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Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida en ratones
Balb/C por la proteina de envoltura del virus dengue 2
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RESUMEN

Se estudio la respuestanune celulara la proteina de envoltura ddengue 2.Para ello se evalud la capacidad linfoproliferativa

de linfocitos T obtenidos a partir de esplenocitos de los ratones inmunizados con dicha proteina al ser estimuladostien la prot

en cuestion y con virus dengue 2. Se pudo comprobar quespdenocitosde los animales inmunizados con la proteina de
envoltura del virus dengue 2 proliferaron significativamente en respuesta a ambos tgpugyeeos viralespor lo general,

fueron mas altos los valores de los indices de estimulacion en respuesta al virus completo que a la proteina. De lo anterior se
concluy6 que la proteina de envoltura del virus dengue 2 purificada es capaz de generar respuesta de células T antigeeno especif
y de memoria contra el virus dengue 2.

Descriptores DeCS:VIRUS DEL DENGUE; INMUNIZACION; LINFOCITOS T; VACUNAS VIRALES/uso terapéutico.

La familia Flaviviridae incluye un gran nimero Las investigaciones llevadas a cabo con
de arbovirus patogénicos para los humanos,glicoproteinas de envoltura recombinantes han
causantes de serios problemas de salud en muchasostrado que ellas no exhiben necesariamente la
partes del mundo, entre los que se destaca el virumisma actividad de la proteina nativa, esto sugiere
del dengué.El reto para el desarrollo de una nueva que la presencia de epitopes especificos capaces
vacuna es estimular la respuesta inmune protectorae inducir respuesta inmune protectora pudiera
sin los riesgos de las consecuencias inmuno-depender de la estructura terciaria de las proteinas,
patolégicas. Los datos obtenidos de los estudios por lo que se debe obtener un plegamiento correcto
acerca de la inmunogenicidad de esta proteina adie la proteina en el desarrollo de vacunas a partir de
como de proteccién pasiva y activa han mostradoproteinas recombinantes, lo cual no siempre se logra.
que las proteinas estructurales son primariament&s de interés entonces continuar y profundizar los
responsables de la induccion de respuesta inmunestudios inmunoldgicos sobre las proteinas nativas
protectora contra la enfermed&dPor esto, la como una alternativa de vacuna de subunidad.
mayor parte de los estudios encaminados al En el trabajo se evalla la capacidad de la
desarrollo de vacunas de subunidad han utilizado estgsroteina de envoltura del virus dengue 2, purificada
proteinas como inmundgenos potenciales. por cromatografia de afinidad, de inducir respuesta
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inmune celular serotipo especifica. Los resultados1l8 h se cosecharon las células y se midid la
obtenidos contribuyen a valorar su participacion enincorporacion de timidina. Los resultados se
los mecanismos inmunoldgicos protectores, aspect@xpresaron como indice de estimulacién (cociente
de gran importancia en la evaluacion de estede los conteos por minuto de las muestras entre los
antigeno con vistas a una vacuna de subunidad eonteos por minuto del control de sintesis espontanea
partir de este virus. de ADN). Todos los casos se montaron por
triplicados y se empled como control positivo un
mitégeno (Phytohemaglutinina) y como control de
METODOS la especificidad de la respuesta se utilizé antigeno
de células Ver®é.
ESQUEMA DE INMUNIZACION

Se inmunizaron 15 ratones Balb/C, machos entreRESULTADOS

6 y 8 semanas de edad, con la proteina de envoltura

del dengue 2 obtenida por cromatografia de afirffidad,  Los esplenocitos de los animales inmunizados

arazon de 60 mg de proteina en 250 mL de tampOmon la proteina de envoltura del virus dengue

fosfato salina (PBS) mas 250 mL de adjuvante proliferaron en respuesta a ambos tipos de antigenos

completo de Freund en la primera dosis e incompletovirales, por lo general fueron mas altos los valores

en las restantes, por via intramuscular (100 mL),de los indices de estimulacién en respuesta al virus

intraperitoneal (200 mL) y subcutanea (200 mL, 50 mL completo que a la proteina (fig.).

por sitio de inoculacion) cada 15 d durante 8 semanas.  La respuesta fue dengue virus especifica, como

Se usaron como controles 15 ratones con igualeso demostro el fallo de antigeno de células Vero en

caracteristicas, los cuales fueron inmunizados erinducir respuesta proliferativa. Los esplenocitos de

idénticas condiciones utilizando PBS. los ratones inmunizados con PBS no mostraron
respuesta proliferativa especifica a los antigenos de
virus dengue. La respuesta dependi6é de las

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA concentraciones de los antigenos, observandose

_ N estimulacion a la dosis de fug/mL.
Los animales se sacrificaron 10 d después de la

Gltima dosis, se les extrajeron los bazos y por
perfusion repetida de éstos con solucion balanceada
de Hank se obtuvo una suspension celular que se ¢
centrifugd a razén de 200 gravedades, a 4 °C duranté-
10 min. El bot6n de células obtenido se sometio as-|
una solucion hemolisante de NH4Clpor 10 mina4°Cy, |
se lavé en 3 ocasiones en condiciones idénticas a
las ya mencionadas. Las células se contaron, se
ajustaron a 2 + POcélulas por mL y se cultivaron 27
a razén de 200 000 células por pozo en|1D@e l—r
RPMI 1640 suplementado (penicilina 100 Ul/mL, - _
.. . 1 10 Concentréacion
estreptomicina 1Qg/mL, glutamina 1mM, suero de de proteinas
ternera fetal al 10 %), a 37 °C, 5 % de Anbiente B ProteinaE 1 Dengue?2
hamedo frente a 2 concentraciones de la proteina
de envoltura del dengue 2y del virus dengue 2rig. respuesta proliferativa al virus dengue 2 y a la proteina de

(1 y 1mg/mL) obtenido este Ultimoapartir de cultivo envoltura. Los esplenocitos de los ratones inmunizados con la
slulas Vi It trif . . adient proteina de envoltura del virus dengue 2 fueron incubados con 2
en celulas Vero por ultracentrifugaciorgeadiente concentraciones de ambos antigenos. Se obtuvo una respuesta con

continuo de sacaro&@espues de 4 d de cultivo y 10 pg / mL (indice de estimulaciére 2).
tras un pulso con [3H] timidina (ICi/pozo) por  'E: Indice de estimulacion .
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DISCUSION proceso inmunopatolégico que origina la fiebre
hemorragica por dengue observada en infecciones
Definir los epitopes del virus dengue que puedensecundaria$? Se hace necesario entonces en
estar involucrados en la proteccion o en la reacciérmpréximos estudios profundizar en la caracterizacion
inmunopatoldgica o ambos es de extremo interés eronotipica y funcional de las células inducidas por la
el desarrollo de vacunaskn el trabajo se ha proteina de envoltura a fin de conocer en qué medida
demostrado que la proteina de envoltura del virusesta compuesta esta poblacidon por linfocitos CD4+,
dengue 2 purificada por cromatografia de afinidadqué patrén de citoquinas predomina, y qué medida
es capaz de generar respuesta de memoria deuede el predominio de unas citoquinas sobre otras
linfocitos T CD4+ especificos de virus dengue intervenir en la aparicion de protecciéon o dafo
capaces de reconocer y de proliferar ante el virusnmunopatoldgicd?
completo. No obstante, los autores consideran que la
Esto reviste gran importancia si se analiza laconclusion a la cual se arriba en el trabajo acerca
proteina como posible candidato vacunal ya que, erde la capacidad de la proteina de envoltura del virus
primer lugar, la eficiencia de una vacuna de dengue purificada por ellos de generar respuesta de
subunidad depende de su capacidad para generaglulas T antigeno especifica y de memoria contra
una respuesta inmune contra el microorganismovirus dengue 2 es un aporte a los estudios
completo. En segundo lugar uno de los parametroencaminados al desarrollo de vacunas de subunidad
que confieren efectividad a un posible inmunégenocontra virus dengue.
es su potencialidad de inducir una respuesta celular
significativa, mas aun si se trata de lograr inmunidad
contra un microorganismo intracelular obligado como SUMMARY
los virus, para cuya eliminacion los efectores de la

respuesta inmune celular desempefian una funcigfhe cellular immune response to dengue type 2 virus envelope
protein was studied. To this end, the lympho-proliferative capacity

central. of T-lymphocytes obtained from splenocytes of animals
En la actualidad, los autores evalUan la inmunized with the protein when they were stimulated by such
- . rotein and dengue 2 virus. It was realized that splenocytes
capamdad de _Ia prptelna d? envoltura de gen(_aragroliferated significantly in response to both types of viral antigens
respuesta proliferativa serotipo cruzada, es decir, a&nd that the values of stimulation indexes were higher in response
los serotipos 1.2 y 3 de virus dengue lo cual revisteo the whole virus than to the protein alone. Based on the above-
. ' . ! | d mentioned, it was concludes that purified dengue 2 virus envelope
e.xtrema ImportanCIa puesto que _en €l caso de eStErotein was capable of generating specific and memory responses
virus es necesario lograr un candidato vacunal quef antigen T-cell to dengue 2 type virus.
produzca pr'oteCC|on contrg los 4 SeI‘O'[IpOS.. AunqueSubject headings DENGUE VIRUS/inmunol:
en este primer acercamiento al estudio de lammunIZATION; T-LYMPHOCYTES: VIRAL VACCINES/
respuesta inmune celular al virus dengue por parteéinmunol.
del laboratorio donde se realizé el trabajo no se ha
llegado hasta la caracterizacion fenotipica y funcional )
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