension.

Centrifuge to wash 5 min at 1900 rpm.

Decant the supernatant.

Resuspend in PBS without calcium and magnesium (1X, pH 7.2) or serum-

free medium.

-Filter cell suspension by nylon filter (70 um).

Separate by density gradients.
-Add 1:1 Histopaque®-1077 to the sample in conical centrifuge tubes.

-Add 5ml to Histopaque®-1077 Ficoll to the bottom of a tube and afterwards place

sample carefully in it.

-Centrifuge at 1800 rpm x 15 min (use a swinging-arm rotor without brake).
-Recover white band (mononuclear cells).

-Wash Histopaque

Once the white band has been collected, fill the conical centrifuge tube
containing the sample up to 25 ml with serum-free medium and centrifuge at
2300 rpm, 4° C x 5 min.

-Remove the supernatant.

-Add to the sample 15 ml of serum-free medium.

-Centrifuge at 2300 rpm, 4° C for 5 min.

-Resuspend.

-Determine cell viability using the Trypan blue exclusion test. (Cell Counting with
Neubauer Chamber)
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Isolation of macrophages

-Isolate macrophages by positive selection using magnetics beads with anti-CD14
(Miltenyi Biotec, 130-050-201, CD14 MicroBeads, human MACS) whit LS columns
(Miltenyi Biotec, 130-042-401) and Midi macs separator (Miltenyi Biotec, 130-042-

302) according to manufacturer’s instructions.
-Determine cell viability using the Trypan blue exclusion test.

-Seed in the cell culture recipient of choice and take an aliquot to determine the purity
percentage (cell culture purity was assessed by CD14 staining (FITC anti-human
CD14 Antibody BioLegend, 367115). Maintain cells at 37°C and 5% CO2 for 6

hours and remove non-adherent cells.
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Anexol.- Titulacion viral por deteccion de focos.

Células VERO

El linaje de células Vero fueron aisladas de células epiteliales de rifidn de mono verde
africano, Cercopithecus aethiops, (Yasumura and Kawakita, 1963) las cuales son
deficientes de interferon. Las células Vero linaje Vero 76 se aislaron en 1968, las cuales
crece a una densidad de saturacion més baja. Linaje VERO EG6; esta linea es un clon de
VERO 76 (ATCC CRL-1587). Se cloné mediante el método de dilucion en placas de
micro titulacion en 1979 por P.J. Price, exhibe cierto grado de inhibicién de contacto
después de formar una monocapa lo que resulta Gtil en el crecimiento de virus de lenta

replicacion(Earley and Johnson, 1988).

Titulacién viral en células VERO E6 de virus ZIKV/DENV/YFV.

Obijetivo

-Determinar el titulo viral de una muestra problema mediante el ensayo de focos.

Procedimiento

-Cultivo de células Vero E6 ATCC en placas de cultivo de 96 pozos a confluencia del
70 %.

-Realizar diluciones de la muestra problema (virus a titular).

-Se realizan diluciones seriadas de la muestra problema viral, para obtener 10%,102,10°
$10%,10°,10%,107.

-En tubos de micro centrifuga (tubos eppendorf) de 2ml.

-Se preparan tubos marcados como 0(sin diluir), 1(dilucion 101), 2(dilucién 107?)-

...n(dilucion 10™) y mock.
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-Se agregan 180 pl de medio (EMEM) sin suero a cada tubo.

-Al tubo 1 (10) se agregan 20ul de la solucién a titular (virus problema)
-Se mezcla en agitador vortex por 10 seg.

-Al tubo 2 se agregan 20pul de la soluciéon 10 (Tubo 1)

-Se mezcla con agitador vortex por 10 seg.

-Al tubo siguiente se agregan 20ul de la solucion anterior, hasta la dilucién deseada.

(eje. 10°).
Infeccion
-En placas de cultivo de 96 pozos a confluencia (70-80%) de células Vero ES6.

-Se agregan 50ul por pozo de los tubos 0,1,2...n por triplicado.

0 0 0
1 1 1
2 2 2
n .. n
mock | Mock | Mock

-Pozo 0 agrega muestra problema sin diluir.

-Mock se agregan 50 pl medio.

-Se siembra en paralelo una muestra de titulo conocido como control positivo.
-Se mantiene en incubacién a 37°C y 5% COz por 1 h.

-Se agregan 100ul de medio 5% y se mantiene en incubacién a 37°C y 5% CO2 por 48
h.

Inmunohistoquimica para leer focos virales.

-Placas de cultivo, 48h post infeccion.
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-Retirar el sobrenadante

-Fijar con 150 pl por pozo de paraformaldehido (PFA) 3.7% (diluir en PBS) durante

10 minutos a temperatura ambiente.
-Retirar solucion PFA 3.7%
-Permeabilizar.

-Sin lavar se agregan 200 pl por pozo de Metanol frio a -20°C durante 20 minutos a

temperatura ambiente.
-Se realizan 3 lavados con PBS pH7.3 (150ul c/u).

-Bloquear con VECTASTAIN® ABC Kkit(vector), solucién bloqueante, 2.5ml PBS +
37.5ul suero de caballo (normal serum-Blocking), agregar 50ul por pozo durante 20

min a 37°C.

-Se elimina (sin lavar) y se afiade mezcla del anticuerpo primario, 50 pl por pozo,

incubar durante 1 hora a 37°C.
-Anticuerpo primario

-Anticuerpo monoclonal anti-Flavivirus 4G2 (MARCA AB #CATALOGO) 1:1000 en

2.5 ml PBS + 37.5ul suero de caballo (normal serum).
-Se realizan 3 lavados con PBS pH7.3 (150ul c/u).
-Se incuba con Ab biotinilado (kit######), 50ul por pozo 30 minutos a 37°C.
-Anticuerpo biotinilado.
Sml PBS +25ul blue label -Biotinylated.
-Se realizan 3 lavados con PBS pH7.3 (150ul c/u).

-Se incuba con solucion ABC, se afiadieron 50ul por pozo solucién AB y se incubo por

30 mina 37°C.
Preparar solucion AB (30 min antes con la solucion anterior).

5ml PBS
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50 pl Reagent A (orange label)
50 ul Reagent B (brown label)
-Se realizan 3 lavados con PBS pH7.3 (150ul c/u).

-Se afiadio la solucion DAB(DAB Peroxidase Substrate Vector® DAB substrate (3,3’-

diaminobenzidine), 50pl por pozo durante 15 min a 37°C.
5 ml de agua destilada
Agregar 2 gotas (~84ul) de solucion Buffer Stock (kit)
Agregar 4 gotas (~100ul) de solucion DAB Stock (kit)

Agregar 2 gotas (~80ul) de solucién Perdxido de Hidrogeno Stock (Kit)

Para generar una reaccion gris-negra

Agregar 2 gotas (~100ul) de solucién Niquel (Kit)

-Se detiene la reaccion retirando la solucion y agregando 100ul agua destilada por pozo.
-Se observan los focos al microscopio (campo claro)
-Conteo de focos.

El resultado obtenido se multiplica por la dilucion y por 20 para obtener la

concentracion de FFU/ml.

FFU = (conteo por pozo)(factor de dilucién pozo)(20)
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Anexo 2.- Curva de replicacion viral en un solo paso.
Objetivo -Determinar la cinética viral de un inoculo problema mediante la medicion

del titulo viral a diferentes tiempos en las mismas condiciones por el ensayo de

formacion de focos.
Procedimiento
-Cultivo de macréfagos

-Células U-937, sembrar el mismo numero de células por pozo, contar con camara de
Neubauer y diferenciar a macrofagos mediante el tratamiento con PMA durante 48

horas.
-Retirar y cultivar durante 24 horas con medio RPMI 1640, 10% SFB.
-Retirar el sobrenadante y realizar lavado con PBS estéril para retirar el SFB.
- Infeccion
Agregar dilucion de cada virus a MOI de 3, 100 uL por pozo
-MOI 3, MOCK, YFV, ZIKV, DENV

-Mantener a 37°C, 5% CO2 durante 90 minutos

-Retirar el sobrenadante

-Lavar con PBS estéril 3x para retirar el inoculo

-Agregar medio completo, RPMI 10%SFB, mantener en condiciones estdndar de

cultivo.
-Retirar el sobrenadante a cada tiempo establecido.

-0 horas para corroborar eliminacion del inoculo en el sobrenadante, 6, 12, 24, 48, 72

y 96 horas
-Recolectar en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y mantener a -70°C.
-Titular todas las muestras al mismo tiempo, ensayo de titulacion por focos

-Graficar los resultados.
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Anexo 3.- Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica para el analisis de particulas, que analiza células
individuales a un ritmo acelerado (500 a mas de 5000/s) que determina las
caracteristicas individuales de cada célula y agrupa los datos para poder analizarlos y
resumirlos. La citometria de flujo evalUa eventos, a medida que fluyen frente a una
fuente de emisién de luz, acoplada a un detector que correlaciona las sefiales. La luz
emitida por cada particula sera detectada y almacenada en un archivo de datos para su
posterior analisis. Las particulas dispersaran la luz y esa dispersion se puede detectar.
Parte de la luz emitida no es luz dispersa, pero emite fluorescencia (algunas particulas
poseen fluorescencia de fondo, auto- fluorescencia, la cual es detectada por el
citdbmetro). Es posible tefiir o marcar células o particulas de interés especificamente. El
andlisis de la deteccion se basa en el principio de unién antigeno a anticuerpos
marcados con un fluoroforo con rango de excitacion y emision conocido, el cual se
acopla durante la preparacién para citometria y posibilita determinar la lectura por la
cantidad de proteina/antigeno (en la superficie celular o en el citoplasma o nucleo) al
que se ha unido el anticuerpo. Las células fluorescentes se iluminan con luz laser, que
permiten un haz de luz estrecho e intenso. Por medio de la técnica de clasificacion de
células activadas por fluorescencia FACS por sus siglas en inglés (Fluorescence-
Activated Cell Sorting) la cual es un tipo especializado de citometria de flujo. Y provee
un método para la clasificacion y seleccion de células, una célula por vez, segun las

caracteristicas particulares de dispersion y fluorescencia de cada célula.

Porcentaje de infeccion celular de Flavivirus.

Objetivo

Determinar mediante FACS la razon de células infectadas con el virus
DENV/YFV/ZIKV.
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Procedimiento

-Obtener una suspension celular homogénea

Infectadas a 0,1,2,n... horas postinfeccion, mock y control.

-Atemperar todos los reactivos, medio de cultivo, tripsina y PBS

-Retirar el sobrenadante (guardar si se ensayara posteriormente o desechar)
-Lavar con PBS ph 7.2 una vez retirar

-Agregar 1 ml de Tripsina 0.25% - Verseno 0.1% (In Vitro #161004) dejar 5 min

exactos a 37°C .

-Afadir PBS 20% SFB para inhibir la tripsina

-Resuspender y recolectar en tubos de 1.5ml

-Lavar con PBS ph 7.2 dos veces

- Centrifugar 5 minutos a 4°C x 5009

-Retirar sobrenadante y resuspender

-Contar en la cdmara de Neubauer, determinar el volumen para resuspender.

Determinar viabilidad con Azul Tripano.

-Tincion marcador de superficie CD14-FITC

- Contar células viables.

-Bloquear con PBS 1% SFB, 5-10x106 células/ml durante 10 min en hielo.
-Lavar con PBS, 350xG 5 min.

-Colocar 10x105 células por tubo.

-Agregar 5ul CD14-FITC (CD14, FITC, clone:61D3, eBioscience # 11014941)por
cada 106 celulas. Diluir 1:1000 PBS 1% SFB.
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-Incubar en hielo durante 20 minutos, protegido de la luz.

-Lavar 2x con PBS, 350xG 5 min

-Analizar por citometria o volver a tefiir si es necesario.

-Tincion marcador intracelular

-Después de tripsinizar, resuspender las células, y/o realizar tincion de superficie.
-Fijar con PFA 3.7% en PBS pH 7.2.

-Lavar 2 veces con 200 pl PBS pH7.2 350xG 5 min

-Permeabilizar y Bloquear

-Solucion saponina (Saponin #S7900 Sigma)0.2% y 1%SFB en PBS pH7.2 durante 20

min.
-Lavar 2 veces con 200 pl PBS pH7.2 350xG 5 min
-Anticuerpo primario

-Anticuerpo 4G2 (MARCA #CATALOGO) diluir en solucion saponina (Saponin
#S7900 Sigma)0.2% PBS pH 7.2

-Colocar 200 pl 1:1000 durante 1hora a 37°C.
-Lavar 2 veces con 200 pl PBS pH7.2 350xG 5 min
-Anticuerpo secundario

-Anticuerpo Alexa 488 (Goat anti-Mouse IgG (H+L) Superclonal™ Secondary
Antibody, Alexa Fluor 488) diluir en solucion saponina (Saponin #S7900 Sigma)0.2%
PBSpH 7.2

-Lavar 2 veces con 200 pl PBS pH7.2 350xG 5 min

-Analizar por citometria.
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Anexo 4.- Prueba de viabilidad celular en células infectadas utilizando la prueba
de MTT.

Objetivo

Determinar mediante el ensayo de MTT la viabilidad celular en porcentaje de las
células tratadas, mediante infeccidn contra el control de células no infectadas(MOCK
infected) y determinar la viabilidad del formato de cultivo y las condiciones de cultivo.

MTT

MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol )es una sal de
tetrazolio soluble en agua que produce un solucion amarillenta. Se basa en la reaccion
metabolica del (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa
en un compuesto coloreado de color azul (formazan) por escision del anillo de
tetrazolio por enzimas deshidrogenasas, permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Y asi evaluar la supervivencia y proliferacion

celular.

La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazéan producido.
Este formazan insoluble en agua se puede solubilizar usando isopropanol u otros
solventes y el material disuelto se mide por espectrofotometria produciendo
absorbancia como una funcion de concentracion de colorante convertido. La intensidad

se mide colorimétricamente a 570nm.

Procedimiento

Se preparan placas de cultivo de 96 pozos con células U937 diferenciadas a macréfagos
con el tratamiento PMA 160nM durante 48 horas (igual numero de células por pozo),

se mantienen durante 24 horas con medio sin PMA en condiciones estandar de cultivo.

Se infectan a MOI de 3 y se marcan para realizar el ensayo de MTT a 0, 48 y 96 horas,
de las condiciones MOCK, ZIKV, YFV y DENV.
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Cumplido el tiempo requerido se realiza la prueba de MTT.

Ensayo de MTT.
- Se pesan 5mg del reactivo para disolver en 1ml de PBS.

- Se agrega la decima parte del volumen de cultivo a cada pozo, 20 ul para pozos de

96.

-Se incuba durante 3-4 horas a 37°C.

-Se retira medio.

-Se colocan 100ul de DMSO por pozo.

-Se leen a 570nm.

Longitud de onda de fondo 630-690nm (sustitucion de fondo).

-Se grafican los resultados en porcentaje normalizados respecto al control.

74



Bibliografia.

Adibi, J.J., Zhao, Y., Cartus, A.R., Gupta, P., and Davidson, L.A. (2016). Placental
Mechanics in the Zika-Microcephaly Relationship. Cell Host Microbe 20, 9-11.

Alpert, S.G., Fergerson, J., and Noél, L.P. (2003). Intrauterine West Nile virus: ocular
and systemic findings. Am. J. Ophthalmol. 136, 733-735.

Bayer, A., Lennemann, N.J., Ouyang, Y.S., Bramley, J.C., Morosky, S., Marques,
E.T.D., Cherry, S., Sadovsky, Y., and Coyne, C.B. (2016). Type Il Interferons
Produced by Human Placental Trophoblasts Confer Protection against Zika Virus
Infection. Cell Host Microbe 19, 705-712.

Bell, T.M., Field, E.J., and Narang, H.K. (1971). ZIKA VIRUS INFECTION OF
CENTRAL NERVOUS SYSTEM OF MICE. Arch. Gesamte Virusforsch. 35, 183-.

Bentlin, M.R., de Barros Almeida, R.A.M., Coelho, K.I.R., Ribeiro, A.F., Siciliano,
M.M., Suzuki, A., and Fortaleza, C.M.C.B. (2011). Perinatal transmission of yellow
fever, Brazil, 2009. Emerg. Infect. Dis. 17, 1779-1780.

Boeuf, P., Drummer, H.E., Richards, J.S., Scoullar, M.J.L., and Beeson, J.G. (2016).
The global threat of Zika virus to pregnancy: epidemiology, clinical perspectives,
mechanisms, and impact. BMC Med. 14, 112.

Bollati, M., Alvarez, K., Assenberg, R., Baronti, C., Canard, B., Cook, S., Coutard, B.,
Decroly, E., de Lamballerie, X., Gould, E.A., et al. (2010). Structure and functionality

in flavivirus NS-proteins: perspectives for drug design. Antiviral Res. 87, 125-148.

Bulmer, J.N., and Johnson, P.M. (1984). Macrophage populations in the human

placenta and amniochorion. Clin. Exp. Immunol. 57, 393-403.

Calvet, G., Aguiar, R.S., Melo, A.S.O., Sampaio, S.A., de Filippis, I., Fabri, A., Araujo,
E.S.M., de Sequeira, P.C., de Mendonca, M.C.L., de Oliveira, L., et al. (2016).
Detection and sequencing of Zika virus from amniotic fluid of fetuses with

microcephaly in Brazil: a case study. Lancet Infect. Dis. 16, 653-660.

75



Cao, B., Diamond, M.S., and Mysorekar, 1.U. (2017). Maternal-Fetal Transmission of
Zika Virus: Routes and Signals for Infection. J. Interf. Cytokine Res. 37, 287-294.

Cauchemez, S., Besnard, M., Bompard, P., Dub, T., Guillemette-Artur, P., Eyrolle-
Guignot, D., Salje, H., Van Kerkhove, M.D., Abadie, V., Garel, C., et al. (2016).
Association between Zika virus and microcephaly in French Polynesia, 2013-15: a
retrospective study. Lancet 387, 2125-2132.

Chan, J.F.W., Choi, G.K.Y., Yip, C.C.Y., Cheng, V.C.C., and Yuen, K.-Y. (2016).
Zika fever and congenital Zika syndrome: An unexpected emerging arboviral disease.
J. Infect. 72, 507-524.

Cho, M.J., Thompson, D.P., Cramer, C.T., Vidmar, T.J., and Scieszka, J.F. (1989). The
Madin Darby canine kidney (MDCK) epithelial cell monolayer as a model cellular

transport barrier. Pharm. Res. 6, 71-77.

Conrad, K.P., and Benyo, D.F. (1997). Placental cytokines and the pathogenesis of
preeclampsia. Am. J. Reprod. Immunol. 37, 240-249.

Coyne, C.B., and Lazear, H.M. (2016). Zika virus - reigniting the TORCH. Nat. Rev.
Microbiol. 14, 707-715.

Cross, J.C. (1998). Formation of the placenta and extraembryonic membranes. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 857, 23-32.

D’Ortenzio, E., Matheron, S., and Yazdanpanah, Y. (2016). Evidence of Sexual
Transmission of Zika Virus. N. Engl. J. Med. 374, 2195-2198.

Dick, G.W.A., Kitchen, S.F., and Haddow, A.J. (1952). ZIKA VIRUS .1.
ISOLATIONS AND SEROLOGICAL SPECIFICITY. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
46, 509-520.

Dirlikov, E., Ryff, K.R., Torres-Aponte, J., Thomas, D.L., Perez-Padilla, J., Munoz-
Jordan, J., Caraballo, E. V, Garcia, M., Segarra, M.O., Malave, G., et al. (2016).
Update: Ongoing Zika Virus Transmission - Puerto Rico, November 1, 2015-April 14,
2016. Mmwr-Morbidity Mortal. WKkly. Rep. 65, 451-455.

76



Doran, K.S., Banerjee, A., Disson, O., and Lecuit, M. (2013). Concepts and
mechanisms: crossing host barriers. Cold Spring Harb. Perspect. Med. 3.

Earley, E., and Johnson, K.M. (1988). The lineage of the Vero, Vero 76 and its clone
C1008 in the United States. Vero Cells Orig. Prop. Biomed. Appl. Chiba Univ. Tokyo,
Japan 26-29.

Fajardo, A., Cristina, J., and Moreno, P. (2016). Emergence and Spreading Potential of
Zika Virus. Front. Microbiol. 7.

Faria, N.R., Azevedo, R.D.D., Kraemer, M.U.G., Souza, R., Cunha, M.S., Hill, S.C.,
Theze, J., Bonsall, M.B., Bowden, T.A., Rissanen, I., et al. (2016). Zika virus in the
Americas: Early epidemiological and genetic findings. Science (80-. ). 352, 345-349.

Faria, N.R., Kraemer, M.U.G., Hill, S.C., Jesus, J.G. de, Aguiar, R.S., lani, F.C.M.,
Xavier, J., Quick, J., Plessis, L. du, Dellicour, S., et al. (2018). Genomic and
epidemiological monitoring of yellow fever virus transmission potential. Science (80-
. ). eaat7115.

Fernandez-Garcia, M.-D., Mazzon, M., Jacobs, M., and Amara, A. (2009).
Pathogenesis of Flavivirus Infections: Using and Abusing the Host Cell. Cell Host
Microbe 5, 318-328.

Garcez, P.P., Loiola, E.C., Da Costa, R.M., Higa, L.M., Trindade, P., Delvecchio, R.,
Nascimento, J.M., Brindeiro, R., Tanuri, A., and Rehen, S.K. (2016). Zika virus
impairs growth in human neurospheres and brain organoids. Science (80-. ). 352, 816—
818.

Gentek, R., Molawi, K., and Sieweke, M.H. (2014). Tissue macrophage identity and

self-renewal. Immunol. Rev. 262, 56—-73.

Ghosh Roy, S., Sadigh, B., Datan, E., Lockshin, R.A., and Zakeri, Z. (2014).
Regulation of cell survival and death during Flavivirus infections. World J. Biol. Chem.
5, 93-105.

77



Gotuzzo, E., Yactayo, S., and Coérdova, E. (2013). Efficacy and duration of immunity
after yellow fever vaccination: systematic review on the need for a booster every 10
years. Am. J. Trop. Med. Hyg. 89, 434-444.

Gubler, D.J. (2002). The global emergence/resurgence of arboviral diseases as public
health problems. Arch. Med. Res. 33, 330-342.

Haddow, A.D., Schuh, A.J., Yasuda, C.Y ., Kasper, M.R., Heang, V., Huy, R., Guzman,
H., Tesh, R.B., and Weaver, S.C. (2012). Genetic Characterization of Zika Virus
Strains: Geographic Expansion of the Asian Lineage. PLoS Negl. Trop. Dis. 6.

He, Z., Chen, J., Zhu, X., An, S., Dong, X., Yu, J., Zhang, S., Wu, Y., Li, G., Zhang,
Y., et al. (2018). NLRP3 Inflammasome Activation Mediates Zika Virus—Associated
Inflammation. J. Infect. Dis. 217, 1942-1951.

Huang, Y.-J.S., Higgs, S., Horne, K.M., and Vanlandingham, D.L. (2014). Flavivirus-
mosquito interactions. Viruses 6, 4703—4730.

Jiang, H.F., Wang, W., Jiang, X., Zeng, W.B., Shen, Z.Z., Song, Y.G., Yang, H., Liu,
XJ., Dong, X., Zhou, J., et al. (2017). ORF7 of Varicella-Zoster Virus Is Required for
Viral Cytoplasmic Envelopment in Differentiated Neuronal Cells. J. Virol. 91.

Johnson, E.L., and Chakraborty, R. (2012). Placental Hofbauer cells limit HIV-1
replication and potentially offset mother to child transmission (MTCT) by induction of

immunoregulatory cytokines. Retrovirology 9, 101.

Johnson, E.L., Chu, H., Byrareddy, S.N., Spearman, P., and Chakraborty, R. (2015).
Placental Hofbauer cells assemble and sequester HIV-1 in tetraspanin-positive
compartments that are accessible to broadly neutralizing antibodies. J. Int. Aids Soc.
18.

Jones, C.J.P., and Fox, H. (1991). ULTRASTRUCTURE OF THE NORMAL
HUMAN PLACENTA. Electron Microsc. Rev. 4, 129-178.

Jurado, K.A., Simoni, M.K., Tang, Z., Uraki, R., Hwang, J., Householder, S., Wu, M.J.,
Lindenbach, B.D., Abrahams, V.M., Guller, S., et al. (2016). Zika virus productively

infects primary human placenta-specific macrophages. Jci Insight 1.

78



Kim, S.-M., and Kim, J.-S. (2017). A Review of Mechanisms of Implantation. Dev.
Reprod. 21, 351-359.

Klase, Z.A., Khakhina, S., Schneider, A.D., Callahan, M. V, Glasspool-Malone, J., and
Malone, R. (2016). Zika Fetal Neuropathogenesis: Etiology of a Viral Syndrome. PL0oS
Negl. Trop. Dis. 10.

Kloc, M. Macrophages.

Li, C., Xu, D,, Ye, Q., Hong, S., Jiang, Y.S., Liu, X.Y., Zhang, N., Shi, L., Qin, C.F.,
and Xu, Z.H. (2016). Zika Virus Disrupts Neural Progenitor Development and Leads
to Microcephaly in Mice. Cell Stem Cell 19, 120-126.

Litvoc, M.N., Novaes, C.T.G., Lopes, M.1.B.F., Litvoc, M.N., Novaes, C.T.G., and
Lopes, M.1.B.F. (2018). Yellow fever. Rev. Assoc. Med. Bras. 64, 106-113.

Liu, S., DelLalio, L.J., Isakson, B.E., and Wang, T.T. (2016). AXL-Mediated
Productive Infection of Human Endothelial Cells by Zika Virus. Circ. Res. 119, 1183—
1189.

MacDonald, B.T., Tamai, K., and He, X. (2009). Wnt/beta-catenin signaling:

components, mechanisms, and diseases. Dev. Cell 17, 9-26.

Machain-Williams, C., Raga, E., Baak-Baak, C.M., Kiem, S., Blitvich, B.J., and
Ramos, C. (2018). Maternal, Fetal, and Neonatal Outcomes in Pregnant Dengue
Patients in Mexico. Biomed Res. Int. 2018, 9643083.

Messina, J.P., Brady, O.J., Scott, T.W., Zou, C., Pigott, D.M., Duda, K.A., Bhatt, S.,
Katzelnick, L., Howes, R.E., Battle, K.E., et al. (2014). Global spread of dengue virus
types: mapping the 70 year history. Trends Microbiol. 22, 138-146.

Michlmayr, D., Andrade, P., Gonzalez, K., Balmaseda, A., and Harris, E. (2017).
CD14+CD16+ monocytes are the main target of Zika virus infection in peripheral
blood mononuclear cells in a paediatric study in Nicaragua. Nat. Microbiol. 2, 1462—
1470.

79



Miner, J.J., and Diamond, M.S. (2017). Zika Virus Pathogenesis and Tissue Tropism.
Cell Host Microbe 21, 134-142.

Miner, J.J., Cao, B., Govero, J., Smith, A.M., Fernandez, E., Cabrera, O.H., Garber,
C., Noll, M., Klein, R.S., Noguchi, K.K., et al. (2016). Zika Virus Infection during
Pregnancy in Mice Causes Placental Damage and Fetal Demise. Cell 165, 1080-1090.

Ming, G.-L., Tang, H., and Song, H. (2016). Advances in Zika Virus Research: Stem
Cell Models, Challenges, and Opportunities. Cell Stem Cell 19, 690-702.

Moore, C.A., Staples, J.E., Dobyns, W.B., Pessoa, A., Ventura, C. V, Da Fonseca, E.B.,
Ribeiro, E.M., Ventura, L.O., Neto, N.N., Arena, J.F., et al. (2017). Characterizing the
Pattern of Anomalies in Congenital Zika Syndrome for Pediatric Clinicians. Jama
Pediatr. 171, 288-295.

Mosso, C., Galvadn-Mendoza, I.J., Ludert, J.E., and del Angel, R.M. (2008). Endocytic
pathway followed by dengue virus to infect the mosquito cell line C6/36 HT. Virology
378, 193-199.

Murray, C.L., Jones, C.T., and Rice, C.M. (2008). Opinion - Architects of assembly:
roles of Flaviviridae non-structural proteins in virion morphogenesis. Nat. Rev.
Microbiol. 6, 699-708.

Mysorekar, 1.U., and Diamond, M.S. (2016). Modeling Zika Virus Infection in
Pregnancy. N. Engl. J. Med. 375, 481-484.

Nasidi, A., Monath, T.P., Vandenberg, J., Tomori, O., Calisher, C.H., Hurtgen, X.,
Munube, G.R.R., Sorungbe, A.O.O., Okafor, G.C., and Wali, S. (1993). YELLOW-
FEVER VACCINATION AND PREGNANCY - A 4-YEAR PROSPECTIVE-
STUDY. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 87, 337-339.

de Noronha, L., Zanluca, C., Azevedo, M.L. V, Luz, K.G., and dos Santos, C.N.D.
(2016). Zika virus damages the human placental barrier and presents marked fetal

neurotropism. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 111, 287—+.

Nugent, E.K., Nugent, A.K., Nugent, R., and Nugent, K. (2017). Zika Virus:
Epidemiology, Pathogenesis and Human Disease. Am. J. Med. Sci. 353, 466-473.

80



Oficina Regional para las Américas de la Organizacion Mundial de la Salud, 525
Twenty-third Street, N.W., Washington, D.C. 20037, U.S. of A., Tel.: +1 (202) 974-
3000 Fax: +1 (202) 974-3663, and © Pan American Health Organization. All rights
reserved. OPS/OMS - Inicio.

Owen, J.L., and Mohamadzadeh, M. (2013). Macrophages and chemokines as

mediators of angiogenesis. Front. Physiol. 4, 159.

PAHO, P.A.H.O. (2017). Regional Zika Epidemiological Update (Americas) August
25, 2017.

Paixao, E.S., Teixeira, M.G., Costa, M.D.N., and Rodrigues, L.C. (2016). Dengue
during pregnancy and adverse fetal outcomes: a systematic review and meta-analysis.
Lancet Infect. Dis. 16, 857-865.

Parameswaran, N., and Patial, S. (2010). Tumor necrosis factor-a. signaling in
macrophages. Crit. Rev. Eukaryot. Gene Expr. 20, 87-103.

Paules, C.1., and Fauci, A.S. (2017). Yellow Fever - Once Again on the Radar Screen
in the Americas. N. Engl. J. Med. 376, 1397-1399.

Puerta-Guardo, H., Mosso, C., Medina, F., Liprandi, F., Ludert, J.E., and del Angel,
R.M. (2010). Antibody-dependent enhancement of dengue virus infection in U937 cells
requires cholesterol-rich membrane microdomains. J. Gen. Virol. 91, 394-403.

Quicke, K.M., Bowen, J.R., Johnson, E.L., McDonald, C.E., Ma, H., O’Neal, J.T.,
Rajakumar, A., Wrammert, J., Rimawi, B.H., Pulendran, B., et al. (2016a). Zika Virus
Infects Human Placental Macrophages. Cell Host Microbe 20, 83-90.

Quicke, K.M., Bowen, J.R., Johnson, E.L., McDonald, C.E., Ma, H.L., O’Neal, J.T.,
Rajakumar, A., Wrammert, J., Rimawi, B.H., Pulendran, B., et al. (2016b). Zika Virus
Infects Human Placental Macrophages. Cell Host Microbe 20, 83—90.

Quicke, K.M., Bowen, J.R., Johnson, E.L., McDonald, C.E., Ma, H., O’Neal, J.T.,
Rajakumar, A., Wrammert, J., Rimawi, B.H., Pulendran, B., et al. (2016c¢). Zika Virus
Infects Human Placental Macrophages. Cell Host Microbe 20, 83—90.

81



Ribeiro, C.F., Lopes, V.G.S., Brasil, P., Pires, A.R.C., Rohloff, R., and Nogueira,
R.M.R. (2017). Dengue infection in pregnancy and its impact on the placenta. Int. J.
Infect. Dis. 55, 109-112.

Rios, F.J., Touyz, R.M., and Montezano, A.C. (2017). Isolation and Differentiation of
Human Macrophages. (Humana Press, New York, NY), pp. 311-320.

Robert, E., Vial, T., Schaefer, C., Arnon, J., and Reuvers, M. (1999). Exposure to

yellow fever vaccine in early pregnancy. Vaccine 17, 283-285.

Rodriguez-Cortés, Y.M., and Mendieta-Zeron, H. (2014). La placenta como 6rgano
endocrino compartido y su accion en el embarazo normoevolutivo. Med. e Investig. 2,
28-34.

Rossi, S.L., Tesh, R.B., Azar, S.R., Muruato, A.E., Hanley, K.A., Auguste, A.J.,
Langsjoen, R.M., Paessler, S., Vasilakis, N., and Weaver, S.C. (2016). Characterization
of a Novel Murine Model to Study Zika Virus. Am. J. Trop. Med. Hyg. 94, 1362—-13609.

Rothman, A.L. (2004). Dengue: defining protective versus pathologic immunity. J.
Clin. Invest. 113, 946-951.

SABIN, A.B. (1952). Research on dengue during World War 1. Am. J. Trop. Med.
Hyg. 1, 30-50.

Schwartz, D.A. (2017a). Viral infection, proliferation, and hyperplasia of Hofbauer
cells and absence of inflammation characterize the placental pathology of fetuses with
congenital Zika virus infection. Arch. Gynecol. Obstet. 295, 1361-1368.

Schwartz, D.A. (2017b). Viral infection, proliferation, and hyperplasia of Hofbauer
cells and absence of inflammation characterize the placental pathology of fetuses with
congenital Zika virus infection. Arch. Gynecol. Obstet. 295, 1361-1368.

Schwartz, D.A., Sungkarat, S., Shaffer, N., Laosakkitiboran, J., Supapol, W.,
Charoenpanich, P., Chuangsuwanich, T., and Mastro, T.D. (2000). Placental
Abnormalities Associated with Human Immunodeficiency Virus Type 1 Infection and
Perinatal Transmission in Bangkok, Thailand. J. Infect. Dis. 182, 1652—-1657.

82



Sica, A., and Bronte, V. (2007). Altered macrophage differentiation and immune
dysfunction in tumor development. J. Clin. Invest. 117, 1155-1166.

Simoni, M.K., Jurado, K.A., Abrahams, V.M., Fikrig, E., and Guller, S. (2017). Zika
virus infection of Hofbauer cells. Am. J. Reprod. Immunol. 77.

Smith, H.H., and Theiler, M. (1937). THE ADAPTATION OF UNMODIFIED
STRAINS OF YELLOW FEVER VIRUS TO CULTIVATION IN VITRO. J. Exp.
Med. 65, 801-808.

Srinivasan, B., Kolli, A.R., Esch, M.B., Abaci, H.E., Shuler, M.L., and Hickman, J.J.
(2015). TEER measurement techniques for in vitro barrier model systems. J. Lab.
Autom. 20, 107-126.

Staun-Ram, E., and Shalev, E. (2005). Human trophoblast function during the
implantation process. Reprod. Biol. Endocrinol. 3, 56.

Tabata, T., Petitt, M., Puerta-Guardo, H., Michlmayr, D., Wang, C., Fang-Hoover, J.,
Harris, E., and Pereira, L. (2016). Zika Virus Targets Different Primary Human
Placental Cells, Suggesting Two Routes for Vertical Transmission. Cell Host Microbe
20, 155-166.

Thompson, M.R., Kaminski, J.J., Kurt-Jones, E.A., and Fitzgerald, K.A. (2011).
Pattern Recognition Receptors and the Innate Immune Response to Viral Infection.
Viruses 3, 920-940.

Wang, W., Li, G., De, W., Luo, Z., Pan, P., Tian, M., Wang, Y., Xiao, F., Li, A., Wu,
K., et al. (2018). Zika virus infection induces host inflammatory responses by
facilitating NLRP3 inflammasome assembly and interleukin-1 secretion. Nat.

Commun. 9.

WHO- World Health Organization (2017). RESPUESTA MUNDIAL PARA EL
CONTROL DE VECTORES 2017-2030. 57.

Xiong, Y.-Q., Mo, Y., Shi, T.-L., Zhu, L., and Chen, Q. (2017). Dengue virus infection
during pregnancy increased the risk of adverse fetal outcomes? An updated meta-
analysis. J. Clin. Virol. 94, 42-49.

83



Yasumura, Y., and Kawakita, Y. (1963). A line of cells derived from African green
monkey kidney. Nippon Rinsho 21, 1209-1210.

Zhou, Y., Fisher, S.J., Janatpour, M., Genbacev, O., Dejana, E., Wheelock, M., and
Damsky, C.H. (1997). Human cytotrophoblasts adopt a vascular phenotype as they
differentiate. A strategy for successful endovascular invasion? J. Clin. Invest. 99,
2139-2151.

84



