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RESUMEN

Son cada vez mas los trabajos encaminados a estudiar la respuesta inmune frente a la infeccion por virus dengue y el papel que
pudiera desempefiar esta en la patogénesis de la fiebre hemorragica del dengue. En este trabajo se estudio la respuiesta de memor
de células T humanas en individuos con antecedentes de infeccidon por dengue en la epidemia cubana, para una evaluacion
posterior de la antigenicidad de proteinas virales. Para esto se incubaron células mononucleares de sangre periférites de indivu
inmunes a dengue y un grupo de individuos controles con antigenos virales. Se obtuvo una respuesta proliferativa significativa
linfocitos de individuos con antecedentes de infeccién frente al virus dengue 2 con respecto a individuos controles. $e comprob
de esta forma la respuesta de memoria de células T Efpécificas al virus dengue en los individuos estudiados.

Descriptores DeCS:FIEBRE DENGUE HEMORRAGICA/inmunologia; ANTIGENOS HLA-D; LINFOCITOS TCD4-

POSITIVOS/inmunologia; ANTIGENOS VIRALES/inmunologia.

La infeccion por virus dengue es considerada
en la actualidad un azote para paises en areas
tropicales y subtropicales del mund8e calcula
que un aproximado de 80 000 000 de personas son
afectados anualmente por esta enfermédad.

Se ha estudiado la respuesta inmune al virus
dengue en humanos, ratones y monos. Es sabido el
papel de los anticuerpos en la proteccion y en la
patogénesis de la enfermedad. A estos se atribuye
la neutralizacién del virus y la lisis de células
infectadas mediada por complemento y por
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC)**y también el fenébmeno de amplificacion
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de la infectividad viral en las células diana,
involucrado en el desencadenamiento deekae
hemorragica del dengue/sindrome de shock por
dengue(FHD/SSD)& 7

Sin embargo, comparada con la respuesta
humoral, la respuesta inmune celular ha sido menos
estudiada. Se reporta la induccién de linfocitos
T CD4' y CD8 de memoria especificos al virus
tras una infeccién primaria en humaf&stos lin-
focitos proliferan en respuesta a diferentes seroti-
pos virales, se observa gran reactividad cruzada en-
tre serotipos, pero las respuestas mayoragesw@ra-
das contra el serotipo causante de la infection.
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Esta demostrado el papel rector de las
células T CD4en el desencadenamiento de la
respuesta inmun®asi como el papel decisivo
de las células T CD&n la eliminacién de células
infectadas por virus y el aclaramiento vitat#

De ahi que se le dé cada vez mas peso a la
identificacion de las proteinas diana del
reconocimiento de estas células y de secuencias
inmunodominantes para su empleo en el disefio
de futuros inmunégeno$.Existen varios
trabajos encaminados a esta finalidad con la
utilizacién de células T de ratoné&st®y
humana¥-18 con antigenos de virus dengue.

En Cuba ocurrié una epidemia en 1977
donde fue aislado el virus dengu® El serotipo
2 viral se identificaba 4 afios méas tarde como el
causante de una gran epidemia con un reporte
de 344 203 casos entre dengue y dengue
hemorragice® En 1997 se reporta una nueva
epidemia de dengue 2 circunscrita al municipio
Santiago de Cuba también con casos de FHD
(Curso Internacional Avances en el conocimien-
to del dengue y dengue hemorragico. Ciudad de
La Habana, Cuba. 18 al 29 de agosto, 1997).

Para emprender trabajos encaminados a
conocer la antigenicidad de proteinas y péptidos
virales para células T humanas, asi como estudiar
el papel de estas células en la patogénesis de la
FHD/SSD, el proposito de este trabajo fue
normalizar un ensayo de linfoproliferacion de
células procedentes de individuos con
antecedentes de infeccion por dengue en las
epidemias cubanas, y enfrentarlasvitro con
antigenos del virus dengue 2.

METODOS
MUESTRA

Se incluyeron en el estudio 13 individuos con
antecedentes de infeccion por dengue en 1977 o
1981, procedentes de Ciudad de La Habana, en un
rango de edad entre 20 y 48 afios, de los cuales 9
eran mujeres y 4 hombres. Se estudié un grupo
similar de sujetos controles sin antecedentes de
infeccion clinica por dengue y se constaté una
ausencia de anticuerpos séricos al virus.

DETECCION DE ANTICUERPOS SERICOS
ANTI-DENGUE

Se empled para la deteccion de anticuerpos
séricos especificos al virus dengue un método
inmunoenzimatico ELISA de inhibicién validado en
el departamenté. Se titularon los sueros en
diluciones dobles a partir de 1/20 valores en que
son expresados los resultados de acuerdo con la
Gltima dilucion de suero en que se detectdé mas de
50 % de inhibicién.

VIRUS

La cepa A15 del virus dengue 2 aislada en la
epidemia cubana de 1981 fue inoculada en células
de mosquito C6/36 y cultivada por 6 d en medio
minimo esencial suplementado con 2 % de suero
fetal bovino (SFB) (Gibco). Se resuspendieron las
células en su sobrenadante de cultivo y se procedio
a unacentrifugacion a 10 000 rpm durante 30 min a
4 °C. El precipitado de células fue congelado y
descongelado varias veces y centrifugado
nuevamente a 10 000 rpm, 30 min a 4 °C. Los
sobrenadantes de ambas centrifugaciones se unieron
y se concentraron los virus por precipitacién con
polietilenglicol 7 % con centrifugacion en
condiciones similares. El botdn fue resuspendido
en tampon fosfato salino (PBS) y centrifugado sobre
gradiente continuo de sacarosa (20-60 % p/v) en
tampo6n TNE (Tris C1 50 mmol pH 7,4, NaCl 150 mmol,
EDTA 10 mmol) a 28 000 rpm, 6 h a 4 ®)CSe
colecté la banda visible de virus. El virus fue
titulado por el método de placdas inactivado
posteriormente por incubacion a 56 °C durante 1 h.
Se estim6 la concentracién de proteinas por el
método Lowry* Fue preparado antigeno control
con idéntico procedimiento con la utilizacion de
células C6/36 no infectadas.

ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION

Se extrajeron 10 mL de sangre venosa periférica
a los individuos involucrados en el estudio, se
empled heparina (12 U/mL) como anticoagulante.
La sangre fue diluida en solucién Hank modificada
(sin C&*y Mg?) (Sigma) y se procedié al aisla-
miento de células mononucleares por centrifugacion
en gradiente de densidad sobre Ficoll-Paque



(Histopaque-1077, Sigm&)Se extrajo el anillo de
célulasy se lavaron estas, 3 veces con solttzadii.
Finalmente fueron resuspendidas en medio RPMI
1640 (Sigma) suplementado con L-glutamina
100mmol, penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL

y 100 pg/mL) y 10 % de SFB. Se contaron y
ajustaron las células a®ifiL en el mismo medio

y se dispensaron en placas de 96 pozos de cultivo,
fondo U (Costar) a razén de®id®lulas por pozo.

Se afiadieron los antigenos virales a diferentes
concentraciones: 5, 10, 20 y 40 pg/mL y se incluy6
un control de mitégeno: phytohemaglutinina (PHA)

a 5 pug/mL. También se incluyeron 2 concentra-
ciones de control de C6/36. Cada prueba se monto
por triplicado. Tras 6 d de cultivo a 37 °C, 5 % de
CO, en atmosfera humeda, las células fueron
pulsadas con 1 uCl por pozo de timidina tritiada
(Amersham; 2 Cl/mmol = 74 GBg/mmol) por 6 h
en iguales condiciones. Las células fueron
cosechadas sobre papel de fibra de vidrio (Skatron)
con un cosechador de células (Skatron) y las
emisionesf fueron medidas en un contador de
centelleo liquido. Los resultados se expresan en
conteos por minuto (cpm) y en indice de
estimulacion (IE), que es el resultado del cociente
de la media de los cpm de cada prueba entre la
media de los cpm del control de sintesis espontanea
de ADN. Fueron consideradas respuestas
significativas aquellas cuyo IE fue > 2,0. Se
rechazaron los valores de cpm de los triplicados
gue tenian un coeficiente de variacion > 15 %. la
comparacion estadistica de los resultados obtenidos
entre los 2 grupos de estudio (muestra y controles)
se realizé por la prueba t de Student con un criterio
de significacion aceptado para p < 0,05. Se aplico
testde correlacion entre las variables titulo de
anticuerpos e indice de estimulacion de los
linfocitos.
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RESULTADOS

DETECCION DE ANTICUERPOS SERICOS
ADENGUE

Se realizé la determinacion de anticuerpos
especificos a dengue en los sueros de los individuos
evaluados. Se detectaron titulos variables: 3 con 1/
20, 2 con 1/40, 1 con 1/80y 7 con un titulo de 1/160.

RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA
DECELULAS T

Se emple6 en el estudio un control de
proliferacién con mitdgeno (PHA), y se obtuvieron
en todos los casos indices de estimulacion normales
(> 20).

La respuesta al antigeno viral fue constatada
en todos los casos en que fueron detectables
anticuerpos en el suero, resultd esta significativa
(p <0,01) a concentraciones de 10, 20 y 40 ug/mL,
no asi de 5 ug/mL (p = 0,07) al ser comparados los
resultados con los del grupo control. No hubo
respuesta proliferativa frente a antigenos celulares
de C6/36 (tabla).

La respuesta proliferativa 6ptima fue observada
para concentraciones del virus entre 20 y 40 pg/mL,
no se evidencié diferencia significativa en los indices
de estimulacion entre ambas concentraciones (fig.).

La estimulacion obtenida fue variable entre los
individuos inmunes estudiados y mostro coeficientes
de variacién altos en este grupo (tabla).

Las células mononucleares de individuos no
inmunes a dengue no proliferaron en respuesta al
virus ni al control celular, a ninguna de las
concentraciones empleadas en el ensayo.

Se comprobd la correlacion entre los niveles
de anticuerpos séricos de los individuos inmunes 'y
los indices de estimulacién de los linfocitos frente

TABLA . Respuesta proliferativa de células T humaimasitro al virus dengue a diferentes

concentraciones

Grupo de estudio

Proliferacién al virus (IE)

Proliferacién
al control &)ular (I

Concentracion 5 10
(ug/mL) X DE X DE
Individuos inmunes

al dengue 32 27 66 62 94
Individuos

no inmunes 14 02 15 03 15

20 40 20

DE X DE DE
87 93 83 17 05
03 16 03 16 06
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104

5 10 20 40

Concentracion de proteinas

Individuos inmunes al dengue
{ Grupo control

Fig. Indices de estimulacién (IE) de linfocitos T procedentes de
individuos con antecedentes de infeccion por dengue y de individuos
controles, al ser enfrentados en cultivo a antigenos del virus dengue 2.

al virus, se obtuvo un coeficiente de correlacion de
0,74 con p <0,05.

DISCUSION

El conocimiento de los mecanismos de la
respuesta inmune que participan en la defensa
contrainfecciones virales y de cuales son las regiones
inmunorrelevantes de los virus involucradas en el
desencadenamiento de esa respuesta, son topicos
de gran interés que constituyen objetivos de muchas
investigaciones en la actualidad.

En la infeccién por virus dengue se ha
constatado respuesta de memoria de células T en
individuos con antecedentes de infeccién primaria.
Estas células son capaces de reconocer epitopes
y proliferar frente a diferentes serotipos del virus
de forma cruzad&.

El estudio de la respuesta de linfoproliferaciéon
a antigenos de virus dengue fue de gran utilidad en
este caso para explorar el estado de memoria de
células T CD4 en individuos que sufrieron la
infeccion por el virus en una epidemia de hace mas
de 15 afios y, en segundo lugar, por la necesidad de
contar con una técnica Util para medir la antigenicidad
para células T humanas de proteinas y péptidos
virales en el laboratorio.

En el presente ensayo la variable principal es
la concentracion del antigeno estimulante con vistas
a fijar una concentracion éptima de trabajo, pues
las condiciones generales como son el tiempo de
incubacién del cultivo (6 d), la cantidad de células
por pozo, la cantidad de timidina y el tiempo de
pulso con esta, fueron variables prefijadas por ser
bastante conservadas en los estudios con muestras
de células mononucleares humanas de sangre
periférica en ensayos de blastogénesis con
antigenog®

Con el objetivo de comprobar el estado de
inmunocompetencia de las células T de los
individuos de la muestra en respuesta a mitégeno,
se incluyé el control de proliferacion a PHA.

La estimulacién optima se logré a
concentraciones de proteinas en el orden de las
decenas de microgramos (20 pg/mL), comparables
con las reportadas en otros trabajos, que refieren
valores entre 1y 10 pg/mit:s

Los IE obtenidos del cultivo de las células de
los individuos con antecedentes de infeccion con
los antigenos virales demuestran una vez mas la
persistencia de células T de memoria especificas
al virus en estos sujetos, y que no alcanzan valores
significativos en el grupo control. La historia previa
de infeccion: serotipo viral 1, 2 6 ambos y el nimero
de infecciones sufridas (en una o en las 2 epidemias),
ademas de las particularidades genéticas
individuales, son causas de variacion en los |IE entre
individuos. Es recomendable clasificar a los
individuos segun estos parametros con la finalidad
de conocer la influencia de estos en la respuesta.

La correlacion entre los niveles de anticuerpos
séricos y la respuesta proliferativa anamnésica de
los linfocitos Tin vitro de los individuos inmunes,
demuestra una correspondencia en intensidad entre
las respuestas inmunes humoral y celular ante el
reto antigénicf y parece estar sujeto al hecho del
diferente grado de comprometimiento del sistema
inmune de cada individuo durante la(s) infeccién(es)
previa(s) y el tiempo transcurrido desde esta(s).

Enlos ultimos afios se han identificado proteinas
del virus que contienen epitopes para células T
humanas, también se demostré el reconocimiento
por células T CD4y CD8 de péptidos de las
proteinas E{'> NS3¢y C2

El papel de los linfocitos T CD4n la infeccion
esta aun por aclarar, no obstante se sugiere que su



funcion pudiera relacionarse con la patogénesis de
la enfermedad. Se han detectado niveles solubles
de CD4 y otros marcadores de activacion de estas
células en sueros de pacientes con FHD a niveles
mucho mayores que los detectados en [&°FD.
Ademas, las células T activadas secretan linfoquinas
gue pudieran contribuir también al agravamiento
del cuadro clinico de la enfermedd.

Seran necesarios estudios que contribuyan al
esclarecimiento de estas interrogantes y precisen
mejor las dianas fundamentales de la respuesta
protectora en humanos.

Este estudio permite concluir que es detectable
una respuesta inmune de memoria especifica a virus

dengue después de mas de 15 afios de haber

padecido la infeccion, esto permitira futuros estudios
en Cuba sobre la inmunopatogenia de la infeccion
por dengue y la antigenicidad de proteinas virales.

SUMMARY

Papers dealing with the study of the immune response to dengue
virus infection and with the role it may play in the pathogenesis of
dengue hemorraghic fever are increasingly important. The memory
human T cell response in individuals with history of dengue infection
during the Cuban epidemic was studied in this paper for a further
evaluation of the antigenicity of viral proteins. To this end, mononuclear
cells of peripheral blood from individuals immune to dengue and from
a group of control subjects with viral antigens were incubated. It was
obtained a significant proliferative response of lymphocytes from
individuals with history of infection against dengue virus type 2
compared with control subjects. It was proved this way the dengue
virus-specific memory T CD4ell response in the individuals under
study.

Subject headingsDENGUE HEMORRHAGIC FEVER/immunology;
HLA-D ANTIGENS; CD4-POSITIVE T-LYMPHOCYTES/immunology;
ANTIGENS, VIRAL/immunology.
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