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RESUMEN

Se mostré que anticuerpos policlonales de ratones anti-intestino
medio de Ae.aegypti reconocieron antigenos de células cultivadas de
Ae.albopictus denominadas C6/36 las cuales son permisivas a la infeccion
con el virus del dengue serotipo 2.

E! reconocimiento fué evaluado mediante técnicas inmunoquimicas
tales como ELISA indirecta, Inmunofluoresencia indirecta,
Inmunoelectrotransferencia sobre extractos de celulas C6/36 lo que mostré
que se presenta reactividad cruzada de los anticuerpos anti-intestino
medio de Ae.aegypti con células larvales de Ae.albopictus.

Usando antigeno de extracto total de células C6/36 la reactividad
obtenida por ELISA mostré titulos de 1:1000 a 1:64,000 y reconocié péptidos
de 13 a 233 kDa por inmunoelectrotransferencia. Mediante ensayos de
inmunofluoresencia en células se observd que los anticuerpos reconocieron
proteinas de membrana, citoplasma y en algunos casos toda la célula
dependiendo del anticuerpo empleado.

En experimentos de union in vitro del virus dengue serotipo 2 con
extractos de células C6/36 se mostré la interaccion con moléculas de masa
molecular aproximada de 165, 116, 83, 70, 63, 54, 30 y 13 kDa.

De 47 antisueros positivos, 15 reconocieron polipéptidos cercanos con
pesos moleculares aparentes de 29, 13, 71, 31 y 162 kDa similares a las
moléculas que interactian con el virus. Todos los anticuerpos reconocieron
protefnas membranales de células en cultivo.

Se tiene la hipdtesis de que la entrada del virus dengue durante la
infeccion en la célula hospedera depende de la unién a sus receptores
celulares y los anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de
Aedes aegypti podrian ser utilizados como posibles bloqueadores a la
infeccion por el virus del Dengue serotipo 2 en células C6/36 originadas de
larvas de Aedes albopictus.



INTRODUCCION.

Ls Enfermedad y el virus del Dengue.

El dengue es una enfermedad febril aguda provocada por la infeccion
del virus del mismo nombre que se manifiesta por presentar cuadros febriles
o fiebres hemorragicas y que es transmitido de un humano virémico a otro
sano mediante la picadura de vectores artrépodos hematéfagos,
principalmente mosquitos del género Aedes ; los principales vectores son
Aedes aegypli y Aedes albopictus.

La entermedad se encuentra ampliamente distribuida en 2zonas
endémicas tropicales, subtropicales y urbanas del este y oeste de Africa, el
Mediterrdneo, la India, Sri Lanka, el sureste asiatico, una buena parte de las
islas del Pacifico, Oceanfa y en el continente americano principaimente en el
Caribe, Sudamérica, Centroamérica y México ademéds de algunas partes de los
Estados Unidos (1, 2, 3).

La tasa de infeccién anuai en el mundo es de alrededor de 100 millones
de personas y la cantidad de gente que potencialmente estd expuesta a la
infeccion es de 1,500 millones aproximadamente, En Latinoamérica entre los
afios de 1980 a 1990 se registraron 1,006,702 casos del padecimiento en
donde el 30% correspondié a Sudameérica, el 48% a Centroamérica, 43% al
Carlbe y el 22% a México (1).

En México los primeros casos diagnosticados de dengue se registraron
en 1978 en Tapachula, Chiapas. Asi, entre los afios de 1980 a 1990, se
registraron 227,229 casos localizados en su mayoria en 13 estados de la
republica  (Veracruz, Guerrero, .Oaxaca, Chiapas, Yucatdn, Tamaulipas,
Coahuila, Nuevo Ledn, Jalisco, Sinaloa, Nayarit, Puebla y Michoacan),
actualmente practicamente en todas las entidades federativas existen casos
diagnosticados de dengue (1).

La tasa de incidencia durante este periodo ha descendido a partir de
1980 pero presenta discretos aumentos afectando principaimente a la
poblacién de adultos jévenes. Por lo tanto la enfermedad del dengue en
México se presenta como un problema de salid publica de relevancia
epidemioldgica con una alta morbilidad y baja mortalidad.

Existen cuatro serotipos del virus (DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4) que
tienen un papel importante en la infeccién, patologia y sus manifestaciones
clinicas. La expresion clinica de la enfermedad es mas frecuente en nifios y
produce un espectro clinico muy amplio que va desde infecciones
asintomaticas que presentan un cuadro febril después de 2 a 7 dias de
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incubacién. La infeccién confiere inmunidad permanente hacia un solo
serotipo (homotipica) y una inmunidad cruzada (heterotipica) a cualquier
otro serotipo por algunas semanas (4).

Se presentan dos formas clinicas de la enfermedad: el dengue cldsico 0
fiebre del dengue y fiebre hemorrdgica del dengue/sindrome de choque del
dengue (FHD/SChD).

El dengue cldsico se presenta principalmente en adultos jévenes con un
cuadro febril de mas de dos dias de duracién acompaiado de dolor retrocular,
de espalda, muscular, de articulaciones y conjuntivitis. Se pueden presentar
nduseas y vomitos, linfadenopatia, parestésis cutdneas, edema palmar,
cambios en el gusto, anorexia, constipacién y depresion; las petequias son
poco abundantes.

La FHD/SChD por su caracter altamente endémico, se ha sugerido que
se debe a una respuesta inmune secundaria a un serotipo distinto
(principalmente el serotipo 2) provocada por una segunda infeccién y en
algunos casos en infecciones primarias (1, 4).

La mayor parte de las manifestaciones clinicas suceden en individuos
menores de 15 aios con una altisima incidencia en bebes de mds de un afo.
Los criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (0.M.S.)
para la FHD/SChD incluyen cuatro grados de la enfemedad con diferentes
signos y sintomas.

Las manifestaciones de la FHD/SChD son tales como petequias,
equimosis, hematemésis, melena, leucopenia, sangrado genital,
trombocitopenia, fiebre, cefalea, mialgias, diaforesis, acrocianosis,
hiperventilacién, irritabilidad e inquietud.

Segun los criterios de la O.M.S la FHD/SChD se establece en el momento
en que se detecta hipotension. Los dos ultimos grados de la FHD/SChD son los
mas severos y pueden conducir a la muerte, presentandose sintomas como
hipotensidn, pulso débil, falla circulatoria, choque profundo, tensién arterial
y finalmente ausencia de pulso (5).

En los ultimos veinte afios la FHD/SChD en forma epidemica se ha
incrementado notablemente en nuevas areas de alta incidencia; asi, cerca de
250, 000 casos de Dengue Hemorrdgico son anuaimente reportados. En
América la primera incidencia de esta forma de la enfermedad aparecié en
Cuba en 1981 con 10,000 pacientes afectados.

En estos momentos el problema de la FHD/SChD representa una
amenaza a la salud publica del continente americano debido a: la extensién
de zonas endémicas e hiperendémicas, la dindmica poblacional de diferentes
vectores (Ae. albopictus), la distribucién de los diferentes serotipos del
Dengue en cada una de las regiones afectadas y la variacién en la virulencia
de diferentes cepas en lugares localizados (2).
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El virus del Dengue es un miembro de la familia Flaviviridae la cual
comprende un conjunto de virus relacionados morfolégica, genética y
bioquimicamente, siendo un grupo de gran importancia médica (3,6).

La patogénesis de los flavivirus reside principaimente en tres
patrones bien reconocidos de infecciones: cuadros febriles sistémicos
(infecciones pantomorficas), fiebres hemorrdgicas (infecciones
visceromérficas) y encefalitis (infecciones neuromérficas). El virus dengue
produce infecciones pantomédrficas, visceromérficas como la manifestacion
clinica mds severa as/ como también infecciones neuromdrficas
observandose en algunos casos con ciertas alteraciones neurolégicas no
usuales en humanos (7), pero principalmente en infecciones del sistema
nervioso central de ratones neonatos.

La FHD/SChD es un proceso patolégico complejo en cuanto a su
tropismo (tejidos, drganos y células blanco) y los mecanismos
inmunoldgicos que intervienen en la infeccion.

La patologia de la FHD/SChD en un andlisis macroscépico se manifiesta
como alteraciones de 6rganos como el higado, médula dsea, drganos
linfoides, corazdén, pulmén y rifién; los dalos en médula désea repercuten en
otros drganos como en las dreas dependientes de linfocitos T (Timo, nédulos
linfdticos y el bazo) donde se aprecia linfocitolisis, fagocitosis de
linfocitos e hiperplasia de células reticulares y células plasmaticas (8, 9,
10).

Las células blanco para la infeccién del virus dengue en hospederos
vertebrados son principalmente los fagocitos de la linea mononuclear o
monocitos (macréfagos) donde la duplicacién viral sucede en el citoplasma
(4, 11).

Los mecanismos inmunolégicos que actuan durante la infeccién viral
relacionados a la FHD/SChD son poco entendidos, no obstante, por estudios in
vitro se plantea la hipdtesis de (establecida con estudios en monocitos
cuitivados utilizando concentraciones subneutralizantes de antisueros
contra el dengue) que la formacion de complejos virus-anticuerpo provocan
un incremento de la infeccién viral, fenémeno conocido como facilitacién de
la infeccion mediada por anticuerpos heterotipicos no neutralizantes (ADA).

Este fenémeno se cree que sucede debido a las infecciones secundarias
con un serotipo viral diferente donde las Inmunoglobulinas (lgs)
subneutralizantes (anticuerpos heterotipicos contra el Dengue) forman el
complejo anticuerpo-virus que se une al receptor Fc localizado en la
superficie celular -de monocitos/macréfagos; este complejo aumenta la
adhesién y penetracién viral en la célula extendiendo rdpidamente la
infeccion y dando como resultado la produccidn en altos titulos del virus(4).

Este fendmeno ha sido observado en otros flavivirus incluyendo los
cuatro serotipos del Dengue, asi como en otros grupos de familias virales

]
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como los Alfatogavirus, Poxvirus, Bunyavirus, Rhabdovirus, Caronavirus,
Herpesvirus y Reovirus (4). En resumen, se cree que el ADA es una via que
facilita la penetracion del virus en las células blanco de vertebrados tales
como el macréfago.

Los signos de la FHD/SChD que incluyen un aumento en la permeabilidad
vascular, la activacion de complemento, el consumo de fibrinégeno y la
eliminacién de los virus estan relacionados con las células T citotoxicas
cuyos mecanismos son inducidos por la activacién de los
monocitos/macréfagos infectados (8).

Los mecanismos de reactividad cruzada de las células T (células CD4+
y CD8+ citotdxicas) dirigidos contra antigenos de las particulas virales
(proteinas no estructurales) localizados en el interlor de los manocitos
incluyen: liberacion de enzimas que activan el sistema de complemento,
tromboplastina y factores de permeabilidad celular (citocinas), que
conducen a una cascada de eventos que amplifican y regulan los tendmenaos
patofisioldgicos como la falla en la circulacién, hipotensiéon y coagulacidn
anormal (8).

La Famiiia Fiaviviridae y e! virus Dengue.

El virus dengue es un flavivirus y forma parte de una familia viral
reconcida en 1984 por el Comite Internacional de Taxonomia de Virus (CITV).
El aspecto histérico del surgimiento de esta familia es reciente y se ubica
en los siguientes hechos (12).

Las enfermedades virales transmitidas por artrépodos succionadores
de sangre comenzd con los estudios sobre la fiebre amarilla a cargo del
médico cubano Carlos J. Finlay en 1881, posteriormente en 1902 Reed y
Carrol de la Comision de la Fiebre Amarilla del Ejercito de los Estados
Unidos en Cuba establecieron formalmente que el virus de la fiebre amarilla
es transmitido por el mosquito Aedes aegypti.

A partir de estos estudios preliminares y con subsecuentes
aislamientos en el campo de otras virus en artrépodos se acuiid inicialmente
el término de “arborvirus” (1945), posteriormente se acordé en
“arbovirus” (contraccion de la palabra en inglés “arthropod-berne
viruses’, i.e. virus originado en artrépodos) en 1957.

De esta manera los arbovirus se agruparon en base a andlisis
serolégicos en dos grupos denominados : Grupo A (Alfavirus) y Grupo B
(Flavivirus) que conjuntamente se denominaban Togavirus por poseer en su
estructura una envoltura de bicapa lipidica. Esto Ultimo sucedié cuando en la
reunion del Comité Internacional de Nomenclatura de Virus (CINV) en Mascu
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en 1966 se designé un Subcomite de Virus de Vertebrados el cual creo el
Grupo de Estudio de Arbovirus encabezado por el Dr Casals. Asi, cuando el
CINV se reunié en la Ciudad de México en 1970, el Grupo de Estudio de
Arbovirus acufié el término Togavirus para agrupar a los grupos A y B de
arbovirus,

Finalmente en 1984 el Grupo de Estudio en Togavirus propuso la
separacién de los flavivirus de la familia debido a diferencias en cuanto a
las estrategias de duplicacién y la produccion de proteinas estructurales
entre otros; la propuesta fue aceptada por CITV ese mismo ano creandose la
tamilia Flaviviridae.

De esta manera, la definicion de arbovirus establecido por la O.M.S. en

1985 es :
“Los virus mantenidos principalmente por medio de picaduras de artrépodos
hematéfagos en hospederos vertebrados susceptibles donde se multiplican y
producen viremia (transmision biolégica horizontal) 6 por medio de la
transmision transovdrica y posiblemente venerea en artrépodos (transmision
vertical); el tlempo necesario para la multiplicaciéon del virus en los tejidos
del artrépodo se denomina periodo de incubacion extrinseco," (13, 14).

Los arbovirus se clasifican en un conjunto de familias y géneros donde
algunas(os) satistacen la definicion anterior como por ejemplo, los géneros
Orbivirus y Coltivirus de la familia Reoviridae, las familias Flaviviridae y
Alfatogaviridae y finalmente los géneros Bunyamwera, Phlebo y Nairovirus
de la familia Bunyaviridae. Otros a diferencia son especificos de insectos
(Nodaviridae), y los de posicion incierta como la familia Rhabdoviridae.

Ademds los arbovirus presentan un intervalo de hospederos
(vertebrados, inveriebrados y plantas), material genético (DNA o RNA de
hebra sencilla o doble), sentido de transcripcion (RNA+ 6 RNA- de hebra
sencilla) y la presencia o no de envoltura, (3, 14, 6).

La familia Flaviviridae contiene al menos 68 virus que tienen una
estructura de duplicacion, morfologia y caracteristicas genéticas similares
consistiendo de particulas esféricas con un didametro de 40 a 60 nm con
envoltura de bicapa lipidica que tienen una molécula de RNA de cadena
sencilla con sentido positivo infeccioso (3, 6).

Los miembros de la familia son biolégicamente parecidos aunque
consisten en una amplia variedad de virus con patologia y ecologia distintas.

Entre ellos los mas notables por sus manitestaciones son los virus de
la fiebre amarilla, dengue y encetalitis japonesa. Los ciclos de transmision
son ecolégicamente complejos e incluyen ademds de los humanos a
resevorios de fauna silvestre junto con vectores tales como los mosquitos y
garrapatas (3).
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Los flavivirus se clasifican por medio de patrones serolégicos
cuantitativos en complejos antigénicos basados en pruebas de reactividad
cruzada de neutralizacion con sueras policlonales de raton.

Los determinantes antigénicos responsables para su clasificacion se
encuentran en los dominios de la glucoprotelna E. Se reconocen ocho grupos o
complejos antigénicos en donde en algunos se encuentran a virus
responsables de muchas enfermedades tales como: Encefalitis originada_por
garrapatas (encefalitis central europea, Omsk, fiebre hemorragica, Neigishi,
Powassan, etc); Rio Bravo (Rio Bravo, Bukalasa, Saboya, Apoi, etc);
Encefalitis _japonesa (encefalitis japonesa, encefalitis del Valle de Murray,
el virus del Oeste del Nilo, Koutango, etc); Tyuleny (Tyuleny, el filon de
Saumarez y Meaban); Ntaya (Ntaya, meningoencefalitis turca de Israel,
Bagaza, etc); Uganda S (Uganda S, Banzi, Bouboui, etc); Dengue (Dent, Den2,
Den3 y Dend); Modoc (Modoc, Salvieja, Juitiapa, San Perlita, etc) y
finalmente un grupo no asignado donde encontramos a la fiebre amarilla
ademas de otros (3).

El ANA de los flavivirus tiene una longitud aproximada de 11 kb que
codifica para las proteinas responsables de la duplicacién viral, el RNA viral
es una molécula de RNAm especificos del virus con una estructura CAP tipo |
(m7GpppAmp) en el extremo 5°- terminal. EI RNA viral carece generalmente
de la estructura 3'-terminal tipica de residuos de adenina metilados.
Después de la estructura CAP existe una secuencia de dinucledtidos
conservados AG. El RNA ademds sirve como molde para la produccién de RNA
viral complementario (vcRNA) y que sucesivamente sirve como templado
para la produccién de RNA viral con sentido de transcripcién positivo (6).

La caracteristica mds notable del genoma flaviviral es gque tiene un
s6lo marco de lectura abierto (ORF) de alrededor de 10 Kb el cual codifica
para una poliproteina de 3,386 a 3,434 aminoacidos; flangueando en dos
extremos del ORF hay secuencias no codificantes con una longitud de 95 a
132 bases (6).

La traduccion del RNA monocistrénico deriva en la produccién de
proteinas estructurales y no estructurales en el siguiente orden de sintesis
proteica 5°-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3°, |a
poliproteina viral resultante es madurada por un procesamiento
postraduccional proteolitico en sitios especificos del segmento lo cual
sucede en el lumen del reticulo endopldsmico rugoso y el citoplasma de la
célula hospedera,

La particula viral consiste de una parte central que contiene la
proteina C de 13 a 14 kDa y la hebra de RNA formando una estructura de
ribonucleoproteina, rodeada por una membrana lipidica proveniente de la
célula hospedera la cual contiene la proteina de membrana M de 7 a 8 kDa y
la glucoproteina de la envoltura E (del tipo de proyecciones de superficie)



de 50 a 60 kDa Las proteinas C, M y E se denominan estructurales (3).

La proteina E es el principal componente de la superficie de la
envoltura del virién, ésta se encuentra glucosilada y contiene los
determinantes antigénicos responsables de la hemaglutinacién vy
neutralizacién durante la proteccién inmunoldgica en la infeccién, ademas
contiene los dominios responsables de la union de los viriones a los
receptores celulares y los asociados a los procesos de fusion
intraendosomal en un pH dcido durante la via de entrada de los viriones (3).

La maduracién de los flavivirus se lleva a cabo en membranas
intracelulares del reticulo endopldsmico rugoso y el aparato de Golgi y la
duplicacién en el espacio perinuclear y las membranas lisas del reticulo
endopldsmico, generandose dos tipos de viriones, el intracelular que
contiene los heterodimeros prM-E los cuales mediante un procesamiento
proteolitico generan la protelna E trimerizada y el virién extracelular que
contiene las proteinas maduras C, M, y la glucoproteina E. El papel de las
proteinas no estructurales en la biologia de los flavivirus es entendido
parcialmente , solamente se conocen algunos fenomenos relacionados a
éstas como: la funcion de generar inmunidad protectora por parte de la
proteina NS1; la actividad de proteasa y de helicasa nucledtido trifosfatasa
de la proteina NS3 y el posible papel de RNA polimerasa de la molécula NS5
(3, 6).

Debido a que el desarrollo de la virologla se aceleré con la capacidad
de cultivar células in vitro es menester tratar brevemente- la importancia
del cultivo celular en el estudio de los flavivirus. El estudio de los
mecanismos de propagacion viral, adhesidn, penetracién, desrevestimiento,
transcripcion, traduccion y maduracion viral se han logrado comprender
mejor gracias al cultivo celular, ademds de la ayuda de disciplinas como la
biologia molecular y la microscopla electrénica (15).

Para el estudio de los arbovirus es necesario contar con un sistema de
cultivo de células de invertebrados y en especial de células de artrépodos,
en el caso de los flavivirus se han establecido los sistemas de cultivo a
partir de sus vectores (mosquitos o garrapatas).

Por ejemplo, para el caso del dengue se han usado las clonas C6/36
(Ae. albopictus), APG1 (Ae. pseudoscutellaris) y TRA 284 (Toxorhynchites
amboinensis); y la clona C17 de Ae. aegypti para el estudio del virus de la
fiebre amarilla (14). Sin embargo, de hecho cualquier estirpe celular de las
anteriores son susceptibles a la infeccion por arbovirus en general con
cierto grado de especificidad dependiendo del virus y de las células.

Los cultivos celulares de artrépodos son importantes para definir y
estudiar los receptores virales y sus interacciones con el virus ademas de la
cooperacion de los factores del hospedero en la duplicacién viral

+
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(restriccion del hospedro a infecciones persistentes).

Los requerimientos nutricionales de estos sistemas de cultivo son
bioquimicamente fundamentales y tienen relacion con la concentracién de
metabolitos criticos, la acilacién y glucosilacion de proteinas asl como la
presencia de &cido sidlico, glucolipidos de insectos, dcidos grasos, lipidos y
lipoproteinas, esteroides, lectinas de invertebrados y biosintesis de
glucoprotefnas (14).

Es de especial importancia hacer notar que la clona C6/36 de
mosquitos es permisiva a un intervalo grande de arbovirus incluso de
aquellos poco relacionados a éstos como los Reovirus, Poliovirus,
Enterovirus, Picornavirus, Paramyxovirus y Chordopoxvirus. Este ejemplo
nos muestra el gran potencial que tienen las células de mosquito para
mantener el crecimiento viral (14).

La clona C6/36 se obtuvo a partir de una seleccion por susceptibilidad
a la infeccidn con los cuatro serotipos del Dengue y el virus del Chikungunya
en un cultivo de celulas de larvas y embriones de Ae. albopictus
genéticamente heterogeneos denominado cultivo SAAR que fué obtenida por
el Dr Singh (16). A partir del cultivo SAAR se aislaron 20 clonas de las
cuales al ser infectadas con los arbovirus mencionados la clona C6 mostré
los mas altos titulos, al mismo tiempo la clona se adapto a crecer en Medio
Esencial Minimo, posteriormente de la clona C6 se subclond a otras 43 donde
la clona 36 fue mds sensible a la infeccion mostrando efectos citopaticos
notables en comparacion con el cuitivo SAAR denominandose esta subciona
C6/38 (17).

La clona C6/36 crecid inicialmente a una temperatura de 280C; sin
embargo, ésta ha sido adaptada a crecer a temperaturas de 32 a 34 oC, con lo
cual no hay cambios en la susceptibilidad a la infeccién viral aumentando la
tasa de duplicacion en concentraciones bajas del virus dengue, lo que
representa una ventaja para su aislamiento para el diagnéstico clinico (18).

Esta clona es usada para mantener y purificar flavivirus y en especial
virus del Dengue hasta titulos altos. Las células no forman placas de
adhesién a la superficie del recipiente de cuitivo, no son tumorigenas y
mantienen un nimero diploide de cromosomas.

Gracias a los estudios en estos cultivos se sabe que la célula
hospedera proporciona los metabolitos y las funciones necesarias para la
multiplicacion de los arbovirus, en primer lugar una fuente de energia en
forma de ATP; sistema de sintesis de proteinas; sistemas de transporte de
proteinas de membranas (reticulo endopldsmico y aparato de Golgi);
sustratos para enzimas virales ATP, GTP, UTP y CTP en el caso de la RNA
polimerasa y para la enzima responsable de la metilacion del extremo 5°
terminal del RNA mensajero los sutratos GTP y S-adenosilmetionina;
enzimas glucosilantes y acilantes que modifican las proteinas de la
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envoltura viral, etc (19).

Los virus son elementos intracelulares (porciones de informacion
genética) con capacidad de Infeccién que utilizan los mecanismos sintéticos
de la célula hospedera para multiplicarse en un patrén muy especifico
experimentando una alto grado de Integracién con la célula manifestando las
siguientes propiedades: unién viral, entrada y/o penetracion, multiplicacion
intracelular, sintesis de subunidades, ensamblaje y liberacion de la progenie
viral (20,21). En los primeros eventos de la infeccién la mayoria de los virus
interactuan inicialmente con la célula mediante la uniéon a la membrana
celular a través de componentes de la superficie celular especificos y
saturables llamados Receptores Virales (RVs).

La reaccién de unién es mediada por Proteinas de Unién del Virus
(PUVs) las cuales se encuentran en varias copias y son Unicas para cada tipo
viral de forma tal que la especificidad y afinidad de la interaccion PUVs-
RvVs dirige el tropismo hacia células y tejidos y el intervalo de hospederos
para el virus; la expresién de receptores en la superficie celular ha sido
fuertemente correlacionado con la suceptibilidad de una célula a la
infeccidn.

En el caso de los flavivirus el fenémeno es poco conocido, no obstante
se ha sugerido que utilizan dos mecanismos en los cuales la envoltura viral
se fusiona con la membrana vesicular pinocitica o la membrana plasmatica
antes de la liberacidn del RNA viral en el citoplasma. Es decir los dos modos
de entrada al parecer son : a) por endocitosis y b) por fusién directa con la
membrana plasmdtica (14, 27). El mecanismo depende de factores como la
“historia de pase” del virus que provoca la seleccién de una subpoblacién en

_ particular, la composicién de lipidos y carbohidratos de la envoltura viral

debidos a la célula hospedera y finaimente la célula blanco perse.ién.

El fenomeno de entrada depende de manera directa de las actividades
de la célula: toma de nutrientes, comunicacidn, transporte intracelular y
actividades endociticas (22, 23, 24).

La membrana plasmatica participa esencialmente en ios eventos de
entrada, liberacién y sintesis de componentes virales provenientes de
membranas subcelulares, debido a lo anterior observamos la aparicion,
durante el curso de la infeccién en un cultivo celular, de un Efecto
Citopatico (ECP) en el cual cambia la morfologia de las células infectadas
presentandose aglutinacidn, fusién, cambios en el patrén de crecimiento asi
como también el reconocimiento entre células (25, 26).

Durante la infeccién del virus se aprecian dos fenémenos
principalmente: Fisién ds membranas en la cual los virus son formados
por la gemacidn o crecimiento con las membranas celulares u otro sistema
de membranas de la via secretora y la penetracion viral por Fusién de
membranas la cual sucede siempre en la membrana plasmaética ya sea por
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un virus con actividad de fusion a un pH neutro o posteriormente por
endocitosis en vacuolas intracelulares con influencia de un pH é&cido (25).

A partlr de este comportamiento en los sistemas de membranas
durante la infeccién viral se conocen muy bien dos fendmenos ya descritos
hace tiempo relacionados a la fusion de membranas los cuales son : Fusién
Interna que se observa inicialmente en células cultivadas infectadas en
baja dosis de virus capaces de establecer fusion celular, esta sucede cuando
la maduracién o ensamblaje del virus en fases tardias de la infeccion
coincide con la fusion celular, donde las proteinas de la progenie viral en la
membrana plasmatica se unen entre si a las células vecinas. La Fusién
Externa sucede cuando los viriones parentales son adsorbidos en la
superficie celular fusionandose con la membrana plasmadtica, actuando como
puentes que unen las membranas plasmaticas de las células adyacentes, este
fendmeno ocurre independientemente de la duplicacién viral y es inducido
igualmente por virus infectivos o inactivados, donde la condicién reside en
que el virus debe exponerse en altas dosis, en un maximo de 1-3 horas post-
infeccién, lograndose rdpidamente la fusién (20, 26).

En algunas cepas del virus de la encefalitis japonesa (SA14) y del
virus del dengue serotipo 2 (PR-159) el proceso de entrada en monocitos y
células C6/36 es por insercidn directa del virus en el citoplasma a un pH
fisioldgico donde la membrana plasmatica se disuelve en el sitio de unién
del virus, sin la formacién de depresiones ¢ vesiculas recubiertas que
alberguen particulas virales. Algo similar se encontr6 en el proceso de
entrada del virus de la encefalitis japonesa en hibridos de células
neurogénicas cultivadas de ratén (células N18T62 y N6108-15) donde
aparentemente el virus penetra directamente la membrana plasmaética y el
ensamblaje del viribn ocurre en las cisternas del reticulo endopldsmico
rugoso lo que apoya la idea sobre la existencia de receptores virales que
faciltan la adhesion viral y la entrada posterior a la célula (14).

Asi, al parecer el virus de la encefalitis japonesa y el dengue entran
directamente por insercién directa en el citoplasma por medio de fusién con
la membrana plasmatica . -

El Ciclo de Transmisién y el Vector.

La importancia de los insectos hematdfagos deriva del hecho de que la
vida metazoaria terrestre predominante corresponde a los insectos, con 1 a
10 millones de especies existentes de las cuales aproximadamente solo 300
a 400 se alimentan de sangre siendo de gran importancia para el hombre y
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los animales, estos grupos de insectos hematéfagos son los Phtiraptera
(piojos), Hemiptera (chinches), Siphonaptera (pulgas), Diptera (moscas y
mosquitos), entre los que destacan simulidos, ceratopogénidos,
flebotéminos, tabanidos, ragionidos, muscidos, califéridos, glosinidos,
hipobéscidos y nyceteribidos, estiéblidos, ateicidos y los culicidos (al cual
pertenece Ae. aegypli ).

Las enfermedades cuyos agentes causales son transmitidas por
insectos mds importantes (0.M.S 1976) por el numero de gente infectada y en
riesgo son: la malaria, con los plasmodios transmitidos por mosquitos
anofelinos, con 365 millones de gente infectada y con 2217 millones en
riesgo; la elefantiasis o filariasis linfdtica transmitida por mosquitos
(Culex, Aedes, Anopheles y Mansonia) con 90 millones de gente infectada y
con 905 millones en riesgo; la tripanosomiasis africana o enfermedad del
sueiio transmitida por la mosca tse-tsé (Glossina morsitans morsitans) con
20,000 personas infectadas y con 50 millones en riesgo; la tripanosomiasis
americana o enfermedad do Chagas transmitida por chinches (Rhodnius 6
Triatoma) con 15 a 20 millones de gentes infectadas y con 65 millones en
riesgo. En la actualidad las enfermedades arbovirales van cobrando cada vez
més importantes (28).

Los insectos que transmiten el virus dengue son el Aedes aegypti, el
Aedes albopictus, el Aedes mediovittatus y otras especies del grupo Aedes
scutellaris, los cuales son miembros de la subfamilia Culicinae de la familia
Culicidae . El principal vector es el Aedes aegypti el cudl es un mosquito con
hdbitos domésticos guardando una estrecha relacién con el hombre. Este
vector se cria en agua almacenada en recipientes domésticos, cisternas,
tambos, llantas, floreros, cubetas, hojas de plantas etc, donde son
depositados los huevos (1).

Aedes albopictus es un vector secundario del virus dengue pero se ha
sugerido que es mds susceptible a la infeccion oral (horizontal) 6
transovdrica (vertical) y es el principal responsable de brotes de dengue en
Japoén, el sur de China y algunas zonas de Asia (2, 29).

La transmision del virus dengue es del tipo biolégico propagativo en la
cual el patégeno se multiplica en el insecto sin mostrar desarrollo
ontogenético. El ciclo de transmisién del virus comienza con la sangre
ingerida por el mosquito. Esta es depositada en la parte posterior del
intestino medio de la hembra, el cual consiste de una capa de células
epiteliales rodeada de una membrana basal. Si esta sangre estd infectada,
entonces los virus invaden a las células epiteliales duplicdndose y pasando
posteriormente al hemocele; el tiempo que transcurre entre la alimentacién
por sangre (infeccién) y la transmisién viral recibe el nombre de periédo de
incubacion extrinseco (30).

La ingestion de sangre en los mosquitos hembras conduce la aparicion
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de ciclos gonotréficos o reproductivos que son inducidos por la alimentacion
por sangre hasta la saciedad, que implica procesos de digestién, maduracién
de los oocitos y la ovoposicion. En este momento se puede llevar a cabo la
transmision vertical o transovdrica en la cual el virus entra en los oocitos y
son transmitidos a la siguiente generacién de mosquitos (30).

Los aspectos entomoldgicos mas relevantes en relacién a la
transmision de la enfermedad dei dengue son la Capacidad Vectorial el cual
se ostablece como el efecto combinado de los factores fisiolégicos y
ecoldgicos del vector, del hospedero, del pardsito y el ambiente que
determina si el mosquito puede transmitir el agente infeccioso y la
Competencia Vectorial que se refiere a la tase de duplicacion del patédgeno
dentro del insecto, aunque algunos autores sefialan estos términos como
sinénimos (2, 29).

La enfermedad de arbovirus es influida por el vector y su nicho
ecolégico, la frecuencia, naturaleza y duracién de la exposicion del hombre a
vectores infectados y por la presencia de vertebrados amplificadores de la
infeccién como caballos, péjaros, puercos, roedores, etc, asi como también
la disponibilidad del hombre para completar el ciclo artrépodo-vertebrado.

Los principalés factores intrinsecos de la capacidad vectorial son los
factores genéticos del vector que origina que existan diferencias en la
suceptibilidad de las hembras para poder infectarse y transmitir los
arbovirus, es decir, la existencia de poblaciones de mosqunos y virus
genéticamente cambiantes.

Hay factores externos que afectan la capacidad vectorial como la
temperatura y la nutricién. La temperatura tiene efecto en el periodo
extrinseco de incubacidn en la proliferacién viral y en el desarrolio del
mosquito en la tase larvaria. La nutricion escasa en la época larvaria
promueve en algunos casos una eficiente transmisién de los arbovirus (30).

En algunas zonas de Asia y Africa Occidental el virus del dengue se
transmite en un ciclo zoondtico 6 selvatico en el cual un grupo de animales
en un momento y regién determinado son afectados por un patégeno, aqui el
ciclo de transmisién lo integran primates no humanos y mosquitos del dosel
selvatico, el ciclo zoondtico ofrece un mecanismo potencial para el
surgimiento de la enfermedad en poblaciones humanas puesto que los
asentamientos humanos cada vez se expanden mas a zonas aisladas y para la
seleccién de variantes virales con un intervalo de hospedero alterado. Las
cepas virales en el ciclo selvdtico son distintas (estudios de secuencias)
indicando que el ciclo zoondtico estd alslado geografica y ecolégicamente
(2, 3)

Por ofra parte, Aedes aegypti es un insecto originario de Africa el
cual posteriormente por los medios de transporte, el comercio y la
urbanizacion se hizo practicamente cosmopolita, por lo que el vector
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emergié de un ambiente silvicola (bosques) a un ambiente doméstico y
urbano en nuestros tiempos.

El mecanismo de infeccién por arbovirus en el estomago del mosquito
sucede a través de varios eventos, el primero es la existencia de un receptor
viral en la membrana de las microvellocidades de la superficie del epitelio
del intestino medio, en estas células el virlén penetra, pierde su envoltura y
se multiplica en el citoplasma, la liberacién de las particulas virales ocurre
en el espacio extracelular por encima de la lamina basal (13, 31).

Dentro del cuerpo de los insectos, el arbovirus se enfrenta a una serie
de barreras las cuales tiene que atravesar a una determinada dosis viral
para completar su ciclo de transmision.

La primera llamada Barrera Mesentérica ocurre en las capas de las
células epiteliales ‘del intestino medio y se cree que es influenciada por
mecanismos como la inactivacién viral por fluidos digestivos, la
impermeabilidad de la membrana peritréfica, la variacién en la
permeabilidad de las células intestinales, la distribuciéon y cambios de la
carga de la superficie celular, los escasos sitios de receptor viral
especifico y los mecanismos de defensa de la superficie celular del
intestino. En estudios con el dengue serotipo 2 en Ae. albopictus se observa
que los viriones se localizan en la parte posterior del mesenterén.

La Barrera de Escape Mesentérica ocurre en la ldmina basal que es una
membrana porosa de muchas capas. Una vez en el hemocele los viriones
tienen una amplificaciéon secundaria en células y tejidos asociados, cuerpo
graso, proventriculos, la cubierta ovdrica y el tejido nervioso; esta
amplificacién es necesaria para la posterior infeccion en gldndulas salivales
cuando en el intestino medio las concentraciones del virus son bajas.

Posteriormente, en la Barrera de Infeccion en Gldndulas Salivales |a
penetracion del virus se realiza a través de la membrana basal que rodea a
las gldndulas salivales, el virus posteriormente va hacia la membrana
plasmética de las ‘células acinares,y los I6bulos laterales de las gléndulas
salivales son infectadas.

Finalmente, se dirige a la Barrera de Escape en Gldndulas Salivales
donde los viriones son liberados a la saliva en la cual el vector al momento
de picar un hospedero nuevo completa el ciclo de transmision.

Se han sugerido otras barreras como la Barrera de Transmisién
Transovdrica que se localiza en las estructuras del tracto reproductivo de
la hembra durante la transmisién vertical del virus.
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Control Inmunolégico de Vectores.

Algunos artrépodos hematéfagos y mamiferos son los vectores y
hospederos respectivamente de agentes causales de padecimientos y
enfermedades de importancia médica y veterinaria, estos agentes pueden ser
virus (arbovirus), bacterias, protistas pardsitos y gusanos que desarrollan
parte a la totalidad de su ciclo de vida o proliferacion en el vector.

En el estudio de modelos epidemioldgicos se nota que la expansién de
una enfermedad causada por artrépodos hematéfagos depende de la
fecundidad del vector y la tasa de transmision del agente infeccioso;
debido a esto, la supresién de las poblaciones de vectores es una de las
principales estrategias de control en la transmisién de la enfermedad.

Actualmente el control del vector se ha logrado con el uso de
insecticidas y acaricidas quimicos que reducen de manera notable las
poblaciones en lugares endémicos o de aita incidencia. Sin embargo, se
presentan varios problemas en el vector como es el desarrollo de
resistencia, variabilidad genética, dindmica reproductiva y tasa de
mutacién. Asi mismo, el tipo de quimico usado, frecuencia de aplicacion, la
exposicion, el efecto nocivo a otras especies, los residuos en los alimentos
y los dafios a la salud humana hacen que este medio de control sea
contraproducente a largo plazo por sus graves efectos colaterales a su
aplicacién (32, 33).

Desde hace tiempo se conoce un fenémeno inmunolégico observado en
el ganado y en animales de laboratorio denominado Reslstencla Adquirida
que es provocado por la infestacion de dcaros, garrapatas, mosquitos,
glosinidos y maldfagos que se alimentan en la piel de estos hospederos.

La resistencia adquirida se manifiesta como una reduccién en la
infestacion de artréopodos por la accién de ciertos mecanismos
inmunolégicos del hospedero, esta reduccion se observa como una
disminucién en el numero de artrépodos alimentados, reduccién en su
contenido alimenticio sanguineo, un decremento en la cantidad y viabilidad
de los huevos, dilatacion en el tiempo de alimentaciéon y perturbaciones en
la fisiologla del vector que globalmente provocan un aumento en la
mortalidad de las poblaciones del vector. Los mecanismos inmunolégicos del
hospedero vertebrado consisten en la inmunidad humoral y celular. La
inmunidad humoral estd constituida por anticuerpos homocitotrépicos,
reacciones de hipersensibilidad basdfila cuténea, accién de complemento,
histamina, prostaglandinas e interferén. Este fenémeno de resistencia
adquirida provoca un desarreglo en la transmision de agentes patégenos
debido a la creacién de un ambiente hostil debido a la respuesta inmune
intensa del hospedero hacia el vector hematdfago (34, 35).
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Por ejemplo, "las secreciones de gldndulas salivales de garrapata que
interactuan con el hospedero durante la infestacion cambian durante el curso
de la alimentacién y contienen una gran variedad de inmundgenos Yy
moléculas farmacolégicamente activas que favorecen la alimentacion del
artrépodo pero al mismo tiempo son las responsables de la adquisicion de
resistencia. Dentro de este grupo hay antigenos con fuerte actividad
antihemostdtica, anti-inflamatoria, inmunosupresora, son las apirasas,
prostaglandinas, cinasa salival, anticoagulinas, anafilatoxinas vy
prostaciclinas las cuales han sido identificados en la saliva. En los casos de
la garrapata su saliva modula la respuesta inmune del hospedero vertebrado
(36, 37).

Racientemente se vislumbra un mecanismo alternativo de control de
poblaciones de vectores llamado Control Inmunolégico que consiste en la
induccién de la respuesta inmune de los hospederos mamiferos por medio de
inmunizaciones artificiales con moléculas de antigeno provenientes de
algunos drganos internos del artrépodo vector, como por ejemplo gldndulas
salivales, intestino medio, abdomen, térax, alas, extractos totales del
vector, etc; e incluso extractos de simbiontes intestinales del vector (38).

Esta respuesta inmune podria influir en la transmision del patégeno de
varias maneras: 1) Reduciendo la fecundidad, sobrevivencia, y longevidad del
vector por los dafos producidos en su tracto intestinal y reproductivo debido
a la accion de anticuerpos, complemento y leucocitos del hospedero 2)
Modula la transmision del patégeno por hospederos infectados a vectores
reduciendo el contacto hospedero-vector por medio de reacciones de
hipersensibilidad cutdnea del hospedero o bloqueando el desarrollo del
patégeno en el artrépodo (e.g. anticuerpos anti-intestino medio del
mosquito) 3) Afectaria la transmision de patégenos de vectores infectados
a vertebrados provocada por el ambiente inmune hostil generado en el sitio
de la picadura que disminuiria la expansion del patégeno en el vertebrado
(32).

Los anticuerpos anti-mosquito generados en hospederos vertebrados
(conejos y roedores) podrian afectar la fisiologia del vector y la
infectividad de pardsitos y arbovirus.

Por ejemplo, los anticuerpos generados en conejos contra antigenos de
cabeza, tdrax, abdomen e intestino medio de Anopheles tessellatus
alimentados con azucar que fueron evaluados en la alimentacion de An.
tessellatus y Culex quinquefasciatus mostraron que esos anticuerpos
reducen el numero de huevos producidos por An. tessellatus sin tener este
mismo efecto en Cx. quinquefasciatus; por el contario estos anticuerpos
aumentaron la mortalidad de Cx. q uinquefasciatus y no tuvieron efecto en la
mortalidad de An. tessellatus. Estos son resultados preliminares del uso de
estos anticuerpos sobre la fecundidad y mortalidad de los vectores, no
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obstante requieren de mas estudios para identificar los antigenos blanco
relevantes (39). '

En el caso de la malaria se observé que anticuerpos de raton anti-
intestino medio de Anopheles farauti reduce la infectividad (cantidad de
oquistes desarrollados de Plasmodium berghei) sin afectar la sobrevivencia
del insecto slendo el efecto mds notable en antigenos de mosquitos
alimentados con azlcar en contraste a los alimentados con sangre. Podria
ser que anticuerpos dirigidos contra intestinos de mosquitos alimentados
con sangre contienen membranas peritréficas, tripsina y otras enzimas
digestivas que ocultan la generacion de un anticuerpo dirigido contra el
receptor al oquineto en el intestino medio provocando que un mayor nimero
de oquinetos penetren el intestino y produzcan parasitemia a diferencia de
los anticuerpos anti-intestino medio de mosquitos alimentados con aztcar
donde el blogueo a la penetracion del oquineto en el intestino medio es mds
efectivo por no contener los antigenos adicionales de un mosquito
alimentado con sangre (40).

En un estudio se encontré que mosquitos de Aedes aegypti alimentados
con una mezcla de anticuerpos de conejo anti-intestino medio del vector
reducen significativamenmte la suceptibilidad a la infeccion de dos
arbovirus: ¢l del Rio de Ross y el virus de la encefalitis del Valle de Murray
(Alfatogavirus y Flavivirus). Sin embargo, no afectan los titulos virales en
mosquitos infectados ni bloquea la transmisiéon del virus de mosquitos
infectados a vertebrados sanos (41).

La reduccién en la suceptibilidad a la infeccién puede ser debido a la
perturbacién en la interaccion de los anticuerpos en los receptores para los
virus en las células epiteliales del intestino medio (seguramente
impedimento estérico). Sobre la forma en que el virus se introduce en el
epitelio del intestino medio se establece que pueden haber dos mecanismos:
a) por fusién de membranas como en el caso del alfavivirus causante de la
encefalomielitis del Oeste cuyo vector es Culex tarsalis o b) por la unién
de viriones a los receptores de superficie celular seguida de endocitosis
observado para el caso del flavivirus de la encefalitis de San Luis en el
intestino medio de Culex pipiens (41).

De esta manera la inmunidad inducida artificialmente contra
artrépodos es una estrategia promisoria para el control de la transmisién de
las enfermedades causadas por patégenos de importancia médica y
veterinaria, con especial atencién en la generacién de anticuerpos dirigidos
contra componentes relevantes del intestino medio de los artrépodos que
funcionan como receptores para pardsitos y arbovirus.

En base a estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos :
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Objetivos Generales :

1.- Evaluar la reactividad de los anticuerpos policlonales de ratén
anti-intestino medio de Aedes aegypti sobre células C6/36, mediante
técnicas inmunoquimicas (ELISA Indirecta, Inmunofluoresencia Indirecta e
Inmunoelectrotransterencia).

2.- ldentificar los polipéptidos reconocidos por el virus del Dengue
Serotipo 2 en ensayos de unidn viral utilizando extractos de proteinas de
células C6/36 electrotransferidas en membranas de nitrocelulosa.

Objetivos Particulares :

1.- Determinar por ELISA indirecta en extractos totales de células
C6/36, la especificidad a estas células de una coleccién de anticuerpos
policlonales de ratén anti-intestino medio de Aedes aegypti. Seleccionar
los sueros positivos.

2.- Identificar los polipéptidos de extractos totales de células C6/36
mediante inmunoelectrotransferencia con los sueros policlonales
anteriormente seleccionados.

3.- Evaluar por inmunofiuoresencia indirecta, en células C6/36, la
distribucion de los antigenos reconocidos por los sueros positivos
seleccionados por ELISA.

3.- Seleccionar los anticuerpos con mayor reconocimiento.
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En base a estos objetivos nos planteamos el siguiente disefio

experimental:

Inmunizacién de ratones BALB-C
y C57BL/6 con porciones de
intestino medio de Ae. aegypti

Mantenimiento y

Sangrado, refuerzo y reto en
ratones BALB-C y C57BL/6.

Evaluacién de los
anticuerpos policlonales

Virus Dengue-2
biotinilado

propagacion de la
clona C6/36

proveniente de Ae.
albopictus.

de ratén anti-intestino
medio de Ae. aegypti
mediante técnicas

inmunoldgicas en células

C6/36 de Ae. albopictus.

Electrotransferenci
de extractos totales
de células C6/36

Ensayo de unién
viral In vitro
*overlay"

|

Inmunofiuoresencia
indirecta en células
C6/36

extractos totales de
células C6/36

ELISA indirecta de inmunoelectrotransterencia en
extractos totales de células

C6/36

—
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MATERIALES Y METODOS.

Cuantificacién de proteinas.

Método de Bradford (42).

El reactivo se preparé con 100 mg de azul de Coomassie G-250
(Sigma), 50 ml de alcohol etilico, 100 mi de écido orto-fostérico al 85% y se
aforé a 1 litro.

La solucion se filtré a través de un papel filtro (Wathman #1).

Se utilizaron volimenes de muestra de 5 pl aforadas a 100 pl con agua
destilada y se les adiciond 1 ml de reactivo.

La curva patrén se preparé con albumina sérica bovina (Sigma) a una
concentracion de 1 mg/ml. Se ley6é la absorbencia de los tubos en el
espectrofotémetro a 595 nm y la concentracion de proteina se determind por
interpolacién en la curva patrén,

Método de Lowry (43).

Se preparé el reactivo alcalino mezclando 0.25 ml de solucién al 2% de
Tartrato de Sodio y Potasio y 0.25 ml de solucién al 1% de Cu2S04.5H,0 en 25
ml de solucién de Na2COj3 al 2% en NAOH 0.1N,

La solucion de protefna problema se utilizé en volumenes de 5 pl
aforados a 100 pl con agua bidestilada. Posteriormente se les agregé 1 mi
de reactivo alcalino, se agité y se dejé reposar 10 minutos, después se
adicion6 0.1 ml de solucién de Folin-Ciocalteu (diluido 1:1 con agua
destilada) agitando al mismo tiempo.

Treinta minutos después se leyé con una absorbencia a 750 nm.

La curva patrén se realizd con concentraciones de albumina sérica
bovina en un intervalo de concentracién de 5 a 100 ug de proteina partiendo
de una solucién original de 1mg/ml. Se leyeron al espectofotémetro y para
calcular la concentracién de proteina problema el valor de absorbencia se
interpold a la curva patrén,



— .

21

Cuitivo celular de Ia clona C6/36 proveniente de Aedes albopictus.

Medio de Cultivo (1 litro).

Medio Esencial Minimo de Eagle (Gibco) 10X. 100 ml.
Suero Fetal Bovino (Boehringer). 100 ml,
Aminodcidos no esenciales 100X (Gibco). 10 ml.
Vitaminas 100X (Sigma). 10 mi.
Glutamina 200 mM (Sigma). 20 ml.
Bicarbonato de Sodio. 0.35 gr.
Agua destilada estéril. 750 ml.
Solucién de antibidticos 100X (Sigma). 10 ml.

El pH se ajusté a 6.8 y la concentracion del suero se redujo a 5% para
mantenimiento de las células. La temperatura de mantenimiento fue de 32 a
340C,

. El suero fetal bovino se inactivdé por calentamiento en un bafio maria de
560C durante 30 minutos.

Propagacion.

La propagacion se hizo en cajas de cultivo (Costar) donde las células
se adhieren a la superficie, con un volumen de 10 ml de medio de cultivo en
cada caja.

El pase de células se hizo de 1 caja que alcanzd la confluencia
(generalmente tres dias) a 3, partiendo de una densidad celular de alrededor
30 x 108 células por caja.

La suspension celular se obtuvo adicionando medio fresco agitandolo
contra la superficie de la caja con ayuda de una pipeta estéril sin hacer
burbujas, y se repartié a otras cajas.

Una vez que se reunieron alrededor de 40 a 60 cajas confluentes se
procedié a cosecharlas para lo cual se retiré el medio de cultivo hasta dejar
un volumen de 1 ml, con la ayuda de un gendarme se hizo una suspension que
posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por cinco minutos, se lavaron tres
veces y se guardaron a -700C,

Congelacién.

——
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Esto se realizé con el propdsito de preservar a las células por tiempo
indefinido.

A partir de cajas de cultivo subconfluentes, es decir 24 horas después
del pase con el fin de tener a las células en las mejores condiciones, se
suprimié el medio de cultivo y se adiciond 2 ml de medio de congelacién por
caja que contenia dimetilsulféxido (DMSO) al 10% y suero fetal bovino al
15% en medio de cultivo, con la ayuda de un gendarme estéril se hizé una
suspensién de células concentradas (10 x 108 células) que se alicuotaron en
criotubos frios.

El proceso de congelacién debe ser lo mas lento posible para asegurar
una alta viabilidad, los criotubos se colocaron en bolsas de papel y se
guardaron por dos horas a 40C para posteriormente depositarios a -700C por
toda la noche. Después se colocaron en vapores de nitrégeno liquido por
cuatro horas y finalmente se sumergieron en este.

A los dos dias se descongelé un criotubo para verificar si la
congelacién tuvo éxito.

Descongelacién,

El criotubo recién sacado del nitrégeno liquido se colocd rdpidamente
en un baflo maria a 370C agitandolo hasta dejar visible un pedacito de hielo,
después se pasé a un bano de etanol al 70% para desinfectar la superficie
externa del criotubo y estabilizar la temperatura.

Se vacié rapidamente el criotubo en una caja de cultivo que contenia
20 mi de medio de cultivo fresco con el fin de diluir lo mas posible el DMSO.

Al cabo de 4 horas cuando las células se adhirieron a la superficie de
la caja, se reliré6 el medio de cultivo y se le agregé medio fresco.

Electroforesis de Proteinss.
Preparacién de las muestras.

Las muestras se disolvieron en amortiguador del sistema de Laemmii
(44) que contenfa Tris-HCI 0.5M pH 6.8, SDS 10% (p/v), glicerol 10%, 2-8-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol al 0.05% (p/v).

La muestra se diluyd 1:5 con este amortiguador y se calenté a
ebullicién por cinco minutos.
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Preparacién de geles.

Se montaron geles planos en una cémara de electroforesis con una
concentracién de acrilamida/bisacrilamida al 7.6 % en el gel separador.

Los geles se prepararon de acuerdo con las sigulentes soluciones
madre:

Soluciones ' Ge! separador (10 m!) Ge! concentrador (5ml)
Agua bidestilada 4.85 mi 3.05 mi
Tris-HC! 1.5M pH 8.8 25 ml

Tris-HC! 0.5M pH 6.8 ’ 1.25 mi

SDS al 20% 50 pl 25 pl
Acrilamida/Bisacrilamida 30% 25 mi 0.65 mi
Persulfato de Amonio al 10% 50 pi 25 pi
TEMED 5ul 5pl

Los geles se dejaron polimerizar de 20 a 30 minutos, EI amortiguador
de corrida estaba constituido por 3 gr de Tris base, 14.4 gr de glicina y 5 mi
de SDS al 20% por cada litro de solucién, los geles se dejaron correr por 1.5
horas a 150 mV.

Las dimensiones de los geles fueron de 8.3 x 5.5 cm para el separador y
de 8.3 x 2 cm para el concentrador con un espesor de 1.0 mm.

Tincion de geles con azul de Coomassie.

La tincion se hizo durante 20 minutos a temperatura ambiente con
solucién de Coomassie que contenfa: metanol 227 ml, &cido acético 46 mi,
agua bidestilada 227 ml y azul de Coomassie G-250 1.25 gr.

Se quité el colorante y se colocé en solucién desteiiidora compuesta de
metanol 600 mi y 4cido acético 200 m! atorado a 2 litros con agua
bidestilada, se realizaron cambios de solucién hasta que las bandas de
proteina se hicieron visibles.

)
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inmunizacién de ratones BALB-C y C57BL/6 con porciones de
intestino de Aedes aegypti.

Se inmunizaron un conjunto de ratones hembra de 6 semanas de edad de
las cepas BALB-C y C57BL/6 (inbred ) de acuerdo a las condiciones descritas
en la Figura 1, las inmunizaciones se hicieron con porciones de intestino
medio de Ae. aegypti y en solo tres casos se empled matriz peritréfica del
mismo insecto empleando adjuvante completo de Freund (Titer-Max). Se
sangraron por el ojo de acuerdo a la fecha que indica la clave del antisuero.

La via de inmnunizacién fue en los cojinetes plantares de un pie con un
volimen de 50 pl.

Las condiciones de inmunizacién fueron las siguientes :

Figura 1: Estrategia de inmunizacién con porciones de intestino medio de
Ae. aegypti en ratones de las cepas BALB-C y C57BL/6.

Cepa BALB-C
Jaula Ratén Condicl de Inmunizacién.
A 1,3 Adjuvante

a8 1.23 Adjuvants
c 4,586 Adjuvante+ antigeno (100 ug) Yiempo
ot
o} 7.8,9 Adjuvante+ antigeno (100 ug) 2N\ inmuniasstén ten)
[]
€ 1,2,3 Adjuvante+ antigeno {100 pg)
Cepas CH78L/8 \@Q"ﬂﬂlﬂ“ ¥ pimer 13
tatuerze
Jaula Ratdn Condicl de Inmunizaclén.
J 1.2,3.4 Adjuvante @\ Reto con mosquitos 18

K 5,7,8 Adjuvente+ antigeno {25 ug) \
L 8,7.9 Adjuvante+ antigeno (50 pg) g enmedo y segunds 39
sie

™~ 5,8,7 Adjuvante+ antigeno (100 ug)

N 5,7.8 Adjuvante+ antigeno {50 ug)
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Tabla 1: Protocolo de inmunizacion con porciones de intestino medio de
Ae.aegypti en ratones BALB-C.
RS J—

Clave de suero por ratén | Cantidad de proteina (ug) | Refuerzos Sangrados Retos
A1 8-13-92 - . . .
A3 8-13-92 . - - -
B1 8-13-92 - - -

B2 8-13-92 - -

B3 8-13-92 - - -
C4 8-13-92 100 2 17 5
C6 8-13-92 100 2 14 5
C4 6-15-92 100 2 1 5
C5 6-15-92 100 2 8 5
C6 6-15-92 100 2 8 5
D7 8-13-92 100 2 21 5
D9 8-3-92 100 2 14 5
D7 6-15-92 100 2 15 5
D8 6-15-92 100 2 8 5
D9 6-15-92 100 2 8 5
CD 7-20-92 100 2 21 5
CD 7-27-92 100 2 20 5
E1 6-1-92 100 matriz - - -
E2 6-1-92 peritrofica - -
E3 6-1-92 100 matriz - -

peritrofica
A -




Tabla 2 : Protocolo de inmunizacién con porciones de intestino medio de
Ae.aegypti en ratones C57BL/6,
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R _
Clave de suero por ratén | Cantidad de proteina Refuerzos Sangrados Retos
' (rg)

J1 7-27-92 - - -
J2 6-29-92 - - -
J3 7-27-92 - . -
J4 8-12-92 - - - -
K5 7-27-92 25 2 6 1
K5 8-3-92 25 2 8 2
K5 8-12-92 25 2 9 3
K7 7-27-92 25 2 3 1
K7 8-12-92 25 2 4 3
K7 6-29-92 25 2 3 1
K7 7-13-92 25 1 2 1
K8 7-27-92 25 2 3 1
K8 8-12-92 25 2 4 3
K8 7-13-92 25 1 2 -
L6 7-27-92 50 2 3 1
L6 8-12-92 50 2 4 3
L6 7-13-92 50 1 2
L7 8-12-92 50 2 4 3
L7 7-13-92 50 1 2 -
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e

Clave de suero por ratén | Cantidad de proteina Refuerzos Sangrados Retos
(1g)
L9 7-27-92 50 2 3 1
L9 7-13-92 50 1 2 -
M5 7-27-92 100 2 6 1
M5 8-3-92 100 2 7 2
M§ 7-13-92 100 1 5 -
M6 7-27-92 100 2 3 1
M6 8-12-92 100 2 4 3
M6 7-13-92 100 1 2 .
M7 7.27-92 100 2 3 1
M7 7-13-92 100 1 2 .
N5 7-13-92 50 1 2 -
N7 7-27-92 50 2 3 1
N7 8-12-92 50 2 4 3
N7 7-13-92 50 1 2 .
N8 7-27-92 50 2 3 1
N8 8-12-92 50 2 4 3
N8 7-13-92 50 1 2 -

v
—
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Extraccién de proteinas del intestino medio de Aedes aegypti.

Primeramente se preparé el siguiente coctel de inhibidores de
proteasas.

lodoacetato 1 mM.
Leupeptina 1 mM.
PMSF 1mM.
PHMB 1 mM. en Tris-HCl 1M pH=7.2.

La leupeptina y el iodoacetato se disolvieron directamente en agua, el
PHMB se disolvié en 150 ul de Tris-base 1M mds 850 ul de agua destilada, el
PMSF se disdivié en 500 ul de etanol mds 500 pl de Tris-HCI 1M evitando
que se precipite. Se virtieron 50 ul del coctel de inhibidores de proteasas
(CIP) en cada vial donde se colectaron los estomagos de los mosquitos. Se
lisaron con un homegenizador de vidrio con 3 a 5 golpes. Todo este proceso
se llevé a cabo a 40C.

Finalmente se cuantificé proteinas por el método de Bradford.

Realizacién de pruabas de ELISA Indiracta (Ensayo
Inmunoabaorbanta unido a Enzima) con loa anticuerpos da ratén
anti-intestino medio de Aedes aegyptl eobre extractos de célulaa
Cé6/38.

Se sensibilizé una placa para ELISA (Dynatech Immunon 1) con un
extracto de células C6/36 lisadas en un amortiguador de carbonatos pH 9.6
(en evaluaciones previas se empleo extracto de intestino medio de Ae.
aegypti ), 10 pg por pozo en un volimen de 50 ul. Se incubé a 40C toda la
noche.

Se desechd el liquido y se lavé tres veces por cinco minutos con
solucion amortiguadora de lavado TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM pH= 7.5
Tween 20 al 0.05%). Se bloquearon |os sitios de unién inespecificos con
solucion amortiguadora de bloqueo (TBS gelatina 005%) con un volumen de
200 pl por pozo 1 hora a 370.

Nuevamente se desechd el liquido y se lavé tres veces con la solucion
amortiguadora de lavado, posteriormente se incub6 el antisuero de ratén
correspondiente con las diluciones previstas  (1:500, 1:1000, 1:2000,

]
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1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 y 1:64000) en la solucién amortiguadora
de bloqueo toda la noche a 40C en un volimen de 50 pi.

Se desechd el liquido y se lavé tres veces con la solucion
amortiguadora de lavado, se adiciond un anticuerpo de conejo anti-
inmunoglobulinas (igs) de ratén biotinilado (Amersham) diluido 1:500 en
solucién amortiguadora de bloqueo por una hora a 37¢C en un volimen de 50

.
" Se desechd el liquido y se lavé tres veces. Se incubd con fosfatasa
aicalina conjugada‘a estreptoavidina (Amersham) diluida 1:2000 en solucidn
amortiguadora de bloqueo por 1 hora a 370C en un volimen de 50 pi y se lavd
nuevamente tres veces.

La reaccion se reveld a temperatura ambiente por 15 minutos con el
siguiente sustrato que contiene fosfato de nitrofenol (PNPP) 2.5 mM, MgCl»
0.5 mM en amortiguador de dietanolamina 10 mM. Es una reaccién solubie en
agua y de color amarillo que absorbe fuz a 405 nm (45). Las placas se leyeron
en un lector de placas (Bio-Rad).

Realizacién de prusbas de Inmunoelectrotransferencia con ios
anticuerpos de ratén anti-intestino medio de Aedes aegypt/ sobre
oextractos de céiulaa C6/36.

Electrotransferencia (46).

Se hicieron geles preparativos que corrieran en las condiclones
descritas para la electroforésis de proteinas, en el carril grande del gel se
colocd muestra con una cantidad de 500 ug de proteina de extractos de
células C6/36 y en el otro carril se adicioné marcadores de baja o alta masa
molecular preteiiidos (Bio-Rad). Los tamaiios de los marcadores fueron para
los de alto peso de 205, 116.5, 80 y 49.5 kDa mientras que para los de bajo
peso fueron de 106, 80, 49.5, 32.5, 27.5 y 18.5 kDa. Se sacd el gel de la
electroforésis y se equilibré una hora en amortiguador de transferencia frio
que comtenia Tris base 0.03 g, glicina 14.4 g, metanol al 20% aforado a un
litro con agua bidestilada.

La membrana de nitrocelulosa fué de 22 um que se equilibré tambien
una hora en el amortiguador. Para la transferencia se llené la camara con
amortiguador y se sigué el siguiente orden de colocacion : catodo(-), panel,
fibra, papel filtro, gel, membrana, papel filtro, fibra, panel y &nodo(+).

Se colocé la cubierta de la cdmara y se puso en posicion vertical.

La transferencia se realizd en la cdmara respectiva por una hora a 100

—y
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mV y 250 mA al comienzo y al final 100 mV y 350 mA.

El papel de nitrocelulosa se lavé una vez con TBS, se bloquearon los
sitios de unién inespecificos con leche descremada en polvo al 5% en TBS-
Tween 20 0.05% (solucion bloqueadora) durante una hora.

Después se efectuaron tres lavados de 1 minuto y tres de 5§ minutos
dejando la membrana transferida a temperatura ambiente sobre papel filtro
para después colocarlos a -200C.

Inmunodeteccién.

En tiras delgadas de la membrana de nitrocelulosa se incubd
primeramente el antisuero de ratdn diluido 1:60 en TBS solucién bloqueadora
en un volumen de 1 ml toda la noche a 40C, se lavé 5 veces por 5§ minutos con
TBS-Tween 20 0.05%, posteriormente se incubdé con el anticuerpo de conejo
anti-lgs de ratédn biotinilado diluido (Amersham)1:500 en TBS solucién
bloqueadora durante 20 minutos en un volumen de 1 ml. Se lavé 5 veces 5
minutos y se incubé con la enzima fosfatasa alcalina conjugada a
estreptoavidina (Amersham) diluido 1:2000 en TBS-Tween 20 0.05%, leche
en polvo 1% (solucién bloqueadora) durante 20 a 30 minutos en un volumen de
1 ml posteriormente se lavéd y se reveld la reaccion con el siguiente
sustrato.

Se prepararon las siguientes soluciones: Tris (Tris 0.1 M, MgCl, 0.5 mM,
pH 9.5), 30 mg de azul de nitrotetrazolio (NBT) disuelto en 1 ml de N,N-
Dimetilformamida (DMF) al 70% y solucién con 15 mg de 5-bromo-4-cloro-
3-indoifosfato (BCIP) disuelto en 1 ml de DMF,

El sustrato se prepard mezclando 1 ml de solucién de NBT y 1 ml de
solucién de BCIP en 100 ml de amortiguador de Tris, se empleé un volimen
de 1 ml. La reaccién es de color morada e insoluble en agua (47).

Reconocimiento por Inmunofiuoresencia Indirecta con loa
anticuerpos de ratén anti-intestino medio de Aedes aegypti sobre
células C6/36.

Se sembraron células en confluencia sobre cubreobjetos estériles en
una caja de cultivo.

Después se fijaron las células en solucién de formaldehido y
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glutaraldehido en PBS a una concentracidn de 1.85% y 0.02% respectivamente
por una hora. Los cubreobjetos se colocaron en una camara humeda para
evitar que se secaran.

Posteriormente se agregé sobre el cubreobjetos una gota de solucion
permeabilizadora que contenfa Azul de Evans 0.002%, Tritén 0.5% y glicina 1
M incubandose 15 minutos a 370C posteriormente se lavé dos veces con PBS-
Tween 20 0.05%.

Se agregaron directamente sobre el cubreobjetos 5 pl del antisuero de
ratén incubandose por una hora a 370C lavandose posteriormente dos veces
con PBS-Tween 20 0.05%. Se incubé posteriormente por una hora a 370C con
un anticuerpo de conejo anti-lgs de ratén biotinilado en una dilucién 1:10 en
PBS-Tween 20 0.05% colocando 5 pl sobre el cubreobjeto.

Se lavé dos veces y se adicion6 isotiocianato de Fluoreseina-
estreptoavidina (Boehringer) en una dilucién 1:20 en PBS-Tween 20 0.05%
en un volumen de 5 pul y se lavé finaimente. Los cubreobjetos se montaron
con glicerol al 50% en PBS y se observaron en un microscopio de luz
ultravioleta.

Adicionalmente se evalué una mezcla de anticuerpos provenientes de
ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con 25, 50 y 100 g de intestino
medio de Ae. aegypti en una proporcién 1:1:1:1:1 de los siguientes
antisueros:

K7 7-13-92, L7 7-13-92, M5 7-13-92, M6 7-13-92 y M7 7-13-92.

Blotinllacién del virus.

El paquete viral obtenido a partir de cultivos infectados de células
C6/36 se precipité con polietilenglicol (PEG), posteriormente el paquete se
resuspendié en una solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 1 M a un pH=9.5
y se incubd toda la' noche con enzotina (Sigma) en DMSO con una proporcién
de 5 mg de biotina por cada 10 mg de proteina viral. A las 24 horas se
centrifugé la soluciéon a 10, 000x g por una hora y después se resuspendio en
PBS para determinar posteriormente el grado de biotinilacién por la técnica
de inmunodot de manera directa y haciendo diluciones virales 1:10, 1:20,
1:50, 1:100, 1:1000 y 1:10 000,

Ensayo de unién del virus Dengue Serotipo-2 en proteinas de
célulae C6/36 electrotransferidas en papeles de nitrocelulosa.

)
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Se llevé a cabo el procedimiento de electrotransferencia descrito ya
anteriormente y utilizando tiras de papel de nitrocelulosa para realizar el
ensayo.

Primeramente se lavaron las tiras 1 vez por cinco minutos en solucién
amortiguadora de lavado (TBS-Tween20 0.05%) posteriormente se incubo con
el virus purificado biotinilado diluido en TBS (1:100) durante toda la noche a
40C,

Las tiras se lavaron tres veces por cinco minutos y posteriormente se
incubaron con fosfatasa alcalina conjugada a estreptoavidina (Amersham) en
una dilucién 1:2000 por 20 minutos en un volimen de 1 mi a temperatura
ambiente, después se lavd tres veces y se reveld con el sustrato utilizado en
la inmunoelectrotransferencia.

mn ey
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RESULTADOS.

Especificidad de anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino
medio de Ae.aegyptli en extractos de células C6/36 de Ae.
albopictus y de intestino medio de Ae. aegypti por ELISA
indirecta.

Previamente se tenfan una coleccién de 56 sueros de ratén, de los
cuales 47 provenian de ratones inmunizados con el intestino medio de
mosquitos hembra.

Un cuadro de inmunizacidn se presenta en las figura 1, tablas 1 y 2.

Con el objeto de investigar si estos sueros tienen reaccién cruzada con
las proteinas de células C6/36 se realizaron pruebas de ELISA,
inmunofluoresencia e inmunoelectrotransferencia.

Los titulos de cada uno de los anticuerpos se obtuvieron de acuerdo a
la dilucién en la cual el valor de densidad dptica fue mayor a el valor del
blanco y del suero normal.

Los resultados de ELISA se pueden ver en la tabla 3 y 4 donde se
observa que 35 de estos sueros reconocieron a las células C6/36. Para estas
células los titulos variaron dentro del intervalo de 1:1000 a 1:64000
(graficas 1 a 8).

Esto comparado con el reconocimiento de antigeno de intestino medio
es menor (tabla 3y 4) .

Los sueros E1, E2 y E3 que mastraron un titulo bajo fueron inmunizados
con antigeno de la matriz peritrdfica resultando negativos en células C6/36.

El titulo de los antisueros varid de acuerdo a la cantidad de antigeno
que se empled para inmunizar a los ratones.

Asi los titulos mds bajos tanto cuando se empled antigeno de estémago
medio como cuando se empled antigeno de células C6/36 fueron de los
sueros obtenidos de ratones inmunizados con 25 ug de proteina y los titulos
mds altos se observaron cuando se emplearon 100 ug de proteina.
Obviamente los titulos intermedios se observaron cuando se usaron 50 pug de
proteina.

s
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C6 8-13-92
Suero Normal
C4 8-13-92
Suero Normal
C5 6-15.92
Suero Normal
C4 6-15-92

C6 6-15-92

Grdfica 1: ELISA indirecta en células C6/36 provenientes de Ae. albopictus
de anticuerpos policlonales de raton anti-intestino medio de Ae. aegypti. Los
ratones BALB-C fueron inmunizados con 100 ug de intestino medio de Ae.
aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de ratdn,
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Gréfica 2: ELISA indirecta en células C6/36 provenientes de Ae. albopictus
de anticuerpos policlonales de ratdn anti-intestino medio de Ae. aegypti. Los
ratones BALB-C fueron inmunizados con 100 ug de intestino medio de Ae.
aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de ratén.
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Gratica 3: ELISA indirecta en células C6/36 provenientes de Ae. albopictus
de anticuerpos policlonales de ratdn anti-intestino medio de Ae. aegypti. Los
ratones BALB-C fueron inmunizados con 100 ug de intestino medio de Ae.
aegypti. En la grafica se representa ia clave de cada suero de ratén.
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Gréfica 4: ELISA indirecta de extractos de células C6/36 provenientes de Ae.
albopictus con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 25 pg de intestino
medio de Ae. aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de

raton,
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Grdfica 5. ELISA indirecta de extractos de células C6/36 provenientes de Ae.
albopictus con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 50 ug de intestino
medio de Ae. aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de

ratén,
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Grdfica 6: ELISA indirecta de extractos de células C6/36 provenientes de Ae.
albopictus con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 50 ug de intestino
medio de Ae. aegypt. En la grafica se representa la clave de cada suero de

ratén.
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Gréfica 7: ELISA indirecta de extractos de células C6/36 provenientes de Ae.
albopictus con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 100 pg de intestino
medio de Ae. aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de

ratén.
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Grédfica 8: ELISA indirecta de extractos de células C6/36 provenientes de Ae.
albopictus con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti Los ratones C57BL/6 fueron inmunizados con 100 ug de intestino

medio de Ae. aegypti. En la grafica se representa la clave de cada suero de
ratén.
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Identificacion de polipéptidos de extractos de células C6/36 por
inmunoslectrotransferencia con anticuerpos policionales de ratén
anti-Intestino de Ae.aegypti.

En la figura 2 se muestra el perfil electroforético de los extractos
totales de las células C6/36 en donde se observa un patron regular de
separacién de las proteinas en cada una de las concentraciones de proteina
agregadas en los distintos carriles (5, 10 y 15 ug).

Los anticuerpos dirigidos contra porciones de matriz peritréfica resulitado
de la inmunizacién con 100 ug de proteina reconocen desde 1 hasta 5
polipéptidos de antigenos crudos de células C6/36 lisadas con una masa
molecular de 16 a 143 kDa (Tablas 3 y 4; figura 4, tira 1 y figura 5 tiras 1 y
2), :

Con anticuerpos generados a partir de inmunizaciones con 25 pg de
proteina de intestino medio se obtiene que el grado de reconocimiento de la
colecciéon de anticuerpos abarca desde 1 a 5 polipéptidos con una masa
molecular de 13 a 195 kDa con preferencia en moléculas de tamainio grande; y
donde se observan antigenos reconocidos de manera comun: 195 kDa (3
antisueros), 184 kDa (5 antisueros), 143 (2 antisueros) y 46 (2 antisueros).

Estos ultimos fueron los mds reactivos visuaimente. El resto de los
polipéptidos fueron de reconocimiento ligero : 79, 16, 39, 31, 50, 34, 147,
128, 49, 161, 75 y 13 kDa (Tabla 4).

El reconocimiento en extractos de células C6/36 con anticuerpos
policlonales obtenidos mediante inmunizaciones con 50 pug de proteina de
intestino medio fue de 2 a 8 polipéptidos por cada suero con un intervalo de
11 a 170 kDa. El tamaiio de las moléculas mas frecuentemente reconocidas
fueron de péptidos de masa intermedia seguida de péptidos de tamaiio grande
y finalmente péptidds chicos (Tabla 4, figuras 3, 4, 5, 6 y 7).

Se reconocieron de una forma mas comin y frecuente las siguientes
moléculas: 184 kDa (5 antisueros), 161 kDa (2 antisueros), 170 kDa (2
antisueros), 143 kDa (3 antisueros), 126 kDa (2 antisueros), 73 kDa (2
antisueros), 61 kDa (4 antisueros), 68 kDa (2 antisueros), 47 kDa (2
antisueros), 37 kDa (3 antisueros), 34 kDa (2 antisueros), 33 kDa (2
antisueros), 29 kDa (3 antisueros), 25 kDa (3 antisueros), 13 kDa (4
antisueros), 14 kDa (2 antisueros) y 16 kDa (2 antisueros).
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Antisueros provenientes de ratones inmunizados con 100 ug de
proteina de intestino medio reconocen de 1 a 9 polipéptidos por suero con un
intervalo de masa molecular de 11 a 233 kDa.

Los polipéptidos méds comunmente reconocidos son los siguientes
(Tabla 3 y 4, figuras 3, 4, 5, 6 y 7). 143 kDa (9 antisueros), 184 kDa (5
antisueros), 126 kDa (5 antisueros), 147 kDa (2 antisueros), 73 kDa (7
antisueros), 79 kDa (2 antisueros), 68 kDa (3 antisueros), 61 kDa (8
antisueros), 52 kDa (2 antisueros), 47 kDa (2 antisueros), 46 kDa (2
antisueros), 35 kDa (3 antisueros), 34 kDa (3 antisueros), 27 kDa (3
antisueros), 29 kDa (3 antisueros), 19 kDa (5 antisueros), 16 kDa (6
antisueros), 11 kDa (2 antisueros) y 13 kDa (2 antisueros).

De manera general los antigenos mas frecuentemente reconocidos son
los que tienen pesos moleculares aparentes de 184 kDa (15 antisueros), 143
kDa (15 antisueros), 61 kDa (12 antisueros), 13 kDa (11 antisueros), 16 kDa
(10 antisueros), 73 kDa (9 antisueros) y 126 kDa (8 antisueros).
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Figura 2. Preparaciones de extractos de células C6/36
fraccionadas por electroforesis de proteinas en geles
tefidos con azul de Coomassie.

1: Marcadores de masa molecular.

2: 5 ug de lisado de céluas C6/36.

3: 10 ug de lisado de céluas C6/36.

4: 15 ug de lisado de céluas C6/36.
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Figura 3. Inmunoelectrotransferencia de extractos de
células C6/36 de Ae. albopictus con anticuerpos
policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae.
aegypti. Los anticuerpos fueron el resultado de la
inmunizacién con 25, 50 y 100 ug de antigeno.

1: Suero Normal.

2: Blanco.

3: Anti-membrana C6/36.

4: N7 8-12-92 (50 nug, cepa C57BL/6).

5. M6 8-12-92 (100 ng, C57BL/6).

6: L7 8-12-92 (50ug, C57BL/6).

7: L6 8-12-92 (50 ug, C57BL/6).

8: KB 8-12-92 (25ug, C57BL/6).

9: K7 8-12:92 (25 pg, C57BL/6).

10: K5 8-12-92 (25ug, C57BL/6).
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Figura 4: Inmunoelectrotransferencia de extractos de células C€/36
de Ae. albopictus con anticuerpos policlonales de ratén
anti-intestino medio de Ae. aegypti (excepto en la tira 1 donde el
anticuerpo fué dirigido contra matriz peritréfica). Los anticuerpos

fueron el resultado de la inmunizacién con 25, 50 y 100 ug de
antigeno.

E1

C4
C5
Cé
D7
cD
K7
D8
M5

LN HEON 2

6-15-92 (100 ug, cepa BALB-C).
6-15-92 (100 ug, cepa BALB-C).
6-15-92 (100 pg, cepa BALB-C).
6-15-92.(100 ug, cepa BALB-C).
6-15-92 (100 ug, cepa BALB-C).
7-20-92 (100 ug, cepa BALB-C).
6-29-92 (25 pg, cepa C57BL/6).
6-15-92 (100 ug, cepa C57BL/6).
7-27-92 (100 pg, cepa C578BL/6).

10: M6 7-27-92 (100pg, cepa C57BL/6).
12: L6 7-27-92 (50 ug, cepa C57BL/6).
13: L9 7-27-92 (50ug, cepa C57BL/6).
14: Suero Normal

15: Blanco.
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Figura 5:inmunoelectrotransferencia de extractos de 1
células C6/36 de Ae. albopictus con anticuerpos |
policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae. ‘
aegypti (excepto en la tira 1 y 2 donde los anticuerpos ;
fueron dirigidos contra matriz peritréfica). Los

anticuerpos fueron el resultado de la inmunizacién con

25, 50 y 100 ug de antigeno.

: E2 6-1-92 (100 pg, cepa BALB-C).

E3 6-1-92 (100 ug, cepa BALB-C).

D9 6-15-92 (100 pg, cepa BALB-C).

CD 7-20-92 (100 ug, cepa BALB-C).

CD 7-27-92 (100 ug, cepa BALB-C).

K5 7-27-92 (25 pg, cepa C57BL/6).

K7 7-27-92 (25 pg, cepa C57BL/6).

K8 7-27-92 (25 pg, cepa C57BL/6).

9: N7 7-27-92 (50 pg, cepa C57BL/6).

10: N8 7-27-92 (50ug, cepa C57BL/6).

11: Suero Normal

12: Blanco.

NSO RN 2
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Figura 6: Inmunoelectrotransferencia de extractos de células C6/36

de Ae. albopictus.” con anticuerpos policlonales de ratén anti-intestino

medio de Ae. aegypti. Los anticuerpos fueron el resultado de la
inmunizacién con 25, 50 y 100 ug de antigeno.
1: K7 7-13-92 (25 ng, cepa C57BL/6).

: K8 7-13-92 (25 ug, cepa C57BL/6).

: L6 7-13.92 (50 ug, cepa C57BL/6).

1 L7 7-13-92 (50 ug, cepa C578L/6).

L9 7-13-92 (50 pg, cepa C57BL/6).

: M5 7-13-92 (100 pg, cepa C57BL/6).

: M6 7-13-92 (100 ug, cepa C57BL/6).

: M7 7-13-92 (100 pg, cepa C57BU/SE).

: N5 7-13-92 (50 pg, cepa C578L/6).

10: N8 7-27-92 (50ug, cepa cs7eus)

11: Suero Normal

12: Blanco.
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Figura 7: Inmunoelectrotransferencia de extractos de células C6/36
de Ae. albopictus con anticuerpos policlonales de ratdn anti-intestino
medio de Ae. aegypti. Los anticuerpos fueron el resultado de la
inmunizacién con 25, 50 y 100 ug de antigeno.

1: N8 7-13-92 (50 ug, cepa C578L/6).

D9 7-3-92 (100 pug, cepa BALB-C).

K5 8-3-92 (25 ng, C57BL/6).

M5 8-3-92 (100 ug, C57BL/6).

C4 8-3-92 (100 pug, cepa BALB-C).

: C6 8-13-92 (100 ug, cepa BALB-C).

D7 8-13-92 (100 ug, cepa BALB-C).

8:Sueo Normal

9: Blanco.

Neoahron
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Evaluaciéon por Inmunofiuoresencia Indirecta de anticuerpos
policionales de ratén anti-inteatino medio de Ae.aegypt/ sobre
céiulas C6/36 de Ae.albopictus.

Los resultados de inmunofluoresencia muestran que existe un
reconocimiento de los anticuerpos anti-intestino de mosquito sobre células
C6/36 en citoplasma y membrana con grados de especificidad e intensidad
diferentes para toda la coleccién de anticuerpos.

En la figura 8 se muestra los controles del ensayo que corresponden a
la apariencia de las células normales y a la inmunofluoresencia empleando
suero normal de ratén.

Con los anticuerpos generados a partir de inmunizaciones con 100 pg
de proteina de intestino medio se observa reconocimiento en toda la célula,
de manera intensa en regiones de membrana Tabla 3 y 4, figuras 9, 10, 11,
15 y 16).

Con los antiduerpos de ratones inmunizados con 50 pug de proteina de
intestino medio dirigidos contra porciones de intestino medio del artré6podo
reconocen citoplasma, membrana y toda la célula debiimente (Tabla 4, figura
14).

Los anticuerpos resultado de las inmunizaciones con 25 pg de proteina
de intestino medio reconocen especificamente membrana, citoplasma de
manera ligera y toda la célula (Tabla 4, figuras 12 Y 13).

Por otra parte en células no permeabilizadas se observé un
reconocimiento en membrana tanto para sueros individuales donde se
reconocen puntos en la membrana 6 la membrana debilmente . Utilizando
mezclas de anticuerpos (figura 17) en células no permeabilizadas que
abarcan unos conjuntos de sueros positivos reconocen membrana de manera
ligera a intensa.
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Figura 8: Inmunofiuoresencia indirecta de células Cé/36 con
Suero de ratén inmunizado con adjuvante

A: Aspecto de un cultivo de la clona C6/36 de Ae.albopictys,
B: Suero de ratén inmunizado con adjuvante(cepa BALB-C),



Figura 9: Inmunofluoresencia indirecta de células C6/36 con
suero de.ratdén cepa BALB-C inmunizado con 100 ug de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO C4 8-13-92.

B: SUERO C6 8-13-92.
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Figura 10: inmunofluoresencia indirecta de células C6/36
con suero de raton cepa BALB-C inmunizado con 100 pg de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO C5 6-15-92.

B: SUERO D7 8-13-92,



Figura 11:inmunofluoresencia indirecta de células C6/36
con suero de raton cepa BALB-C inmunizado con 100 pg de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO D8 6-15-92.

B: SUERO D9 8-3-92,
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Figura 12: Inmunotiuoresencia indirecta de células C6/36
con suero de raton cepa C57BL/6 inmunizado con 25 pg de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO K5 7-27-92.

B: SUERO K5 8-12-92,
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Figura 13: Inmunofluoresencia indirecta de células C6/36
con suero de ratén cepa C57BL/6 inmunizado con 25 ug de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO K7 8-12-92,

B: SUERO K8 8-12-92.
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Figura 14:Inmunofluoresencia indirecta en células C6/36
con suero de ratén cepa C57BL/6 inmunizado con 50 ug de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO L6 8-12-92.

B: SUERO L9 7-13-92,
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Figura 15: Inmunofluoresencia indirecta de células C6/36
con suero de ratén cepa C57BL/6 inmunizado con 100 ug de
intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO M5 8-3-92.

B: SUERO M6 8-12-92.
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Figura 16: Inmunotiuoresencia indirecta de células C6/36
con suero de ratdn cepa C57BL/6 inmunizado con 100 pug
de intestino medio de Aedes aegypti.

A: SUERO M6 7-13-92.

B: SUERO M7 7-27-92.
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Figura 17: Inmunofiuoresencia indirecta de células C6/36 no
permeabilizadas empleando una mezcla de anticuerpos
policlonales de ratén anti-intestino medio de Aedes aegypti.
La mezcla se hizo con ratones de la cepa C57BL/6
inmunizados con 25, 50 y 100 ug de intestino medio en partes
iguales.
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Ensayo de unién del virus del Dengue Serotipo 2 con proteinas de
células CB8/36.

En el ensayo de unién viral se observa que el virus del Dengue serotipo
2 se une de manera especifica a polipéptidos con una masa molecular
alrededor de 165, 116, 83, 70, 63, 54, 30 y 13 kDa utilizando virus
purificado acoplado a biotina (figura 18).

Por otra parte 14 anticuerpos policionales de ratén anti-intestino de
Ae.aegypti reconocen una serie de péptidos con un tamaio cercano a las
bandas virales especificas (29, 13, 71, 31 y 162 kDa) que debido a la
incertidumbre en la resolucién -con los marcadores de masa moiecular
corresponderian a las moléculas candidatas de células C6/36 reconocidas
por el virus.

Del total de los 15 antisueros 14 corresponden a anticuerpos anti-
intestino medio y 1 a un antisuero dirigido contra la matriz peritrética del
mosquito. Todos estos antisueros fueron resuitado de la inmunizacién con
25, 50 y 100 ug de proteina de intestino del vector.
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Figura 18: Ensayo de unién del virus
del dengue serotipo 2 a proteinas de cé-
lulas C6/36 electrotransferidas a mem-
branas de nitrocelulosa.

A) Control (solucién amortiguadora TBS)

B) Virus dengue 2 diluido 1:100 en
solucién TBS.
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Tabla 3 : Evaluacién inmunoquimica de anticuerpos policlonales de ratdén
(cepa BALB-C) anti-intestino medio de Ae.aegypti en células C6/36.

”
Clave de Cantidad | Titulo por | Titulo por |Polipéptidos reconocidos por | Reconocimiento por
suero por de ELISA sobre | ELISA sobre | Inmunoelectrotransferencla | Inmunofluoresencla
ratén proteina células intestino sobre células C6/36 . indirecta en céluias
(ng) C6/36 de medio de Masa Molecuiar kDa. Ce/36.
Ae. Ae.aegyptl.
aibopictus. M C T
C4 6-15-92 100 1:64 000 | 1:266 000 143 126 73 16
C4 8-13.92 100 1:8 000 1:612 000 147 19 +e
Cs 6-15-92 100 1:32 000 | 1:5612 000 79 35 16 e
C8 6-15-92 100 1:64 000 | 1:1024 000 | 143 126 101 79 73 68 +
c8 8-13-92 100 1:16 000 | 1:512 000 77 25 +4
D7 6-15-92 100 1:32 000 1:126 000 150 143 61 35 27
D7 8-13-92 100 1:64 000 | 1:1024 000 162 73 19 ++
D8 8-15-92 100 1:1 000 1:128 000 143 16 +é
D9 8-15-92 100 1:18 000 1:128 000 | 207 184 46 36 32 290 |+ +*
21
D9 8-3-92 100 1:64 000 | 1:258 000 19 4 +*
CD 7-20-92 100 1:4 000 1:128 000 143 73 61 35 27 18 |+ +
CcD 7-27-92 100 1:8 000 1:128 000 195 184 29
E1 6-1-92 | 100 m.p - . 143 128 18
E2 6192 [ 100 m.p . - 108
E3 6-1-82 | 100 m.p, . - 46 36 32 20 21
At 8-13-.82 - - -
A3 8-13-92 - - -
B1 8-13-92 - - -
B2 8-13-92 - - -
B3 8-13-92 - . N

M membrana, C citoplasma, T toda la célula, +++ fuerte, ++ moderado , + débil y m.p matriz

peritrofica.
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Tabla 4 : Evaluacién inmunoquimica de anticuerpos policlonales de ratén

(cepa C57BL/6) anti-intestino medio de Ae.aegypti en células C6/36.

Ciave de Cantidad | Titulo por | Titulo por Polipéptidos reconocidos por | Reconocimiento por
8Uero por do ELISA sobre | ELISA sobre | inmunoelectrotransferencia | inmunoflucresencia
ratén protelna células Intestino sobre células C6/36 . Indirecta en células
(ug) °| ce/36 de medio de Masa Molecular kDa. C8/36.
Ae. Ae.aegypll.
albopictus. ] c T
K5 7-27-92 25 1:1 000 | 1:1024 000 195 164 46 39 31 e
K5 8-3-92 25 1:2 000 | 1:1024 000 147 126 + +
K5 8-12-92 25 1:1024 000 49
K7 6-29-92 25 . 1:64 000 143 79 18
K7 7-13-92 25 1:1024 000 164 +*+ ++
K7 7-27.92 26 1:4 000 | 1:1024 000 185 164 60 46 34 +
K7 8-12-92 26 1:18 000 | 1:1024 000 161 143 75 13 ++
K8 7-13-92 25 . 1:8 000 164
K6 7-27-92 26 . 1:32 000 195 184
K8 8-12-92 26 1:4 000 1:8 000 - ++
L6 7-13-92 50 1:18 000 | 1:128 000 184 14 13
L8 7-27-92 50 1:2 00 1:256 000 | 143 126 73 68 61 27 18
Le 8-12-92 50 1:32 000 | 1:512 000 | 170 161 143 49 29 25 13 |+ +44
L7 7-13-92 50 1:32 000 | 1:512 000 184 61 14 13 ++
L7 8-12-92 50 1:8 000 [ 1:1024 000 | 170 161 108 68 28 25 17 | 4+ ++
13
L9 7-13-92 50 1:8 000 1:256 000 184 61 47 42 38 34 11 | +++
L9 7-27-92 50 1:16 000 | 1:258 000 143 126 73 18
J2  6-29-92 - -
. J1 7-27.92 - - .
J3  7-27-92 - - -
J4  6-12-92 - - -

M membrana, C citoplasma, T toda la célula, +++ fuerte, ++ moderado y + débil.
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Clave de Cantidad | Titulo por Titulo por | Polipéptidos reconocidos por | Reconocimiento por
suero por de ELISA sobre | ELISA sobre | Inmunoelectrotransferencia | inmunofiucresencia
ratén protefna células intestino sobre células C6/36 . Indlrecta en células
(kg) C6/36 de medlo de Masa Moleculsr kDa. c6/36.
Ae. Ae.aegypll.
albopletus. L] Cc T
M5 7-13-92 100 1:64 000 1:512 000 | 184 61 42 34 14 13 11
M5 7-27-92 100 1:64 000 | 1:512 000 | 143 126 73 66 61 52 16 e
M5 6-3-92 100 1:32 000 1:512 000 " 147 128 47 19 +é
M6 7-13-92 100 1:64 000 1:512 000 {231 184 71 61 48 46 34 |+ +
19 11
M6 7-27-92 100 1:32 000 1:266 000 | 143 126 73 66 61 27 16 [ X3
M6 8-12-92 100 1:6 000 1:256 000 | 161 143 75 49 39 29 25 |+ +*
13
M7 7-13-92 100 1:32 000 1:256 000 233 164 61 47 34 20 e
M7  7-27-92 100 1:64 000 1:612 000 143 126 73 62 4+
NS 7-13-92 50 . 1:32 000 184 37
N7 7-13-82 50 . 1:64 000 34 3
N7 7-27-92 50 1:64 000 1:612 000 . +
N7 8-12.92 50 . 1:64 000 29 26 +
N8 7-13-92 50 1:2 000 1:64 000 54 52 39 37 33 19
N8 7-27-92 50 1:4 000 1:512 000 184 61 47 37 33 26
N8 6-12.92 50 . 1:64 000

M membrana, C citoplasma, T toda ia célula, +++ fuerte, ++ moderado y + débil.

——
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DISCUSION.

La inmunidad anti-vector generada en vertebrados mamiferos por
medio de inmunizaciones artificiales utilizando tejidos de artrépodo altera
la dindmica de la transmisidn del virus y los pardsitos a través de
mecanismos tales como la reducciéon en la viabilidad y fecundidad de los
vectores, perturbacion en sus conductas alimentarias, dafio tisular
(principalmente en el intestino) y alteraciones en la fisiologia del
desarrollo y propagacion del patégena dentro de los 6rganos del vector.

Esta inmunidad generada en mamiteros de manera natural durante la
infestacion (resistencia adquirida) ¢ artificial (inmunizaciones artificiales)
es originada por antigenos especificos de los artrpodos derivados de la
saliva, glandulas salivales, tejidos abdominales, tordcicos, intestino,
primordios alares, tejidos totales etc. Hasta ahora la mayor parte de estos
antigenos han sido caracterizados a partir de la saliva y gldndulas salivales
de garrapatas y en menor cantidad de mosquitos (48).

Una gran cantidad de polipéptidos de glandulas salivales evaluadas por
inmunoelectrotransferencia con antisueros de conejos infestados con
Hyalomma anatolicum anatolicum fueron reactivas en un nimero de 9 a 17
molédculas con un tamafo determinado por electroforesis SDS-PAGE de 14.4 a
130 kDa (49).

Muy recientemente en este campo se han hecho experimentos
utilizando antigenos no salivales como los originados en intestino de
garrapatas y mosquitos que en condiciones naturales muy ocasionalimente
son introducidos en el hospedero vertebrado durante la alimentaciéon del
vector, los anticuerpos generados contra estos antigenos nuevos provocan
daflos mds notables en el intestino del vector y alteraciones fisiolégicas de
la interacciéon patégeno-intestino. Estos efectos son provocados por el
reconocimiento en altos titulos a epitopos especiticos del epitelio
intestinal del invertebrado.

Anticuerpos de raton en altos titulos dirigidos contra antigenos
derivados de cabeza/térax, intestino medioc o abdomen de Anopheles
tessellatus reducen su tecundidad arriba del 29% postuldndose que estos
anticuerpos reaccionan con antigenos de estos tejidos implicados
directamente en la reduccion de la fecundidad (50). En el caso de los
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mosquitos culicidos la existencia de anticuerpos anti-vector en el alimento
sanguineo del artrépodo reduce la fecundidad y aumenta la mortalidad de
Aedes aegypti (51, 52).

En este estudio se observd que de un total de 47 antisueros

policionales de ratén anti-intestino medio de Aedes aegypti resultado de la

inmunizacién con 25, 50 y 100 ug de protelna evaluados
inmunoquimicamente en células C6/36 originadas a partir de larvas de
Aedes albopictus muestran reactividad cruzada (tabla 3 y 4) en la que
ciertos determinantes antigénicos de Ae.aegypti reconocidos con titulos
altos en extractos de intestino medio son reconocidos también en titulos
positivos aunque inferiores en células de Ae. albopictus indicando que
algunas moléculas del intestino y de la estirpe celular C6/36 estan
relacionadas y son compartidas por los dos insectos,

La reactividad de los antisueros anti-intestino tiene una relacién
proporcional en cuanto a la cantidad de inmunégeno inyectado, con
cantidades menores de intestino (25 pg de intestino) la reactividad en
células C6/36 e intestino tuvo los titulos menores comparados con los
sueros de ratones inmunizados con 50 y 100 ug de proteina que presentaron
titulos muy altos (tabala 3 y 4). Este reconocimiento proporcional revela que
la abundancia de .los antigenos reconocidos de intestino medio aumenta

conforme se adiciona mas cantidad de inmunégeno;, es decir en

concentraciones mds altas de antigeno la capacidad de generar respuesta
humoral de los ratones es mas amplio ya que aumenta la cantidad de
epitopos posibles del intestino del vector. Aunque es importante notar que
los antisueros de ratones inmunizados con 25 ug de antigeno reconocieron
preferencialmente membrana plasmatica y los sueros de ratones
inmunizados con 50 a 100 pug algunos de elios reconocieron aparentemente
estructuras internas de las células.

Una cantidad importante de epitopos de intestino medio se encuentran
en células larvales de Ae.albopictus en una concentracién inferior lo que
indica la existencia de dominios en los polipéptidos de ambos insectos que
muy seguramente podrian participar como moléculas responsables de
generar inmunidad anti-vector en los ratones artificialmente inmunizados.

Por pruebas de inmunoelectrotransferencia se encontré que los
anticuerpos reaccionan primordialmente con moléculas de masa molecular
alta en células C6/36 debido a que un polipéptido grande contiene mds
epitopos que son reconocidos, no obstante al aumentar la cantidad de
antigeno inmunizado se generan anticuerpos que teaccionan con mas
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proteinas incluyendo aquellas de tamaiioc medio y bajo, ademas de las de
masa molecular alta.

Los ratones al ser inmunizados con intestinos de moscos alimentados
sin sangre pero con una solucién azucarada implica que la respuesta inmune
del ratén se dirige contra antigenos mds especificos de la capa epitelial del
vector y no contra otros posibles inmunégenos como los componentes de la
matriz peritréfica (cuya sintesis es inducida por la ingestién de sangre),
células sanguineas, componentes de la digestién, enzimas inducidas etc,
Estos antigenos reconocidos por los anticuerpos son en buena medida

componentes de la superficie celular por lo que es de esperarse una

reactividad importante contra estos sitios en el intestino.

En este trabajo mediante pruebas de inmunofluoresencia indirecta se
observé que el reconocimento de estos antisueros en células de
Ae.albopictus tue en zonas importantes como la membrana, regiones
internas del citoplasma y en algunos casos toda la célula. Esto se reflejé en
el reconocimiento de antigenos de alto, intermedio y baja masa molecular.
Con estos resultados podriamos sugerir que algunos de los componentes que
se encuentran en la arquitectura de las células larvales de Ae. albopictus
y de las células epiteliales del intestino medio de Ae. aegypti son
compartides. Asi mismo nos sugiere que tienen caracteristicas comunes que
se podrian relacionar con los eventos de unién, penetracién e internalizacién
del virus Dengue serotipo 2 en condiciones In vitro (modelo de células
larvales C6/36) e In vivo (intestino medio de Ae.aegypti ).

El mecanismo de entrada de tlavivirus es complejo y poco entendido,
on células de mamitero tipo macréfagos como las células P388D1 de ratén la
fusién con membrana es la forma de entrada del virus del Oeste del Nilo y
depende de un pH dcido. A un pH alcalino la forma predominante es
endocitoeis mediada por receptor utilizando concentraciones
subneutralizantes de anticuerpo antiviral que provocan un incremento en la
cantidad de particulas virales que se unen a la superficie celular con el
receptor para Fc permitiendo la internalizacién mds eficiente de los
complejos anticuerpo-virus (53, 54).

El virus de la encefalitis japonesa penetra y se multipilica en células
hibridas derivadas de células neurogénicas de ratén indicando que en las
infecciones neuromérficas en mamiferos las neuronas del sistema nervioso
central expresan receptores de superficie especificos a flavivirus, de esta
manera los viriones penetran directamente la membrana plasmética de
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las células hibridas (55).

Se ha observado por microscopia electrénica de transmisién que el
virus Dengue 2 cepa PR-159 y el virus de la encefalitis japonesa cepa SA14
entra a células C6/36 por fusién con ia membrana plasmética que se
absorben las proyecciones de superficie viral (glucoproteina E), se disuelve
la membrana plasmatica en los sitios de absorcién y e! virion penetra en el
citoplasma a través de perturbaciones creadas en la membrana, después la
membrana se repara y el virus ya no se observa dentro de la célula ya que
éste se disuelve.

Aigo similar se encontré en monocitos humanos, con esto se evita la
activacién de reacciones inmunes resultado de la endocitosis de moléculas
extraiias (56).

La fusién externa (FFWO) de las células C6/36 asociada a la entrada
de flavivirus durante la infeccidn en estas, es dependiente de un pH dcido y
se ha caracterizado para los serotipos del Dengue (1, 2, 3 y 4), el virus de la
fiebre amarilla y de la encefalitis japonesa utilizando altas multiplicidades
de infeccién. Basados en estos estudios se ha postulado que el pH 4cido
activa un cambio conformacional en la glucoproteina E de la envoltura del
virus con lo cual este se fusiona a la membrana celular. Al parecer el virus
Dengue y otros flavivirus poseen la actividad de fusién de membranas
asociada directamente a la entrada viral y estimulada por factores
ambientales (57).

En investigaoiones recientes respecto a la forma de penetracion del
virus del dengue serotipo 2 en células C6/36 se encontré la ausencia de
receptores Fc en estas células lo que implica que la forma de entrada podria
ser muy distinta a la que implique la participacién del receptor Fc en la
internalizacién de complejos virus-anticuerpo en macrofagos en
infecciones utilizando concentraciones subneutralizantes de anticuerpos
contra el Dengue (58).

Un receptor celular al virus del de se desconoce hasta la techa.

En macrofagos se ha sugerido que el virus entra por la unién a
anticuerpos especificos por el receptor Fc.

En este trabajo se identificaron polipéptidos que interactian con el
virus del dengue 2 utilizando extractos de células C6/36 con una masa
molecular de 165, 116, 83, 70, 63, 54, 30 y 13 kDa. Basados en estos
antecedentes consideramos que es de suma importancia definir posibles
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receptores en células de mosquitos. Mediante investigaciones con receptores
a arbovirus en células de mosquito se conoce que el alfavirus de la
encefalitis . equina venezolana se une a un polipéptido de 32 kDa de las
membranas plasméticas de células C6/36 de una manera dosis dependiente,
saturable y a través de una interaccién ligando- receptor. El polipéptido es
un receptor de alta afinidad a laminina y se ha encontrado en el epitelio del
intestino medio de mosquitos vectores (59).

De la coleccién de anticuerpos policionales de ratén anti-intestino
medio de Ae.aegypti evaluados en células C6/36, 15 de los 47 sueras
positivas reconocen por inmunoelectrotransferencia polipeptidos cercanos a
las moléculas que interactGan con el virus.

Los titulos de estos 15 anticuerpos generados a partir de
inmunizaciones con 25, 50 y 100 pg de proteina (tabla 3 y 4), en la
evaludcién por ELISA usando como antigeno intestino medio fueron desde
1:64 000 hasta 1:1024 000 que indica que éstos reconacen muchos antigenos
en ol intestino del insecto, en células C6/36 la evaluacién mostré titulos
menores desde 1:1000 hasta 1:64000 especificos por polipéptidos de la
clona C6/36 con masas moleculares que variaron entre 13 y 233 kDa.

La mayoria de estos anticuerpos reconocen membrana plasmatica,
citoplasma o zonas de membrana y otros reconocieron a la célula en total.

La participacion de estos anticuerpos como posibles bloqueadores a la
infeccion por el virus dengue reside en la propiedad de impedir la unién de
las proteinas virales (PUVs) con los receptores celulares (RC) de! epitelio
intestinal de Ae.aegypti y Ae.albopictus .

En células epiteliales del intestino medio de Ae. aegypti una mezcla
de anticuerpos de conejo anti-vector reduce la susceptibilidad a la infeccion
por flavivirus y alfavirus. Sin embargo, cuando la infeccién ya se efectud, no
impiden la propagacion del virus en el mosquito ni la transmisién a
hospederos vertebrados.

Cuando utilizamos la mezcla de anticuerpos anti-intestino medio
positivos obtenidos en el laboratorio se encontré un reconocimiento en
membrana por ensayos de inmunofiuoresencia en células C6/36 (figura 16).

Por lo que utilizando anticuerpos especificos en altos titulos por los
receptores en las membranas, probablemente se podria impedir la unién del
virién a la superficie celular. Los anticuerpos anti-intestino medio que
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obtuvimos reconocen a los polipéptidos de 29, 13, 71, 31 y 162 kDa kDa
similar a las proteinas reconocidas por el método de unién viral in vitro
(overlay) lo que sugeriria que estos anticuerpos podrian impedir la unién del
virus a las células y posiblemente bloquear la infeccién.

Basado en esto ultimo, podriamos sugerir que las células C6/36
podrian ser un sistema que nos ayude a identificar, seleccionar y
caracterizar moléculas de células epiteliales las cuales podrian tener
epitopos comunes con moléculas del epitelio intestinal de mosquitos
reconocidas por el hospedero que genera inmunidad anti-vector contra més
de una especie de mosquitos.

Resumiendo, podrlamos decir que la estrategia inmunoidgica para el
control del vector nos podria ofrecer como ventaja el poder bloquear la
infeccién de las células del mosquito por los virus patégenos y de esta
manera bloquear la transmisién de éstos en eucariontes superiores como el
humano.
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CONCLUSIONES.

En este trabajo se presenta una evaluacion mediante técnicas
inmunoquimicas del reconocimiento de una coleccién de anticuerpos
policlonales de ratén anti-intestino medio de Ae. aegypli en un sistema de
cultivo de células de larvas de mosquitos de Ae. albopictus (C6/36).

El resuitado mds evidente de esta evaluacion fue la existencia de una
reactividad cruzada de los anticuerpos anti-estomago medio de
mosquitos y las células C6/36 lo que sugiere que ambos vectores comparten
epitopos comunes y probablemente relacionados evolutivamente.

Con técnicas como ELISA, Inmunfiuoresencia e
Inmnoelectrotransferencia se logré evaluar, identificar y seleccionar de una
coleccién de 47 sueros policlonales de ratones inmunizados con porciones de
intestino medio de Ae. aegyp!li con una concentracién de proteina de 25, 50 y
100 ug de proteina, 15 que podrian participar en el bloqueo de Ia infeccién
con el virus del dengue serotipo 2 en celulas de Ae. albopictus.

Para conocer mas detenidamente la naturaleza bioquimica de un
posible bloqueo se hicieron ensayos de union in vitro del virus del dengue
con proteinas de células C6/36 lo que resuitd en la identiticacion de
polipéptidos con pesos moleculares aparentes de 165, 116, 83, 70, 63, 54,
30 y 13 kDa que interactuan con el virus del dengue, lo que sugiere que uno
de los receptores ceiulares del vector al virus dengue podria ser una o dos
proteinas. Estos 15 antisueros reconocen varios polipéptidos incluyendo
aquellos que tendrfan una masa molecular similar a las bandas reconocidas
por el virus, reconocen a la membrana plasmatica y muestran titulos
positivos en extractos de células C6/36 de Ae. albopictus y de intestino
medio de Ae. aegypti, donde en este ultimo los titulos son los més altos.

En México el problema de la enfermedad del dengue reside en la
posibilidad de expansion de zonas endémicas e hiperendémicas con un
aumento en la cantidad de casos de FHD/SChD que se debe a muchos factores
tales como: la competencia o capacidad vectorial, la existencia de los cuatro
serotipos del virus en especial el serotipo 2 y el ingreso y expansién de un
nuevo vector (Ae.albopictus).

Este trabajo podria servir como base para caracterizar inmunégenos
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derivados de tejidos de mosquitos vectores (intestino medio) que podrian
ser utilizados para generar inmunidad anti-vector en vertebrados y ganado
mediante inmunizaciones que reduzcan las poblaciones de vectores y al
mismo tiempo la transmisiéon del Dengue es decir un probable Control
inmunolégico.
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