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Resumen

El dengue es una amenaza que se esta expandiendo mundialmente y es causada por la infeccion
con el virus del dengue (DENV) del cual ain no existe un tratamiento especifico o una vacuna
efectiva y segura. Los anticuerpos (Abs) producidos por las células plasmaticas (CPs) estan
involucrados en la proteccion del hospedero pero también en la inmunopatologia del dengue
severo. Esto Ultimo se ha asociado a la generacion de Abs no-neutralizantes en una primer
infeccion y que pueden facilitar una segunda infeccion heter6loga. Aunado a esto, se ha
reportado una aparicion rapida y masiva de CPs en pacientes con dengue durante la etapa aguda
de la infeccion, sin embargo esta respuesta no ha sido bien caracterizada debido a la dificultad
de estudiar los mecanismos basicos de su generacion en humanos. Por esto, quisimos estudiar
la dindmica de la generacion de las CPs en un modelo de infeccion cutanea con DENV en
ratones inmunocompetentes y estudiar algunas de las caracteristicas de los Abs producidos por
estas células. Mediante una cinética post-inoculacion (p.i.) detectamos que los nimeros de CPs
incrementaron significativamente en los ganglios linfaticos drenantes (DLNSs) con el pico de la
respuesta al dia 10 p.i. con DENV y una disminucion significativa al dia 14. Las CPs IgG*
aparecieron a partir del dia 7 y dominaron la respuesta. En contraste, la respuesta de CPs IgM™
fue mas répida pero los numeros fueron significativamente menores. La intensidad de la
respuesta fue significativamente mayor con el DENV comparado con los ratones inoculados con
el virus inactivado (iDENV). Interesantemente, demostramos una respuesta similar hacia la
proteina E y prM por ELISPOT, y esto es relevante ya que una gran parte de los Abs no-
neutralizantes descritos en humanos estan dirigidos a la proteina prM. In situ observamos que
las CPs se distribuyeron en los cordones medulares y en zonas adyacentes a los centros
germinales (GCs), sugiriendo tanto un origen extrafolicular como folicular. Encontramos CPs
proliferantes (Ki-67") tan pronto como 3d p.i. y estas células estaban en diferentes fases activas
del ciclo celular. Observamos la aparicion progresiva de Abs IgG de alta afinidad DENV-
especificos con capacidad neutralizante in vitro apoyando ain mas la participacion de respuestas
de GC. Importantemente, demostramos que en este modelo se generan Abs IgG de reaccién
cruzada ya que una alta proporcion de ellos reconocieron al virus del Zika (ZIKV).
Consideramos que nuestras observaciones contribuyen a una mejor comprension de la biologia

in vivo de la respuesta inmune humoral desencadenada por la infeccion cutanea con el DENV.



Abstract

Dengue is a worldwide expanding threat caused by dengue virus (DENV) infection. To date, no
specific treatment or effective vaccine is available. Antibodies (Abs) produced by plasma cells
(PCs) might be involved concomitantly in protection and severe dengue immunopathology. The
latter has been associated with the production of non-neutralizing Abs during a primary infection
and these Abs might have the capacity of enhancing a secondary heterologous infection.
Although a massive appearance of PCs has been reported in patients during acute DENV
infection, this response has been poorly characterized due to the difficulty to study basic PC
generation mechanisms in humans. Therefore, we studied the PC dynamics following cutaneous
dengue virus infection in immune-competent mice and analyzed some characteristics of the Abs
produced by these cells. We found that PC numbers increased significantly in the skin-draining
lymph node (DLN), peaking at day 10 and abruptly decreasing by day 14 after DENV
inoculation. Class-switched 1gG+ PCs appeared from day 7 and dominated the response. In
contrast, IgM+ PCs response was more rapid but the numbers were significantly lower
compared to IgG+ PCs. The intensity of the response was significantly higher with DENV
compared to the inoculation of inactivated DENV (iDENV). Interestingly, we demonstrated a
similar PC response to E and prM proteins by ELISPOT, and this is relevant because a
substantial part of non-neutralizing Abs in humans is directed to prM. In situ characterization
showed that PCs were distributed in the medullary cords and in close proximity to germinal
centers (GCs), suggesting both an extrafollicular and a GC origin. Proliferating PCs (Ki-67+)
were found as early as 3-day p.i., and in-depth analysis showed that these PCs were in active
phases of cell cycle during the kinetic. Finally, we found a progressive appearance of high-
affinity neutralizing DENV-specific 1gG further supporting GC involvement. Of note, these
antibodies seem to be highly cross-reactive, as a large proportion recognizes Zika virus (ZIKV).
We consider that this study contributes to the understanding of the in vivo biology of the humoral

immune response to cutaneous DENV infection.



1. INTRODUCCION

Marco Tedrico

Dengue

El dengue es una enfermedad viral transmitida por el piquete de mosquitos hembra del género
Aedes, principalmente por A. aegypti y A. albopictus. Estos mosquitos también son los
transmisores de los virus del Zika, Chikungunya y de la fiebre amarilla, entre otros. La
enfermedad es comudn en paises con climas tropicales y subtropicales donde los vectores
encuentran las condiciones de temperatura, humedad y altura 6ptimas para su propagacion y
permanencia (1). Por esto, hasta el 40% de la poblacion mundial esté en riesgo de contagio con
estimaciones de hasta 96 millones de casos clinicos cada afio (2). Alrededor del 2% de las
hospitalizaciones culminan con la muerte del paciente y cuando el manejo hospitalario no es el
adecuado o en casos de enfermedad severa la tasa de mortalidad puede alcanzar hasta el 20%
(1).

Se conocen 4 serotipos del virus del dengue (DENV1-4) que comparten una homologia
gendmica de alrededor del 65% (3). La infeccion con cualquiera de ellos puede desencadenar
una infeccion sintomatica con una amplia variedad de formas clinicas desde Fiebre por dengue
(DF) hasta dengue severo (SD). Los sintomas de la DF incluyen: fiebre alta (~40°C) que dura
de 2 a 10 dias y se acompafia de dos o mas manifestaciones clinicas como dolor de cabeza
intenso, dolor retro-ocular, dolor muscular y articular, nauseas, vomito, agrandamiento de
ganglios linfaticos y sarpullido. Algunos pacientes desarrollan SD, anteriormente conocido
como fiebre hemorragica por dengue (DHF), que es potencialmente mortal, ya que puede
culminar en sindrome de choque por dengue (DSS). En estos casos severos las manifestaciones
generalmente son hemorragias en encias, en otras mucosas y en cavidades, extravasacion de

plasma, dificultad respiratoria, acumulacion de liquidos y falla organica (1,4).

Se ha documentado a partir de datos epidemioldgicos que la enfermedad severa es mas frecuente
en infecciones secundarias heterdlogas. (4,5). Si bien este fendmeno puede deberse a diferentes
factores como la edad del paciente, o el intervalo entre infecciones; algunas hipdtesis como el
aumento de la virulencia de algunas variantes del virus, el serotipo o la susceptibilidad genética

por parte del hospedero también son aceptadas, aunque esto no se ha podido demostrar
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formalmente y tampoco se ha estudiado con suficiente detalle, (6,7). Una de las hipotesis
principales planteada desde hace varias décadas es que la respuesta inmune de memoria que se
ha generado durante la primera infeccion podria estar involucrada en la patologia de la segunda
infeccion, ya sea por una respuesta de tipo celular y/o de tipo humoral (anticuerpos). Esta Gltima
fue recientemente demostrada por Katzelnick et al. en 2017 donde estudiaron a una cohorte
extensa de pacientes en Nicaragua (n=8002) por un tiempo prolongado (12 afios) y encontraron
que la severidad del dengue en infecciones secundarias estd asociada directamente con los
niveles de anticuerpos preexistentes, aunque no se realizaron analisis cualitativos de estos

anticuerpos, por ejemplo, los epitopos del virus que son reconocidos por el hospedero (8).

Hasta ahora no hay un tratamiento especifico ni vacunas seguras para esta enfermedad y se
proporcionan al paciente tratamiento de soporte como la fluidoterapia y control de los sintomas
mas severos gque puedan presentarse. Debido al papel cada vez méas evidente de la respuesta
inmune en la patogénesis y severidad del dengue, es necesario estudiar con més detalle la
respuesta inmune desencadenada en infecciones primarias y secundarias para un disefio mas

racional de farmacos y prospectos vacunales.

Virus del Dengue (DENV)

El DENV es un flavivirus de la familia Flaviviridae, es un virus envuelto, con genoma de ARN
de cadena sencilla y polaridad positiva (SSRNA). Existen cuatro serotipos del DENV que
comparten ~65% de homologia a nivel de nucle6tidos. Su genoma es de alrededor de 11,000
nucleotidos que se traducen en una poliproteina que es procesada en tres proteinas estructurales:
proteina de la capside (C), precursora de membrana (prM) y proteinas de envoltura (E) vy siete
proteinas no estructurales (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (3,9,10).

El virus ingresa a las células hospederas por endocitosis mediada por receptor a través de la
proteina E que se encuentra presente en todos los flavivirus (11). En infecciones secundarias,
anticuerpos preexistentes no neutralizantes pueden reconocer al DENV a través de las regiones
0 epitopos comunes y conservados entre los 4 serotipos ocasionando la entrada del virus en
células con receptores FcyR, y a este proceso se le ha denominado facilitamiento de la infeccion
mediado por anticuerpos (ADE, antibody-dependent enhancement) que se describira

detalladamente mas adelante.



Durante la endocitosis mediada por receptor, la proteina E sufre cambios conformacionales
debido al pH acido de los endosomas promoviendo la fusién del virus con la membrana
endosomal. EI material genético escapa al citoplasma y se inicia la traduccion y replicacion del
genoma viral en el reticulo endoplasmico (ER). EI ARN viral se asocia a la proteina C y se
acopla con las proteinas E y prM en membranas derivadas del ER formandose asi las particulas
virales completas pero inmaduras. Estos viriones inmaduros son transportados a través de la via
secretoria desde el ER (12-14). Cuando el virién alcanza la region trans-Golgi, proteasas furinas
-codificadas por el genoma del hospedero- escinden la proteina prM y se forman dos porciones:

la proteina de membrana (M) y el péptido Pr, dando lugar al viridn maduro infectivo (15,16).

El ER de las células hospederas -donde ocurre la traduccion y replicacion viral- sufre rearreglos
y se expande durante la infeccion. Se ha observado que el DENV puede hacer frente al estrés
que se genera en el ER durante este proceso infeccioso. Esto lo logra con la activacion de la
respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, unfolded protein response) a través de las proteinas
NS4A principalmente y también por NS2B/3. Esto reduce la muerte por apoptosis de la célula

hospedera durante la replicacion viral (17,18).

Las particulas virales maduras contienen proteinas E plegadas en estructuras alargadas tipo
“varillas” de forma antiparalela, que forman 90 homodimeros antiparalelos y que estan
organizados en 30 balsas (rafts), y cada balsa esta compuesta por 3 dimeros -en total hay 180
proteinas E por particula viral- (19). La proteina E estd compuesta por 3 ectodominios
estructural y funcionalmente diferentes llamados EDI, 11 y 11l. EDI posee una estructura B-barril
de 8 hebras y se localiza en el centro del mondémero paralelo a la membrana viral (20). EI EDII
contiene un asa de fusion (FL, fusion loop) hidrofdbica rica en glicina, muy conservada entre
flavivirus. EI EDIIl es un dominio de B-barril de tipo Inmunoglobulina (Ig) y muestra
variabilidad entre los diferentes serotipos, ademas se ha demostrado que interactta con diversos
receptores celulares (21). EI dominio 111 esta formado por una secuencia continua unida al EDI
mientras que los dominios EDI y el EDII son discontinuos y se conectan por 4 péptidos de union
y forman la “bisagra” EDI/EDII (22). Durante la reorganizacion conformacional de la superficie
viral -inducida por el pH &cido endosomal-, el EDII reorienta a la proteina E forméndose un
trimero paralelo pero vertical a la membrana viral exponiéndose asi el FL hacia afuera para
iniciar el proceso de fusion con la membrana endosomal (16). Esta reorientacion podria ocurrir

también durante el transito del virus al medio extracelular, sin embargo, la proteina prM
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interacciona con la proteina E en el FL previniendo una fusion prematura del virus con la
membrana del ER (12). Como se mencioné anteriormente, la porcion Pr es escindida por la
proteasa furina durante el transito en la red del Golgi, y permanece unida a la proteina E hasta
que el virus es secretado (23). Una vez en el medio extracelular, el pH neutro estabiliza a los
dimeros E y se promueve la disociacion de la porcion Pr (24,25). Es importante mencionar que
el proceso de maduracion de las particulas virales no es completamente eficiente. Algunos
estudios en lineas celulares de mamiferos (BHK-21 o Vero) o de mosquitos (C6/36) infectados
con DENV, muestran un porcentaje alto (~50%) de particulas virales secretadas inmaduras
(26,27). Si bien no se ha estudiado a profundidad la proporcion de particulas virales inmaduras
secretadas durante infecciones en humanos, la deteccion de titulos altos de anticuerpos contra
la proteina prM en infecciones primarias y secundarias en suero de pacientes (28) sugiere que
el proceso de maduracion del virus tampoco es completamente eficiente en humanos. Se ha
propuesto que estas particulas inmaduras estan fuertemente asociadas al proceso de ADE
(28,29), aunque no son las unicas como se describird con més detalle.

Respuesta de anticuerpos contra DENV

Al igual que con otras infecciones virales, la respuesta inmune adaptativa tiene un papel
fundamental en la defensa contra el DENV. Sin embargo, la respuesta de Abs contra dengue es
muy compleja, tanto que puede ser benéfica o incluso perjudicial para el hospedero. Los 4
serotipos del DENV contienen epitopos -0 determinantes antigénicos- que son reconocidos por
nuestro sistema inmune incluyendo los Abs. Estos epitopos pueden ser Unicos de cada serotipo
o0 algunos son compartidos con los demas. Asi, pacientes recuperados de infecciones primarias
con DENV desarrollan respuestas robustas de Abs que pueden proteger parcial y
transitoriamente contra los 4 serotipos e incluso con otros flavivirus (reaccion cruzada). Sin
embargo, se ha observado que estos anticuerpos previenen solamente la reinfeccion con el
mismo serotipo (homo6logo) mientras que los individuos son aln susceptibles a infecciones

secundarias con un serotipo heter6logo (5,30).

Respecto a la cinética de estos anticuerpos generados en infecciones naturales con DENV, se ha
observado que los anticuerpos de clase IgM DENV-especificos aparecen tras 4-5 dias del inicio

de la fiebre y se han detectado hasta 3 meses después. Por otra parte, los anticuerpos de clase



IlgG DENV-especificos aparecen alrededor de una semana después del inicio de la fiebre y
alcanzan su pico después de varias semanas. Si bien los titulos de Abs IgG disminuyen con el
paso del tiempo, se puede detectar persistencia de titulos bajos, varias décadas despues de la
infeccion. Esta respuesta de Abs es diferente en infecciones secundarias y esto es porque los
anticuerpos se pueden producir -ademas de la activacion de linfocitos B virgenes- también a
partir de linfocitos B de memoria que se generaron de una infeccion primaria. Esto ocasiona una
aparicion mas rapida de Abs 1IgG DENV-especificos en el suero de los pacientes -incluso uno o
dos dias después del inicio de los sintomas. Ademas, los titulos en suero de IgG DENV-
especificos son més altos comparados a los de infecciones primarias. La respuesta de Abs IgM
en infecciones secundarias son méas variables o incluso indetectables pero este fendmeno adn

no se comprende completamente (31-33).

Los anticuerpos principales que se generan durante las infecciones con DENV reconocen
principalmente a las proteinas estructurales mas expuestas de las particulas virales, las proteinas
E y prM. Interesantemente, la proteina NS1 es secretada por las células infectadas por lo que
también un blanco del sistema inmune (34-37). Los anticuerpos que reconocen a la proteina E
han sido estudiados de manera importante ya que este antigeno se encuentra en la superficie de
las particulas virales maduras infectivas y es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes
(38-40). Avances recientes han permitido estudiar con mas detalle a estos anticuerpos
neutralizantes en humanos y ahora sabemos que reconocen principalmente a la region EDIII, o
a epitopos cuaternarios que se forman cuando dimeros de proteina E (EDE, E Dimer Epitope)
se empaquetan en la superficie del virion y también aquellos que reconocen a la region de
bisagra entre EDI y EDII (29,38-40). Contrario a esto, los anticuerpos que reconocen a la region
FL en el EDII y a la proteina prM tienen poca capacidad neutralizante y pueden favorecer la
infeccion viral in vitro, por lo que se les ha llamado anticuerpos “facilitadores” (29,38,41-44).
Ademas, se ha demostrado in vitro que todos los anticuerpos dirigidos contra cualquiera de los
dominios de la proteina E pueden incrementar el indice de infeccion en concentraciones sub-
neutralizantes (29,45) .

Incremento de la infeccion dependiente de Abs: ADE

Diversos estudios epidemioldgicos en diferentes partes del mundo han documentado que los

individuos expuestos a infecciones secundarias con DENV tienen mayores probabilidades de



manifestar la enfermedad severa comparados con pacientes en infecciones primarias(6,7,46) .
Si bien hay diversos factores que pueden contribuir a esto, desde hace varias décadas se sugirid
que este fenomeno estaba ligado a la respuesta inmune que se genera en el hospedero, por
ejemplo la hipdtesis del ADE que sugiere que algunos Abs generados ante una infeccién
primaria, de reaccion cruzada, son capaces de reconocer al serotipo heterélogo de una infeccion
secundaria. Estos anticuerpos son ineficientes para neutralizar a los viriones, pero pueden
facilitar el proceso de infeccion. Por definicion, estos Abs serian de memoria, originados durante
la primera infeccion, los cuales habrian experimentado cambio de clase (es decir, a 1gG).
Durante la Gltima década se ha demostrado la existencia de estos anticuerpos facilitadores y
algunas de sus caracteristicas. Se ha documentado que una gran proporcion de estos anticuerpos
no neutralizantes estan dirigidos contra la proteina prM y son de clase 1gG (38). Es importante
mencionar que estos Abs anti-prM se generan en la gran mayoria de pacientes con infecciones
primarias -similar a los Abs anti-E-, pueden facilitar la infeccion viral in vitro y ademés en
infecciones secundarias sus concentraciones en suero son aun mayores practicamente
dominando la respuesta de Abs (29,38,45).

Respecto al mecanismo del facilitamiento de la infeccion, estos Abs promoverian la entrada de
particulas inmaduras mediante el reconocimiento del serotipo heter6logo formando complejos
inmunes infecciosos que son capaces de ingresar virtualmente en cualquier célula que exprese
receptores de la porcion Fc de los Abs IgG (receptores Fc gamma, FcyR), como los monocitos,
macrofagos y células dendriticas (DCs). Asi, las particulas virales inmaduras completarian su
proceso de maduracion en el microambiente de los endosomas y durante su transito en la via
endocitica -aunque los detalles del mecanismo son un campo poco explorado al momento-, y de

esta manera se amplificaria la frecuencia de células infectadas (28,38,43).

Ademas de los Abs facilitadores anti-prM, también se han descrito Abs dirigidos contra la
proteina E que son capaces de facilitar la infeccion. Se ha mostrado que estos Abs reconocen a
la region FL del EDII, mientras que los Abs neutralizantes esta dirigidos contra el EDIII -como
se menciond anteriormente-. Aunado a esto, Abs dirigidos a epitopos cuaternarios de la proteina
E que se exponen en particulas virales inmaduras también pueden facilitar la entrada de

particulas que no son infectivas por si mismas, promoviéndose la infeccion (43,47).



Sin embargo, en concentraciones sub-neutralizantes, todos los anticuerpos dirigidos contra la
proteina E podrian ser potencialmente “facilitadores”. Si bien el fendbmeno de ADE ha sido
apoyado teorica- y experimentalmente (in vitro), esto se demostrd recientemente en una extensa
cohorte de pacientes pediatricos con dengue en Nicaragua (n= 8002) que tuvieron un
seguimiento prolongado (12 afios) y encontraron que la severidad del dengue en infecciones
secundarias esta asociada directamente con los niveles de anticuerpos heter6logos preexistentes
(8). La importancia de estudiar la respuesta de Abs en dengue (y las enfermedades ocasionadas
por otros flavivirus relacionados como el virus del Zika, ZIKV) ha tomado aun mas importancia
con la salida de Dengvaxia, una vacuna de virus atenuado y tetravalente desarrollado por Sanofi
Pasteur y que al ser aplicada en sujetos seronegativos para DENV ha incrementado el riesgo de
la enfermedad severa y la hospitalizacion comparado con sujetos no vacunados (48,49). Asi, la
vacuna parece incrementar la severidad a una infeccion subsecuente en pacientes seronegativos.
Por lo cual, la OMS ahora recomienda que la vacuna sea aplicada s6lo a sujetos que hayan
atravesado previamente por una infeccion natural con DENV (50).

Células plasmaticas y su origen

Las CPs representan el altimo estadio de diferenciacion de los linfocitos B y su funcion basica
primordial es la sintesis y secrecion de Abs (51). Dependiendo del tipo de reaccién donde se
indujo el proceso de diferenciacion, las CPs pueden agruparse en dos categorias generales: CPs
de reaccién folicular (de GCs) y extrafoliculares. En ambos casos, para que la respuesta inmune
humoral se inicie, se requiere que los linfocitos B entren en contacto con su antigeno a través
de su inmunoglobulina de membrana denominada receptor de células B (BCR, B-cell receptor)
dando lugar a un estado activado de linfocitos B proliferantes. El encuentro de los linfocitos B
con los antigenos ocurre primordialmente en tejidos linfoides secundarios y/o periféricos (SLOs,
secondary lymphoid organs) entre ellos los ganglios linfaticos (LNs), el bazo o las Placas de
Peyer (PPs). Los SLOs son sitios especializados donde se filtran fluidos corporales -como la
linfa, sangre y fluidos de mucosas-, y se capturan y exponen antigenos “extranos” promoviendo
el encuentro con los linfocitos B ya que se mantiene el ingreso y flujo constante de linfocitos
circulantes sanguineos (52-55).



Las CPs derivadas de reacciones foliculares se generan a partir de los GCs que toman lugar en
los SLOs dentro de estructuras microanatomicas llamadas foliculos donde los componentes
celulares principales son linfocitos B virgenes. Después del reconocimiento especifico del
antigeno por el BCR, los linfocitos B (ahora activados) llevaran a cabo una expansion clonal.
La formacién del centro germinal se inicia cuando los linfocitos B2 (o foliculares) proliferan y
Ilevan a cabo hipermutacion somética (SHM) en las regiones variables de los genes de sus Abs,
entre otros procesos. En estos foliculos que contienen linfocitos B que han entrado en reaccién
de GC se observan dos compartimentos bien definidos histologicamente, la zona clara y la zona
oscura, rodeadas por un manto de linfocitos B virgenes. La zona oscura esta proxima al area de
linfocitos T y es donde se encuentra la mayor densidad de linfocitos B grandes proliferantes
conocidos como centroblastos los cuales estan experimentando SHM. En el extremo opuesto se
encuentra la zona clara, donde la densidad de linfocitos B es menor debido a que es un sitio con
menos proliferacion y se observa una red amplia de células estromales Ilamadas células
dendriticas foliculares (FDCs). Los linfocitos B de la zona clara -también llamados centrocitos-
son pequefios y compiten por el Ag presente en las FDCs. Los centrocitos cuyos BCR mutados
“nuevos” reconozcan con alta afinidad al Ag tendran mayor probabilidad de internalizar,
procesar y presentar estos antigenos a una poblacion de linfocitos T altamente especializados
que se encuentran dentro de los GCs denominados linfocitos T cooperadores foliculares (Tfh) y
proveeran a estos linfocitos B de sefiales de coestimulacion y sobrevivencia como CD40L, IL-
21, IL-4 y CXCL13 (seleccidn positiva) (55-61). Los GCs son sitios altamente dinamicos, y el
movimiento de los linfocitos B depende de gradientes de quimiocinas, CXCL12 y CXCL13;y
la expresion regulada de sus receptores CXCR4 y CXCR5 sobre centroblastos y centrocitos
respectivamente. Asi, los linfocitos B de GCs pueden llevar a cabo varias rondas de SHM y de
seleccidn por los linfocitos Tth con la posibilidad de que las mutaciones en sus BCR ocasionen
una mejora en la afinidad por el antigeno, a este proceso se le ha denominado maduracion de
la afinidad. Aquellos linfocitos B de GC cuyos BCRs dejen de reconocer al antigeno o que su
afinidad baja no les permita competir con la de otras clonas, no seran “seleccionados” por los
linfocitos Tfth, moriran por apoptosis, y seran eliminados por una poblacion de macréfagos
(TBMs, Tingible body macrophages) que se encuentran dentro de los GCs. Los linfocitos B

seleccionados por los linfocitos Tfh podran diferenciarse a CPs secretoras de anticuerpos o a



linfocitos B de memoria (MBC, memory B cells) y estos ultimos podrén diferenciarse
rdpidamente a CPs ante un segundo encuentro antigénico (53,58,62,63).

Asi, los GCs son la base de la inmunidad humoral dependiente de linfocitos T y su funcién
primaria es generar CPs secretoras de Abs de alta afinidad y generar MBCs que proporcionaran
una proteccion inmune sostenida y una respuesta rapida e inmediata ante encuentros
subsecuentes con el mismo antigeno (memoria inmunoldgica) (53). Los GCs dan lugar a CPs
de larga vida y muchas de ellas migran a otros nichos como la médula 6sea (MO) donde
permaneceran por varios meses 0 hasta afios secretando anticuerpos. No se sabe aun a detalle
qué factores determinan si una CP sera de vida larga o corta. Aunque es bien aceptado que las
CPs derivadas de respuestas extrafoliculares son de vida corta, algunos estudios sugieren que
también pueden dar lugar a CPs de vida larga. En ambos tipos de respuesta las CPs migran a
nichos dentro del SLO como los cordones medulares de los LNs donde reciben factores de
sobrevivencia de células estromales y DCs. Sin embargo, muchas CPs son de vida corta y
mueren por apoptosis durante la contraccion de la respuesta, aunque las caracteristicas que

condicionan su vida transitoria son aun desconocidas (52,53,55,64-66).

Otra caracteristica de los GCs es la diversificacion de las funciones de los Abs mediante el
proceso de cambio de clase (CSR, class-switch recombination). EI CSR es un proceso de
recombinacion genética donde se remplaza el gen de la region constante de la cadena pesada de
los Abs (Cr) por otro gen Cn, generando el cambio de clase de IgM (C,) a cualquiera de las
otras clases -IgG, IgE o IgA. Tanto el CSR y la SHM requieren de la actividad de la enzima
Deaminasa de citidina inducida por activacion (AID), la cual se expresa predominantemente en
la zona oscura de los GCs (67—-70). Por esto, se creia que el CSR era un proceso llevado a cabo
dentro de los GCs, sin embargo, se demostro recientemente que el CSR ocurre principalmente
antes de la formacién de los GCs, afuera de los foliculos entre la zona de linfocitos Ty B (borde

T-B) y ocurre de manera muy infrecuente en los linfocitos B de GC (71).

Cada vez es mas evidente que las reacciones extrafoliculares también aportan a la respuesta de
Abs que han hecho cambio de clase; sin embargo, es importante mencionar que estas respuestas
han sido menos estudiadas, aungue es bien sabida su importancia ya que las CPs son generadas
mas rapidamente que aquellas de reacciones foliculares y conceden una proteccion durante fases

agudas de infeccidn (55,72).



Las respuestas extrafoliculares son aquellas donde la activacion y diferenciacion de los
linfocitos B no involucran la formacion de GCs. Se conocen al menos dos subpoblaciones de
linfocitos B (linfocitos B1 y linfocitos B de la zona marginal del bazo, MZBCs) que llevan a
cabo estrictamente respuestas extrafoliculares y que han sido estudiadas mas extensamente en
ratones, sin embargo, existen subpoblaciones similares en humanos. Sus respuestas son de tipo
“innato” ya que parecen ser independientes de la ayuda de los linfocitos T y su diferenciacion
ocurre muy rapido (1-2 dias) después del encuentro con el Ag. Los linfocitos B1 se localizan
principalmente en cavidades como el peritoneo y la pleura, sus BCRs pueden reconocer
carbohidratos y lipidos, y contribuyen a la secrecion de los llamados “Abs IgM naturales” y
también de clase IgA generalmente de baja afinidad, cuya produccion puede ser independiente
de la inmunizacion y diversos estudios sugieren que esta respuesta esta determinada por la
microbiota (73,74). Sin embargo, estas dos poblaciones no estan presentes o s6lo en proporcion
muy baja (MZBCs y B1 respectivamente) en ganglios linfaticos donde también existen
respuestas extrafoliculares. Se sabe que los linfocitos B2 también dan lugar a CPs rapidamente
en reacciones extrafoliculares. Este proceso se inicia una vez que los linfocitos B son activados
por el reconocimiento del Ag, sin embargo, en lugar de migrar al interior del foliculo y comenzar
la reaccién de centro germinal, estos linfocitos B activados proliferan y se diferencian
rapidamente a CPs en focos extrafoliculares. Estas respuestas extrafoliculares pueden ser
dependientes o independientes de la cooperacion de los linfocitos T. Respecto a los Abs que se
generan a partir de las reacciones extrafoliculares, ahora sabemos que no solamente se generan
CPs secretoras de IgM sino también puede llevar a cabo CSR por ejemplo a 1gG e IgA
(53,55,72). Este CSR es dependiente de la expresion de la enzima AID que se menciond
anteriormente y se ha demostrado que su expresion puede inducirse mediante la sinergia de la
sefializacion del BCR y la de receptores innatos como los TLRs que pueden reconocer por
ejemplo ARN viral (mediante TLR7) provocando el cambio de clase a 1gG (75). Sin embargo,
las cantidades de AID que se inducen no son suficientes para que se lleve a cabo SHM ni
maduracion de la afinidad, aunado a un nicho desfavorable para estos procesos comparado con
el de los GCs (53,76).

Al final, las respuestas extrafoliculares daran lugar rapidamente a CPs productoras de
anticuerpos generalmente de baja afinidad (comparado con aquellas derivadas de GCs), que han

experimentado 0 no cambio de clase y principalmente de vida corta, aunque algunos estudios
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sugieren la produccién de CPs de vida larga e incluso de MBCs provenientes de estas reacciones
(55,77-79). Sin embargo, como se menciond anteriormente, se desconocen adn los mecanismos

celulares y moleculares que regulan la generacién y funcion de estas respuestas.

Las CPs generadas tanto en reacciones foliculares como extrafoliculares tienen un fenotipo muy
similar lo que ha dificultado el estudio de la magnitud de cada respuesta ante diferentes
situaciones de exposicion antigénica e infecciosas. Las CPs pueden ser detectadas y estudiadas
en el tejido donde se generaron, en circulacién e incluso en los tejidos a donde pudieron haber
migrado. Una de las principales proteinas que nos permiten eso es CD138, que se encuentra en
la membrana de las CPs y puede ser detectado mediante el marcaje con anticuerpos, ya sea por
técnicas de andlisis unicelular como la citometria de flujo o en cortes de tejido por inmuno-
histoquimica/fluorescencia (80). También se puede realizar el marcaje de la clase de Ab que
estd produciendo (por ejemplo, Abs anti-IgM o 1gG) al cuél sera especifico sélo para uno de
ellos. Durante el proceso de diferenciacion, las CPs aun pueden proliferar y/o encontrarse en
circulacién y durante este estadio han sido llamados plasmablastos (PBs). La mayoria de los
estudios de CPs no evaltan el estado ni capacidad proliferativa de estas células asi que al
expresar marcadores de CPs simplemente son llamadas células secretoras de Abs (ASCs,
antibody-secreting cells) o CPs. En este trabajo seran llamadas CPs y en algunos casos

especificos se hara la distincion con los PBs.
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Figura 1. El origen de las células plasmaticas. Esquema representativo de las subpoblaciones de linfocitos B que
al activarse pueden llevar a cabo reacciones foliculares o extrafoliculares para dar lugar a la generacion de CPs
productoras de Abs y también a linfocitos B de memoria. La informacién de los mecanismos se detalla en el

apartado anterior.
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Antecedentes directos

Generacion de CPs en infecciones con DENV

A pesar del importante papel de los Abs no solamente en la proteccion del hospedero sino
también en la patogénesis del dengue -como se describié anteriormente-, las respuestas de las

CPsy su dinamica de generacién durante la infeccién no han sido bien caracterizadas.

En la ultima década se ha descrito que en etapas agudas de la infeccion con DENV hay una
aparicion rapida y masiva de plasmablastos circulantes que llegan a representar hasta el 80%
del compartimento de los linfocitos B CD19+ circulantes de los pacientes (81-84). Ademas, se
encontrd que la infeccion con DENV desencadena una respuesta de PBs significativamente
mayor comparado por ejemplo con sujetos gque recibieron la vacuna de la influenza o de la fiebre
amarilla (2-3% del total de linfocitos B CD19+ circulantes) (81). Los Abs producidos por la
mayoria de estos PBs son de clase 1gG y de reaccién cruzada contra serotipos heter6logos del
DENV, ademas esta respuesta exacerbada parece ser independiente de la severidad de la
enfermedad (DF o SD). La evidencia también sugiere que el DENV es capaz de activar
policlonalmente a los linfocitos B, es decir que reconocen a otros Ags, como el virus de la polio,
ya que hubo un incremento significativo de Abs reactivos a este virus entre los dias 15y 25 del
inicio de la fiebre comparado con sujetos control. Ademas, los nimeros de PBs y CPs fueron
mayores en pacientes con infecciones secundarias comparado con infecciones primarias, lo cual
sugiere una reactivacion de los linfocitos B de memoria que se generaron en la primer infeccién
(82).

Es generalmente aceptado que las CPs que han hecho cambio de clase son generadas
principalmente en los GCs, sin embargo ahora sabemos que una parte importante de esta
respuesta también podrian generarse en reacciones extrafoliculares (55,85). A pesar de que el
DENV desencadena una respuesta exacerbada de CPs en humanos, aln se desconoce con detalle
el origen de estas células. Un estudio de 2016 por Godoy-Lozano et al. sugiere que los Abs
generados en infecciones agudas provienen de reacciones independientes de los GCs, es decir
de la activacién y diferenciacion de los linfocitos B a PBs en procesos extrafoliculares y que la
respuesta es seguida por CPs provenientes de GCs (86). Esto se basa en el hallazgo de tasas
bajas de hipermutacion somatica en los genes de Abs durante la etapa aguda de la infeccion en

humanos. Sin embargo, se requieren mas estudios para demostrar formalmente el sitio donde se
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generan las CPs dengue y esto es una tarea complicada en humanos y se requiere el uso de

modelos animales para completar la informacion.

Debido a la relevancia de los Abs en dengue y que ademas este virus desencadena una respuesta
exacerbada de las CPs productoras de estos Abs, es de suma importancia estudiar y comprender
la naturaleza de esta respuesta, y particularmente para el desarrollo de vacunas que sean seguras

para los humanos.
Infeccion en ratones inmunocompetentes

Los modelos de infeccion en animales se han desarrollado con el fin de estudiar los mecanismos
detras de estas patologias y han sido de suma importancia para entender la patogénesis, la
respuesta inmune, la evaluacion preclinica de vacunas, farmacos, entre otros. Respecto al
dengue, el modelo animal en el cual pueden reproducirse ciertas caracteristicas de la infeccién
es en ratones inmunodeficientes y por eso es ampliamente usado (87). Sin embargo, este modelo
podria no ser el mas indicado para evaluar de manera precisa la respuesta inmune contra el
DENV ya que hay deficiencias de sefializacion de interleucinas que son importantes para un
correcto establecimiento de la respuesta lo que incluso lleva a la muerte del ratén (88,89). Se
han realizado diversos estudios en ratones inmunocompetentes, pero, debido a que estos no son
hospederos naturales, se han usado dosis altas de virus y por rutas diferentes a la piel para poder
mantener la replicacion viral y que se reproduzcan diversos signos de la enfermedad (90-93).

En nuestro grupo de trabajo se ha propuesto y estudiado la infeccidn cutanea con dosis bajas del
DENYV en ratones BALBC/c inmunocompetentes. Mediante la inoculacion intradérmica de 6 x
10* PFU -que se aproxima a lo que se ha calculado que los mosquitos inoculan en sus hospederos
en la naturaleza- se ha reportado una infeccion activa y la presencia de Ags virales dentro de los
ganglios linfaticos drenantes (DLNs). Ademas, se induce una respuesta robusta de linfocitos B
con la formacion de numerosos GCs y linfocitos B de centro germinal especificos tanto para la
proteina E como para la proteina prM (94). En contraste con la rapida y fuerte respuesta de

linfocitos B, las respuestas de linfocitos T estan casi ausentes en este modelo (95).

Sin embargo, en este modelo las respuestas de CPs ni la dindmica con la que se generan han
sido estudiadas, por lo que se quiere conocer si existe alguna relacién entre la infeccion con el
DENV vy la induccion de esta respuesta. Conocer la respuesta de las CPs ayudara a entender los

mecanismos iniciales en la produccion de Abs durante la infeccion con el DENV v si el virus
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desencadena alguna respuesta particular que pueda ser potencialmente favorable para el
establecimiento de la infeccion.
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2. JUSTIFICACION

Durante la infeccion aguda con DENV se induce un gran nimero de CPs en humanos. Los Abs
que estas células producen no sélo participan en la proteccion del huésped sino se han visto
implicados en la enfermedad severa. Sin embargo, las bases celulares de la respuesta inmune
humoral inducida por el DENV estan muy poco estudiadas. Por ello en este trabajo se estudio
la dindmica en la generacion de las CPs durante la infeccion cutanea con DENV en un modelo

murino inmuno-competente.

3. HIPOTESIS

La inoculacién cutanea con DENV en ratones inmunocompetentes inducira la generacién de
CPs especificas para el virus y serdn principalmente células con cambio de clase de Ab

relacionados con memoria inmunoldgica (1gG).
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4.0BJETIVOS

General

Estudiar in vivo e in situ la dindmica de la generacion (o no) y funcion de las CPs de los ganglios
linfaticos drenantes ante la inoculacion cutanea con DENV, y evaluar su especificidad hacia el

DENV y dos Ags virales (proteinas E y prM).

Especificos
1. Determinar en una cinética post-inoculacion cutanea con DENV los porcentajes y
nameros totales de CPs en los ganglios linfaticos drenantes (DLNS).

2. Analizar la distribucion in situ de las CPs (CD138+, Igs+) post-inoculacion cutanea con
DENV.

3. Analizar si durante la infeccion con DENV las CPs generadas han hecho cambio de clase

de anticuerpo; evaluando la expresion de IgM e IgG intracelular.
4. Evaluar la especificidad de las CPs contra el DENV y contra sus proteinas E y prM.

5. Analizar la capacidad de proliferacion y el transito de las CPs por las diferentes fases del

ciclo celular y evaluar la tasa de apoptosis.

6. Analizar si las CPs generadas llevan a cabo maduracion de la afinidad de sus anticuerpos.
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5. MATERIALES Y METODOS

Ratones e inmunizaciones

Ratones BALB/c machos adultos (6-8 semanas) libres de patdgenos fueron obtenidos del
bioterio del CINVESTAV-IPN y fueron inoculados via intradérmica (i.d.) en la region inguinal
con 6 x 10* PFU de DENV2 con un re-estimulo al dia 7. Los ratones control fueron inoculados
con la misma dosis de DENV inactivado con luz UV (iDENV) o con solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS) estéril y libre de endotoxinas, bajo el mismo esquema de inmunizacion. Todos
los experimentos fueron realizados en cumplimiento de la NOM-062-Z0O0-1999, que contiene
los lineamientos para el cuidado de animales de experimentacion del CINVESTAV-IPN. Se
Ilevaron a cabo cuatro experimentos independientes con dos ratones por grupo experimental y
por tiempo de estudio (dias 3, 7, 10, 14 y 21 post- inoculacion), a menos que se indique de otra
manera. En algunos experimentos se inocul6 a los ratones con el antigeno modelo DNP-KLH

(20ug) precipitado en Alum como control positivo de induccion de Abs de alta afinidad.

Preparacion de los stock virales (DENV2 y ZIKV)

Los stock de DENV2 y ZIKV fueron obtenidos mediante la infeccidn de la linea celular C6/36
de mosquito o de la linea celular Vero, respectivamente, infectadas con extractos de cerebro de
ratones neonatos infectados. Las células C6/36 o Vero fueron cultivadas en medio EMEM
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Gibco), anfotericina B, penicilina,
estreptomicina, piruvato, vitaminas y L-glutamina, a 34°C en botellas de cultivo de 75 cm?
(Corning). La infeccion se realizo cuando se alcanzd 95% de confluencia. Después de 48h de
infeccion, las células infectadas se recuperaron junto con el medio de cultivo celular y con un
homogeneizador Dounce se homogenizaron con 10 golpes. Posteriormente se centrifugd a
10,000 rpm a 4°C, durante 5 minutos. El sobrenadante se mezclé con polietilenglicol (PEG) en
una proporcion de 10 ml de PEG (PEG al 40 % en Cloruro de sodio 2M) por cada 40 mL de
medio, y se dejo la mezcla a 4°C toda la noche. Después de esto, la mezcla se centrifugd a 10,000
rpm por 60 minutos a 4°C. La pastilla resultante se resuspendi6é en una proporcién 1/15 del
volumen original con amortiguador GNTE (Tris 50 mM, glicina 200 mM, NaCl 100 mM, EDTA
1mM). Nuevamente la mezcla se homogenizo con otros 5 golpes y finalmente se hicieron

alicuotas de 100 pL del sobrenadante que contiene al virus y se almacend a -70°C.

18



La cuantificacion de los viriones infectivos se realizd mediante la técnica estandar de formacion
de placas en células Vero, como ha sido descrito (96). El titulo se determiné como unidades

formadoras de placa (PFU)/ml.

Produccion de las proteinas virales recombinantes

Cultivos de cepas de Escherichia coli BL21 transformadas con el plasmido pGEX-4T para la
expresion de las proteinas E (97) a partir de la secuencia del DENV2 se indujeron para la
expresion de las proteinas mediante el estimulo con 1 mM de isopropil tiogalactopirandsido
(IPTG). Se produjeron cuerpos de inclusién y las proteinas de fusidn se purificaron a partir de
geles preparativos SDS-PAGE al 10%, como ha sido descrito (98). La concentracidn del producto
recombinante se determiné mediante lecturas a 280 nm de longitud de onda en NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific). En el caso de la proteina prM (DENV2 cepa Nueva Guinea) se clond
en el plasmido pPROEX HTa. La secuencia de la proteina prM se amplificé por PCR a partir de
los iniciadores: (forward) 5’ (Hindlll) ccggaattcttccatttaaccacacgt and 3’ (Xhol)
aagcggccgcaatgtcattgaagg (backward) 5’. El plasmido y el producto de PCR fueron digeridos
enzimaticamente con Hindlll y Xhol, purificados y unidos a los sitios de restriccién del vector
parental mencionado. El plasmido resultante se nombré como pPROEX/prM vy codifica para la
proteina completa prM seguida de una cola de histidinas. Este pldsmido recombinante se
purificé con un “kit” (Qiagen Inc., Chatsworth, CA) a partir de la cepa JIM109 de E. coli. Las
construcciones se verificaron por secuenciacién automatizada. Finalmente, la expresién de la
proteina recombinante se demostro por la presencia de una proteina con el peso molecular

estimado (25 kDa).

Microscopia de inmunofluorescencia in situ

Los DLNs se obtuvieron a diferentes tiempos post-inoculacion y se congelaron en medio de
congelamiento (Leica) con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C hasta su uso. Se
realizaron criocortes de ~5 um de grosor y se montaron en portaobjetos electroestaticamente
cargados con poli-L-lisina, se fijaron en acetona fria por 20 min, se dejaron secar
completamente a temperatura ambiente (TA) y se almacenaron a -20°C. Para su uso, las

laminillas con los cortes fueron rehidratadas en solucion de lavado (PBS 1X con saponina al
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0.5% y azida de sodio al 0.01%), se bloquearon con BSA al 1% en PBS 1Xy se incubaron por 1h
a RT con los anticuerpos primarios o con anticuerpos conjugados a fluorocromos (ver Tabla 1
para detalles de los anticuerpos usados). Se realizaron dos lavados con solucion amortiguadora
de lavado y se incubaron los anticuerpos secundarios por 1h a TA. Se hicieron 3 lavados con la
misma solucién y se realizd el montaje de las laminillas con medio de montaje anti-
decoloracién (antifade mounting medium, ProLong Gold; Invitrogen). Las imagenes fueron
adquiridas con un escaner de laminillas de alta resolucidn Zeiss Axio Scan.Z1 (Zeiss, Germany)
usando un objetivo 20X y se analizaron con el software Zen 3.0 Blue edition (Carl Zeiss

Microscopy, Germany).

Citometria de flujo y analisis del ciclo celular

A partir de los DLNs obtenidos a diferentes tiempos post-inoculacién, se generaron
suspensiones unicelulares por disrupcion mecanica y fueron pasadas a través de coladores
celulares de 70 um. A excepcidn del andlisis de ciclo celular, las suspensiones celulares fueron
tefiidas con el colorante de viabilidad Fixable Viability Dye eFluor 450 (eBioscience) para excluir
del analisis a las células muertas. Las suspensiones celulares fueron bloqueadas con el reactivo
Bloqueador Universal (Power Block, BioGenex) para reducir la unidn inespecifica. Después se
incubaron con los anticuerpos anti-ratdon relevantes para detectar moléculas de membrana
(Tabla 1) por 25 min a 4°C. Posterior se realizaron 2 lavados con Soluciéon de FACS (BSA 1% y
NaN3 0.01% en PBS 1X) y se realizé un tratamiento con el kit BD Cytofix/Cytoperm (San Jose,
USA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante para realizar una permeabilizacién de la
membrana celular. Las suspensiones celulares permeabilizadas fueron incubadas con Abs anti-
IgM FITC y anti-IgG APC o anti-Caspasa 3 activa FITC. Para el andlisis del ciclo celular, después
del marcaje de membrana se realizd un tratamiento de las suspensiones celulares con el kit
“Foxp3/Transcription Factor Fixation/Permeabilization” (eBioscience) para la deteccion
intracelular/intranuclear de Ki-67. Después de dos lavados, las suspensiones celulares fueron
incubadas 10 min con el colorante fluorescente de ADN Hoechst 33258 (Polysciences).
Finalmente se hizo una fijacion con paraformaldehido al 1% (Sigma-Aldrich) y se realizo la
lectura en el citometro de flujo CytoFLEX LX usando el software CytExpert (Beckman Coulter).

Los datos fueron analizados mediante el software FlowJo vX.0.7 (Ashland, OR).
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Tabla 1. Anticuerpos y colorantes utilizados para los ensayos de inmunofluorescencia in
situ y para citometria de flujo

Reactividad Isotipo Clona Conjugado Casa comercial Uso
Active . )
Conejo 1gG C92-605 FITC BD Pharmingen CF/IF
Caspase-3
CD4 Rata [gG2b,kx = RM4-4 PE BioLegend IF
CD4 Rata IgG2b, k  GK1.5 APC eBioscience IF
CD138 Chivo IgG Policlonal  Purificado R&D Systems IF
CD138 Rata IgG2a,x  281-2 PE BD Pharmingen CF
) ) Jackson
IgG Chivo Burro 19gG Policlonal  Alexa Fluor 488 IF
Immunoresearch
IgG Chivo Burro IgG Policlonal ~ Alexa Fluor 555  Invitrogen IF
Brilliant  Violet :
IgD Rata [gG2a, x  11-26c.2a o BioLegend IF
Chivo IgG ) o
lgG Policlonal ~ APC eBioscience IF/CF
F(ab")2
IgM Chivo IgG Policlonal  FITC Southern Biotech  IF/CF
Ki-67 Conejo IgG Policlonal  Purificado Abcam IF
Ki-67 Mouse IgGl,x  B56 Alexa Fluor 488  BD Pharmingen CF
Ly-6G/Ly-6C  RataIgG2b,x  RB6-8C5 PerCP BioLegend CF
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Jackson

IgG Conejo Burro 1gG Policlonal  Cy3 IF
Immunoresearch
Estreptavidina PE-Texas Red BD Pharmingen CF
Hoechst _
Polysciences CF
33258
Fixable o
o eFluor 450 eBioscience CF
Viability Dye

Ensayos de ELISPOT

Para determinar la especificidad de las CPs contra el DENV2y las proteinas prM y E en el pico
de la respuesta, se cubrieron las placas de ELISPOT (MultiScreen, Millipore) con 5 x 10°
PFU/pozo de DENV2 completo o 5 pg/ml pozo de proteinas recombinante E o prM en un
volumen de50 pl/pozo diluidos en solucion amortiguadora de fosfatos (Na.COs 0.015 M
NaHCO3 0.035 M en H20 destilada) y se incubaron a 4°C durante toda la noche. Después de
dos lavados con PBS 1X, se realiz6 un bloqueo con BSA al 1% en PBS 1X por 1 h a 37°C. Se
obtuvieron suspensiones celulares de DLNs al dia 10 p.i como se detall6 anteriormente y se
afadieron 3.5 x 10° células viables/pozo por duplicado. Las células fueron incubadas por 5 h a
37°C. Posteriormente se realizaron tres lavados con PBST (Tween-20 al 0.05% en PBS 1X) y
se afiadieron diluciones dptimas de anticuerpos de deteccion conjugados a fosfatasa alcalina
(anti-lgM-AP o anti-lgG-AP; Southern Biotech) incubando durante toda la noche a 4°C. Se
realizaron tres lavados con PBS-T y un ultimo con s6lo PBS 1X. Posteriormente se visualizo la
reaccion de la fosfatasa alcalina afiadiendo el sustrato Sigma Fast BCIP/NBT (Sigma Aldrich).
Los puntos revelados fueron contados usando el lector automatico AID ELISPOT Reader
System (Autoimmune Diagnostika). Los datos se presentan como Unidades Formadoras de
Puntos (UFP) ya sea de IgM o 1gG por DLN (UFP/DLN).
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Ensayos de ELISA de afinidad y evaluacion de reaccion cruzada

Para evaluar la maduracion de la afinidad de los Abs IgG producidos en la cinéticay la reaccion
cruzada contra el ZIKV se colectaron los sueros de los ratones en las diferentes condiciones
experimentales mediante puncidn cardiaca de ratones bajo anestesia terminal y se almacenaron
a -20°C hasta su uso. Las placas de 96 pozos (E.I.A./R.ILA. immunoplates, Costar 3590) se
cubrieron con 5 x 10° PFU/pozo de DENV2 completo o con 1 pg/ml de DNP-KLH diluidos en
solucion amortiguadora de carbonatos (Na>COz 0.015 M NaHCOs 0.035 M, pH 9.4) toda la noche
a 4°C en céamara himeda. Después de 3 lavados con PBS-T, se bloquearon los sitios
inespecificos con Blogueador Universal (Power Block, BioGenex) y se evaluaron dos diluciones
seriadas de los sueros por duplicado durante 2 h a 37°C para evaluar a los Abs tanto en presencia
como en ausencia de urea 7M, es decir en dos grupos diferentes. Después de tres lavados, se
afiadio urea 7M o PBS-T a cada grupo por 10 min a temperatura ambiente. Después de dos
lavados con PBS-T, las placas se incubaron con diluciones 6ptimas de Ab secundario anti-ratén
IgG acoplado a peroxidasa de rabano (anti-lgG/HRP, Vector P1-2000-1). La reaccién fue
revelada con la adicion del sustrato ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid) diammonium salt, Sigma-Aldrich) por 30 min a 37°C.

Para la evaluacion de la reaccion cruzada, las placas de 96 pozos se recubrieron toda la noche a
4°C con 2.5 x 10° PFU de DENV2 o ZIKV completos, o con 3 pg/ml de proteina recombinante
RBD de virus SARS-CoV-2 como control negativo. El procedimiento se continu6 como se

menciond arriba para evaluar a los Abs IgG en suero, pero sin la adicién de urea 7M.

Para la evaluacion de ambos procedimientos, se midid la absorbancia a 405 nm en un lector de
placas de ELISA. Las densidades opticas (DO) fueron graficadas obteniéndose curvas de
dilucién para cada muestra evaluada. El indice de avidez/afinidad fue calculado dividiendo el

titulo relativo cuando se afiadio la urea entre el titulo relativo sin el tratamiento de urea (99,100).

Ensayo de neutralizacion viral por citometria de flujo

Para evaluar la capacidad de neutralizacion de los Abs generados en el modelo, los sueros de
ratones infectados con DENV2 (dia 28 p.i.) y de ratones inoculados con DNP-KLH (control
negativo) se inactivaron por calor; incubandolos a 56°C por 30 min en bafio maria. Se realizaron

diluciones seriadas en 50 pul de medio RPMI suplementado con 2% (vol./vol.) de FBS y 1X de
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antibioticos. EI DENV2 se afiadio a una MOI de 2.5 a cada dilucion de suero y se incubaron por
1 h a 37°C. Las mezclas de suero-virus fueron usadas para infectar 2.5 x 10* células Vero en
placas de 96 pozos en un volumen final de 100 pl por 2 h en triplicados. Los complejos fueron
removidos y se lavaron las placas con PBS 1X para inmediatamente restablecer las placas con
medio de cultivo fresco suplementado RPMI y se incubaron las células por 24 h a 37°C.
Finalmente, las células fueron tratadas para el marcaje intracelular con el kit BD
Cytofix/Cytoperm para su analisis por citometria de flujo como se mencion0 anteriormente. Las
células fueron marcadas usando un anticuerpo pan-flavivirus 4G2 (anti-Flavivirus E protein,
MAB10216, Sigma-Aldrich) por 30 min seguido por el anticuerpo secundario anti-raton 1gG
Cy3 (A10521; Life Technologies) por 30 min. El porcentaje de células infectadas fue
determinado mediante citometria de flujo y se definié como el porcentaje de células positivas
para 4G2 (101,102).

Ensayo de neutralizacion por reduccién de placa

Se cultivaron células Vero en placas de 24 pozos por triplicado hasta alcanzar 80-90% de
confluencia. Enseguida se realizaron diluciones seriadas (1:20, 1:40 y 1:80) de suero de ratones
al dia 28 p.i. con DENV2 o con DNP-KLH (como control negativo) en un volumen de 50 ul de
medio RPMI con 2% de FBS (vol./vol.) y 1X de antibi6ticos. Se afiadieron 50 PFU de DENV?2
en un volumen de 50 pl a cada dilucién de suero y se incubaron por 1 h a 37°C. Los complejos
de suero-virus se usaron para infectar a las células Vero en placas de 24 pozos en un volumen
final de 100 pl por 2 h en triplicados. Las células fueron cubiertas con DMEM que contenia
metilcelulosa y se mantuvieron por 4 dias a 37°C. Se removieron las cubiertas con lavados
gentiles, se fijaron las placas con metanol al 80%, y se bloquearon las monocapas con leche al
5% en PBS 1X. Después de dos pasos de lavado, se incubaron las placas con el Ab de ratdn
anti-Flavivirus 4G2 a una dilucién 1:2000 por 1 h. Después de dos lavados se incub6 el Ab
secundario anti-raton 1gG (H+L) acoplado a HRP (G-21040, Invitrogen) 1:2000 y se incub6 por
1 h. Para revelar, se lavaron las placas y se afiadid el sustrato de peroxidasa True Blue™.

Finalmente, se contd el nimero de placas con ayuda de un microscopio estereoscopico.

Andlisis estadistico

Los valores expresados en las diferentes graficas representan el promedio + el error medio
estandar (SEM). La significancia estadistica fue calculada usando el software GraphPad Prism
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v.8.0.2 (San Diego, CA) empleando anélisis de varianza de una via o de dos vias (ANOVA)
segun se indique en los pies de figura y se aplicd la prueba de comparacion mdaltiple de
Bonferroni. También se usé la prueba U de Mann-Whitney cuando se comparo a los grupos de

DENV vs iDENV en los ensayos de ELISPOT. Los valores de P < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

Singletes === Poblacion celular === Célulasvivas === CPs o

Analisis de:
CPs porcentajes y nimeros
=+ CPslgM+/IgG+
CPs Ki67+
Ciclo celular (G0/G1/S/G2-
M)

FSC-H

—————Colorante Viabilidad =" CD138 —

CPs

Analisis de :
=+ CPs Sub GO (Apop.)
CPs Caspasa-3 activa+

"cpis

Figura 2. Estrategia general de andlisis de los datos de citometria de flujo para estudiar a la poblacién de
células plasmaticas. Los graficos de puntos muestran la secuencia usada para identificar a la poblacién de CPs
(CD138+Ly6C+) en los ganglios linfaticos drenantes (DLNSs) y en el bazo. Para el andlisis de apoptosis, las CPs
fueron seleccionadas de la poblacion total mientras que para los demas anélisis se tomaron las CPs viables usando
un colorante fluorescente de viabilidad.
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6. RESULTADOS

La inoculacién cutanea del DENV induce una respuesta robusta de CPs en los ganglios

linfaticos drenantes (DLNSs)

Se ha reportado en este modelo que la inoculacion cutanea del DENV induce un incremento en
el tamarfio de los DLNs, y dentro de ellos una respuesta fuerte de linfocitos B con la formacién
de grandes GCs (94,95). Para evaluar si el DENV desencadena una respuesta de CPs y su
magnitud, analizamos los niUmeros y porcentajes de CPs de los DLNs mediante una cinética a
los dias 3, 7, 10, 14 y 21 post-inoculacion (Figura 3A). Evaluamos por citometria de flujo a
aquellas células positivas para CD138, que esta bien reportado como marcador de CPs,
concomitante con la molécula Ly6c que se ha reportado en CPs de raton (80). La infeccion con
DENV desencadend un incremento significativo en los nimeros y porcentajes de CPs desde el
dia 3 p.i., con el pico de respuesta al dia 10 (~49533 células/DLN) para posteriormente mostrar
una disminucion significativa y progresiva al dia 14 (~4356 células/DLN) (Figura 3B,C).
Interesantemente, el DENV inactivado (iDENV), -el cual contiene todos los antigenos virales
estructurales, pero es incapaz de infectar y replicarse-, también indujo una respuesta de CPs pero
lo hizo de manera retardada y en una magnitud significativamente menor (~17893 células/DLN

en el pico de la respuesta) comparado con el virus activo (Figura 3B,C).
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Figura 3. Cinética de la generacion de CPs en los ganglios linfaticos drenantes (DLNs) de ratones
inmunocompetentes post-inoculacion cutanea con DENV. (A) Diagramas representativos de citometria durante
la cinética mostrando los porcentajes de CPs (CD138+Ly6c+) con las diferentes condiciones. Los valores
representan los porcentajes a partir de células vivas. Porcentajes (B) y nimeros absolutos (C) de CPs a los dias 3,
7,10, 14y 21 p.i.. Los resultados representan el promedio = SEM de al menos 4 experimentos independientes con
dos ratones por grupo y por cada tiempo. Los datos fueron analizados estadisticamente con ANOVA de dos vias
seguida de la prueba de Bonferroni. *P<0.05, *xP<0.01, **xP<0.001, y ***xP<0.0001.

Para evaluar la distribucion de las CPs en los DLNs y confirmar los resultados obtenidos por
citometria de flujo, evaluamos in situ la presencia de las CPs (CD138+) a los dias 7, 10, 14y 21
p.i. mediante criocortes y marcajes por inmunofluorescencia (Figura 4A). Para poder visualizar
los diferentes compartimentos de los DLNSs, realizamos marcajes con anti-CD4 para identificar
la zona de linfocitos T y con anti-IgD y el marcador de proliferacion Ki-67 para identificar los
foliculos de linfocitos B y los GCs, respectivamente. Al dia 7 p.i. con DENV, observamos que
las CPs CD138+ estaban distribuidas principalmente en la médula de los DLNs. Este patron de
distribucion se mantuvo al dia 10, sin embargo, al dia 14 la presencia de las CPs fue muy escasa
confirmando los resultados observados por citometria de flujo. Respecto al grupo inoculado con
iIDENV, las CPs CD138+ estuvieron también localizadas principalmente en los cordones
medulares, pero de nuevo se demostro que la respuesta que se desencadend es menor comparada
con el DENV (Figura 4A).

Para evaluar si se induce una respuesta de CPs en un 6rgano linfoide secundario de respuesta
sistémica, se obtuvo el bazo de los ratones durante la cinética post-inoculacion y se realizaron
suspensiones celulares para analizar los nimeros y porcentajes de las CPs. No se detectd ningun
cambio en ninguno de los tiempos comparando con el grupo control de PBS (Figura 4B).

Estos resultados muestran que la inoculacién intradérmica de dosis relativamente bajas de
DENYV induce una generacién robusta y significativa de CPs en los DLNs de ratones inmuno-

competentes, pero no en un organo de respuesta inmunologica sistémica.
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Figura 4. Analisis in situ de las CPs CD138+ en los ganglios linfaticos drenantes (DLNs) de ratones
inmunocompetentes durante la cinética post-inoculaciéon cutdnea con DENV. (A) Criocortes de los DLNs
marcados con anticuerpos para CD138 (verde), CD4 (azul) para identificar la zona T, IgD (blanco) para resaltar
los foliculos de linfocitos B y Ki-67 (rojo). Los GCs son Ki-67+ dentro de areas IgD negativas. La médula esta
representada con la linea amarilla sélida. El panel superior representa el grupo inoculado con DENV vy el inferior
con iDENV, mientras que en el extremo izquierdo se muestra un DLN representativo de un ratdn control. La barra
de escala representa 200 um. Analisis por citometria de flujo del porcentaje (B) y ndmeros absolutos (C) de CPs
(CD138+Ly6c+) en el bazo de ratones durante la cinética. Los resultados de citometria representan el promedio +
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SEM de al menos 4 experimentos independientes con dos ratones por grupo y por tiempo y de histologia de dos
experimentos independientes con 4 ratones por grupo y tiempo.

Las CPs con cambio de clase a IgG dominan la respuesta ante la inoculacién cutanea con
DENV

Para determinar si las CPs que se estan generando en nuestro modelo han hecho cambio de clase
de Ab, analizamos la expresion de IgM e IgG en la poblacion de CPs CD138+Ly6C+ en los
DLNs por citometria de flujo (Figura 5A). Asi, pudimos cuantificar a la poblaciones de CPs
IgM+ e IgG+ durante la cinética post-inoculacién y encontramos que las CPs IgM+
incrementaron rapidamente desde el dia 3 con un pico maximo al dia 10 p.i. (Figura 5B). Por
otro lado, las CPs IgG+ incrementaron a partir del dia 7 p.i. y su pico maximo fue también al
dia 10, sin embargo, el nimero de CPs IgG+ dobl6 al nimero de CPs IgM+ en el pico de la
respuesta (~34983 vs ~14406, # células/DLN) (Figura 5C). EI iDENV indujo una cinética con
un comportamiento similar al DENV, pero la magnitud de la respuesta fue significativamente
menor para ambas clases de Abs (Figura 5B,C). Las CPs IgG+ en el grupo PBS estan casi
ausentes como se ha reportado previamente en ganglios linfaticos periféricos de ratones en
estado basal (103).
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Figura 5. La respuesta de CPs inducidas por el DENV estd dominada por células que han hecho cambio de
clase a 1gG. Se analiz6 a las CPs mediante marcajes intracelulares de Abs IgM e IgG por citometria de flujo a
partir de los DLNs durante la cinética. (A) Diagramas de contorno representativos de las CPs (CD138+Ly6c+) IgM
vs 1gG al dia 7 p.i.. Los numeros representan los porcentajes de CPs IgM o IgG. Numeros absolutos de CPs IgM+
(B) e IgG+ (C) a los diferentes tiempos post-inoculacién. (D) Criocortes de los DLNs de ratones inoculados con
DENV (panel izquierdo), iDENV (panel derecho), o PBS (panel inferior) mostrando la distribucion de las células
gue expresan IgM (verde, izquierda) o IgG (rojo, derecha). La zona de los GCs y la médula estan indicados con
lineas blancas y lineas punteadas amarillas, respectivamente. La barra de escala representa 200 pum. Los resultados
de citometria representan el promedio + SEM de al menos 4 experimentos independientes con dos ratones por
grupo y por tiempo y de histologia de dos experimentos independientes con 4 ratones por grupo y tiempo. Los
datos fueron analizados estadisticamente con ANOVA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni. xP<0.05,
#xP<0.01, ***P<0.001. Los asteriscos arriba de la linea de DENV (rojo) representan la diferencia estadistica vs
iDENV, y los asteriscos debajo de la linea de iDENV (azul) representa la diferencia estadistica vs el grupo control
de PBS.

Para confirmar los resultados obtenidos por citometria de flujo, se evalud la generacion de
células IgM™ e IgG™ por inmunofluorescencia in situ a partir de criocortes de DLNs durante la
cinética. En los ratones inoculados con el DENV, se observo la aparicion de células IgG+ al dia
7 p.i. ..y una mayor presencia al dia 10 (Figura 5D). De nuevo se evidencio la contraccion de la

respuesta al dia 14, la localizacion de las CPs en los cordones medulares del DLN y una
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respuesta de menor magnitud en el grupo inoculado con iDENV (Figura 5D). Estos resultados
muestran que la respuesta de CPs a la inoculacion cutdnea del DENV est4 dominada por CPs

con cambio de clase a IgG (CPs IgG").

La respuesta de CPs especificas para las proteinas virales E y prM es similar post-

inoculacién con DENV

Para confirmar la especificidad de las CPs al DENV en nuestro modelo, llevamos a cabo ensayos
de ELISPOT usando al DENV2 como antigeno de captura en las placas y las suspensiones
celulares de los DLNs de los diferentes grupos en el pico de la respuesta (10 dias p.i.). Este
ensayo nos permitié confirmar que el incremento en el nimero de CPs en el pico de la respuesta
se debia a la generacion de CPs IgM e IgG especificas para el DENV2 y para las proteinas
virales. Interesantemente las respuestas especificas para el DENV, tanto de IgM como 1gG, son

mas potentes contra el virus activo (Figura 6A-D).
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Figura 6. Andlisis por ELISPOT de la especificidad de las CPs generadas en el pico de la respuesta. Se
realizaron ensayos de ELISPOT con suspensiones celulares de los DLNs al dia 10 p.i. y se sensibilizaron las placas
con DENV2 completo. Imégenes representativas de los pozos para la deteccion de UFPs (Unidades Formadoras de
Puntos) IgM totales o DENV-especificas (A) e 1gG totales 0 DENV-especificas (C). Las graficas muestran los
nimeros de UFPs IgM totales o DENV-especificas (B) e IgG totales 0 DENV-especificas (D) por DLN. Los
resultados representan el promedio + SD de un experimento con 4 ratones por grupo. Los datos fueron analizados
con la prueba U de Mann-Whitney. El resultado con diferencia estadisticamente significativa () refiere a las UFP
totales y DENV-especificas. *P<0.05.
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El estudio de la generacion de Abs tanto neutralizantes y de reaccion cruzada es relevante en
dengue. Se ha descrito que los Abs con mas capacidad neutralizante que se generan en pacientes
con dengue estan dirigidos a ciertos epitopos en la proteina E principalmente contra el dominio
I11, mientras que un gran porcentaje de los Abs anti-prM pueden tener un papel relevante en el
facilitamiento de la infeccion (28,29,38,41). Para analizar con més detalle si las CPs que se estan
generando podrian estar produciendo Abs preferencialmente hacia las proteinas virales E 0 prM,
evaluamos por ELISPOT las respuestas especificas de CPs IgM e IgG en el pico de la respuesta
(10d p.i.). Paraello, se obtuvieron suspensiones celulares de los DLNs al dia 10 p.i. y las placas
de ELISPOT fueron sensibilizadas con las proteinas recombinantes. Encontramos un nimero
muy similar de unidades formadoras de puntos/spots (UFPs) de IgM (Figura 7A,B) e 1gG
(Figura 7C,D) especificas para ambas proteinas en el grupo inoculado con DENV (IgM: ~2066
vs ~2144; 1gG ~1622 vs ~1554, #UFPs anti-E vs anti-prM). Consistente con nuestros resultados
anteriores, el IDENV indujo una respuesta de menor magnitud comparado con el DENV. Estos
resultados muestran que la inoculacion con DENV induce la generacion de CPs especificas para
el virus e importantemente no hay una diferencia significativa entre la respuesta especifica hacia
la proteina E y prM, similar a resultados observados previamente en suero de ratones y en
linfocitos B de GC en este modelo (94).
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Figura 7. Andlisis de la especificidad de las CPs hacia las proteinas estructurales del DENV E y prM. Se
realizaron ensayos de ELISPOT con suspensiones celulares de los DLNs al dia 10 p.i. y se sensibilizaron las placas
con proteinas E o prM. Imagenes representativas de los pozos en los que se detectaron las UFPs (Unidades
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Formadoras de Puntos) IgM especificas para E o prM (A) e 1gG especificas para E o prM (C). Las graficas muestran
los nimeros de UFPs IgM especificas para E o prM (B) e 1gG especificas para E o prM (D) por DLN. Los resultados
representan el promedio = SD de un experimento con 4 ratones por grupo. Los datos fueron analizados con la
prueba U de Mann-Whitney. *P<0.05.

La localizacion de las CPs sugiere que derivan de respuestas tanto extrafoliculares como

de GCs, y un gran porcentaje prolifera tempranamente durante la infeccion con DENV

Durante las respuestas inmunes, la generacion de plasmablastos extrafoliculares que han hecho
cambio de clase (EFPBs, extrafollicular plasmablasts) pueden anteceder a la formacién de los
GCs (71,72,104,105). En el modelo de infeccion cutanea con DENV usado en este trabajo, la
induccion de grandes y numerosos GCs (respuesta folicular) (94,95) y la aparicion de CPs IgG+
(es decir, con cambio de clase) a tiempos mas tardios (Figura 5) sugiere que una gran parte de
las CPs IgG+ son derivadas de GCs.

Para analizar con mas detalle la distribucion de las CPs en nuestro modelo, se tomaron
micrografias de los DLNs a mayor aumento donde se observaban a las CPs y su distribucién
durante la cinética post-inoculacién. Se observaron algunos clusters o grupos de CPs CD138+
en los cordones medulares desde el dia 7 p.i. con DENV sugiriendo una respuesta extrafolicular
(Figura 8). Ademas, también encontramos grupos de CPs adyacentes a los GCs (que son focos
de proliferacion Ki-67+ rodeados de linfocitos B IgD+) en el area perifolicular hacia la zona de
linfocitos T llamada también zona de interfaz GC-T (GTI zone, Germinal center-T interface
zone) (Figura 8) y este sitio se ha descrito como la zona donde los linfocitos B salen de los GCs
y se diferencian a CPs (106). Esta observacion fue consistente al dia 10 mientras que al dia 14
y 21, las CPs remanentes se distribuyeron principalmente en la zona de la médula (Figura 8).
En el grupo inoculado con el iDENV, las CPs también se distribuyeron principalmente en la
médula y solo al dia 10 p.i. algunas estaban adyacentes a los GCs (Figura 8). Interesantemente,
este analisis mostrd una frecuencia alta de CPs que expresaban también Ki-67+ (células CD138+
nacleo rojo Ki-67+ en Figura 8) en los grupos inoculados tanto con DENV y también con

IDENV por lo que se realizo la cuantificacion por citometria de flujo.
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Figura 8. Distribucién de las CPs dentro de los DLNs durante la cinética de ratones inoculados por via
cutanea con DENV. Se realizaron criocortes de los DLNs a los dias 7, 10, 14 y 21 p.i. con DENV (panel izquierdo),
iDENV (panel derecho) o PBS (Panel inferior). CPs (CD138, verde), Foliculos Linfocitos B virgenes (gD, blanco),
proliferacion/GCs (Ki-67, rojo) y zona de linfocitos T (CD4, azul). Los paneles a la derecha de cada grupo
corresponden a los rectdngulos blancos indicados a la izquierda. La localizacién principal de las CPs para cada
tiempo se indica con las cabezas de flecha moradas. Las micrografias mostradas son representativas de dos
experimentos independientes con cuatro ratones por grupo y por tiempo.

Al cuantificar la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 en la poblacion de CPs durante
la cinética, encontramos que a los 3d p.i. en el grupo de ratones inoculados con DENV, maés del
50% de las CPs totales fueron también positivos para Ki-67* (Figura 9A). Tanto el porcentaje
como el nimero de las CPs Ki-67" alcanzaron su pico al dia 10 (Figura 9B,C). Las CPs
generadas ante la inoculacién de iDENV también expresaron Ki-67 pero la respuesta fue
retardada y de menor magnitud comparada con el grupo inoculado con DENV (Figura 9B,C).
Estos resultados muestran que las CPs proliferan en los DLNs durante la infeccion con DENV,

y algunas de ellas se localizan en el borde GTI sugiriendo un origen folicular (GCs).
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Figura 9. Cuantificacion de CPs proliferantes (Ki-67*) durante la cinética de ratones inoculados con DENV.
A partir de suspensiones celulares de los DLNs se realizaron marcajes de membrana e intracelulares para detectar
a las CPs Ki67*. (A) Diagramas de contorno representativos al dia 3 p.i. muestra la induccién de CPs proliferantes
ante la inoculacion cutanea con el DENV. Porcentajes (B) y nimeros absolutos (C) de las CPs Ki-67* en los DLNs
durante la cinética. Los resultados representan el promedio = SEM de cuatro experimentos independientes con dos
ratones por grupo y por tiempo. Los datos fueron analizados estadisticamente con ANOVA de dos vias seguida de
la prueba de Bonferroni. *P<0.05, **P<0.01, **%P<0.001, ***%P<0.0001.

Dinamica del ciclo celular en las CPs inducidas por la inoculacién cutanea del DENV

Se ha sugerido que la proliferacion declina progresivamente una vez que los linfocitos B
emergen del GC y que estas células arrestan su ciclo celular en la fase G1 durante su
diferenciacion a CPs (107), pero no se ha estudiado a detalle la capacidad proliferativa de las
CPs recién generadas ante respuestas in vivo en curso y ain menos ante antigenos provenientes
de agentes infecciosos. Con nuestro modelo de infeccion cutanea, analizamos la expresion del
marcador de proliferacion Ki-67 y tambien analizamos el contenido celular de ADN para
identificar todas las fases del ciclo celular y ademas poder separar a las células en fase G1 de
aquellas en fase GO (quiescentes) (108) (Figura 10A). Al dia 3 p.i. con DENV, alrededor de
40% de las CPs totales estaban en fase G1 y ~9% estaban en fase S (Figura 10B). Para el dia
7p.i. detectamos CPs en fase G2/M (~10%). Los porcentajes de CPs en fase S y G2/M
disminuyeron al dia 14 p.i. y regresaron a valores muy similares a los basales al dia 21. La
entrada de las CPs a la fase G1y S en el grupo de ratones inmunizados con iDENV fue mas

tardado (hasta el dia 7), y los nimeros de CPs proliferantes (Ki-67%) fue significativamente
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menor comparado con el grupo inmunizado con DENV durante la cinética (Figura 9C). Estos
resultados muestran que las CPs pueden dividirse y expandir en su sitio de generacién (DLNSs)

durante la infeccion cutanea con DENV.
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Figura 10. La infeccion cutanea con DENV induce una entrada rapida de las CPs en ciclo celular. A partir
de suspensiones celulares de los DLNs se realizaron marcajes de membrana e intranucleares (Ki-67, y Hoechst
33258 para el ADN) para detectar a las CPs en las diferentes fases del ciclo celular. (A) Diagramas representativos
de la estrategia de analisis usada para detectar todas las fases del ciclo celular sobre las CPs al dia 7 p.i.. (B)
Porcentajes de CPs en cada fase del ciclo celular durante la cinética post-inoculacién. Los resultados representan
el promedio + SEM de cuatro experimentos independientes con dos ratones por grupo y por tiempo.

La disminucion en el namero de CPs en los DLNs a partir del dia 10 p.i en ratones

inmunizados con DENV se debe parcialmente a muerte celular por apoptosis

Para determinar si la disminucion significativa de las CPs al dia 14 esta asociada a muerte celular
por apoptosis, como primer aproximacion analizamos el porcentaje de CPs en la Ilamada region
Sub-GO en nuestro analisis de ciclo celular, que corresponde a una region hipodiploide
compatible con celulas que estan en fase apoptotica (Figura 11A). Observamos un incremento
de CPs en esta fase al dia 14 p.i. en los grupos inmunizados con DENV e iDENV (Figura 11B).
Para confirmar estos resultados, analizamos por citometria de flujo la expresién de Caspasa-3
en su forma activa (aCaspase3) el cual es un mediador crucial de apoptosis. En ambos grupos,
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la proporcion de CPs aCaspase3+ se mantuvieron sin cambios del dia 3 al dia 10 p.i. (~5%) e
incrementaron al dia 14 (~10 y 15%, DENV e iDENV respectivamente) (Figura 11C). Sin
embargo, al analizar los nimeros totales de CPs aCaspase3+ por DLN, obtuvimos que el pico
de apoptosis para ambos grupos fue al dia 10 (Figura 11D) lo que sugiere que este proceso de
muerte celular esta contribuyendo significativamente a la contraccion de la respuesta. Es
interesante que en el grupo PBS, ademaés de la baja frecuencia de CPs, la proporcion de ellas en
proceso de muerte celular siempre fue mayor comparado con los grupos inoculados con iDENV
y DENV, aunque no fue mayor en nimeros. Esto podria ser debido a la falta de un ambiente
inflamatorio donde se estén generando los factores de sobrevivenciay proliferacién para las CPs
(65,109,110).
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Figura 11. Evaluacion de la muerte celular por apoptosis de las CPs durante la cinética. A partir de
suspensiones celulares de los DLNs se realizaron marcajes de membrana e intranucleares (Ki-67 y Hoechst 33258
0 Caspasa-3 activa) para detectar a las CPs en apoptosis. (A) Grafico representativo de citometria de flujo del
andlisis de ciclo celular del cudl se seleccioné a la region Sub-GO (recuadro rojo) para cuantificar a las CPs
apoptaticas a partir de su contenido de ADN. (B) Porcentaje de CPs Sub-GO0/apoptéticas durante la cinética. (C)
Porcentajes y (D) Numeros absolutos de CPs aCaspase3+ durante la cinética. La linea roja punteada en Cy D
representan los niveles promedios del grupo PBS. Los datos mostrados representan el promedio £ SEM y son
representativos de cuatro experimentos independientes con dos ratones por grupo y tiempo.
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La afinidad de los Abs 1gG anti-DENV incrementa progresivamente con el tiempo y tienen
capacidad neutralizante

La maduracion de la afinidad es un proceso crucial para la produccion de Abs de alta afinidad
y este proceso toma lugar primordialmente en los GCs durante las respuestas inmunes
(58,59,111,112). Para determinar si la inoculacion cutanea con DENV induce Abs de alta
afinidad en nuestro modelo, se llevaron a cabo ensayos de ELISA de afinidad con los cuales se
detectan a los Abs IgG anti-DENV. En este ensayo se hace uso de urea 7M para descartar Abs
de baja afinidad del sistema. Este ensayo es usado como prueba de la afinidad y avidez de los
Abs de suero tanto en investigacién como en la clinica (99,100,113,114). La unién de los Abs
de baja afinidad con el antigeno es interrumpida bajo la actividad caotrdpica de la urea mientras
que los Abs de mas alta afinidad resisten a este efecto y permanecen unidos a su antigeno
(control de estandarizacion de la técnica, Anexo 1). Obtuvimos y analizamos el suero de ratones
inoculados con DENV a los dias 7, 14 y 28 p.i. para determinar la proporcion de Abs 1gG anti-
DENV de alta afinidad comparando con los Abs IgG anti-DENV totales (es decir, sin
tratamiento de urea) y para esto se sensibilizaron las placas de ELISA con el DENV2 completo.
En los sueros del dia 7 p.i., el tratamiento con urea tuvo un impacto profundo en la union de los
Abs con el DENV2 como se puede observar en la reduccion de la DO en la curva de dilucién
comparado con su contraparte sin urea mientras que este efecto fue menos evidente con el suero
de los dias 14 y 28 p.i. (Figura 12A). Para cuantificar este fendmeno, se realiz6 una relacién
entre los titulos relativos de Abs con y sin tratamiento de urea lo que nos permitié obtener
gréficas de porcentajes de Abs de alta afinidad. Al dia 7 p.i. solamente ~10% de los Abs 1gG
anti-DENV?2 fueron resistentes a la urea con un ligero incremento al dia 14 (~16.5%) mientras
que al dia 28p.i. el incremento fue significativo (~42%) (Figura 12B). La proporcién de los Abs
IgG anti-DENV2 resistentes a urea incrementd progresivamente con el tiempo indicando que
en nuestro modelo de infeccién con DENV se estan generando CPs productoras de Abs 1gG

anti-DENV2 y que son alta afinidad.
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Figura 12. La afinidad de los Abs 1gG anti-DENV2 incrementa con el tiempo después de la infeccién cutanea.
Se obtuvieron los sueros de ratones a los dias 7, 14 y 28 p.i. con DENV?2 y se analizaron por ELISA especificos de
Ag en presencia o ausencia de Urea 7 M. (A) Curvas de dilucion de una muestra representativa por cada tiempo.
Las lineas punteadas representan las muestras con el lavado de Urea 7 M. (B) Grafica mostrando el porcentaje de
Abs 1gG anti-DENV?2 resistente a urea (alta afinidad, barras grises) a partir de los Abs IgG anti-DENV?2 totales
(sin urea, barras punteadas). La linea roja continua representa el incremento progresivo en la afinidad de los Abs
IgG anti-DENV. Los resultados representan el promedio + SEM de un experimento con cuatro ratones por tiempo.
Los datos se analizaron con ANOVA de una via seguido de la prueba de Bonferroni. *#xP<0.001.

Para determinar si los Abs generados durante la infeccion en nuestro modelo de estudio son
neutralizantes, analizamos esta capacidad a partir de diluciones seriadas de sueros de ratones
28d p.i. con DENV2 contra el virus homologo in vitro en células Vero. Se evalud el porcentaje
de neutralizacion por citometria de flujo y se observé una reduccién de la infectividad del
DENV?2 cercana al 100% con la dilucion 1:50 y la capacidad neutralizante disminuy6 al ~50%
con la dilucion de 1:400 (Figura 13A,B). Estos resultados fueron confirmados por ensayos de
neutralizacion por reduccion de placas (Anexo 2). Estos ensayos corroboraron que el suero de
ratones al dia 28 post-inoculacién con DENV mostraron los titulos mas elevados de Abs-

neutralizantes contra infecciones homélogas in vitro.

39



>

Células infectadas
77.2%

Sin suero

1:400

Ensayo de neutralizacion in vitro por citometria de flujo

de suero

1:50 1:100 1:200

DENV2

1:800 1:1600  Dhucién

77.5%

oo

DNP-KLH

81.8%

Anti-E 4G2 (Flavivirus)

B 100+

75+

25+

% de neutralizacion
W

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800  1:1600
Dilucion de suero

BCR NS N

DENV2-raton 1
DENV2-r2
DENV2-r3
DENV2-r4
DNP-KLH

- Sin suero

Figura 13. Los Abs generados
durante la infeccién cutanea con
DENV tienen alta capacidad
neutralizante. A partir de sueros
de ratones al dia 28 p.i. con
DENV2, se realizaron ensayos de
neutralizacién in vitro sobre
células Vero y se detectd el
porcentaje de infeccién mediante
citometria de flujo, en (A) se
muestran los graficos de puntos
representativos  mostrando el
efecto de las diluciones seriadas de
los sueros en la disminucion de la
infeccién. Se utilizé sueros de
ratones inoculados con DNP-KLH
(28d p.i.) como control negativo

de neutralizacion. (B) Porcentaje de neutralizacion del suero obtenido de ratones inoculados con DENV2 (Raton 1
al 4, r1-r4) o de suero de ratones inoculados con DNP-KLH (linea negra punteada).

Una gran proporcion de los Abs 1gG anti-DENV generados en el modelo murino muestran

reaccion cruzada con ZIKV

Diversos estudios han mostrado que las infecciones con DENV en humanos desencadenan la

produccién de una amplia gama de Abs con reaccién cruzada a serotipos heterélogos e incluso

a otros flavivirus que comparten una amplia homologia a nivel de secuencia y estructura como

el ZIKV (38,102,115-117). Por lo tanto, para determinar si este fendmeno ocurre en nuestro
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modelo, llevamos a cabo ensayos de ELISA para detectar anticuerpos 1gG anti-ZIKV a partir
de suero de ratones inoculados con DENV2 (28d p.i.) y los comparamos con los titulos relativos
de Abs anti-DENV?2 (Figura 14A). Encontramos titulos relativos altos de Abs IgG anti-ZIKV y
el porcentaje de reactividad cruzada fue de alrededor de 75% (Figura 14B). A pesar de la
generacion de Abs con reaccion cruzada, estos Abs fueron especificos para flavivirus ya que no
se detectaron Abs IgG contra un antigeno viral no relacionado (RBD recombinantes de SARS-
CoV-2) (Figura 14B). Estos resultados muestran que un gran porcentaje de los Abs que se
generan en nuestro modelo contra DENV2 también tienen reaccion cruzada hacia otros

flavivirus como el ZIKV.
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Figura 14. Los Abs 1gG generados ante la inoculacion cutdnea con DENV tienen un porcentaje alto de
reaccién cruzada con ZIKV. A partir de sueros de ratones al dia 28 p.i. con DENV2, se realizaron ensayos de
ELISA para la deteccion de Abs IgG anti-DENV2 y anti-ZIKV. Las placas fueron sensibilizadas con 2.5 x 10° PFU
de los virus completos para cada caso o con 3 pug/ml de RBD de SARS-CoV-2 como control de especificidad. (A)
Se muestran las curvas de dilucién de suero del experimento.(B) Titulos relativos (TR) de IgG especificos para
RBD, DENV2 y ZIKV (panel izquierdo) y porcentaje de anticuerpos con reaccién cruzada para ZIKV. Los
resultados mostrados representan los resultados de dos experimentos independientes con tres ratones (r1-r6) por
experimento.
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7. DISCUSION

Los Abs generados durante las infecciones con DENV tienen un papel importante en la
proteccion del hospedero pero también en la inmunopatologia del dengue. La preexistencia de
anticuerpos no neutralizantes y de reaccion cruzada pueden estar involucrados en el desarrollo
de la enfermedad severa durante infecciones secundarias heterologas a través del incremento de
la entrada del virus en aquellas células con receptores de la porcion Fc de los Abs, FcyR
(8,118,119). Ademas de esto, se ha reportado un gran numero de células secretoras de Abs
proliferantes (PBs), llegando a conformar hasta el 30% de las celulas mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) durante la etapa aguda de infeccion en pacientes con dengue (81,83,84).
Estas dos caracteristicas de la respuesta inmune a DENV estan intimamente ligadas y revelan
un papel importante de los linfocitos B, ya sea de proteccidn o en la patogénesis, que ain no

logramos entender a detalle.

Muy pocos estudios han explorado a las CPs (PBs 0 CPs) en pacientes con dengue, sin embargo,
la evidencia hasta ahora demuestra que estas células alcanzan su pico maximo en sangre
periférica entre los dias 3 y 7 después del inicio de la fiebre y la respuesta declina subitamente
a los 30 dias, aunque no se ha estudiado a detalle de esta cinética. Considerando que la fiebre se
presenta alrededor de 4 a 10 dias después de la trasmisién por el vector, las CPs circulantes
podrian aparecer entre 1 y 2 semanas después de la entrada del virus por la piel. Para poder
desarrollar un estudio detallado de la dinamica de generacidn de las CPs, en este trabajo usamos

un modelo establecido de infeccion cutdnea con DENV en ratones inmunocompetentes (94).

En este trabajo, evaluamos por citometria de flujo e in situ los DLNSs, donde ocurre la generacion
de CPs. Se encontr6 una respuesta robusta de CPs especificas contra DENV y que sélo se llevo
a cabo de manera local observandose el pico maximo al dia 10 p.i. y con una contraccién
significativa al dia 14. Mediante ensayos de ELISPOT pudimos demostrar que la mayor parte
de las CPs en respuesta al DENV son especificas del virus, especialmente de la clase IgM. Sin
embargo, una parte sustancial de los Abs IgG que se estan generando en el modelo podrian estar
dirigidos hacia proteinas no estructurales como la NS1, como esta documentado en humanos

(34) y que no estan presentes cuando las placas son sensibilizadas con el DENV completo.

El anélisis histolégico mostré que las CPs se distribuyeron sobre la zona de los cordones

medulares. Esta distribucion se ha demostrado previamente con antigenos modelos (por ejemplo
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albimina), y es el sitio donde las CPs recién generadas reciben sefiales de sobrevivencia y de
migracion a través de las DCs medulares, macréfagos y células estromales (109,110,120). La
localizacion que observamos de las CPs en nuestro modelo sugiere que podrian estar iniciando
el complejo proceso de migracion a otros nichos, posiblemente a la médula dsea (54,64,66,77),
pero esto aln necesita investigarse. Ademas se ha documentado que una parte de los PBs que
son de vida corta llevan a cabo apoptosis y son eliminados por macréfagos dentro de los DLN
y SLOs (63). En linea con esto, en este estudio se encontro un incremento de PBs/CPs CD138+
llevando a cabo este proceso de muerte celular al dia 14p.i. durante la contracciéon de la

respuesta.

AUn no esté claro si las CPs que se generan durante la etapa aguda de la infeccion con DENV
en humanos provienen de reacciones extrafoliculares o si son derivadas de GCs. Si bien es
generalmente aceptado que las CPs IgG+ son generadas a partir de reacciones foliculares en los
GCs, esta idea se ha modificado en los altimos afios (55,71,121). En el caso de dengue, dos
estudios en pacientes proponen que la respuesta rapida de CPs circulantes provienen de
reacciones extrafoliculares. Uno de ellos sugiere la activacion y diferenciacion de linfocitos B
IgG “naturales” y también la activacion de clonas de linfocitos B poli-reactivas, es decir que no
son necesariamente especificas para DENV (82). El segundo estudio sugiere la activacion de
linfocitos B virgenes que hacen cambio de clase a 1gG y que se diferencian de manera
extrafolicular a través del reconocimiento del DENV mediado por el BCR y TLR7 y que esta
respuesta se acomparia en tiempos mas tardios por CPs derivadas de GCs (86). Esto se basa en
el hallazgo de tasas bajas de hipermutacion somatica en los genes de Abs durante la etapa aguda
de la infeccion en humanos. En linea con esto, nuestros resultados mostraron que desde el dia
3d p.i. ya existen CPs proliferantes que sugiere no solamente una respuesta extrafolicular sino
también una activacion policlonal/inespecifica desencadenada por la infeccion por DENV,
como se sugiere en humanos. Esto podria investigarse con mas detalle en nuestro modelo. Al
dia 7 p.i. las CPs IgG+ se distribuyeron principalmente sobre la zona medular, distantes de los
foliculos lo que sugiere también una generacion extrafolicular. Se demostré recientemente por
Roco et al. que el cambio de clase (CSR) antecede la formacién de los GCs (71). Para que el
CSR se lleve a cabo se necesita de la actividad de la enzima AID, la cual puede ser inducida por
el reconocimiento de RNA viral a través de TLR7 en sinergia con la sefializacion a través del

BCR (75). Nuestros resultados son compatibles con una primer ola de Abs de clase IgM e IgG
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producidos a través de la expansion extrafolicular de CPs que han llevado a cabo, o no, cambio
de clase. Con estudios mas detallados se podria determinar el grado de respuesta extrafolicular
comparado con las CPs provenientes de los GCs. Por ejemplo, el bloqueo de la interaccién entre
CD40 en los linfocitos B y CD40L en los linfocitos T cooperadores con un tratamiento de Abs
anti-CD40L bloqueadores podria ayudarnos a evaluar la contribucion de los GCs en la

generacion de CPs en este modelo (122,123).

En nuestro modelo de estudio, la respuesta mas temprana parece ser previa a la generacion de
CPs de GCs como lo sugiere nuestro analisis in situ donde encontramos grupos de CPs
adyacentes a los GCs en el borde GTI a los dias 7 y 10 p.i. (pico de la respuesta). A pesar de
que se ha reportado que las CPs salen de los GCs a través del borde GTI ante la respuesta a
antigenos modelo como NP-CGG o SRBC (eritrocitos de cordero), hasta donde sabemos, esto
no se ha reportado con microorganismos complejos infecciosos como el DENV. Ademas,
importantemente, la aparicién progresiva en suero de Abs de alta afinidad IgG DENV-
especificos como lo demostramos por ELISAs de afinidad, apoyan un origen folicular (GCs).
Sin embargo, la generacion de Abs de alta afinidad podria ser parte también de la diferenciacion
extrafolicular (85). La medicion de la tasa de SHM sobre las CPs en nuestro modelo podria ser
de gran utilidad para caracterizar la proporcion de respuesta extrafolicular vs la respuesta de
GC. En general, la importancia de la replicacion viral para potenciar tanto las respuestas de CPs
extrafoliculares y foliculares esta resaltada en nuestro trabajo por la respuesta baja y generacién

de CPs cuando el DENV esté inactivado y es incapaz de replicarse.

Es importante destacar que encontramos nimeros similares de CPs especificas para las proteinas
virales E y prM en el pico de la respuesta, lo cual es consistente con los titulos de Abs para
ambas proteinas encontradas en suero previamente en este modelo (94). Una gran parte de los
Abs con reaccidn cruzada que se generan durante infecciones naturales con DENV en humanos
estan dirigidos a ambas proteinas estructurales. La proteina E es el principal blanco de los
anticuerpos neutralizantes. Estudios detallados han mostrado que estos anticuerpos estan
dirigidos al domino Il (EDIII), o a epitopos cuaternarios cuando los dimeros o trimeros de
proteinas E se empaquetan en la superficie del virion y también aquellos dirigidos a la region
de “bisagra” entre el EDI y EDII (29,38-40). Sin embargo, también se generan Abs que
reconocen regiones inmuno-dominantes y conservadas del DENV como el asa de fusion en el

EDII o la proteina prM y que se ha demostrado que tienen poca capacidad neutralizante y a la
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vez son capaces de facilitar la infeccién in vitro (29,38,41,43,44). La modulaciéon del DENV
sobre la respuesta inmune humoral hacia la proteina prM no ha sido estudiada, pero es posible
desde el punto de vista evolutivo ya que otorga una ventaja al virus de incrementar su replicacién
a través de particulas virales inmaduras no infecciosas. La relevancia de esto ha sido resaltada
por la confirmacion del fendbmeno ADE en la enfermedad severa del dengue en humanos (8).
Claramente se necesita elucidar como el DENV vy otros virus como SARS-CoV-2 inducen una
respuesta mixta de CPs, algunas de ellas produciendo anticuerpos facilitadores incrementando
la probabilidad de infecciones subsecuentes (124-126). Una limitacion en nuestro modelo para
evaluar esto podria ser que los ratones inmunocompetentes parecen controlar y/o limitar muy
bien la replicacion viral y la infeccion del DENV. Sin embargo, la respuesta inmune y las
consecuencias en el ratdén después de una infeccion secundaria heteréloga es algo que ain no se

ha estudiado.

Estudios previos en ratones inmunodeficientes de receptores para IFN-o/f e IFN-y (cepa
AG129) infectados con DENV presentan caracteristicas clinicas importantes del dengue.
Incluso, infecciones secuenciales en este modelo han mostrado una proteccion a infecciones
secundarias letales a través de la generacion de Abs con reaccidn cruzada tanto por la respuesta
de linfocitos B de memoriay de CPs de larga vida en el bazo y en la médula 6sea (127). Algunas
diferencias relevantes con nuestro trabajo es que nosotros usamos ratones inmunocompetentes,
infectados con una dosis relativamente baja de DENV a través de la ruta de entrada natural del
virus (piel) y la evaluacion de los DLNs como el sitio principal de la respuesta. Si bien los
ratones no son hospederos naturales ni permisivos a la infeccion por DENV, la respuesta fuerte
de CPs y Abs mostrada en este modelo plantea preguntas importantes que podrian ser
estudiadas. Una de ellas es acerca de la respuesta a infecciones secundarias heterdlogas.
Demostramos que en este modelo se generan Abs con alta capacidad neutralizante in vitro para
el serotipo homologo pero también se generaron Abs con reaccion cruzada para el ZIKV que
comparte homologia con el DENV. El posible papel de los Abs anti-DENV con reaccion
cruzada al ZIKV se ha propuesto en la patogénesis del Zika y sigue aun en estudio en humanos
(102,115,116). Seria sumamente interesante evaluar si los ratones en nuestro modelo desarrollan
el fendbmeno de ADE en infecciones heterdlogas. Y también se podria evaluar el impacto de

estas infecciones secundarias en la fisiologia del raton (sefiales de enfermedad).
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Finalmente, con este modelo se podrian evaluar los mecanismos detras de la diferenciacién de
los linfocitos B de memoria (que son relevantes para las respuestas a infecciones subsecuentes)
y analizar la tasa de SHM vy las respuestas de linfocitos B a infecciones secundarias heterélogas.
Ademas, debe considerarse que se podrian estudiar las respuestas inmunes detalladas a

prospectos vacunales antes de pasar a estudios en primates no humanos o en humanos.
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8. CONCLUSION

En conjunto, nuestros resultados muestran una respuesta robusta de CPs a la inoculacion cutanea
con DENV a dosis bajas en ratones inmunocompetentes sugiriendo un origen extrafolicular y
de GCs. Aunque los ratones no muestran sefiales fisiologicas de la enfermedad, la respuesta
fuerte de linfocitos B permitio el estudio de la respuesta humoral en condiciones inmunes no

alteradas, durante las fases de induccion y resolucién de la infeccion.
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9. PERSPECTIVAS

. Analizar y caracterizar el nimero de CPs especificas para el DENV en médula 6sea

como probable sitio de migracion (“homing”) de estas células.

Determinar si la maduracion de la afinidad de los Abs esta favorecida hacia alguna de

las proteinas virales (E y prM) o hacia alguna proteina no estructural.

. Analizar la respuesta de GCs, CPs y Abs en este modelo ante infecciones heterélogas
subsecuentes de DENV.

Determinar si el DENV actla como un activador policlonal (generacion de PCs no
especificos para DENV) en ratones previamente inoculados con un antigeno modelo.
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Anexo 1. La afinidad de los Abs anti-DNP-KLH aumenta con el tiempo post-inmunizacion.
Se obtuvo el suero de ratones inoculados con DNP-KLH a los dias 7, 14 y 28 p.i. y fueron
analizados por ELISA especifica de Ag en presencia o ausencia de urea 7 M. (A) Grafica con
las curvas de dilucion de una muestra representativa por tiempo. Las lineas punteadas
representan las muestras con el lavado de urea 7 M. (B) Representacion grafica del porcentaje
de Abs IgG anti-DNP-KLH resistentes a urea (alta afinidad, barras grises) a partir del total de
Abs 1gG anti-DNP-KLH (barras con lineas punteadas). Las linea roja representa el incremento
progresivo de la afinidad. Los datos mostrados representan el promedio £ SEM de un

experimento con cuatro ratones por tiempo.
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Ensayo de neutralizacion por reduccion de placas
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Anexo 2. Ensayo de neutralizacién por reduccién de placas. Se cultivaron células vero en
placas de 24 pozos hasta alcanzar 80-90% de confluencia. Se realizaron diluciones seriadas del
suero de ratones con 28d p.i. con DENV vy se afiadieron 50 PFU de DENV?2 a cada dilucién y
se incubaron por 1 h a 37°C. El complejo suero-virus fue usado para infectar a las células Vero
por 2 h por triplicado. El suero de ratones inoculados con DNP-KLH fue usado como control
negativo de neutralizacion mientras que células Vero sin incubacion con suero fueron usadas
para mostrar los niveles basales de infeccion (50 PFU).
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