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ABREVIATURAS. 

FlID/SCD : fiebre hemorrágica por dengue/síndrome de choque por dengue 

LLC-MK2: línea celular - riñón de mono macaca mulatta 

CDC: untas for disease control 

CID: coagulación intravascular diseminada 

D2M: dengue 2 mexicano 

D2I: dengue 2 indonesia 

U.F.P: unidades formadoras de placa 

BSA: albúmina sérica bovina 

SK: estreptocinasa 

PLG: plasminógeno 

A.E.A.C.: ácido c-aminocaproico 

GP60: glicoproteína de 60 KDa 

CHAPS: 3-1(3-cloramidopropil)-dimetilamonio1-1-propanosulfonato 

n-OG: n-octyl-beta-D-glucopiranósido 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assays 

F: fibrina 	 Fg: fibrinógeno 

PDF: productos de degradación de la fibrina(ógeno). 



RESUMEN 

La enfermedad del dengue es causada por el virus del mismo nombre, del cual se 

conocen cuatro serotipos (1.2,3 y 4). Las manifestaciones clínicas van desde un cuadro 

febril, hasta las formas graves como el Síndrome de choque por dengue (SCD) y la Fiebre 

hemorrágica por dengue (En). Para intentar explicar los casos desafortunados de la 

enfermedad se han propuesto 2 hipótesis basadas en datos epidemiológicos: la primera, 

propuesta por Halstead, postula la facilitación de la infección mediada por anticuerpos 

heterotípicos no neutralizantes en el curso de una segunda infección, y relaciona las 

manifestaciones hemorrágicas con la activación del macrófago, el cual a su vez activa otros 

sistemas tales como: el del complemento, la coagulación y/o tibrinolisis. La segunda 

hipótesis fué planteada por León Rosen, en base a la presencia de casos hemorrágicos 

ocurridos en el curso de una infección primaria (no existen anticuerpos ami-dengue 

preformados), postulando que la variación antigénica que sufren las cepas mientras circulan 

en la naturaleza, es un factor de virulencia. 

Actualmente no existen reportes que demuestren que el virusfr9,  JV (ya que la patogenia 

ha sido asociada a los anticuerpos), tenga participación directa en el establecimiento del 

proceso hemorrágico. Con base en lo anterior, nos propusimos analizar la posible 

participación del virus del dengue, en la activación del plasminógeno (PLG), como 

condición previa al desarrollo del proceso fibrinolítico, el cual es un mecanismo importante 

en la instalación del fenómeno hemorrágico. Asimismo, evaluamos la activación del PLG 

en presencia de a-2-antiplasmina (a-2AP), cuya función es regular el proceso de 

fibrinolisis por medio de la inhibición de la plasmina. 

La activación de plasminógeno 	fué evaluada utilizando dos cepas virales 

diferentes, una procedente de un brote de dengue clásico (dengue 2 mexicano) y otra 

procedente de un caso fatal de dengue hemorrágico (dengue 2 indonesia). Al analizar la 

activación de PLG encontramos que las dos cepas fiteron capaces de activar al zimógeno, 

independientemente de la presencia de fibrina/fibrinógeno ; la plasmina generada fué capaz 

de degradar tanto a la fibrina como al fibrinógeno en diferentes péptidos de bajo peso 

molecular (menores de 50 KDa), los cuales se identificaron mediante SDS-PAGE al 10%. 

El patrón electroforético presentado en los ensayos de activación en presencia de los virus, 

fué similar al control positivo, el cual contenía estreptocinasa como agente activador del 

PLG. Al evaluar la activación de PLG, en presencia de a-2-AP y el virus de dengue clásico, 

la generación de plasmina se inhibió (de 79% a 21% a una hora de iniciado el ensayo); sin 

embargo, con el virus hemorrágico, se observó un incremento en la activación del mismo 

(de 89% a 99% al mismo tiempo). Los resultados obtenidos en el presente estudio, sugieren 

que el virusfrx Je, puede activar al PLG, transformándolo a plasmina, enzima que es capaz 

de degradar fibrina y/o fibrinógeno. En los ensayos de activación del PLG en presencia de 

a-2AP, encontramos que el aislado hemorrágico compite con el inhibidor de la plasmina, 

favoreciendo así la exacerbación de la activación de PLG, lo cual posiblemente favorezca la 

alteración del mecanismo de regulación de la fibrinolisis, desequilibrio que podría favorecer 

la instalación de la hemorragia. Estos hallazgos podrían dar una explicación alternativa al 

establecimiento del proceso hemorrágico en aquellos casos ocurridos en el curso de una 

infección primaria en donde no existe la presencia de anticuerpos heterotípicos no 

neutralizantes. 



GENOMA DE DENGUE 2 
(10723 nt) 
10233 nt 6' 97 nt 

1NTRODUCCION. 

GENERALIDADES: 

El Dengue es una virosis aguda y sistémica ocasionada por el virus del mismo nombre, 

del cual se conocen cuatro serotipos (1,2,3 y 4), asimismo dentro de cada serotipo, se han 

identificado variantes geográficas denominadas topotipos, que se designan de acuerdo al 

lugar donde fueron aislados, por ejemplo: Puerto Rico, Jamaica, México, etc (1). 

El virus pertenece a la familia Flaviviridae y se transmite al humano mediante la picadura 

del mosquito Aedes aegypti. El virión es esférico mide aproximadamente 60 nm de 

diámetro y tiene un genoma formado por un RNA de 11 Kb, de polaridad positiva que 

puede funcionar como mensajero, el cual codifica para un complejo poliproteínico que se 

procesa postraduccionahnente, dando lugar a 3 proteínas estructurales y 7 no estructurales 

en el siguiente orden: 5'C-prM(M)-E-NSI-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 3' [fig. 1. 

(2)]. 

4 PROTEASA DE GOLGI? 

❑ I 
pr M 

Proteína C 
RNA 

Proteína M 

GlicoproteIna E 

Fig.l. Modelo del virus de Dengue y representación esquemática del procesamiento 

postraduccional del RNA viral. 
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Entre las proteínas estructurales del virus se encuentran: la proteína de la cápside ó e con 

un peso molecular aproximado de 14 KDa, la cual se encuentra asociada al RNA formando 

la nucleocápside (protegiéndolo de una posible degradación) . La proteína de la membrana 

ó M que pesa 8 KDa aproximadamente y se sintetiza como un precursor glicosilado (pre-

M), que posteriormente mediante una desglicosilación da lugar a la proteína funcional. 

La glicoproteína de envoltura ó E tiene un peso molecular aproximado de 60 KDa, es 

muy importante desde el punto de vista biológico, ya que en ella se encuentran los epítopes 

de familia, de grupo, tipo (1,2,3 y 4), 	subtipo (Jamaica, Nueva Guinea, etc.), de 

neutralización, unión a receptor, hemaglutinación, fijación de complemento y 

neurotropismo (2, 4). Mediante anticuerpos monoclonales, se han identificado en esta 

proteína tres dominios no sobrelapables diferentes denominados: A, 13 y C, los cuales 

estructuralmente empiezan a ser caracterizados. Los sitios potenciales de glicosilación en la 

proteína E no están conservados [dengue 2 presenta un sitio y el serotipo 4 presenta dos 

sitios potenciales, localizados en la asparagina 67 y asparagina 153, siendo la Asn67 el 

único conservado entre los diferentes flavivirus (5)1 y los monosacáridos asociados a la 

misma no están bien establecidos; sin embargo, por análisis con diferentes aglutininas 

biotiniladas se ha observado mayor sensibilidad a la concanavalina A que a otras 

aglutininas, lo que indica un alto contenido de !limosas (6, 7). 

Entre las proteínas no estructurales del virus se encuentran: la proteína NS1 con un peso 

molecular aproximado de 48 KDa, la cual es sintetizada en el retículo endoplásmico como 

una proteína hidrofílica monomérica, que cuenta con dos sitios señales para la adición de 

carbohidratos, esta es transferida a la membrana plasmática y su función aún no está 

determinada; sin embargo, se ha sugerido que pueda funcionar como una chaperona que 

ayuda a la maduración del virión, además de actuar como modulador inmune. Asimismo, se 

ha propuesto que juegue un papel importante en el camping del mensajero y forme parte del 

complejo de replicación (8). NS I puede ser liberada al medio por células infectadas con el 

virus, siendo el antígeno soluble responsable de la fijación del complemento, por lo cual 

juega un papel importante en la respuesta inmune a la infección.(9). 

La proteína NS2a (20 KDa), es un péptido hidrofóbico que se requiere para el adecuado 

procesamiento proteolítico del extremo carboxilo terminal de NS1 y la proteína NS2b que 

pesa 14.5KDa, cuya función aún se desconoce (10). NS3 es un péptido hidrofílico de 

70KDa, el cual se ha sugerido, que pueda ser la proteasa viral activa en el procesamiento 

postraduccional de la poliproteína (9). Las proteínas NS4A y NS4I3 con peso molecular de 

4 



16 y 27 KDa respectivamente, han sido relacionadas como cofactores del complejo de 

replicación. A la proteína NS5. recientemente se le han asignado las funciones de RNA 

polimerasa y de metil-transferasa (11). 

El virus infecta principalmente a gentes jóvenes (menores de 15 años) . La enfermedad se 

presenta principalmente en zonas tropicales y subtropicales en América: sin embargo, 

exhibe un carácter endémico en el sureste asiático. En nuestro país las principales áreas 

endémicas son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatán, la zona baja de Veracruz y más 

recientemente Monterrey (12). 

ESPECTRO CLINICO DE LA ENFERMEDAD: 

El espectro clínico varía desde las formas febriles conocidas como Dengue Clásico (95% 

de los casos), hasta las formas graves de la enfermedad como son: la Fiebre Hemorrágica 

por Dengue y/o Síndrome de Choque por Dengue (IIID/SCD). 

El Dengue clásico se caracteriza por presentar liebre, cefalea, mialgias y artralgias; los 

datos de laboratorio son normales a excepción de una leucopenia moderada (Fig. 2). En las 

formas graves generalmente presentes en una infección secundaria, se presenta además del 

cuadro anterior: taquicardia, déficit de la perfusión tisular periférica, hipotensión y/o 

manifestaciones hemorrágicas, los datos de laboratorio muestran un incremento del 

hematocrito, así como una disminución de algunas proteínas plasmáticas tales como: 

fibrinógeno y el factor C3 del complemento, además de una severa plaquetopenia por 

plaquetolisis, al parecer responsable de la tendencia hemorrágica [Fig. 3 (13)1. 

A la fecha se conocen dos hipótesis que intentan explicar las manifestaciones 

hemorrágicas: la primera postulada por Halstead en 1980 (14), proponiendo que en el curso 

de una infección secundaria la presencia de anticuerpos heterotípicos no neutralizantes 

circulantes, incrementa la formación de complejos antígeno-anticuerpo, facilitando la 

eficacia de entrada del virus a las células blanco y desencadenando con ello la activación de 

macrófagos y que a su vez los macrófagos activen diferentes sistemas como el del 

complemento, fibrinolisis y/o coagulación. Con base en lo anterior, se propuso que los 

anticuerpos heterotípicos no neutralizantes previamente formados, fueran un factor de 

predisposición en la presentación de FHD/SCD en el curso de una infección secundaria. 
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Bhamarapravati en 1967 (15), sugirió que probablemente en la FI IDISCD estén 

involucrados mediadores químicos de acción corta como la histamina y la bradiquinina: sin 

embargo, existen otras sustancias como el leucotrieno C ( el cual es 1000 veces más potente 

que la histamina), los metabolitos del ácido araquidónico, prostaciclinas y prostaglandinas. 

que son liberados por los macrofagos estimulados durante la infección (14) ocasionando un 

aumento en la permeabilidad del endotelio vascular y salida del líquido intravascular al 

espacio intersticial, con ello la instalación del choque hipovolémico. 

Sin embargo, se han reportado casos de Dengue hemorrágico en el curso de una infección 

de tipo primario, en la que el 	inmunológico del huésped no juega un papel 

importante, en las cuales se ha demostrado que no han estado expuestos a una 

primoinfección por dengue u otro flavivirus (16). Para tratar de explicar estos casos, León 

Rosen en 1977 (17) propuso una segunda hipótesis, postulando que la variabilidad 

antigénica que sufren las cepas mientras circulan en la naturaleza (y la virulencia de la cepa 

es importante en la predisposición a la manifestación hemorrágica. 

Ambas hipótesis están basadas en datos epidemiológicos, sin que a la fecha existan 

reportes a nivel de estructura que apoyen a las mismas. 

POSIBLE RELACION DE LA PROTEINA DE ENVOLTURA VIRAL CON LA 

FIBRINOLISIS: 

Corno se mencionó anteriormente, la glicoproteina de envoltura viril (E) es muy 

importante desde el punto de vista fisiológico, ya que en ella residen las principales 

funciones biológicas tales corno: penetración a la célula, es decir unión a receptor, 

hemaglutinación, neutralización, etc (4). A diferencia de la mayor parte de los virus el 

dengue presenta una sola proteína de superficie (proteína E), la cual interacciona 

inicialmente con el. huésped, por lo que se le ha dado un papel central en la resolución de la 

infección en la relación huésped-parásito. Nosotros plantearnos la posibilidad de que la 

proteína E, pudiera estar involucrada en la alteración de los procesos de coagulación y/o 

fibrinolisis, desencadenados por el virus en infecciones de tipo hemorrágico en el curso de 

una primoinfección (en las cuales no hay anticuerpos preexistentes), con base en los 

antecedentes siguientes: 

Markoff y col. en 1991 (18) llevaron a cabo estudios en niños hospitalizados con Dengue 

clásico y FFID/SCD, encontrando que los anticuerpos contra la proteína E del virus 

presentaban reacción cruzada con proteínas plasmáticas que actúan en los sistemas de 

coagulación y/o fibrinolisis, principalmente con el plasminógeno, Mediante análisis de 
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similitud entre el plasminógeno y la proteína de envoltura viril (E), se observó que existía 

una región de 20 aminoácidos que presenta una elevada homología y que comprende del 

aminoácido 100 al 119, la cual corresponde a la región más conservada en los flavivirus 

(19). 

Por otro lado, en un estudio realizado en Cuba en pacientes con Dengue Hemorrágico. se 

encontró que existía una elevada correlación entre la disminución de librinógeno, 

plasminógeno, el aumento de los productos de degradación de fibrinógeno y la severidad de 

la enfermedad (20). Con base en estos antecedentes. Ruiz y col (datos no publicados), 

llevaron a cabo un análisis de estructura primaria y secundaria de la proteína E de dengue, 

observando que existen diferentes dominios compartidos entre la misma y las proteínas 

plasmáticas que actúan en la coagulación y/o librinolisis, entre los que se encuentran un 

doMinio tipo tinger, otro de unión a calcio y un dominio tipo kringle (figura 4), de este 

último se sabe que una de sus funciones importantes, es la de asegurar la especificidad de 

unión proteína-proteína en los sistemas enzimáticos que involucran proteasas sería icas 

(21,22). Los dominios kringle se encuentran formados por tres asas unidas por 3 puentes 

disulfuro que son característicos de este tipo de estructura (fig. 4), siendo esenciales para 

asegurar la especificidad y control biológico de la acción de algunas proteínas que actúan 

en la coagulación y/o fibrinolisis, tales como: el factor XII de la coagulación, la 

protrombina, urocinasa, activador tisular del plasminógeno y plasminógeno, por estar 

involucrados en interacciones que regulan la conversión ó control de la activación de 

protrombina y plasmina. Estos dominios participan en la asociación del factor Va con la 

protrombina (23) y la unión de la plasmina a fibrina y a-2-antiplasmina(24). 

El grupo de Heinz y col. en 1994 (25), reportaron la cristalización del fragmento soluble (aa 

1-403) de la proteína de envoltura del virus de enceffilitis transmitida por garrapata ('[BE), 

el cual pertenece a los flavivirus. Asimismo, Stuart y Gouet en 1995 (26) llevaron a cabo un 

análisis estructural de la proteína E de "[BE, encontrando que en el dominio I existía una 

estructura tipo kringle, el cual aunque tridimensionalmente presentaba una forma muy 

extendida, el patrón de puentes disulfuro mantenía la topología de un dominio kringle. Con 

base en estos antecedentes, nosotros planteamos que la presencia de los dominios kringle en 

el virus de dengue, juegue un papel importante en la fibrinolisis, así como en el desarrollo 

de la hemorragia. 
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Figura 4. Representación esquemática Rle los dominios compartidos entre los 111\W-iras y 

algunas proteínas plasmáticas que actúan en la -coagulación y/o fibrinolisis: C domimio de 

unión a caldo, K .dominio kringle, O dominio de factor de cremimiento epiddrin ico, F 

dominio tipo finger. 

FIBRINOL ISIS. 

La fibrinolisis es un proceso fundaramutal que da corno resultado la tisis del coágul-o. Este 

fenómeno esta controlado y regulado por la actividad de un sistema de enuimas 

proteolíticas llamado sistema plasinine5genoplasmina. Mientras que la trombiu 	es la 

enzima que activa la formación de la Ibrina, l.a plasmina es la encargada de degradar los 

coágulos de fibrina, ésta última se encuentra em el torrente sanguíneo bajo la forma de una 
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proteína precursora llamada plasminógeno; su conversión es llevada a cabo por otra 

proteína denominada activador tisular del plasminógeno de manera natural y en condiciones 

patológicas por enzimas proteolíticas enrasas, tales como: uroquinasa y estreptocinasa I,a 

activación del plasminógeno, involucra el rompimiento de una unión lisina-arginina en el 

zimógeno y no genera la liberación de péptidos (28). 

La plasmina en su forma activa es capaz de actuar sobre varias proteínas, digiriendo el 

fibrinógeno de manera similar a su acción sobre la fibrina, además de poder degradar otras 

proteínas plasmáticas particularmente los factores de coagulación V y VIII (Diagrama 1). 

La plasmina formada provoca entonces una degradación no sólo de la fibrina, sino también 

del fibrinógeno circulante (fibrinolisis sistémica). Además de los factores antes 

mencionados, dichas sustancias ocasionan un estado de no-coagulación de la sangre. 
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Diagrama I. Esquema de actividad específica de la 
plasmina sobre diferentes proteínas involucradas en los 
procesos de coagulación y/o fibrinolisis. 
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El proceso de tibrinolisis es lento, la plasmina requiere de varias horas para llegar a la 

digestión de la fibrina/ogeno hasta péptidos de bajo peso molecular , por lo que la mayoría 

de los métodos que existen para medirlo requieren de varias horas (los productos de 

desintegración resultantes son diferentes). Inicialmente la enzima se une a la fibrina y/o 

fibrinógeno (340KDa) y corta la cadena a, así como la unión de la cadena beta para 

producir el fragmento X (240-265kDa), en el siguiente corte se produce un fragmento X 

tardío el cual genera posteriormente los fragmentos Y (155 KDa) y D (70-100 KDa). 

Finalmente de la degradación del fragmento Y, se generan el fragmento E (50KDa) y un 

segundo fragmento denominado D ( Diagrama 2). Ambos fragmentos pueden proseguir en 

su degradación hasta obtener péptidos de menor peso molecular. Durante la proteólisis de la 

fibrina y/o fibrinógeno por la plasmina, se pueden cortar alrededor de 30 sitios en orden 

específico los cuales generan sitios de unión adicionales a lisina (29, 30). 

Se sabe que el desencadenamiento del sistema fibrinolítico se dá tanto por la activación 

de proteínas endógenas (factor activador del plasminógeno y urocinasa), así como de otras 

proteínas exógenas como es el caso de la estreptocinasa. 

La estreptocinasa (SK) no presenta una actividad catalítica como tal, sino que se propone 

que se une a la molécula de plasminógeno, la cual a su vez se encuentre unida a fibrina o 

fibrinógeno, actuando como un proactivador que provoca un cambio conformacional en la 

molécula de plasminógeno , resultando en la exposición de un sitio sensible a hidrólisis por 

otra molécula del mismo, dando lugar así a la generación de plasmina [la proteína E en el 

virus del dengue podría presentar un comportamiento similar a la molécula de SK. (Fig.5)]. 

Fig. 5. Modelo esquemático de la activación de plasminógeno por estreptocinasa 
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Diagrama 2. Representación de la Degradación del 
Fibrinógeno. 



Además de la estreptocinasa se sabe de la existencia de otras proteínas que actúan de la 

misma manera, las cuales provienen de diferentes bacterias tales como el 

(31). 

INHIBICION DE LA FIBRINOLISIS: 

La tibrinolisis puede inhibirse de forma natural o de forma no natural utilizando sustancias 

sintéticas, tal es el caso del ácido E-aminocaproico (AEAC), que es un aminoácido sintético 

cuya acción tiré estudiada por Me Nicol en 1964 (32) (es un potente inhibidor con 

potencial uso en la terapéutica antitrombótica como en trastornos del sistema librinilítico). 

Se ha propuesto que AEAC actúe uniéndose en la parte no catalítica de la molécula de 

plasminógeno, específicamente en los sitios de unión a lisina de los kringles 1, 2 y 3, 

inhibiendo así la unión del plasminógeno a fibrina(ógeno), impidiendo que el 

plasminógeno pueda exponer el sitio sensible a hidrólisis y por lo tanto de origen a la 

generación de plasmina (33); el AEAC ha sido muy utilizado para inhibir la tibrinolisis en 

pruebas de laboratorio clínico. 

Por otro lado, en forma natural existen en el plasma proteínas que neutralizan la actividad 

producida por la plasmina denominadas antiplasminas, entre las que se encuentran: los 

inhibidores de la activación del plasminógeno (PAI-1 y PAI-2) y la alfa-2-antiplasmina 

2AP) ; los primeros actúan inhibiendo la activación del zimógeno de la plasmina, mediante 

la unión de PAH y PAI-2 a las moléculas activadores del plasminógeno (factor activador 

de plasminógeno y urocinasa); la segunda (a-2AP), pertenece a la familia de las serpinas y 

es el inhibidor primario de la plasmina, ya que inhibe específicamente a la molécula activa 

del plasminógeno mediante un mecanismo que comprende 2 uniones: la primera interacción 

es de tipo fónico, en la cual se lleva a cabo la unión de la molécula de a-2AP al kringle 1 de 

la plasmina (reacción reversible) y la segunda es donde ocurre la unión covalente de la a-

2AP a la serina 740 de la cadena beta de la plasmina (región catalítica), esta última es una 

reacción irreversible (Fig. 6). Se han reportado diferentes tipos de anticuerpos que son 

capaces de inhibir la actividad de a-2AP, entre los cuales se encuentran anticuerpos 

monoclonales anti-dengue(34) y anti-urocinasa (35) que son capaces de bloquear la unión 

de la ot-2AP a la plasmina. Los anticuerpos anti-dengue como se mencionó anteriormente, 

fueron reportados por Markoff y cruzan con el zimógeno específicamente en los aa 759-

779, esta región se encuentra en la parte catalítica de la plasmina y/o plasminógeno 19 aa 
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cerca de la serina 740. Nosotros, no descartamos la posibilidad de que tal vez al igual que el 

anticuerpo, el virus del dengue pueda actuar de manera similar, afectando la actividad del 

inhibidor por medio de la competencia del inhibidor con la partícula vira!, ya sea en la 

misma región o en sitios muy cercanos a la serina 740, que permitiesen bloquear la unión 

de la u-2AP y por lo tanto su actividad (alterando el proceso de inhibición se exacerba la 

librinolisis). 

Fig.6. Modelo de inhibición de la plasmina por a-2-antiplasmina. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En base a estos antecedentes, nos propusimos analizar la posible participación del virus 

del dengue y de la,proteína de envoltura vira] en la patogenia del Dengue hemorrágico; así 

como su relación con los procesos de coagulación y/o fibrinolisis (asimismo su 

regulación) como un elemento importante en el establecimiento de la hemorragia. 

El plasminógeno actúa en el proceso de fíbrinolisis, dando su activación lugar a la 

generación de plasmina (proteína encargada de degradar fibrina(ógeno). En la molécula 

tanto del zimógeno corno de la enzima, se encuentran cinco dominios kringle de los cuales 

sólo uno es indispensable en la formación del complejo ternario [plasminógeno-activador 

tisular del plasminógeno-fibrina y/o fibrinógeno] , encargado de acelerar la generación de 

plasmina y en consecuencia en la degradación de flbrina(ógeno) (36, 37). Al estar presente 

este tipo de estructuras (dominios K) en el virus existe la posibilidad de que el mismo 
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este tipo de estructuras (dominios K) en el virus existe la posibilidad de que el mismo 

presente una función análoga a estas moléculas. Los niveles séricos tanto de plasminógeno 

como de tibrinógeno se han encontrado notablemente disminuidos en pacientes con dengue 

hemorrágico (20), por lo que se propone que se estén degradando, posiblemente como 

resultado de la activación del plasminógeno. Nosotros proponemos que el virus 

posiblemente se una al zimógeno y sea capaz de activarlo. Por otro lado. el nivel de 

activación de plasmina generada es regulado por otra proteína denominada a-2-

antiplasmina (a-2AP) y su mecanismo de acción se lleva a cabo en dos pasos: el primero 

es reversible y consiste en la unión de la molécula al primer kringle de la enzima; mientras 

en el segundo se une a la región catalítica inhibiendo a la plasmina de manera irreversible. 

Asimismo el virus del dengue podría competir en ambos pasos en el proceso de inhibición 

de la tibrinolisis producido por a-2AP, ya que la región de cruce de los anticuerpos en la 

proteína E, se encuentran 19 aa cerca del sitio de unión de la cx-2AP y la plasmina (34). 

Con base en lo anterior nosotros proponemos que independientemente del status 

inmunológico del individuo (es decir la presencia de anticuerpos heterotípicos no 

neutralizantes), el virus f44 i podría desencadenar la activación del plasminógeno como un 

fenómeno importante en el establecimiento del proceso tibrinolítico y/o hemorrágico. 
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HIPOTESIS DE TRABAJO 

Las 2 hipótesis que intentan explicar el establecimiento de los casos hemorrágicos 

ocasionados por el virus del dengue, están basadas en datos epidemiológicos, asociándose 

la fiebre hemorrágica por dengue (DI-IF) con la presencia de anticuerpos heterotípicos no 

neutralizantes (en el curso de una infección secundaria); sin embargo. se han descrito casos 

de dengue clásico en el curso de una infección de tipo primario (en la que no existen 

anticuerpos anti-dengue circulantes), donde las manifestaciones son severas y se presenta el 

fenómeno hemorrágico y/o choque desconociéndose sus causas. Nosotros proponemos que, 

independientemente del 41434.4 inmunológico del individuo, es decir la presencia de 

anticuerpos heterotípicos no neutralizantes, el virus podría ser capaz de desencadenar la 

activación del plasminógeno como un fenómeno importante en el establecimiento del 

proceso fibrinolítico y/o hemorrágico. 
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OIflFTIVO GENERAL. 

Con base en el planteamiento anterior, nos propusimos como objetivo general llevar a 

cabo: 

la evaluación de la participación del virus del dengue en el proceso de librinolisis como un 

mecanismo contribuyente en la instalación del fenómeno hemorrágico. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

Con base en este objetivo general nos propusimos llevar a cabo los siguientes objetivos 

particulares: 

1) Purificar y amplificar tanto una cepa viral procedente de un caso de dengue hemorrágico, 

como una cepa aislada de un brote de dengue clásico. 

2) Evaluar 	la capacidad de generación de plasmina, utilizando ambos aislados 

virales. 

3) Analizar la capacidad fibrinolítica mediante ensayos 	en cada uno de los aislados 

virales. 

4) Estudiar la inhibición de la librinolisis en presencia de u-2-antiplasmina utilizando 

ambos aislados virales. 

5) Purificar la glicoproteina de envoltura viral. 

6) Evaluar 	la capacidad de la proteína de envoltura viral de ambos aislados, para 

activar al plasminógeno. 

19 



DISEÑO EXPERIMENTAL 

Evaluación del sistema de la 
coagulación utilizando ambos 
aislados virales (D2M y D21) 
en un ensayoikt vibw. 

1 	 1 

Purificación y amplificación 	Purificación de 
del virus del denlue 	111+ la proteína de 
hemorrágico y clasico (D2M 	envoltura viral. 
y D2I) 

Evaluación del sistema de 
fibrinolisis en un ensayo 
ut «dio. 

Evaluación de la inhibición de los 
procesos de coagulación y/o 
fibrinolisis. 



MATERIALES Y METODOS: 

PURIFICACION Y PROPAGACION DE 1,0S VIRUS: 

El virus del dengue serotipo 2, aislado mexicano (D2M), se obtuvo a partir de moscos 

infectados (donados por el Dr. Duane Glubler de los laboratorios de San Juan, CDC de San 

Juan, Puerto Rico). Esta cepa (200787) fue aislada de un caso de dengue clásico durante un 

brote epidémico en el estado de Guerrero en 1983. El dengue 2 Indonesia (D2I). cepa 

1169, fué aislado a partir de un caso fatal de dengue hemorrágico en 1986. Ambas cepas se 

propagaron en monocapas confluentes de células de riñón de mono (11C-MK2), en 

botellas de 150 cm2, las cuales se inocularon a una multiplicidad de infección de 0.1 

UFP(unidades formadoras de placa)/Cel. y se incubaron a 37°C en medio mínimo esencial, 

suplementado con 5% de suero fetal bovino, 0.05% de glutamina y antibiótico. Los cultivos 

fueron cosechados cuando se observó el máximo efecto citopático, pero antes de que se 

desprendiera el cultivo celular (generalmente 6-8 días) y posteriormente se clarificaron 

mediante centrifugación a 200g durante 10 min. con el fin de eliminar detritos celulares. 

Posteriormente, los virus se concentraron por precipitación utilizando 1/5 del volumen de 

polietilenglicol al 20% en NaCI al 15% e incubados 12 hrs. a 4°C, Este precipitado fué 

colectado mediante centrifugación a 2500g durante 45min,, el cual posteriormente se 

disolvió en un amortiguador de fosfatos 10mM p1-1 7.4 (PBS), formando un stock que se 

alicuotó en tubos Eppendorf de 1ml, guardándose a -70°C hasta su uso. 

TITULACION DEL VIRUS POR ENSAYO DE PLACA LITICA: 

Con el objeto de utilizar igual concentración del virus en cada ensayo, inicialmente se 

tituló el dengue 2 mexicano (D2M) y dengue 2 indonesia (1)21) mediante ensayo de placa 

litica (38), para lo cual se inocularon diferentes diluciones del virus (104, 103, 102, 10 i , 10'), 

10d  a 10'7) en monocapas de células LLC-MK2 provenientes de riñón de mono, las cuales 

se mantuvieron en cultivo a 37°C en medio mínimo esencial con suero fetal bovino (SFI3)al 

10%. Los cultivos se cubrieron con una capa de agar suplementado con SEB, medio 

mínimo esencial, DEAE-Dextran, vitaminas, aminoácidos no esenciales y antibióticos. 

Posteriormente se incubaron durante 7 días a 37°C, al octavo día postinfección, se añadió 

una solución de (3[4,5-Dimetiltiazol-2-ilol-2,5-bromuro de tfifeniltetrazolium; azul tiazol) 

a una concentración de 30mg/m1 en NaCI 0.85%, con el objeto de hacer visibles las placas y 

contar el número de unidades formadoras de placas líticas (IJFP). 
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ENSAYO DE FIBRINOLISIS POR FUGLOBULINAS: 

Con el objeto de evaluar si el virus de dengue era capaz de alterar los procesos de 

coagulación y/o fibrinolisis, se llevó a cabo el ensayo de "fibrinolisis por euglobulinas" 

utilizando plasma humano, el cual brevemente consiste en lo siguiente: 

5m1 de sangre completa citratada 0.11M (dil. 1:8), se centrifugaron a 2500 rpm/10 min, 

separando el plasma del paquete celular. Por cada 0.4m1 de plasma obtenido, se adicionaron 

7.6m1 de agua destilada y 8p1 de ácido acético (0.1%), con el objeto de precipitar las 

proteínas de la fracción beta (dentro de las cuales están comprendidos todos los factores de 

coagulación y/o fibrinolisis. excepto la protrombina), centrifugándose de nuevo a 3000 

rpm/10min; el sobrenadante (que contenía las proteínas de la fracción alfil y gama) se 

desechó, resuspendiendo el precipitado con 10inl de amortiguador de fosfatos 10mM, 

7.2. La muestra anterior fue dividida en dos grupos: el primero, até alicuotado en muestras 

de 1 ml añadiéndoles 10111 de un stock (1x104  U.F.P./m1) del aislado viral (dengue 2 

mexicano o dengue 2 Indonesia), incubado a 37°C/30 min, agregando posteriormente 1.5 

U.1. de trombina (Sigma, Co.) por muestra con el objeto de inducir la coagulación; al 

segundo grupo, se le adicionó la trombina antes de la suspensión viral, de igual manera 

todas las muestras se incubaron a 37°C. hasta observar la tisis del coágulo (tiempo normal 

de 4 a 6hrs). Los controles negativos (sin el virus) contenían además 50111 de ácido 

aminocapróico [FACA (inhibidor de la fibrinolisis)] 9mg/ml. El control positivo se llevó a 

cabo de manera similar al control negativo con la adición de 2001.11 de estreptocinasa 5,000 

U.I/ml. Ver diagrama 3. 

PREPARACION DE LAS MATRICES DE FIBRINA: 

Las matrices de fibrina se prepararon en placas de polipropileno para ELISA de 24 pozos 

de acuerdo al método de Pannekoek y Col., (36) con algunas modificaciones que 

brevemente consisten en lo siguiente: Inicialmente para prevenir uniones inespecíficas, los 

pozos se bloquearon con solución de albúmina (BSA) a una concentración de 20mg/m1 en 

solución amortiguadora de carbonatos pH 9.4 durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, 

se retiró la solución anterior y se lavaron los pozos dos veces con PBS 10mM pH 7.4 y 

Tween 20 al 0.05% (v/v) en BSA (1mg/m1) a temperatura ambiente. Finalmente, a cada 

pozo se le añadieron 100µ1 de fibrinógeno (Sigma) a una concentración de 10111g/tul más 

25p1 de trombina humana (Sigma) a una concentración de 3 unidades/ml para dar lugar a la 

formación de la malla de fibrina. Las matrices de fibrina se dejaron formar durante 16 hrs. 

a 37°C. Ver diagrama 4. 
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Agregar 1.5 (1 de Trombina 10 pl de D2-1 1 x104  UFP/mI 
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Diagrama 4. Protocolo de fibrinolisis en placa. 

SOL. 1: Albúmina Sérica Bovina ( BSA) 20 mg/m1 
SOL. 2: Amortiguador de carbonatos 50mM, pH 9.4 
SOL. 3: Amortiguador de fosfatos 10mM, con 0.05% deTween 20 ( v/v ), y 1 mg/ml de 
BSA. 
S01.....4: Tris HCI 0.05M, NaC10.11M, pH 7.4 y 0.01% de acida de sodio como 
conservador. 

BLOQUEO DE LA PLACA: 

4°C, o.n. 
SOL. I + 2 (DIL. 1:1) ~~~.1.31 	Retirar sol.y lavar 2 

veces, 3 min. con la sol. 
3. 

MALLA DE FIBRINA: 

100 pl Fibrinógeno (10 mg/m1) + 25 pl Trombina (3 U/mI). 

16 hrs.I 37°C 

Malla de fibrina 

ACTIVACION DE PLASMINOGENO: 

MALLA DE 
FIBRINA 

(200 yl Sol. 4) 
2-4min/37 °C 

Estreptocinasa 
5001(1(5000 11.1./m1) 

Plasminógeno 
cromogénico 

100111(0.4M) 

D2I 	4 
I 00p1 (1x10 U.F.P.) 

Plasminógeno 
cromogénico 

100p1 (0.3pM) 

D2M 
100pL (I X10

4
U.F.P.) 

Plasminógeno 
cromogénico 

100p1 (0.311M) 

4. Control positivo 

Controles negativos: fibrina, fibrina + SK, fibrina + plasminógeno, 
fibrina+D2M y fibrina + D21. 

LEER ABS. A 405 nin Y CORRER PAGE AL 10% EN UN GEL CON SDS EN 
CONDICIONES NO REDUCTORAS. 



ENSAYO DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINA: 

Las matrices de fibrina se lavaron dos veces durante 2 minutos con solución 

amortiguadora veronal p1-1 7.4 a 37°C. Al retirar la solución anterior a cada matriz se le 

agregaron 100 µI de plasminógeno (PLG) cromogénico (el cual, al ser convertido en 

plasmina, genera una sustancia llamada p-nitroanilina de color amarillo, que absorbe a 

405nm), de una concentración de 3uNI, 100 Id de estreptocinasa (SK) a 5,000 I.U./m1 y 

100 µI de virus (1x104PFU/m1) y se incubaron a 37°C en cámara húmeda durante I, 3, 6, 12 

y 24 horas. En cada uno de estos tiempos se midió la absorbancia a 405nm en un lector de 

ELISA (Awareness Technology Inc.). Los controles negativos contenían únicamente la 

fibrina o fibrina más 100 Id de SK. Los controles positivos contenían la malla de fibrina 

más 100 µI de PLG y 100µ1 de SK. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Después de 

24 horas las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 

10% (PAGE-SDS) en condiciones no reductoras, para identificar los productos de 

degradación de la fibrina (PDF). Posteriormente los geles se tiñeron con colorante de 

Coomassie. 

ENSAYOS DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINOGENO: 

Estos ensayos fueron realizados utilizando 100 pl de fibrinógeno (10mg/inl) 

procesándose de manera similar a los anteriores. Se leyó la absorbancia a 405nm y los 

productos de degradación del fibrinógeno fueron analizados en SDS-PAGE al 10% bajo 

condiciones no reductoras después de 24 hrs de iniciada la cinética. Todos los ensayos se 

realizaron por triplicado. 

ENSAYO DE ACTIVACION DE PLASMINOGENO EN AUSENCIA DE FIBRINA Y/0 

FIBRINOGENO: 

A cada pozo de la placa de ELISA previamente bloqueado se le adicionaron 100 1.11 de 

PLG (3µM). Los controles negativos consistieron en: PLG y PLG más 100 ul de SK (5000 

U/mI). Los ensayos muestra contenían: PLG más D2M (I x104-U.F.P/ml) y PLG más D21 

(1x104  U.F.P/m1), Las muestras fueron incubadas a 1, 3, 6, 12 y 24 horas a 37°C en cámara 

húmeda. En cada uno de estos tiempos se midió la absorbancia a 405nm. Los ensayos 

anteriores se realizaron por triplicado. 
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ENSAYO DE INHIBICION DE LA FIIIRINOLISIS CON u-2-ANTIPLASMINA: 

Estos ensayos fueron realizados utilizando las matrices de fibrina, procesadas de manera 

similar a las descritas anteriormente. A cada una de las matrices se les agregaron 40 p.I de 

plasminógeno a una concentración de 0.75pM, más 80 pl de oc-2-antiplasmina 0.75pM, 

incubándose 30 seg. a 37°C, después de lo cual se les adicionaron 10 Id de D2M ó 1)21 

(1x104  PFU/m1); los controles positivos contenían además del plasminógeno y a-2-

antiplasmina, 10 pl de estreptocinasa (25U/ml). Los controles negativos se llevaron a cabo 

de manera similar a los ensayos de librinolisis a partir de fibrina (metodología antes 

descrita); pero con las concentraciones de reactivos óptimas para este ensayo. Finalmente. 

se leyó la absorbancia a 405nm. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. 

PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA DE ENVOLTURA VIRAL (GP60): 

Con el objeto de evaluar la posibilidad de que la GP60, participara en la activación del 

plasminógeno, se llevó a cabo la purificación de la misma. Con base en lo anterior, 

inicialmente se solubilizaron las proteínas virales en diferentes detergentes, para lo cual se 

establecieron las condiciones óptimas en la recuperación de GP60 con cada uno de estos, de 

la manera siguiente: 

Los virus purificados a partir del sobrenadante de células (LLC-MK2) infectadas (ver 

purificación del virus), fueron resuspendidos en solución amortiguadora de fosfatos 10mM 

pH 7.4 y sonicados durante 30seg/3 veces. Una vez sonicadas las muestras se solubilizaron 

en los siguientes detergentes: SDS al 0.05% (disuelto en amortiguador de muestra para 

electroforesis), CHAPS 3-[(3-cloramidopropil)-dimetilamonioj-1 -propanosulfonato 10mM 

al 0.6% (disuelto en Tris-HCI 50mM pH 7.4) y n-octil-beta-D-glucopiranósido (n-OG) 

20mM al 1% (disuelto en Tris-HCI 10mM/KCI 1(I0mIVI p1-1 7.0). Las proteínas 

solubilizadas con SDS, se analizaron mediante PAGE al 10% con SDS al 0.05%, en 

condiciones no reductoras. Los sonicados virales que fueron solubilizados con CHAPS y n-

OG, se analizaron mediante PAGE al 10% con SDS. La electroforesis se llevó a cabo a 

corriente constante a 60mA. Al término de la corrida, los geles se tiñeron con colorante de 

coomassie para identificar la proteína GP60 (60 kDa). Una vez identificada, se determinó 

el R.f, por medio de la siguiente fórmula: 

Rf= distancia recorrida de la proteína/longitud total del gel 

Posteriormente se cortó la banda correspondiente a la proteína GP60, utilizando como 

referencia los marcadores de peso molecular. Una vez recuperada la banda se electroeluyó 
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durante 1.25hrs/20mA, en un amortiguador de glicina y tris-base 12.5mM, con SDS al 

0.02% p1-1 8.0 (utilizando una cámara de electroelución ISCO). Para purificar las proteínas 

en condiciones nativas, el amortiguador con SDS se adicionó únicamente en el exterior (le 

las celdas; una vez obtenida la muestra, se procedió a su análisis de nuevo mediante PAGE: 

al l0% por duplicado, un gel se tiñó con colorante de eoomassie para corroborar que la 

proteína no estuviera degradada, y el otro se transfirió a papel de nitrocelulosa para verificar 

su especificidad mediante western-blot, utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido 

contra esta proteína (ver adelante). 

ANÁLISIS DE LA GP60 POR WESTERN-BLOT: 

La verificación de la especificidad de la glicoproteína de 60 KDa, se llevó a cabo 

mediante western-blot, de la manera siguiente: 

1) Tanto el papel de nitrocelulosa como el gel de poliacrilamida (sin teñir), se equilibraron 

durante lhr/4°C en solución amortiguadora [tris-base 0.025M, glicina 0.192M, diluido 1:8 

en una mezcla aguannetanol 	(v/v)]. 

2) La proteína se transfirió al papel de nitrocelulosa durante 45 min/24 volts, utilizando 

una fuente de poder Multi-cell-Schauer modelo DX5. 

3) El papel de nitrocelulosa con la proteína transferida se bloqueó con solución de albúmina 

sérica bovina al 3%, tween 80 al 0.3% en sol. amortiguadora de fosfatos 10mM pll 7.4 y se 

incubó durante 16hrs/4°C. 

4) La solución anterior se retiró, y se agregó el primer anticuerpo monoclonal (anti-GP60) 

proveniente de ratón, diluido 1:1000 en solución amortiguadora de fosfatos 10mM pH 7.4, 

incubándose durante 16hrs/4°C. Posteriormente, se retiró el anticuerpo y se lavó 6 veces 

con sol. amortiguadora de fosfatos, tween 0.3% (sol. de lavado). 

5) Una vez retirada la sol. de lavado se le adicionó el segundo anticuerpo (anti-ratón 

peroxidado), diluido 1:2000 en solución amortiguadora de fosfatos 10mM 	7.4 y se 

incubó un tiempo mínimo de 3 hrs a temperatura ambiente, cubierto de la luz; posterior a lo 

cual, se lavó 3 veces con la sol. de lavado. 

6) Finalmente, las tiras de papel de nitrocelulosa que contenían la proteína se revelaron con 

una sol. de 2,4-cloronaftol al 0.3% en metano!, hasta observar la aparición de la banda. 
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ANÁLISIS DE GP60 POR DICROISMO CIRCULAR: 

El dicroismo circular es un método Mil que aporta intOrmación estructural global de las 

proteínas [principalmente estructura secundaria]. utiliza radiación electromagnética en el 

intervalo de longitudes de onda de 180-700nm. El análisis de las muestras se lleva a cabo 

en un espectropolarímetro, el cual utiliza una fuente de luz muy estable de gran intensidad y 

cuenta con un sistema electrónico que calcula la diferencia entre la absorción de radiación 

circularmente polarizada en ambos sentidos, convirtiéndola en un valor numérico de 

elipticidad, graficándola contra la longitud de onda en un registrador. La elipticidad de la 

luz es una medida de la actividad óptica y se define como el arco tangente del radio menor 

al eje mayor de la elipse, en la cual es desviada la luz al pasar por la muestra. Su orientación 

es una segunda indicación de la actividad óptica. A partir de los datos de elipticidad se 

puede calcular el índice de elipticidad por residuo medio ([0]), el cual es una medida de 

actividad óptica que depende de la concentración de la muestra y se estima utilizando una 

masa molecular de 110g/mole  por residuo, de acuerdo a la siguiente relación: 

[0]= 100.0/C. 1. 

donde: [0]= índice de elipticidad molar (grados.cm2/decimo1-1) 

O = elipticidad 

C=concentrac ión 

1=longitud del recorrido óptico (celda) 

Basados en el índice de elipticidad por residuo medio, se puede determinar el contenido 

de estructura secundaria mediante un ajuste de mínimos cuadrados a los espectros de 

Hennessey y Johnson (39). 

Los espectros. de dicroismo circular combinados con la predicción de estructura 

secundaria de la secuencia de aminoácidos, reflejan la conformación molecular de una 

proteína ayudando a elucidar la estructura de proteínas que no han sido cristalizadas. 

Paralelamente a los ensayos anteriores, se llevó a cabo el análisis de la proteína de 

envoltura del virus del dengue purificada mediante dicroismo circular, con el objeto de 

evaluar la posible perdida en la estructura secundaria y probablemente en su funcionalidad, 

durante la purificación. Este análisis fui; llevado a cabo por la Dra. Adela Rodríguez 

Romero del Instituto de Química, utilizando un espectropolarímetro Jasco-A-500. 
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ENSAYO DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINA CON GP60: 

Este ensayo se llevó a cabo con el objeto de evaluar, la participación de la GP60 en la 

activación del plasminógeno y brevemente consistió en lo siguiente: 

A cada matriz de fibrina (metodología antes descrita), se agregaron I00µ1 de PLG 31.1M, 

1001i1 de SK 50,000 111/m1 y 50p1 de GP60 purificada a una concentración de 100mg/ml. 

Las muestras se incubaron a 37°C en cámara húmeda durante 1.3,6.12 y 24 brs. En cada 

uno de estos tiempos, se midió la absorbancia a 405nm en un lector (le ELISA. Los 

controles negativos, contenían unicamente fibrina o fibrina más 1001.11 de SK; a los 

controles positivos, además de la malla de fibrina, se adicionaron 100n1 de PLG y 100111 de 

SK. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Después de 24hrs, las muestras fueron 

analizadas mediante PAGE al 10% con SDS en condiciones no reductoras, con el objeto de 

identificar los productos de degradación de la fibrina, ya una vez teñidos los geles con 

colorante de commassie. 

ENSAYO DE ACTIVACION DE PLASMINOGENO UTILIZANDO GP60: 

Con el objeto de evaluar si la GP60 purificada era capaz de activar al PLG al igual que el 

virus completo, se llevaron a cabo los siguientes ensayos: 

A cada pozo de la placa de ELISA previamente bloqueada, con solución de albúmina 

20mg/m1 en solución amortiguadora de carbonatos p11 9.4 durante toda la noche a 4°C, se 

adicionaron 100u1 de PLG 311M y 501a1 de GP60 100mg/ml. Los controles negativos 

consistieron en 100111 de PLG 3111v1 y PLG más 100111 de SK 5,000 U.I/ml. Las muestras 

fueron incubadas 1,3,6 y 12 hrs/37°C en cámara húmeda. En cada uno de estos tiempos se 

midió la absorbancia a 405nm. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

ANALISIS ESTADISTICO: 

Los resultados de los ensayos realizados se analizaron estadísticamente calculando el 

porcentaje de activación a partir de las medias, el error estándar y un análisis de 

significancia (T-student) de las muestras procesadas por triplicado, tomando como base la 

absorbancia máxima, generada por el control positivo y los virus [medida a las 24 hrs, en el 

caso de los ensayos realizados con el virus completo]. 

Los resultados obtenidos con la GP60 purificada se analizaron estadísticamente 

calculando la media y el error estándar de cada evento procesado por triplicado. 
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RESULTADOS. 

EFECTO DEL VIRUS DEL DENGUE EN EL PROCESO DE COAGULACION Y/0 

FIBRINOLISIS. 

En ausencia de un modelo 	que nos permitiera evaluar la posible alteración de los 

procesos de coagulación y/o fibrinolisis, provocados por el virus de dengue, se llevó a cabo 

el ensayo de "fibrinolisis por euglobulinas", utilizando plasma humano. Este ensayo se basó 

en la precipitación de las proteínas que están comprendidas en la fracción beta 

(denominadas "euglobulinas"), en la cual están presentes todas las proteínas plasmáticas 

que participan en los procesos de activación de complemento, coagulación y/o fibrinolisis, 

con excepción de la protrombina (zimógeno de la trombina). La función de la trombina es 

generar el coágulo de fibrina, mediante la hidrólisis específica del fibrinógeno (40). Este 

ensayo nos permitió evaluar al mismo tiempo, el proceso de coagulación y el de fibrinolisis. 

Con base en lo anterior, se agregó el virus a dos niveles: en el primero, se adicionó el 

mismo antes de la trombina, es decir, antes de inducir la coagulación, con lo cual 

pretendíamos valorar si el virus era capaz de inhibir dicho proceso, sin embargo, no se 

logró inhibir (ver tabla 1, presencia de coágulo a las O hrs); en el segundo, el virus se añadió 

después de agregar la trombina. En estos ensayos observamos que el virus de la cepa 

proveniente de un caso fatal de dengue hemorrágico (dengue 2 Indonesia) fué capaz de 

acelerar la fibrinolisis, ya que el coágulo se degradó totalmente a las 6 hrs de iniciado el 

proceso; en comparación con la cepa de dengue clásico (dengue 2 mexicano), en la cual, 

aún después de 6hrs el coágulo estaba presente, así como en el control negativo. Estos 

resultados nos sugirieron que el proceso de la coagulación no estaba afectado y sí, el de 

fibrinolisis; sin embargo, el nivel de los mismos fié cualitativo, por lo que se decidió llevar 

a cabo la evaluación utilizando un método cuantitativo. 
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Tabla 1. Activación de la tibrinolisis por el virus del dengue. 

Ensayo Presencia de 

coágulo 

(O hrs.) 

Presencia de 

coágulo 

(2 hrs.) 

Presencia de 

coágulo 

(4 hrs.) 

Presencia de 

coágulo 

(6 hrs.) 

Control negativo 

(sin estreptocinasa) 

+ + + + 

Control positivo 

(con estreptocinasa) 

+ - - 

Dengue 2 Indonesia + + +/- - 

Dengue 2 mexicano + + + +/- 

NOTA: +/- indica que el coágulo no se lnbía degradado totalmente. 

ACTIVACION DEL PLASMINOGENO Y DE LA FIBRINOLISIS POR EL VIRUS DEL 

DENGUE EN PRESENCIA DE FIBRINA. 

Mediante el ensayo de "fibrinolisis por euglobulinas", sabíamos que el virus del dengue 

tenía la capacidad de acelerar el proceso fibrinolítico; mecanismo que depende de la 

activación del plasminógeno, por lo que nos propusimos realizar ensayos de fibrinolisis a 

partir de fibrina, los cuales se llevaron a cabo con dos objetivos: primero, determinar si el 

virus del dengue presentaba la capacidad de activar al plasminógeno y segundo, evaluar la 

posible diferencia de comportamiento entre el aislado de dengue clásico (D2M) y el de 

dengue hemorrágico (D2I) . Con base en lo anterior utilizamos un compuesto cromogénico 

(acuacolor plasminogen), el cual presenta la característica de que al ser convertido el 

plasminógeno en plasmina, genera una sustancia llamada p-nitroanilina (amarilla) que 

absorbe a 405nm, permitiéndonos por una lado cuantificar el 'fenómeno y por otro contar 

con un control positivo (Fibrina + estreptocinasa + plasminógeno), en el cual la 

estreptocinasa activa al plasminógeno, mediante un mecanismo no catalítico (37). 

Previamente se establecieron las condiciones óptimas para llevar a cabo los ensayos (tabla 

2). 
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Tabla 2. Condiciones óptimas para los ensayos de fibrinolisis. 

REACTIVOS CONDICIONES ENSAYADAS CONDICIONES 

OPTIMAS 

Estreptocinasa 

(5000 U.I/ml) 

500, 1000 y 1,500 U.I. 500 VI 

Plasminógeno 

(31-IM) 

0,3,0.45 y 0.6 umol 0.3 pinol. 

Dengue 2 mexicano 1x103-1x105 U.F.P. 1x104  U.F.P. 

Dengue 2 Indonesia lx103-1x105  U.F.P. lxl 04  U.F.P. 

Bajo las condiciones óptimas de nuestro ensayo, se encontraron diferencias 

significativas a una hora de iniciada la cinética, entre los controles negativos (F y F+SK ) y 

las muestras que contenían ambos aislados vírales (F+PLG+D2M y 17-4-PLG-I-D21), que 

presentaban una actividad del 23%, la cual fué similar a la presentada por el control 

positivo (F+PLG+SK) con una activación del 20%. Lo anterior nos dió la pauta para 

efectuar la cinética a tiempos largos y determinar el comportamiento a seguir, en las 

muestras que contenían el virus comparadas con el control. La actividad máxima se 

presentó en los 3 casos a las 24 horas de iniciada la cinética, tiempo en el cual se observó el 

100% de activación de plasminógeno (ver tabla 3). El comportamiento observado fué 

similar al control positivo (como se puede apreciar en la lig. 7), los controles negativos 

permanecieron sin cambio (con rangos de absorbancia de 0.32±0.05). La cinética que 

presentaron las muestras que contenían ambos aislados vírales, fué similar a la del control 

positivo, demostrando con ésto que el virus (al igual que la estreptocinasa) fué capaz de 

unirse al plasminógeno y activarlo, dando lugar a la generación de plasmina (enzima 

encargada de degradar a la fibrina). La cinética de generación de plasmina en el curso del 

tiempo, presentada por el control positivo, es comparable a la' reportada por Lotternberg 

(41). 
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Tabla 3. Cinética de activación de plasminógeno en presencia de fibrina. 

Tiempo 

(hrs.) 

F+SK+1)1..G.  

(%± E.S*) 

F+PLG-1-1)2M 

("/0±E.S) 

F+P1fj+D21 

(%±E.S) 

1 20.7±0.1 93.8±1,0 23.4±I.7 

2 36.2±4.2 41.2±4.8 40.7±3.7 

6 64.2±1.4 79.6±2.5 77.2±2.8 

12 96.6±0.1 98.3±0.4 98.9±0.4 

24  100±0.9 100±0.5 100±0.5 

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes 

±1 error estándar (E.S.*), n=3. F=fibrina; SK=estreptocinasa; PLG=plasminógeno; 

D2M=dengue 2 mexicano; D21=dengue 2 Indonesia. 

Al correr las muestras anteriores en un SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras, 

24 hrs. después de iniciados los ensayos, se observaron tres bandas compartidas de un peso 

molecular aproximado de 15, 25 y 30 KDa entre el control positivo y las muestras que 

contenían los virus [(D2M y D2I). Fig. 8]. Estas bandas podrían corresponder a productos 

de degradación de la fibrina(ógeno) (42). 
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Ensayos de fibrinolisis a partir de fibrina.  

30 

,25 

4-.. 15 

Fig. 8. Análisis de los productos 
de degradación de la fibrina por 

SDS-PAGE en codiciones no reductoras. 
I) Fibrina (F) 
2) F + Estreptocinasa (SK) 
3) I? + Plasrninógeno (PLG) 
4) F-FSK+PI,G, 
5) F+PLG+Dengue 2 Mexicano 
6) F+PLG+Dengue 2 Indonesia 
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ACT1VACION DEL PLASMINOGENO Y DE LA EIBRINOLISIS POR EL VIRUS DEL 

DENGUE EN PRESENCIA DE FIBRINOGENO. 

Tomando en cuenta. que no en todos los casos de dengue existe coagulación 

intravascular diseminada como establecimiento previo a la hemorragia ( 32) y los reportes, 

en donde se ha observado que el fibrinógeno le confiere a la estreptocinasa una actividad 

óptima, potencializando su acción sobre el plasminógeno, se llevaron a cabo los mismos 

ensayos de fibrinolisis en presencia del fibrinógeno soluble, con el objeto de evaluar si 

ambos aislados virales, podrían incrementar la activación del plasminógeno de manera 

similar a la estreptocinasa. La actividad del control positivo (Fg+SK+PLG) con 

fibrinógeno, resultó mayor que en presencia de fibrina (fig. 9), lo anterior nos confirmó que 

la estreptocinasa presenta su actividad óptima en presencia de fibrinógeno. Por otro lado, la 

activación de plasminógeno con los virus, no cambió al estar presente el fibrinógeno, estos 

resultados fueron similares a los obtenidos en los experimentos realizados con fibrina. El 

virus procedente de un aislado clásico, presentó mayor actividad que la cepa de dengue 

hemorrágico (de aproximadamente 10%), esta diferencia se mantuvo a lo largo de toda la 

cinética (fig. 9), de lo cual podríamos proponer que la unión de D2M con el plasminógeno 

en presencia de fibrinógeno, se llevó a cabo más rápidamente que la unión de D21, sin 

embargo, tomando en cuenta que el proceso de fibrinolisis es muy complejo y en este 

actúan tanto activadores, como inhibidores, no podemos evaluar biológicamente (aunque 

tenga significancia estadística), esta diferencia (ver valores presentados en la tabla 4), ya 

que fué un cambio muy sutil con respecto al control positivo. Los controles negativos (FG y 

FG +SK) permanecieron sin modificación. 

Para comprobar que la hidrólisis del fibrinógeno se llevó a cabo en forma específica por 

la plasmina generada, se realizó una SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras con 

las muestras anteriores. En la fig. 10 se pueden apreciar tres bandas compartidas entre el 

control positivo (Fg+PLG+SK) y los ensayos que contenían los virus (Fg+PLG+D2M y 

Fg+PLG+D21), de un peso molecular aproximado de 50, 30 y 25 KDa, la primera podría 

corresponder al fragmento E de los productos de degradación de fibrinógeno (PDF), ya que 

presenta exactamente el mismo peso molecular y las siguientes podrían ser PDFs de bajo 

peso molecular, tomando en cuenta que el fragmento de 50 KDa puede continuar 

hidrolizándose a productos de menor peso. 

En base al comportamiento de las cinéticas realizadas en presencia de fibrina y de 

fibrinógeno y a los resultados obtenidos a partir de los geles de poliacrilamida, donde se 

pueden apreciar claramente la presencia de bandas compartidas (25, 30 y 50 KDa.) entre el 
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Ensayos de Fibrinolisis a partir de 
Fibrinógeno. 

1 2 3 4 

50 

30 

25 

Fig.10. Análisis de los productos 
de degradación del Fibrinógeno por 
SDS-PAGE (10%) en condiciones no 
reductoras. 
1) F + SK + PLG 
2) Fg + SK + PLG 
3) Fg + PLG + D2M 
4) Fg + PLG + 1)21 
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control positivo y los aislados virales, podemos proponer la participación directa del virus 

en la activación del plasminógeno y por consiguiente en el fenómeno de tibrinolisis. 

Tabla 4. Cinética de activación de plasminógeno en presencia de fibrinógeno. 

Tiempo Fg+Sli.+PLC Fg+PLC-+•I)2M Fg+1)1,C+1)21 

(IIRS.) (%±1 E.S*) (%±1 E.S) (%±1 E.S) 

1 96.9±0.3 33.0±1.2 25.1±3.7 

2 97.0±0.3 55.7±3.0 43.5±3.5 

3 99.4±0.3 69.7±3.9 57.5±6.5 

6 98.5±0.1 94.9±0.8 83.9±3.9  

12 1001.0.2 100±0.3 91.7±3.2 

24 98.1±0.2 99.8±0.4 100±0.7 

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes 

±1 error estándar (E.S.*), n=3 Fg=fibrinógeno; SK=estreptocinasa; PLG=plasminógeno; 

D2M=dengue 2 mexicano y D21= dengue 2 Indonesia. 

ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR EL VIRUS DEL DENGUE EN AUSENCIA 

DE FIBRINA(OGENO): 

Aunque el fenómeno descrito anteriormente fué similar al comportamiento observado con 

la estreptocinasa (Mecanismo que depende de la presencia de fibrina y/o fibrinógeno), no 

sabíamos si la activación del plasminógeno en el caso de loS aislados virales también era 

dependiente de fibrina(ógeno) y por lo tanto pudiese actuar mediante un mecanismo 

similar a la SK. Con base en lo anterior, procedimos a realizar las cinéticas de activación 

de plasminógeno, en ausencia de fibrina(ógeno). Corno se puede observar (fig. 11), en 

presencia de ambos aislados virales, se llevó a cabo la activación de plasminógeno, la cual 

fué de 90,6% para D2M y 84.5% para D21, a las 24 hrs de iniciada la cinética, con una 

diferencia estadísticamente significativa comparada con el control (SK PLG), el cual a 

este tiempo presentaba una actividad de 19.6% (ver tabla 5). En este caso los controles 

negativos (PLG, D2M y D21) permanecieron sin cambio. 
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Tabla 5. Cinética de activación de plasminógeno en ausencia de fibrina y/o 

fibrinógeno. 

Tiempo PLG+SK PLG+D2M PLG+D21 

(I-IRS) (%±E.S.*) (%±1 E.S.) (%±1 E.S) 

1-  15.7±0.2 16.8±0.7 

2-  20.4±0.6 20.0±0.5 

3 - 24.5±0.6 24.6±0.7 

6 9.7±0.6 43.5±1.3 42.6±0.4 

24 19.6±1.0 90.6±0.8 84.5±1.9 

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes 

±1 error estándar (E.S.*), n=3. PLG=plasminógeno; SK=estreptocinasa; D2M=dengue 2 

mexicano y D21=dengue 2 Indonesia. 

La activación de plasminógeno en los dos aislados virales fué similar a la presentada con 

SK en presencia de fibrina y/o fibrinógeno (F/Fg); sin embargo, en el caso de los virus, la 

activación de plasminógeno se presentó de manera indenpendiente a la presencia de F/Fg, 

lo que nos sugirió un mecanismo de activación diferente, reflejando que el virus 144 u 

presenta la capacidad de unirse al plasminógeno y activarlo, participando en la instalación 

del fenómeno hemorrágico; no obstante, no encontramos diferencias (o fueron muy sutiles 

con respecto al control), entre las dos cepas virales que nos ayudara a disecar el fenómeno. 

Durante la generación de plasmina, el plasminógeno pierde un péptido de 77 a.a. 

[trasformándose de glu-plasminógeno a lys-plasminógeno, ambos zimógenos inactivos de 

la plasmina (23)], por lo cual baja el peso molecular de 92 a 85 KDa (43). Sin embargo, el 

plasminógeno cromogénico que nosotros utilizamos, carece ya de esos 77 KDa, por lo que 

no se llevaron a cabo los análisis de estas muestras mediante SDS-PAGE. 

INHIBICION DE LA FIBRINOLISIS. 

La activación del plasminógeno en forma natural depende de la presencia de un complejo 

ternario compuesto por fibrina(ogeno)- plasminógeno-activador tisular del plasminógeno o 

bajo condiciones patológicas librina(ógeno)-plasminógeno-estreptocinasa (44). La plasmina 

generada permanece unida al polímero de fibrina hasta la disolución del coágulo. Su 
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inhibido'.  natural denominado ri-2-antiplasmina. se encuentra en el torrente sanguíneo e 

inactiva a la plasmina, previniendo la degradación de tibrina(ogeno). 

La a-2-antiplasmina inhibe a la enzima en dos pasos: el primero, depende de la unión del 

Kringle 1 del plasminógeno y la molécula inhibidora, siendo esta una reacción que requiere 

de la presencia de sitios libres de unión a lisina (región funcional de los kringles), el cual 

es un paso reversible, y el segundo ( irreversible), consiste en la unión del inhibidor a la 

cadena beta de la plasmina , especificamente en la serina 740, que se encuentra 19 aa hacia 

el amino terminal del sitio activo. Esta región corresponde al sitio donde los anticuerpos 

anti-dengue circulantes cruzan con el plasminógeno (aa 759-779) (34). La inhibición en el 

caso de la estreptocinasa, también depende de que se encuentre libre la serina antes 

mencionada, ya que se ha reportado que el inhibidor compite con la SK por la misma 

región (aa.562-791 del plasminógeno) (45). 

Con el propósito de analizar la posibilidad de que el virus compitiese con el inhibidor y 

que por lo tanto la actividad de la a-2-antiplasmina fuera inhibida por el mismo, se llevaron 

a cabo los ensayos de competencia con el inhibidor y asimismo, poder analizar el 

mecanismo probable de inhibición en presencia del virus, evaluando las diferencias de 

comportamiento biológico, entre ambas cepas virales ( que nos mostrara por qué una 

presentaba la capacidad de causar hemorragia y la otra no). Inicialmente se establecieron las 

condiciones óptimas para llevar a cabo los experimentos de inhibición con a-2-

antiplasmina, probando tanto diferentes concentraciones de los reactivos (estreptocinasa y 

plasminógeno), como de los virus (Tabla 6). 

Tabla 6. Condiciones óptimas para los ensayos de inhibición de la fibrinolisis. 

Reactivos Condiciones ensayadas Condiciones óptimas 

Estreptocinasa 

(5000 U.1/ml) 

0.125-0.5 U.1. 0.125 U.I. 

Plasminógeno 

(311M) 

0.0003-0.3µM 0.003pM 

Dengue 2 mexicano 1x103-1x105  U.F.P. 1X104  U.F.P. 

Dengue 2 Indonesia 1x103-1x105  U.F.P. 1X104 U.F.P. 

Alfa-2-antiplasmina 

(0.075µM) 

0.0006-0.03uM 0.006µM 
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Como se puede observar (tabla 7), al evaluar el fenómeno de inhibición en presencia de 

a-2-antiplasmina, en el control positivo (14SK+1)1.(1), disminuyó la generación de 

plasmina a lo largo de la cinética, presentando una actividad de 18,9% a 1 hora de iniciado 

el ensayo, comparado con un 90% en ausencia del ínhibidor. Por otro lado, el aislado de 

dengue clásico (D2M), se comportó de manera similar al control positivo, con una 

activación del 22.3% a la hora de iniciada la cinética, en comparación con un 79% de 

actividad en ausencia del inhibid«. Sin embargo, la cepa de dengue hemorrágico (D21), 

presentó el efecto totalmente contrario, ya que en presencia de a-2-antiplasmina (antiPLM) 

en lugar de abatirse la conversión de plasmina, se incrementó notablemente la generación 

de la misma de un 89.3% a 99.4% a la hora, la cual continúa incrementándose con respecto 

al tiempo de la cinética, obteniendo un valor máximo del 100% a las 3 hrs. de iniciado el 

ensayo. Nosotros proponemos que posiblemente la accesibilidad de los dos aislados virales 

por el plasminógeno no fuese la misma, dado que para que se una el inhibidor, es 

condición previa que la enzima se encuentre en forma de plasmina y bajo nuestras 

condiciones, al tiempo que se generaba la enzima activa se encontraban compitiendo el 

virus y el inhibidor. Como se puede comparar (tabla 7), en el caso de D21 la capacidad del 

virus para activar al plasminógeno, fijé mayor en presencia del inhibidor, por lo cual en 

lugar de bajar la conversión del plasminógeno se exacerbó la generación de la enzima. 
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PURIFICACION DE LA GP60: 

Los virus purificados (ver material y métodos), se sonicaron y solubilizaron utilizando 

diferentes detergentes, con el objeto de establecer las condiciones óptimas en la purificación 

de la proteína de envoltura vira', las cuales se muestran a continuación: 

Tabla 8. Condiciones ensayadas para la solubilización de la GP60. 

DETERGENTE SUS CHAPS n-OG 

Concentración 

(%) 

1, 0.1, 0,05 1, 0.8 y 0.6 2.0, 1.0 y 0.5 

Temperatura 

(°C) 

25, (15 y 99 25 y 4 24 y 4 

Tiempo 

(min.) 

10, a y 30 ,11) y 60 30 y 60 

Rendimiento 

(%) 

16, 20, 15 16, 16, 16 16, a 14 

NOTA: Las condiciones óptimas se representan subrayadas. n-OG= n-octil-beta-D-

glucopiranósido. 

Inicialmente se solubilizó la proteína E en SDS al 0.05% y su purificación se llevó a cabo 

utilizando el mismo detergente (fig. 12); sin embargo, al ser analizada mediante dicroismo 

circular, se obtuvieron bajas intensidades en las señales en el espectro de 260-195nm, así 

como un bajo índice de elipticidad (% de a hélices y hojas [1), lo que nos indicaba que la 

estructura secundaria de la proteína se estaba perdiendo y con esto tal vez, también su 

funcionalidad, en base a lo cual decidimos substituir al SDS por CHAPS, el cual es un 

derivado del taurocolato de sodio, que se utiliza específicamente en la purificación de 

proteínas de membrana, además de presentar una concentración micelar crítica elevada 

(46), lo que implica que puede ser eliminado más fácilmente. Aunque se obtuvo un 

rendimiento menor de la GP60, con respecto a la solubilización con SDS (ver tabla 8), 

nosotros esperábamos que las proteínas obtenidas, presentaran menor perdida de estructura 

secundaria, con base en las características del CHAPS antes mencionadas. Al analizar esta 

muestra, mediante PAGE al 10% en condiciones nativas, se observaron 2 bandas de peso 

molecular muy cercano a los 60 KDa (probablemente isoformas de la proteína), que podrían 

corresponder a GP60; no obstante, al realizar el análisis de dicroismo circular de la misma, 
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Solubilización del extracto viral de dengue con SDS. 

P.M. 	1 	2 	3 

180 

116 

84 

58 

48.5 

Fig. 12 PAGE al 10% con SDS 
en condiciones no reductoras. 
1) Marcadores de peso molecular (KDa). 
2) Extracto viral de dengue 2 mexicano. 
3) Extracto de dengue 2 indonesia. 



se observó una baja intensidad en las señales del espectro de 260-195mn, así como en el 

índice de elipticidad, indicándonos nuevamente una posible desnaturalización de la 

proteína, por lo que nos propusimos realizar de nuevo su puri ticación. Finalmente, 

seleccionamos un detergente no fónico, llamado n-octil-beta-D-glucopiranósido (n-OG). el 

cual presenta las siguientes características: no desnaturaliza proteínas, es uno de los 

detergentes de elección en la solubilización de proteínas de membrana, presenta una 

concentración micelar mayor que el CHAPS, lo que indica que la interacción proteína-

detergente, no es fuerte y puede ser liberado más tiicilmente. La proteína obtenida con n-

OG [47 (ver fig. 13)j, fué analizada mediante western-blot, utilizando anticuerpos 

monoclonales específicos para GP60 y como se puede observar (fig. 14), el anticuerpo 

utilizado fué capaz de reconocer específicamente las 2 bandas que correspondieron a la 

GP60. Paralelamente la muestra se analizó mediante dicroismo circular (48), en el espectro 

de 260-195nm (fig. 15) se observaron 2 picos negativos que corresponden a 220 y 207nm; 

se realizó el cálculo del índice de elipticidad correspondiendo a un 11,2% de hélices alfa, 

28% de estructura no peptídica y 18% de estructuras beta-antiparalelas (lo cual estaba en 

concordancia con los análisis teóricos de predicción de estructura supersecundaria), 

sugiriéndonos que la GP60 purificada se encontraba estructuralmente similar a la nativa. 

ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR GP60 EN PRESENCIA DE FIBRINA. 

Una vez purificada la proteína (metodología antes descrita), procedimos a realizar los 

ensayos de fibrinolisis en presencia de fibrina, con el objeto de evaluar la actividad de 

GP60 en la activación de PLG y en consecuencia de la plasmina generada sobre la fibrina. 

Nosotros planteábamos la posibilidad de que la GP60 pudiese ser la responsable de la 

interacción con el PLG y por lo cual esperábamos que la generación de plasmina se viera 

incrementada, sin embargo, la actividad de la proteína purificada a partir de ambas cepas 

virales, no presentó este fenómeno (fig. 16), obteniéndose valores de absorbancia 

disminuidos, aproximadamente a la mitad del valor del control positivo (ver tabla 9); no 

obstante, con estos resultados nosotros no pudimos descartar la posibilidad de que la 

actividad presentada con GP60, se debiera a interacciones inespecíficas de la proteína E con 

el PLG, que provocaran el cambio de color independientemente de la generación de 

plasmina, por lo cual decidimos analizar las muestras obtenidas mediante PAGE, al 10% 

con SDS. En estos análisis, no observamos bandas específicas que correspondieran a 

productos de degradación de la fibrina, como las observadas utilizando el virus completo 

(dato no presentado), por lo que inferimos que la proteína purificada, aunque 
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Proteína de envoltura del virus del 
dengue 

2 	3 

94 — 

64 
43 — 

.10 

30 — 

20 
14,4 — 

 

Fig.13. PAGE al 12.5% con SDS en 
condiciones no reductoras. 
1) Marcadores de Peso Molecular (Kda.) 
2) Proteína de envoltura de dengue 2 mexicano, 
purificada con n-octyl-fi-D-glucopiranósido. 
3) Proteína de envoltura de dengue 2 indonesia, 
purificada con n-octyl-)51:1-glucopiranósido, 



Wester-bloc. de la proteína de envoltura 
del virus del dengue, 

u-D-2 	N 

GP6O 

1 2 3 4 5 

Fig. 14. Western-blot obtenido a partir de 
proteína E purificada con n-octyl-P-D-gluco-
pirandsido, utilizando un anticuerpo policlo--
nal anti-dengue (suero de paciente). 

1) Extracto viral de dengue 2 mexicano 
+ suero anti-dengue. 

2) Extracto viral de dengue 2 Indonesia 
+ suero anti-dengue. 

3) Glicoproteína E de dengue 2 mexicano 
+ suero anti-dengue. 

4) Glicoproteína E de dengue 2 Indonesia 
+ suero anti-dengue. 

5) Control negativo. Extracto viril + suero 
normal. 
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estructuralmente estuviese conservada, biológicamente no se comportase de la misma 

manera en forma aislada que cuando se encuentra en el virión completo. Sin embargo. se 

llevaron a cabo los ensayos de activación de plasminógeno en ausencia de fibrina y/o 

fibrinógeno. 

Tabla 9. Cinética de activación de plasminógeno en presencia de fibrina con G1)60: 

Tiempo F+PLG+SK F+11,G+PED2M F-i-PLG+PED21 

(1112S.) (± 1 E.S.*) (± 1 E.S.) (± 1 E.S.) 

0 0.381±0.005 0.923±0. I 0 .228±0.45 

1 0.730±0.006 1.154±0.25 1.380±0.52 

2 1.278±0.150 1.290±0.50 1.404±0.08 

6 2.266±0.050 1.376±0.65 1.434±0.40 

12 3.407±0.004 1.699±0.80 . 1.596±0.68 

24 3.526±0.020 1.785±0.12 1.642±0.95 

Los datos muestran el promedio de la absorbancia medida a 405nm de 3 muestras 

independientes ±1 E.S*. 

F=fibrina; SK=estreptocinasa; PLG=plasminógeno; PED2M=proteína de envoltura 

purificada a partir de dengue 2 mexicano; PED21= proteína de envoltura, purificada a partir 

de dengue 2 Indonesia; *E.S.=error estándar. 

ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR GP60 SIN FIBRINA Y/0 FIBRINOGENO. 

Con el objeto de evaluar la posibilidad de que la proteína pudiera de alguna manera 

agregarse al encontrarse presente la fibrina [en base a que GP60 presenta en su estructura 

diferentes dominios de unión a proteínas plasmáticas] (26), se llevó a cabo el ensayo de 

activación utilizando unicamente plasminógeno, con el objeto de establecer la participación 

de la proteína en la generación de plasmina. Como se puede observar en la lig. 17, no se 

encontró actividad en comparación con los virus completos. 

Aunque no observamos actividad en los ensayos con la proteína E, no descartamos la 

posibilidad de que la proteína purificada, se encuentre jugando un papel participativo en la 

activación de plasminógeno, ya que probablemente GP60 en el virus completo, presenta 

una conformación específica, que le permita interaccionar con el zimógeno de manera 

diferente a la presentada cuando se encuentra en forma aislada, fuera del entorno viral. 
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DISC U SI ON 

Las dos hipótesis que intentan explicar el establecimiento de los casos de dengue 

hemorrágico, están basadas en datos epidemiológicos y a la fecha no existen reportes a 

nivel estructural y/o funcional que apoyen la participación directa del virus del dengue en el 

establecimiento del síndrome hemorrágico. Con base en lo anterior, analizamos el proceso 

de fibrinolisis ocasionado por el virus, en un modelo 	como es el de la degradación 

de fibrinógeno y/o fibrina, ocasionado por la estreptocinasa. Aunque los experimentos 

reportados con estreptocinasa (45) sólo se han llevado a cabo utilizando fibrinógeno 

soluble, el hecho de que la plasmina actúe hidrolizando la fibrina en los mismos sitios que 

el fibrinógeno (20), nos proporcionó la base para llevar a cabo nuestros ensayos, utilizando 

mallas de fibrina. Al establecer las condiciones experimentales del control positivo 

(F+PLG+SK), pudimos comprobar nuestra hipótesis, ya que la cinética presentada por la 

SK en presencia de fibrina, fué similar a las previamente reportadas con fibrinógeno soluble 

(45, 49). Aunque el porcentaje de activación de plasminógeno en presencia de fibrina, fué 

menor (29%) con respecto al presentado por el fibrinógeno (99%), la generación de 

plasmina a lo largo de la cinética no se modificó, con base en lo cual, proponemos que 

probablemente la presencia de fibrinógeno (Fg) soluble, incrementa la interacción entre 

plasminógeno y estreptocinasa, a diferencia de los ensayos en los cuales se utilizó la malla 

de fibrina (la cual al encontrarse en forma sólida, le confiere una estructura rígida), 

observándose una disminución en la generación de plasmina. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de degradación de fibrina y/o fibrinógeno, 

muestran que los dos aislados virales 	fueron capaces de activar al plasminógeno en 

forma específica, puesto que generaron plasmina activa, la cual fué capaz de hidrolizar a la 

fibrina y/o fibrinógeno liberando los productos de degradación de las mismas, para lo cual 

fué condición previa la unión del virus a la molécula del zimógeno. Esta unión 

probablemente se lleve a cabo mediante la glicoproteína de envoltura viral (E), ya que es la 

única proteína de superficie en el virión. Por otro lado, se ha reportado que la proteína E 

esta formada por diferentes dominios compartidos con el plasminógeno, entre los cuales se 

encuentra el dominio kringle (26), que es una estructura importante en la especificidad de 

unión de las proteínas que actúan en la fibrinolisis (plasminógeno, factor tisular activador 

del plasminógeno y urocinasa)(50). Con base en lo anterior, proponemos que el virus puede 

unirse a la molécula de plasminógeno y/o activarlo mediante un mecanismo no catalítico, 

probablemente análogo al que se lleva a cabo por algunas proteínas bacterianas, tales como 

la estreptocinasa, staphyloeinasa y la proteína de 	las cuales tampoco presentan 
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actividad catalítica y sin embargo, activan al plasminógeno de manera indirecta mediante la 

unión específica de las mismas a la molécula del zimógeno (31). Nosotros proponemos que 

probablemente el virus pueda unirse en el sitio que corresponde a la región catalítica de la 

plasmina (residuos 562-791) (49), tomando en cuenta los reportes de Markoff y col.(18), 

en donde se encontró correlación directa de la severidad de la hemorragia y la presencia de 

anticuerpos dirigidos contra la proteína E (aa 100-119), que presentan reacción cruzada con 

el plasminógeno (aa 759-779), en la región que corresponde al dominio kringle, los cuales 

poseen la capacidad de bloquear la unión de a-2-antiplasmina (molécula inhibidora) (34). 

Por otra parte, la a-2-antiplasmina presenta 2 sitios de unión [kringle 1 y serina 740, 

localizada en la cadena beta de la plasmina (50)j, que se encuentran lejanos de acuerdo a la 

secuencia primaria de la proteína: sin embargo, conformacionalmente son sitios muy 

cercanos. Estas regiones, son claves tanto para la unión de proteínas activadoras como 

inhibidoras de la actividad de la plasmina (como es el caso de la activación de 

plasminógeno e hidrólisis de fibrina y/o fibrinógeno, así como la inhibición de estos 

procesos) (44). Los resultados que obtuvimos al inhibir la fibrinolisis en presencia del virus 

completo, utilizando el inhibidor natural (a-2-antiplasmina), muestran que se presenta una 

disminución en la capacidad de generar plasmina con el aislado de dengue clásico (D2M), 

pero no con el aislado hemorrágico (D21), por lo que inferimos que tal vez pueda llevarse a 

cabo una competencia entre el D2I y el inhibidor por el sitio de unión en la molécula de 

plasmina. 

Por otro lado, se ha reportado que utilizando una proteína sintética llamada miniplasmina 

(que corresponde a la molécula de plasmina a la cual se le han removido los dominios 

kringle 1, 2 y 3), el fenómeno de inhibición de la fibrinolisis no se abate en presencia de a-

2-antiplasmina (51), lo cual nos hace descartar al kringle 1 de la molécula del 

plasminógeno como un sitio clave para bloquear el proceso de inhibición. De igual manera, 

como se mencionó anteriormente, es conocida la existencia de anticuerpos anti-dengue (34) 

y anti-prourocinasa (31), los cuales están dirigidos contra la región catalítica de la molécula 

de plasmina, que son capaces de activar al plasminógeno y/o inhibir la actividad de la a-2-

antiplasmina. Con base en estas observaciones, proponemos que el virus, pudiera unirse 

también en esta región, ocasionando tanto un impedimento estérico que le permitiera 

competir con el inhibidor, como la adopción de una conformación determinada, que le 

confiera accesibilidad a la molécula del plasminógeno para activarlo, propiciando que el 

zimógeno cambie su conformación de la forma cerrada a la forma relajada, lo cual es 

requisito para su activación (52). 
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Los resultados aquí mostrados de activación del plasminógeno y degradación de 

librina(ógeno) son novedosos, puesto que no existen reportes sobre la participación directa 

del virus en los procesos de coagulación y/o tibrinolisis. Por otro lado, podrían sentar las 

bases en la interpretación de algunas manifestaciones del síndrome hemorrágico, como son: 

la disminución de algunas proteínas plasmáticas entre ellas plasminógeno, fibrinógeno y 

algunos factores de la coagulación. probablemente causados por la exacerbación en la 

generación de plasmina, la cual es capaz de hidrolizar los factores de coagulación V y VIII. 

la laminina, la fibronectina, así como disparar la activación de enzimas involucradas en la 

cascada del complemento, además de degradar la fibrina y/o fibrinógeno (31). Lo anterior, 

puede ocasionar por un lado, alteraciones en la coagulación sanguínea y por otro, la 

exacerbación de la fibrinolisis lo que en conjunto podría desencadenar la hemorragia. 

Por otro lado, también es posible que la exacerbación en la generación de plasmina 

ocasionada por el virus, en consecuencia genere el incremento de algunos inhibidores, tales 

como: el inhibidor del activador del plasminógeno 1 y 2 (PAI- l y PAI-2) [de los cuales se 

han reportado niveles elevados en el plasma de pacientes infectados con el virus del dengue 

(53)]. Estos últimos se encuentran en el torrente sanguíneo y son los encargados de inhibir 

la activación del plasminógeno (PLG), mediante la unión de PAI-1 y 2 a las moléculas 

activadoras del zimógeno (factor tisular activador del PLG y urocinasa) (27). Nosotros 

proponemos que al no existir actividad de tPA y/o urocinasa, con niveles elevados de PAl-

1 y 2, probablemente el PLG se esté activando mediante un mecanismo diferente, que 

involucre al virus como responsable del desequilibrio fibrinolítico y posiblemente sea la 

razón de que no en todos los casos se desarrolle la hemorragia, puesto que la cepa de 

dengue clásico, por un lado activa al plasminógeno, pero por otro, induce la generación de 

PAI-I y 2, siendo incapaz de bloquear la función de la a-2-antiplasmina, con lo cual es 

posible que se regule el proceso antes generado. 

Tomando en cuenta que no en todos los casos hemorrágicos se presenta una coagulación 

intravascular diseminada, que favorezca el incremento de factores de la coagulación y/o 

fibrinolisis, nosotros logramos disecar en parte el fenómeno, determinando que el virus por 

sí mismo es capaz de activar al plasminógeno y desencadenar la degradación del 

fibrinógeno, en ausencia de fibrina con la generación de diferentes péptidos específicos, los 

cuales de acuerdo a referencias (36), son capaces de activar la coagulación sanguínea, la 

quimiotaxis de neutrófilos, activar a monocitos para la liberación de interleucina 1 

(involucrada en el recambio de fibrinógeno) quimiotaxis de monocitos, así como un 
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incremento de la permeabilidad vascular (50). Lo anterior, clínicamente es importante, ya 

que forman parte de la patogenia en FEID/SCD. 

De acuerdo a nuestros resultados de inhibición de la tibrinolisis utilizando la cepa 

hemorrágica, proponemos que dicho aislado pueda presentar alguna característica diferente 

(probablemente a nivel molecular), que le permita competir por el sitio de unión de la a-2-

antiplasmina (55), impidiendo de esta manera que se lleve a cabo el fenómeno de 

regulación de la degradación de fibrina y/o fibrinógeno, llevado a cabo por la piasmina, 

exacerbando así el fenómeno de fibrinolisis por un lado y la degradación de factores de 

coagulación (factor V y VIII) por otro, como mecanismo importante en el establecimiento 

del cuadro hemorrágico. 

Aunque observamos la activación de plasminógeno en presencia del virus completo, al 

purificar la proteína de envoltura (la cual podría unirse a la molécula del zimógeno) y llevar 

a cabo los mismos ensayos que con el virus completo, no logramos observar la activación 

del PLG. Sin embargo, no podemos descartar la participación directa de la proteína E, ya 

que posiblemente al sacarla de la membrana, cambie su conformación (y/o actividad 

biológica); se sabe que la estabilidad de la conformación de una proteína, depende de sus 

cargas de las cadenas laterales, p1-1, solvente en el que se encuentra, así como IT1 difetatz.z 

interacciones electrostáticas (puentes salinos), entre las cadenas laterales y las cadenas 

hidrofóbicas, además del estado de desdoblamiento en que se encuentre (56); si 

considerarnos que la GP60 además de ser una proteína de envoltura que se encuentra 

embebida en la membrana viral, está glicosilada (lo cual incrementa el grado de dificultad 

para purificarla en su estado nativo), posiblemente al ser solubilizada en detergente (n-OG), 

esto le confiera un estado de desdoblamiento diferente al que presentaba en el virus 

completo, nosotros pensamos que pueda estar modificando su conformación y/o función, 

por dos razones principales: la primera, por su disociación con la membrana y la segunda, 

por la perdida de interacciones entre la misma proteína, ya que en la superficie viral se 

encuentra en forma de homodímero, los cuales a su vez se polimerizan. En la purificación, 

nosotros obtuvimos la forma monomérica de la misma. Por otro lado, comparando con 

otras proteínas de envoltura viral similares, como lo es la proteína de TI3E (proteína de 

envoltura de un flavivirus similar, la cual fué purificada y cristalizada) (57), se ha 

demostrado que el patrón de epitopes expuestos por la proteína cambia al encontrarse 

disociada de la membrana (en diferentes dominios), modificándose también la 

conformación de la misma. 
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Finalmente, cabe mencionar que con base en los resultados mostrados en el presente 

trabajo, nosotros proponemos que en aquellos casos de dengue hemorrágico en el curso de 

una infección de tipo primario (donde NO existen anticuerpos anti-dengue prefonnados), el 

virus f44 4t es capaz de activar al plasminógeno y en consecuencia al proceso fibrinolítico, 

como paso importante previo al establecimiento del síndrome hemorrágico y aunque 

logramos dar una explicación alternativa a los datos epidemiológicos ya existentes, en 

particular para los casos de dengue primario (a los cuales no se encontraba explicación), 

aún nos quedan varias preguntas por contestar, como: ¿En qué parte de la molécula de 

plasminógeno se une exactamente el virus? ¿Cuáles son las regiones de la proteína de 

envoltura viral involucradas en la unión y activación del plasminógeno? ¿Es posible que 

actúen en conjunto el virus y los anticuerpos en el desencadenamiento del fenómeno 

hemorrágico? Para intentar responder a estas preguntas, actualmente, en el laboratorio se 

están desarrollando otras líneas de trabajo tanto a nivel estructural como funcional. 

58 



CONCLUSIONES. 

Con base en nuestros hallazgos, proponernos que: 

1) El virus es capaz de activar la molécula de plasminógeno a plasmina. 

2) El mecanismo de activación de plasminógeno por el virus, no depende de la presencia de 

fibrina y/o fibrinógeno. 

3) Existe la posibilidad de que el virus tenga la capacidad (le competir con la o.-2-

antiplasmina (dependiendo de la cepa viril) y exacerbar así, el proceso de fibrinolisis. 

CON BASE EN LA INTERPRETACION DE NUESTROS DATOS, PROPONEMOS 

QUE: 

4) Las manifestaciones hemorrágicas graves (1+1D/SCD), presentadas en el curso de una 

infección primaria en la enfermedad, pudiesen explicarse con base en la capacidad del virus 

para activar al plasminógeno y competir con la a-2-antiplasmina [y no a la existencia previa 

de anticuerpos heterotípicos no neutralizantes (infección secundaria)], exacerbando la 

fibrinolisis, rompiéndose la homeostasis corno fenómeno previo al establecimiento del 

proceso hemorrágico. 

5) Es probable que la proteína de envoltura del virus del dengue, pueda participar de 

manera directa en la activación del plasminógeno, siempre y cuando mantenga la 

conformación que presenta en el virus. 
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