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RESUMEN 

La infección por el virus del dengue presenta un espectro clin ico muy amplio que 

comprende desde una fiebre aguda, hasta las formas severas de la enfermedad como 

el síndrome de choque (SeO) y la fiebre hemorrágica por Dengue (FHD). La 

plaquetopenia es un hallazgo constante en los casos de FHD/ SCD y se ha propuesto 

como su origen la Inhibición de progenitores hematopoyéticos la destrucción mediada 

por el sistema inmune, y el secuestro de los trombocitos por las células endoteliales 

infectadas con el vi rus del dengue, sin embargo, se desconoce la participación directa 

de los factores virales en la actividad plaquetaria. Con base en lo anterior evaluamos si 

los dengue virus per se son capaces de modificar la actividad plaquetaria. Mediante 

ensayos de agregometría encontramos que los dengue virus tienen la capacidad de 

inhibir la agregación plaquetaria siendo mas evidente en presencia de aislados virales 

provenientes de pacientes FHD/SCD, alcanzando un 46 % de inhibición. Esta inhibición 

no fue diferencial entre los distintos serotipos. Así mismo en nuestro grupo previamente 

reportamos que el virus del dengue son capaces de alterar la regulación hemostática 

mediante la activación del plasm inógeno, por lo que también evaluamos si a nivel de la 

superficie plaquelaria la generación de plasmina pudiera estar participando en la 

inducción de la plaquetolisis. Encontramos que aunque el plasminógeno asociado a la 

superficie plaquetaria es activado a plasmina en presencia del virus del dengue esta 

proteasa serínica no induce lisis de las plaquetas, sin embargo, es capaz de favorecer 

la activación de mas plaquetas circulantes mediada por los receptores activados por 

proteasas en la superficie celular, lo cual puede inducir un mayor arresto al endotelio 

vascular. 
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INTRODUCCiÓN 

l. Clasificación y Estructura del Virus del Dengue. 

El virus causante de la enfermedad del dengue pertenece al género Flavivirus y está 

clasificado dentro de la fam ilia Flaviviridae. Este género Incluye entre otros al virus del 

oeste del nilo (WN ), el virus de la fiebre amarilla (YF) y el virus de la encefalitis 

ocasionada por garrapatas (TBE) que son transmitidos a huéspedes vertebrados 

mediante vectores como mosquitos y garrapatas (Rice, 1996). 

Se han Iden@cados 4 serotlpos del VIrUS del dengue (VD) antlgénicamente distintos 

entre si (DEN1 , DEN2, DEN3, DEN4). Los serotipos DEN1 y DEN2 fueron aislados y 

caracterizados en 1945 y los serotipos DEN3 y DEN4 en 1955 en filip inas (Sabin and 

Schlesinger, 1945; Hammon el al., 1960). 

El VD presenta una forma esférica con un radio aproximado de 250 N , cuyo genoma 

está constituido por un RNA de cadena sencilla de polaridad positiva de 

aproximadamente 11 ki lobases de longitud, el cual funciona como RNA mensajero que 

presenta un marco abierto de lectura que codifica una sola poliproteína que se procesa 

postraduccionalmente tanto por proteasas virales como del huésped generando 10 

proteínas virales de las cuales solo 3 estructuran al virión: La proteína de la cápside Ó 

proteína e que junto con el RNA forma la nucieocápside, la cual es un complejo 

infeccioso. La proteína de membrana ó M, que se sintetiza como un precursor llamado 

pre-M (pM) y la proteína E ó de envoltura que presenta las principales funciones 
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biológicas del virión como son: neutralización, tropismo celular, neurovirulencia, 

epitopes de tipo, grupo, familia y unión al receptor entre otras. Dentro de las proteinas 

no estructurales (NS) se encuentran las enzimas necesarias para su repl icación (Fig. 1), 

(Rice, 1986; Kuhn etal., 2002). 

1 I I 
-- - - -

, 
e pM E NS12a 2b NS3 4a 4b NS5 

RNA 
mensajero 

Proteína de 
fusión 

Procesamiento 
de la 
poliproteína 

Figura 1. Organización del genoma de los flavivirus y sus proteínas resultantes. El RNA geonómico 

es una cadena de RNA de polaridad positiva con un marco abieno de lectura (ORF) que codifica una 

poliproteína, la cual es procesada postraduee ionalmente tanto por proteasas vira les como del huésped. 

Proteína de eápside (e), proteína de membrana (pM), Proteínas no estructurales, I(N SI ), 2 (2a y 2b), 

J(NSJ), 4 (4a y 4b), Y 5 (NS5), (Rotlunan, 2004). 

El ciclo replicativo de los flavivirus comparte caracteristicas con los 2 géneros que 

comprenden la familia Flavivi ridae; los hepacivirus y los pestivirus (Fig. 2). Para entrar a 

la célula huésped, el VD utiliza diferentes mecanismos, pero solo algunos son "virus 

específicosD
• Los coreceptores para el virus del dengue mas conocidos son los 
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glicosaminglicanos que contienen heparan sulfato (Germi el al. , 2002), así mismo se ha 

identificado como posible receptor una lectina de unión a ICAM-3 específica de células 

dendriticas (DC-SING) (Navarro-Sánchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003). Asi 

mismo, se ha sugerido que los receptores para la fracción cristalizable de los 

anticuerpos (FcR) los cuales unen complejos virus-inmunoglobulinas puedan funcionar 

como receptores accesorios facilitando la entrada de los VD mediante opsonización. 

Los receptores virus específicos aún no han sido identificados, sin embargo se han 

descrito cuatro proteinas de un peso molecular aproximado de 27, 45, 67 Y 87 KD que 

están involucradas en la unión del DEN2 a los macrófagos (Moreno-Altamirano et al., 

2002; Halstead et al. , 2005). 

La replicación del virión inicia con el denudamiento del RNA viral, la traducción y el 

procesamiento de la pol iproteina viral (Fig2). La morfogénesis del vi rión se lleva acabo 

en vesículas intracelulares, las partículas virales inmaduras se ensamblan inicialmente 

en el lumen del retículo endoplásmlco, las cuales se forman por las proteinas E, C y 

prM. Posteriormente, la segmentación de pM ocurre en el aparato de Golgi llevándose a 

cabo el empaquetamiento y maduración de las partículas virales haciéndolas 

infecciosas, para finalmente ser liberadas mediante exocitosis (Mukhopadhyay et al., 

2005). 
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3. FUSiÓN CON MEMBRANA 
DEPENDIENTE DE BAJO pH 

4.DENUDAMIENTO 

D 
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6. REPLICACiÓN DEL RNA 
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(+) ..... (-) 
/~ .. ~ 
~ //\" // 
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V1R1ÓN EN VESICUlAS ~ --...: .. 
INTRACELUlARES 

9.lIBERACIÓN Del VIRION 

Figura 2. Ciclo ,·eplicativo del vil"Us del dengue (VD). La unión del virus mediada por anticuerpos ( 1) 

pernliten la endocitosis mediada a la cé lula blanco (2), en los endosomas, el ambiente ác ido induce una 

trimerizac ión irreversible de la proteína E, que resulta en la fus ión de las membranas vira l y celular (3), el 

denumiento permite la disoc iación de la cápside y de l RNA (4) Y se inic ia la traducción utilizando al RNA 

de polaridad + como mensajero (S) y la replicación del RNA (6), posteriormente ella morfogénesis del 

virión se lleva a cabo en vesículas intracelulares (7) y la madurac ión ocurre en el aparato de Golgi (8) para 

finalmente transportarlo y liberarlo (9) 
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11 . Transmisión del Virus del Dengue 

Los 4 serotipos del VD se transmiten a los humanos a través de la picadura (de la 

hembra hematófaga) de los mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes 

albopictus y Aedes aegypti el cual es un mosquito tropical y subtropical que esta 

distribuido en todo el mundo, usualmente entre las latitudes 35' N Y 35'S Y aunque 

ocurren invasiones durante el verano al norte pasando los 45°N , los mosquitos no 

sobreviven a los inviernos. La distribución de A. aegypti también esta limitada por la 

altitud, normalmente no sobrepasa los 1000 m sobre el nivel del mar, aunque existen 

reportes de su presencia en India a 2121 m y Colombia a 2200 m. Este mosquito es 

uno de los vectores más eficientes en la trasmisión de los arbovirus, sin embargo 

también han sido atribuidos brotes de dengue a A. albopictus, A. polynesiensis, y 

muchas especies del complejo A. scutellaris. (WHO, 1997). Las hembras de A. aegypti 

adquieren al VIrUS de una persona infectada al Ingerir la sangre que necesitan para el 

desarrollo de sus huevecillos. Una vez infectadas, existe un periodo de incubación 

extrínseco de entre ocho y doce días (Fig. 3), durante los cuales el virus se replica 

dentro del mosquito llegando a las glándulas salivales por lo que la hembra puede 

transmitir el virus cada vez que explora o se alimenta de un humano susceptible. Entre 

cinco y ocho días después de haber sido transmitido al humano, este presenta un 

periodo prodrómico o intrinseca durante el cual el virus se replica desarrollando 

posteriormente una fase virémica que puede durar de uno a cinco dias. (Clark, 1995). 
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El mosquito se alimenta I El mosquito se realimenta I 
adquiere el virus transmite el virus 

el 

PeI"iodo de Periodo de 
incubación incubación 

~ ext rínseca 

~< > 
intrínseca ~ 

< >~ 
o 12 

Días 

16 20 \ 24 J 2~ 
"Enfermedad 

Humano #1 Humano #2 

Figura 3. Transmisión del virus del d eng ue por los mosquitos vecto res. Cuando e l mo~u i to se 

alimenta, adquiere el virus y se inicia el periodo de incubación extrínseca (fuera del huésped), a los 12 

días, el mosquito es capaz de transmitir e l vi lUs a l humano inic iándose el periodo de incubación intrínseca 

(dentro de l huésped) para dar paso a la vlrem ia y la enfennedad. 

Existen varios ciclos de transmisión del vi rus, el c iclo más primitivo o ciclo enzoót ico 

involucra a varias especies de Aedes y primates inferiores en las selvas tropicales de 

África y Asia, los virus involucrados en este ciclo no se mueven regularmente de las 

áreas selváticas a las áreas urbanas (Fig. 4). Un ciclo de transmisión epidém ica que 

puede ocurrir en regiones rurales o islas en donde la población humana es pequeña, 

siendo los vectores principales las especies A aegypti, A. albopictus y A. polynesiensis. 

Finalmente el ciclo de transmisión más importante para la salud pública, es el ciclo 

endémico/epidémico/urbano en los grandes centros urbanos del los países tropicales. 

(Gubler, 1998). Los virus son mantenidos en ciclos de Mosquito-Humana-Mosquito con 
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epidemias periódicas. La transmisión vertical de los virus ha sido demostrada tanto en 

el laboratorio como en el campo, sin embargo la contribución de esta en el 

mantenimiento vi ra l no ha sido establecida (WHO, 1997). 

Las primeras epidemias parecidas al dengue fueron registradas en 1779-1780, en 

Batavia (Yakarta), Cairo y Filadelfia. Hasta la segunda guerra mundial, las epidemias 

ocurrieron en casi todos los continentes cada 10-30 años, debido principalmente al 

transporte mari timo en los trópicos que transportaba tanto al vector como al virus. 

Durante este tiempo, el dengue fue una enfermedad benigna y no fatal, que estuvo 

caracterizada por una fiebre elevada con dolor lumbar y huesos. (Mairuhu el al., 2004) . 

Después de la segunda guerra mundial los casos de FHD y SCD se incrementaron 

en el sureste asiático, en gran medida por el movimiento de las tropas las cuales 

esparcieron al VD . El primer reporte de una epidemia de dengue hemorrágico se 

registró en las Islas de Filipinas en 1935-1954, después de esta, la actividad 

epidemiológica se incremento en la región y aunque permaneció confinada al sureste 

asiático, se expandió hacia India, Pakistán, Sri Lanka, las Maldivas y el este de China 

(Gubler, 1998). 
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Figura 4. Ciclos de transmisión del "irus del dengue. Los tres c iclos de transmisión y sus princ ipa les 

vectores. Ciclo silvestre en las selvas tropica les. Ciclo Rural epidémico en las zonas rurales y el Ciclo 

urbano el más importante con repercusión en salud pública. 

Por otra parte, en América se han registrados los cambios epidemiológicos más 

dramáticos. En las décadas de los 50 '5, 60 's y la mayoría de los 70 's, las epidemias del 

dengue fueron esporádicas con base en la erradicación del vector Aedes aegypti a 

través de los programas de control de la fiebre amarilla urbana auspiciado por la 

Organización Panamericana de la Salud OPS (Fig. 5). Estos programas fueron 

suspendidos a finales de los 70 's y las especies de vectores reinvadieron la región de 

las Américas en donde ya se habia logrado su erradicación (Gubler, 2002). 

Poco tiempo después, la situación del dengue en América se complicó con la 

aparición del primer brote de FHD/SCD en Cuba en 1981 , en este brote se reportaron 
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344,203 casos de dengue de los cuales 10,312 fueron casos severos (FHD/SCD) con 

158 casos fatales. Este evento fue seguido por otra epidemia de FHD/SCD en 

Venezuela en 1989 y 1990, desde entonces se han registrado pequeños brotes y un 

incremento considerable de casos severos anualmente. (Guzman and Kouri , 1996) 

1930 1970 1998 
A 

B 
Antes de 1981 1981-1998 

Figura 5. Epidemiología en América. Distribución del vector en 1930, la erradicac ión continenta l en los 

50"s y su reemergencia en los 70's (A). Incremento de la actividad del dengue hemorrágico a partir de 

198 1(8 ), Las áreas sombreadas indican presencia de l vector (A) o del dengue hemorrágico(B). 
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Entre los factores que han favorecido la emergencia del dengue en América se 

encuentran: el incremento en la población primoinfectada, la elevada densidad del 

vector, la rapida distribución del Aedes aegypti en nuevas areas, la introducción de 

otros vectores como Aedes albopicfus, la hiperendemicidad regional (circulación 

simultánea de varios serotipos) y la reaparición del Dengue-3 a partir de 1994 en 

Centroamérica después de una ausencia de 16 años. Asimismo, se han asociados otros 

factores epidemiológicos con la elevada incidencia de la enfermedad como son: la 

rápida urbanización, la migración de poblaciones, una gran proliferación de artículos 

manufacturados no reciclables que funcionan como criaderos para el vector, el 

abastecim iento irregular de agua potable, la falta de drenaje, la insuficiencia en los 

servicios de recolección de basura y el desmantelamiento de los programas de control 

del vector (PAHO, 1996). 

En la República Mexicana el dengue entró por Tapachula al final de los años setenta 

y se diseminó por todo el territorio en menos de 10 años, desde entonces el dengue 

hemorrágico ha ido en aumento. En la década de 1984-1993 se registraron 26 casos, 

mientras que en un año la cifra aumento a 30 casos y en 1995 fueron registraron ya 539 

casos (De la Fuente JR y Sepulveda J, 1999). Actualmente la enfermedad empieza a 

tomar un giro importante en cuanto a la presentación de las formas graves, ya que las 

condiciones prevalentes favorecen el incremento de la transmisión. De esta forma 

México forma parte del grupo de países con un problema de salud pública emergente y 

prioritario (OPS, 1989; Narro, 1995). 
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Actualmente, el dengue es considerado la infección transmitida por vector más 

importante después de la malaria, reportándose anualmente a nivel mundial 100 

millones de casos de fiebre de dengue, 500,000 casos de dengue hemomigico y 25,000 

defunciones (Gubler, 1998). 

111 Cuadro Clíníco. 

La infección por el VD presenta un espectro clínico muy amplio, que va desde una 

infección asintomática (Fig. 6), hasta los casos desafortunados como son el síndrome 

de choque (SC D) ylo la fiebre hemorrágica por Dengue (FHD) (Guzmán and Kouri , 

2001 ). 

Fiebre por dengue (FD) Las características clínicas de la FD son diferentes de acuerdo 

a la edad. La mayoría de las infecciones en niños pequeños son leves e indistinguibles 

de otras fiebres VIrales (Kabra, 1999). Los casos más severos de FD, se han registrado 

en niños mayores y adultos, caracterizándose por un incremento rápido de la 

temperatura (" 39°C) que dura de 5.<; días acompañándose de cefalea, dolor retro­

orbital, mialgias, artralgias, náusea y vómito, en general los síntomas desaparecen de 

5-10 días (Lei el al., 2001). Algunos pacientes pueden tener diversos grados de 

sangrados cutáneos o mucosos con algún grado de trombocitopenia, sin que reúnan 

todos los criterios de la OMS para establecer el diagnostico de FHO/SC O, estos 

pacientes son clasificados como dengue clásico con sangrado inusual. (Kabra, 1999) 
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Fiebre hemorrágica por dengue (FHD) y síndrome de choque por dengue (SeO), 

La organización mundial de la salud (OMS) ha definido al dengue hemorrágico como 

una fiebre continua con duración de 2-7 dias, con tendencias hemorrágicas, 

trombocitopenia (" 100,000 cel/mm3) y hemoconcentración (OMS, 1997), El dengue 

hemorrágico puede ocurrir en todos los grupos de edades incluyendo niños. La 

severidad de la FHD está clasificada en grados de acuerdo a criterios clínicos (Fig. 6). 

Grado 1: Fiebre acompañada de síntomas no específicos y la prueba de torniquete 

positivo. Grado 11: manifestaciones del grado I y sangrado espontáneo, usualmente en 

la piel, la nariz o la encia, Grado 111 : criterios del grado 11 y falla circulatoria, 

caracterizada por un pulso rápido y débil e hipotensión. Grado IV: pacientes 

moribundos con una presión y pulso indetectables (Me Bride and Bielefeldt-Ohmann, 

2000). Durante el curso de la enfermedad, los niños con FHD/SCD muestran un 

incremento en el hematocrito y leucocitosis. En la mayoría de los casos hay una 

disminución de fibrinógeno, protrombina, factor VIII, antitrombina 111 y niveles de C3, 

Solo en algunos casos hay una leve albuminuria y una reducción de a-2antiplasmina. 

En la enfermedad severa, con choque, puede existir además coagulación intravascular 

diseminada. (Kabra, 1999; WHO, 1997). 
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CLASIFICACION DE LAS MANIFESTACIONES DEL VIRUS DEL 
DENGUE POR LA ORGANIZACiÓN MUNDIAL DE LA SALUD. 

I Infección sintomática del virus del dengue I 
i Enfermedad febril inespecffica 

Fiebre por dengue (FD) 
'- Fiebre con 2 o mas de los siguientes síntomas: Dolor d e cabeza, dolor rerro­

rrágica y leucopenia. orbital, mialgias, artralgias, salpullido, manifestación hemo 

Fiebre Hemorrágica por dengue (FHD) 
1- FHD I 

Fiebre trombocitopenia , hemoconcentración y prueba de t orniquete positivo. 

'- FHD 11 

Criterios de DHF I + sangrado espontáneo. 

Srndrome de choque por dengue (SeO) 
I-FHD 111 

Criterios de FHO 11 + uno de los siguientes: 1) Presión d el pulso reducida y pulso 
meda e inquietud rápido/débil. 2) Hipotensión con enfriamiento, piel fria y hú 

'-FHD IV 

Criterios de FHD 1/11 + presión de sangre o pulso indetecta ble 

I Otras manifestaciones I 
Fiebre con severo sangrado, encefalopatia cardiomiopatia, fallo fulminante del hígado 

Figura 6. Clasificación d e las manifestaciones clínicas del virus del d engu e por la OMS. En el 

esquema se muestran las mani festaciones clínicas que define n la fiebre por dengue (FD), la fiebre 

hemorrágica por dengue (FHO), y el síndrome de choque por dengue (SeO). 
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IV. Diagnóstico. 

El diagnóstico del dengue recientemente se ha facilitado por algunos factores 

importantes; el establecim iento de lineas celulares, la producción de anticuerpos 

monoclonales para el aislamiento e identificación del virus, el desarrollo de técnicas de 

ELlSA para detección de anticuerpos específicos de la subclase IgM, y más 

recientemente la producción de la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) (Guzmán and Kouri , 2001). 

Aislamiento del DV. La sangre debe colectarse durante la fase aguda de la 

enfermedad (de 1-10 días), el aislamiento puede llevarse acabo mediante 4 sistemas: 1) 

inoculación intracerebral de un ratón de 1-3 días de edad, este método es lento, poco 

sensible y costoso. 2) Cultivo en lineas celulares de mam íferos, tradicionalmente han 

sido empleadas 3 líneas celulares provenientes de hámsler o de primate, BHK-21 , LLC­

MK2 y Vero, las cuales en general tienen mayor sensibilidad que la Inoculación de 

ratón. 3) Inoculación de mosquito; este es el método más sensible por lo cual se elige 

para confirmación virológica en casos severos y fatales. 4) Cultivo en líneas celulares 

de mosquito siendo el más utilizado por su sensibilidad y costo, las líneas mas usadas 

son: C6-36 de A albopictus, AP61 de A pseudoscutellaris y la TRA-284 de 

Toxorhynchites amboinensis. Una vez aislados los virus pueden detectarse mediante 

técnicas directas o indirectas ó con ayuda de anticuerpos marcados con flourocromos 

(Isturiz et al., 2000). 
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Detección de anticuerpos anti-dengue. La respuesta primaria, secundaria e incluso 

terciaria, pueden ser inducidas por los 4 diferentes serotipos. Durante una infección 

primaria, el paciente desarrolla anticuerpos del tipo IgM después de 5-<3 dias y 

anticuerpos del tipo IgG después de 7-10 días. Durante una infección secundaria se 

detectan niveles elevados de IgG, incluso durante la fase aguda, los cuales pueden 

aumentar considerablemente en las siguientes 2 semanas (Guzman and Kouri , 2001). 

Existen diferentes métodos para detectar los anticuerpos IgM e IgG. Entre los ensayos 

tradicionalmente empleados se encuentra la técnica de hemaglutinación. Un incremento 

de 4 veces o más en el título de anticuerpos es diagnóstico para una infección reciente 

de flav ivirus, pero no para un aislado específico. Otra de las pruebas empleadas en el 

diagnóstico serológico es la neutralización de la reducción de placa lítica (NT). La NT 

es un ensayo sensible y específico para la detección de anticuerpos anti-dengue. Esta 

prueba ha sido una herramienta útil tanto en estudios epidemiológicos como en la 

identificación del VD (Guzman and Kouri , 1996). 

La técnica de ELlSA es la más utilizada en la práctica rutinaria, es simple ya que 

requiere poco equipo sofisticado. En los últimos años se han comercializado U Kits~ a 

menor costo para el diagnostico de laboratorio, además no requieren de entrenamiento 

especializado para la lectura del anticuerpo, estos incluyen La ELlSA de microtítulo, el 

formato de tiras reactivas y una prueba rápida de hibridación en punto (Isturiz el al., 

2000) 

Uno de los problemas en el diagnóstico, es el tiempo requerido. Los resultados con 

ELlSA de IgM no son obtenidos en la fase temprana de la infección y el aislamiento viral 
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toma semanas. La técnica de PCR tiene la ventaja de que está basada en la replicación 

viral y no en el título del anticuerpo, así mismo los resultados se pueden obtener en 24 

horas. Este procedimiento minimiza también problemas asociados con el aislamiento 

del vi rus, la pérdida de viabilidad por el almacenam iento, o la identificación de cepas no 

adaptadas para el crecimiento en cultivo. La principal desventaja de esta técnica, es la 

contaminación del amplicón y contar con personal capacitado en laboratorio (Vorndam 

and Kuno, 1997). 

V. Etiopatogenia 

Actualmente existen 2 hipótesis que intentan explicar el establecimiento del dengue 

hemorrágico. La primera fue propuesta por Halstead en 1977, en base a observaciones 

epidemiológicas en el sureste asiático, en donde el FHD/SCD es muy frecuente en 

niños mayores de 1 año con una infección previa (95 % de los casos). Sugiriendo una 

asociación de la infección secundaria con un elevado riesgo de dengue hemorrágico 

(Halstead, 1969). Poco tiempo después, el mismo autor demostró la facilitación de la 

infección dependiente de anticuerpos (FDA) (Halstead, 1977) proponiendo que la 

presencia de anticuerpos heterotípicos, no neutralizantes facil itan la penetración de 

virus al macrófago activándolo, el cual a su vez es capaz de activar otros sistemas 

como el del complemento en donde existe liberación de enzimas vasoactivas 

predisponiendo al establecimiento del choque hipovolémico. 

Los estudios subsecuentes basados en esta hipótesis han correlacionado la FDA con 

la sobreproducción de citocinas pro inflamatorias afectando a monocitos, células 
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endoteliales y hepatocitos, favoreciendo la inducción de la vasculopatía y coagulopatía 

presentes en la manifestación hemorrágica (Lei, 2001 ). 

La segunda hipótesis fue propuesta por León Rosen en 1977, quien documentó una 

epidemia en una infección primaria con el serotipo 2 en las Islas Niue del pacifico en 

1972. La epidemia afectó aproximadamente al 90 % de la población y los datos 

serológicos indicaron que era el primer brote de dengue en la región en 25 años, 

durante la epidemia se registraron casos hemorrágicos en niños mayores de 1 año. 

Debido a que la zona estuvo libre de dengue en 25 años, los niños mayores de 1 año 

no tenian anticuerpos de una infección previa con VD (Bames and Rosen, 1974). Con 

base en lo anterior, Rosen sugirió que existen diferencias en la virulencia de las cepas 

circulantes en la naturaleza y que la mayor incidencia de las formas severas puede ser 

consecuencia de un aumento en la capacidad de replicación viral (Rosen, 1977). 

VI. Sistema Hemostático. 

La hemostasia bajo cond iciones fis iológicas mantiene al organismo en un estado de 

anticoagulación. Ante la lesión vascular existe una respuesta hemostatica rapida y 

potente lim itada al lugar de la lesión. Este sistema está compuesto por tres elementos: 

el endotel io vascular, las proteinas plasmaticas de la coagulación-fibrinolisis y las 

plaquetas (Esmon, 2000) 

Cuando existe daño al endotelio vascular, se genera una respuesta inmediata 

favoreciendo una vasoconstricción para evitar la pérdida de sangre (Fig. 7). La colagena 
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del subendotelio expuesta promueve la adhesión de las plaquetas, una vez adheridas 

se activan, degranulan ADP y tromboxano y exponen la glicoproteína IIb lila para unir 

factor de Van Willebran (VWF) y fribrinógeno. Estos cofactores favorecen el 

reclutamiento tanto de plaquetas como de cofactores de la coagulación como el factor V 

(FV), proveniente de las plaquetas o del plasma que sirven como sitio para el 

ensamblaje de complejos de iniciación de la coagulación en la superficie plaquetaria. De 

esta manera se acelera la activación del factor X (FX) y la protrombina en la generación 

de cantidades controladas de trombina la cual a su vez activa más plaquetas y cataliza 

la conversión del fibrinógeno a fibrina, contribuyendo a formar el tapón hemostático 

(Colman et a., 2001). 

La formación del tapón hemostático primario está temporal y espacialmente 

coordinado con el sistema de la coagulación. Tradicionalmente este sistema se ha 

dividido en la vía intrínseca y extrínseca e incluso una vía común (Fig. 8), sin embargo 

esta divIsión no ocurre en vivo ya que el complejo del factor tisular (TF) con el factor 

Vlla, es un potente activador tanto del factor IX (FIX) como del FX y actualmente se 

conoce que la coagulación es dirigida principalmente por la vía primaria o vía del factor 

Tisular (Dahlback, 2005; Tapper and Herwald, 2000; Izaguirre, 20005). 

24 



.",. Daño vascular " 

VWF Factor Tisular 

./ ,"Vlla 

Colagena " 
Subendotelial xya Va 

~J.ión 
/ p7a~uetaria Trombina 

PGI2 ~ ~Pi (/ Fibnnógeno 
NO • ADP 
ADPasas • TXA2 

Agregación / Fibrina 
Plaquetaria 

~ Tapón 
Hemostático 

Fig. 7 El'eotos participantes en la formación del tapón hemostático. El daño al endotelio vascular 

induce el reclutam ie nto de plaquetas a traves del factor de Von Wi lebran (VWF) O el facto r tisular, la vía 

del factor tisular es capaz de iniciar con la cascada de coagulación al activar en presencia de Factor VIIa al 

Factor X, El factor X activado (Xa) junto con el factor Va generan trombina la cual pol imeriza al 

fi brinógeno para fornlar el tapón hemostático de fi brina. asl mismo el VWF media la unión de las 

plaquetas a las colágena subendotelial, estas plaquetas pueden secretar epinefrina (Epi), Adenos in 

difosfato (ADP), o tromboxano que inducen la agregación, por otra pane el endotelio puede producir 

prostaglandina 2 (PGI2), oxido nítrico (NO) O ADPasas. que influyan en la formación del tapón 

hemostático. 

La vía accesoria, conocida como vía intrínseca, inicia con la activación del factor XII 

cuando la sangre entra en contacto con el endotelio dañado o con una superficie 

cargada negativamente (Fig. 8). El factor XII activado (FXlla) y el quininógeno de alto 
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peso molecular (HK) en presencia de calcio se unen a la supeñicie celular y ejercen 

acción proteo lítica sobre el factor XI activándolo a FXla. El factor Xla, promueve la 

activación del FIX y este último se integra al complejo diez "asa", que incluye al 

cofactor Villa y los fosfolipidos. Finalmente el complejo diez "asa" activa al factor X a 

FXa que se incorpora al complejo protrombinasa (Colman el a. , 2001). 

La vía del factor tisular, conocida como vía extrínseca, inicia con la formación del 

complejo TF/FXlla en la superficie del endotelio activado. Este complejo escinde tanto 

al factor X como al factor IX. El factor Xa se integra al complejo protrombinasa, y el 

factor IXa al complejo diez "asa". La via común recibe su nombre porque el complejo 

protrombinasa (FXa, Va y fosfolípidos), puede generarse a partir de cualquiera de las 

dos vías. Este complejo cataliza la activación de la protrombina a trombina. La trombina 

es una enzima clave en la coagulación ya que induce la fonmación de fibrina y activa el 

factor XIII. El factor Xllla es el encargado de estabilizar las mallas de fibrinas mediante 

enlaces covalentes. (Tapper and Herwald, 2000). 

Este sistema tiene una retroalimentación en varios niveles. La trombina activa los 

cofactores V y VIII Y el factor XI. Los cofactores Va y Villa potencian la generación de 

mayores complejos diez "asa" y protrombinasa. Finalmente el factor Xlla, induce la 

formación de kalicreina proveniente de prekalicreina, la cual activa más factor XII 

(Dahlback, 2005) 
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Figura 8 Cascada de la coagulación. La cascada de la coagulación se puede iniciar con la vía accesoria 

o de l factor tisular para fo rnlar los complejos diez "asa" y protrombinasa que llevan a la generación de 

trombina. En verde se muestran los inhibidores del sistema. En negro el sistema fibrinolítico, en azul los 

factores de coagulac ión y en rojo los cofactores. 

En la cascada de coagulación además de la retroalimentación positiva y/o negativa, 

existe un control en tres principales puntos; Primero; La trombomodulina (una 

glicoproteina constitutiva de la membrana endotelial) forma un complejo con la tromblna 

el cual favorece la activación de la proteina e (peA) (Fig. 8), La peA regula la 
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formación de trombina al inactivar proteolíticamente los cofactores V y VIII de la 

coagulación. Así mismo, la trombina en el complejo trombina/trombomodulina pierde su 

capacidad de formación del coágulo. Segundo; Para evitar la expansión del coágulo, los 

factores son inhibidos por proteinas en circulación como el inhibidor de la via del factor 

tisular (TFPI ), el inhibidor C1 (C1 INH) y la antitrombina 111 (AT 111 ). Tercero: La 

fibrinolisis es inhibida por la proteína inhibidora de la fibrinolisis activada por trombina 

(TAF I) (Esmon, 2000). El sistema fibrinolítico es el encargado de retirar el coágulo de 

fibrina cuando el daño está reparado. El activador tisular del plasminógeno activa el 

zimógeno para convertirlo en enzima activa. La plasmina es la encargada de degradar 

la malla de fibrina. 

VII. Estructura de la Plaqueta. 

Las plaquetas son fragmentos celulares especializados que tienen forma discoide 

(Fig. 9). Cada plaqueta contiene una espira l periférica de microtúbulos, que junto con el 

esqueleto de actina posiblemente controla la forma discoidal característica. En esta 

región periférica el citoplasma es pobre en organelos, excepto por las regiones de la 

membrana plasmática que conectan con el sistema canalícular conectado a la 

superficie (SCCS). Ambas membranas son ricas en un glicocalix que contiene 

diferentes glicoproteinas de membrana como la GPlb/IX, GPIIBllla y GPIIIB que 

participan tanto en agregación como en adhesión plaquetaria. La membrana plasmática 

también actúa como una superficie cargada negativamente para enriquecer la 

concentración local de factores como el FX, FV y protrombina. Así mismo, los gránulos 
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a contienen trazas de factor V. Además de los gránulos a, la plaqueta contiene gránulos 

densos, mitocondrias, peroxisomas y lisosomas, diferentes reservarlos de glucógeno y 

dos sistemas membrana les. El SCCS y el sistema tubular denso que funciona como 

a lmacén de calcio. 

,if---------Microlúbulos ______ _ 

~~~~~~~ ~------ Cuerpos densos gránulos- S __ ~ 
Sistema canalicular 

conectado a la superficie 

Mltocondrla 

Granulas rt 

Glucógeno 

1rf¡:::;¡~I=- SjSlema Tubular Denso 
~"""-ll 

Peroxisomas 

~;r---_ lisosomas (Gránulos A) 

Membrana plasmática 

Figura 9. Estructura de las plaquetas . Las plaquetas presentan una serie de gránulos conocidos como 

gránulos alta, delta y gamma, así como un s istema de membrana canalicular conectado a la superfic ie 

(SCCS), reselVorios de glucógeno, peroxisomas, mitocondrias y microtúbulos en espiral. 

29 



VIII. Interacción del Virus del Dengue con las Plaquetas 

La plaquetopenia es un dato patognomónica de la FHD, existen algunos reportes que 

intenlan elucidar sus causas, sin embargo no explican totalmente el fenómeno. Se ha 

reportado que cepas virales aisladas de pacientes pediátricas can infección primaria de 

dengue 3 inhiben e l crecimiento de células mononucleares del cordón umbilical humano 

(CBMNC) In vitro. Estas células son progenitores hematopoyéticos que al suprimir e l 

crecimiento podrían estar contribuyendo a la plaquetopenia observada (Murge, 1997). 

Estos mismos autores observaron que la inhibición de las CBMNC fue mayor en los 

aislados provenientes de casos con DSS que los aislados de casos con DF. Por otra 

parte, esle efecto inhibitorio podría estar mediado principalmente por la sintesis de la 

proteína 1 a inflamatoria de los macrófagos (MCP1 -<>:) , una quimiocina presente en los 

sobrenadantes de los cultivos infectados, ya que cuando fue bloqueada con anticuerpos 

monoclonales, el efecto de inhibición disminuyó (Murgue, 1998). 

Otra causa de induccíón de plaquetopenia puede ser el arresto de plaquetas medíado 

por el endotelio vascular. Krishnamurti y colaboradores demostraron que la adhesión de 

plaquetas en las células endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) estimuladas 

con LPS fue del 36 % con respecto a l control , así mismo en las células infectadas con el 

virus del dengue se observó un incremento en la adhesión del 78 % con respecto al 

control (Krishnamurti , 2002). 
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Por otra parte, Wang y colaboradores demostraron en un sistema in vitro que el virus 

del dengue (marcado radiactivamente) es capaz de unirse débilmente a las plaquetas. 

Sin embargo, esta unión se incrementa drásticamente en presencia de anticuerpos 

específicos de pacientes convalecientes en comparación con sueros no inmunes a 

dengue. La unión del virus dependiente de anticuerpos específicos sugiere una pcsible 

lisis mediada por el complemenlo (Wang, 1995). 

Lin describió la presencia de anticuerpos en el suero de pacientes infectados con el 

VD que presentan reacción cruzada con las plaquetas. Al comparar sueros de pacientes 

tanto en etapa aguda como en etapa convaleciente mediante citometría de flujo , Lin 

observó que los niveles de anticuerpos anti-plaquetas fueron mayores en los casos con 

FHD que en los casos con FD. Lo anticuerpos autoreactivos fueron de la subclase IgM y 

se detectaron aún en la fase convaleciente. Así mismo, se evaluó la capacidad de lisis 

en presencia de complemento, la cual fue significativamente mayor en los casos de 

FHD que la Inducida por los sueros de pacientes con FD (Lin, 2001). 

Por otro lado, se reportó que existe una correlación entre los niveles de anticuerpos 

IgG anti-plaquetas con la presencia de trombocitopenia durante una infección 

secundaria con DV. En un estudio prospectivo con 53 pacientes, sin diagnóstico de 

DF/DSS pero con infección secundaria, se observó una correlación inversa entre la 

cuenta de plaquetas y los niveles de IgG anti-plaquetas durante la fase aguda, 

observando que a mayor incremento de anticuerpos existía una cuenta de plaquetas 

baja (Oishi, 2003). El mismo autor analizó la correlación de trombocitopenia y los 

niveles de IgM-anti plaquetas, observando que los niveles de ambas inmunoglobulinas 
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(lgM e 19G) fueron mayores en la fase aguda con respecto a la etapa convaleciente 

(Saito, 2004). 

Hasta ta fecha se conoce poco det efecto directo del virus del dengue en la actividad 

plaquetaria. Solo existe un reporte que demuestra un retardamiento en la agregación 

plaquetaria en presencia de ADP (Mitrakul, 1977) en pacientes con FHD, así mismo se 

desconoce el efecto de los diferentes serotipos del VD en la función plaquetaria. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los casos de FHD/SCD las manifestaciones clinicas severas más importantes 

están relacionadas con un cuadro hemorrágico asociado con alteraciones en la 

coagulación , daño al endotelio vascular y plaquelopenia (Gubler, 1998). 

Las plaquetas son fragmentos celulares especializados que participan en la 

hemostasia debido a que poseen capacidad tanto pro-fibrinolítica como antifibrinolítica 

(Miles et al., 1986) y cuya interacción con el sistema plasminógeno-plasmina es muy 

importante durante la regulación de la hemostasia (Miles and Plow, 1985; Fay, 1994). 

En nuestro grupo previamente hemos reportado la capacidad del virus del dengue para 

un irse al plasminógeno y activarlo a plasmina (enzima encargada de degradar los 

coágulos de fibrina) como un fenómeno importante en la instalación de la manifestación 

hemorrágica, además en este mismo estudio se observo un efecto diferencial en la 

inhibición por a2 antiplasmina, la cual solo actuó en la activación mediada por aislados 

clásicos. En esle estudio nos proponemos evaluar la participación de diferentes 

serotipos, tanto de aislados clásicos como hemorrágicos del virus del dengue en la 

función plaquetaria y su relación con el sistema plasminógeno-plasmina . 

HIPOTESIS 

Independientemente del status inmunológico del individuo, el virus del dengue per se 

puede modificar la actividad plaquetaria. 
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar si diferentes aislados clásicos y hemorrágicos del virus del dengue, son 

capaces de modificar la actividad plaquetaria de manera dependiente o independiente 

de la activación del plasminógeno 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar la unión y activación del plasminógeno en la superficie plaquetaria en 

presencia de los 4 serotipos, tanto de aislados clásicos (FD) , como hemorrágicos del 

virus del dengue (FHD) . 

2). Evaluar el efecto en la actividad agregante de las plaquetas, en presencia de los 

dengue virus. 

3.) Determinar el efecto de la plasmina activa en la integridad de las plaquetas. 
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MATERIALES YMETODOS 

PROPAGACION y TITULACION DEL VIRUS DEL DENGUE (VD) . 

Los aislados provenientes de casos clásicos, D2C (Dengue 2 Nueva guinea) , D3C 

(Dengue 3) , y D4C (Dengue 4) , así como los aislados provenientes de casos 

hemorrágícos D2H (1013) , D3H (1021), Y D4H (1187) fueron donados por el centro 

para el control de las enfermedades (CDC) Atlanta, Estados Unidos de Norteamérica. 

Todos los aislados del VD fueron propagados en monocapas confluentes de células de 

riñón de mono verde (LLC-MK2). Las células se crecieron en botellas de 75cm2 a una 

multiplicidad de infección de 0.1 (m.o.i= 0.1) y fueron incubadas a 3TC en medio 

mínimo esencial suplementado con 5% de suero fetal bovino, 0,05% de glutamina y 

antibióticos. Los cultivos se cosecharon cuando se presentó el máximo efecto 

citopático, pero antes del desprendimiento celular. Posteriormente se clarificó el 

sobrenadante de los cultivos mediante centrifugación a 200g durante 10 mino a parir de 

estas muestras se llevó a cabo la titulación de las diferentes muestras mediante ensayo 

de placa lítica en monocapas confiuentes de células LLC-MK2. Las células fueron 

infectadas con diluciones seriadas en base diez e incubadas durante 2 h. a 37°C, 

posteriormente retiró el medio y fue sustituido por med io suplementado con 1 % de 

melilcelulos8. Los cultivos se incubaron a 37 oC , 5% de C02 hasta observar el efecto 

citopático. Finalmente las monocapas se tiñeron con Giemsa, contando directamente 

las unidades formadoras de placas liticas (UFP). 
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OBTENCiÓN Y LAVADO DE PLAQUETAS. 

Las plaquelas se obtuvieron a partir de una muestra sanguinea de seis donadores 

sanos contenida en tubos vacutainer de 5 mi con citrato de sodio como anticoagulante 

en una proporción 2:9 (ya que esta cantidad de citrato evita la activación plaquetaria). 

Las muestras se centrifugaron a 2300 rpm por 5 min. para separar el plasma rico en 

plaquetas (PRP). El PRP de los seis donadores fue mezclado y centrifugado a 3,000 

rpm durante 20 min. Posteriormente, se decantó el sobrenadante resuspendiendo el 

botón plaquetario en 3 mi de Buffer de Corash (Wise el al. , 1980) con movimientos 

suaves, con ayuda de una pipeta Pasteur de plástico. La suspensión se centrifugó 

nuevamente a 3,000 rpm durante 20 min, descartando el sobrenadante. EL botón final 

de plaquetas fue resuspendido con 3 mi de Buffer de Corash. La muestra se mantuvo a 

37 'C hasta su uso. 

ENSAYOS DE AGREGACiÓN PLAQUETARIA. 

Las plaquetas obtenidas de acuerdo a la metodologia previamente descrita fueron 

evaluadas funcionalmente mediante ensayos de agregación plaquetaria de acuerdo a 

Maugeri y col (Maugeri el al. , 1990) . Brevemente: Inicialmente se ajustaron las 

muestras a una concentración de 250 mil plaquetas/~1 con buffer de Corash, asi mismo 

el fibrinógeno proveniente de plasma humano fue utilizado a concentración final de 0.5 

gi L. La capacidad de respuesta de las plaquetas se evaluó con la ayuda de un 

agregómetro (Chrololog-Iumi) usando el método turbidimétrico, el cual se basa en la 

diferencia de densidad óptica (trasmitancia) que existe entre un plasma rico de 

plaquetas (PRP) y un plasma pobre de plaquetas (PPP), a medida que las plaquetas se 
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agregan y permiten un mayor paso de luz, La densidad óptica disminuye y es posible 

graficar una curva de agregación en función del tiempo. 

ENSAYOS DE ACTIVACION PLAQUETARIA. 

La activación plaquetaria fue medida en un millón de plaquetas no estimuladas o 

estimuladas con cualquiera de los siguientes agonistas; trombina a una dosis de 0.3 

UI/ml, plasmina activada por VD o plasmina activada por SK. Las plaquetas fueron 

fijadas con paraformaldehido 1 % PBS (vol/vol) pH 7.4 por 20 mino a PC ambiente. 

Posteriormente las muestras fueron centrifugadas 8 min o a 6 000 rpm . eliminando el 

sobrenadante, fueron resuspendidas en PBS e incubadas con el anticuerpo anti­

selectina P durante 20 mino a 4 oC. Las muestras fueron centrifugadas nuevamente 8 

mino a 6000 rpm , eliminando el sobrenadante, resuspendidas en PBS e incubadas con 

el anticuerpo secundario IgG anti-mouse acoplado a isotiocianato de fluoresceina 

(F ITC). La lectura se llevo a cabo en un citómetro de flujo (Becton Dickinson). 

UNION DEL PLASMINOGENO A LA PLAQUETA. 

Las plaquetas lavadas fueron activadas con 4 mg/ml de colagena en una 

concentración de 3x10· PLT/ml. incubadas con 0. 16 U/mi de PLG 2h a 4°C y fijadas 

con paraformaldehido-PBS 1 %. Posteriormente se centrifugaron 8 min o a 6 000 rpm y 

se resuspendieron en PBS-BSA 3 % incubandose con un anticuerpo anti-PLG durante 

15 min a 4 oC. La suspensión se volvió a centrifugar y se resuspendió con PBS-BSA 3% 

incubándose con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con FITC. Las muestras 

fueron evaluadas con la ayuda de un citómetro de flujo Becton Dickinson. 
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EVALUACiÓN DE LA GENERACiÓN Y ACTIVIDAD DE PLASMINA. 

Para los ensayos de activación en la superficie plaquetaria, las célu las se activaron 

con colágena y se incubaron con 0.16 U/mi de PLG 2h 37 oC, posteriormente fueron 

centrifugadas, resuspendidas y adicionadas a la placa de ELlSA con el sustrato 

cromogénico (Tosyl-glycyl-prolyl-lysine-4-nitranilide-acetate, Chromozyn PL Roche), 

estreptocinasa en presencia de los diferentes aislados del virus del dengue (FHD/SCD). 

Ensayos de activación del PlG en la superficie de las plaquetas: En una placa de 

ELlSA (costar 3690) se fijaron 3x106 PL T/ml incubando 2h a 37°C, bloqueando con 

BSA 1 %,3% Y 9% , toda la noche. Las plaquetas fijadas se activaron con 4 mg/ml de 

colágena, 10 mino 37°C. Se lavaron 3 veces durante 5 mino con PBS, posteriormente, se 

incubaron con 6 U/mi de PLG, 2h a 4°, nuevamente se lavaron 3 veces con PBS. 

Finalmente se incubaron con 0.3 mg de substrato cromogénico agregando 7.5 SK UI/ml 

de estreptocinasa , o 50 ~I de virus a diferentes concentraciones. La absorbancia a 

405nm fue medida en un lector de ELISA (Ascent Multiskan) a diferentes tiempos 

durante 3 h a 37 oC . 

DETERMINACION DE LA LISIS PLAQUETARIA. 

Para el ensayo de lisis plaquetaria inicialmente fue necesario generar plasmina activa, 

la cual se obtuvo incubando 1.2 U/mL del zimógeno tanto con los aislados virales 

(DHF/DF) a una concentración de 1X105 como con la estreptocinasa. Posteriormente, la 

plasmina activa fue incubada por 60 mino con 8X106 plaquetas lavadas usando como 

control positivo de lisis la misma cantidad de plaquetas lavadas pero incubadas con 

SOS 01 %, Las concentración de plaquetas antes y después de la incubación con 

plasmina se determinó mediante un hemocitómelro Coulter. 
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RESULTADOS 

Estandarización de la Concentración de Trombina. 

Con el objeto de delerminar la concentración adecuada para cada uno de los 

experimentos, llevamos a cabo ensayos de activación de plaquetas provenientes de 

donadores sanos con diferentes concentraciones de trombina previamente sugeridas en 

los manuales de agregometria plaquetaria , 0.2, 0.3, OA, 0.5 Unidades internacionales 

de lrombina (Maugeri el al., 1990). 
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Figura 10. Determinación de la concentración optima de trombina en la agregación plaquetaria. 

Plaquetas provenientes de donadores sanos estimuladas con trombina a concentraciones de 0.2, 0.3 0.4 y 

0.5 VI durante 14 mino 
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En la Fig . 10, se observa que la concentración de 0.5 UI de trombina genera una 

agregación muy fuerte que sobrepasa el valor de 100 % en la escala del agregómetro. 

La concentración de 0.4 UI dio una agregación muy rápida pero sin ser mayor al 100 % 

en la escala, la concentración de 0.3 presenta una curva de agregación intermedia con 

un valor aproximado de 65% y por ultimo la concentración de 0.2 UI generó una 

agregación débil llegando a un valor aproximado del 40 %. Con base en lo anterior 

decidimos emplear uti lizar valores de 0.3 UI y 0.4 UI en los experimentos subsecuentes. 

Efecto de los Dengue virus en la Agregación Plaquetaria. 

Hasta la fecha no existen estudios relacionados con la evaluación del efecto directo 

de VD en la agregación plaquetaria . Para determinar si existe una modificación en la 

función plaquetaria (agregación), llevamos acabo ensayos de agregometria utilizando 

plaquetas de donadores sanos en presencia de diferentes aislados del VD y de la 

trombina (activador). En la Fig. 11 se observa que ninguno de los dengue virus 

(aislados clásicos y hemorrágicos) estimula las plaquetas para inducir agregación. En 

contraste, las plaquetas que fueron estimuladas con 0.3 UI de trombina generaron una 

agregación normal. 
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Figul'a 11. Efecto d el virus del dengue en la agregación plaqueta da . Plaquetas provenientes de 

donadores sanos fueron estimu ladas con trombina a una concentración de 0.3 UI ó con de ngue virus; D4C 

(dengue 4), D4H ( 11 87), 02e (0 2 Nueva Guínea), y 0 2H (1 0 13) durante 14 mín , 

41 



Efecto del Virus del Dengue en la Agregación Plaquetaria Mediada por Trombina. 

Para evaluar un posible efecto sinérgico en la activación plaquetaria, llevamos a cabo 

ensayos de agregación plaquetaria en presencia de plaquetas provenientes de 

donadores sanos las cuales fueron estimuladas con dosis por debajo del umbral de 

activación , 0.01 Y 0.1 UI de trombina y con el aislado hemorrágico D2H (1013 1X10' ). 

Las plaquetas estimuladas al mismo tiempo con el virus del dengue y la microdosis de 

trombina no indujeron agregación plaquetaria (Figura 12A). 
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Figura 12. Efecto del virus del dengue en la agregación plaquetaria mediada por trombina . (A) 

Plaquetas provenientes de donadores sanos fueron estimuladas con dengue virus (DV) y microdos is de 

trombina a una concentración de 0.00 1 VI Y 0. 1 VI. (B) Agregación de plaquetas estimuladas DV y 0.4 VI 

de trombina .. En ambos casos plaquetas con OA UI de trombina fueron empeladas como controL 
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Observamos que el virus del dengue no activó las plaquetas, sin embargo existe la 

posibil idad de que el VD favorezca un efecto inhibitorio de la agregación plaquetaria. 

Para evaluar esta posibilidad se incubaron plaquetas de donadores sanos en presencia 

del DV durante 5 mino y posteriormente fueron estimuladas con trombina a 0.4 UI. 

Encontramos que el aislado hemorrágico dengue D2H (1013 1 Xl0' ) fue capaz de 

inhibir la agregación de plaquetas estimuladas con O.4UI de trombina (Fig . 12B). 

Inhibición de la Agregación Plaquetaria por el Virus del Dengue 

Con base a que observamos un efecto inhibitorio de la capacidad agregante de las 

plaquetas humanas por la cepa viral D2H (10131 Xl 0' ) llevamos a cabo estos mismos 

ensayos en presencia de diferentes aislados clásicos y hemorrágicos utilizando 

diferentes concentraciones. Debido a la variabilidad de la técnica de agregometria 

plaquetaria , el valor de las plaquetas estimuladas con trombina pero sin virus del 

dengue fue tomado como el 100%. Encontramos que los aislados clásicos en 

concentraciones bajas no indujeron inhibición plaquetaria , sin embargo en titulas 

elevados (IXl0' ) del serotipo D4C se presenta una inh ibición del 35%. En contraste los 

serotipos D2C.y D3C no presentaron efecto inhibitorio en ninguna de las 

concentraciones ensayadas (Fig . 13) 
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Figura 13. Inhibición de la agregación plaquetaria por los aislados clásicos del VD. Las plaquetas de 

donadores s allOS fueron preincubadas con el sobrenadante de las células en LLC·M K2 (A), e l aislado 

DEN2 (B), e l aislado DEN3 (e) o el aislado DEN4 (D) Y posteriormente estimuladas con 0.4 VI de 

trombina durante 14 mino Títulos v irales de 102 a 10~ . Se muestra la desviación estándar de 3 ensayos. * 

Diferencia significativa con respecto al sobrenadante usando el análisis de t -student. 

En contraste los aislados hemorragicos fueron capaces de inhibir la agregación 

plaquetaria aún en títulos bajos. El D3H fue el único que presentó efecto inhibitorio 

significativo con un titulo de 102, en el títu los de 10' Y 104 todos los aislados 

presentaron diferencia significativa con respecto al sobrenadante. La maxima inhibición 

observada fue del 42 % en el serotipo D3H a un titulo de 1X10' PFU. En comparación 

con los serotipos clásicos, en presencia de los aislados hemorrágicos no se incrementó 

la inhibición de la agregación plaquetaria aún en el título viral más alto (Fig. 14). 
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Figura 14. Inhibición de la agregación plaquetaria por los aislados hemorrágicos del VD. Plaquetas 

de donadores sanos preincubadas con el sobrenadante de cé lulas LLC-MK2 (A) O con el ais lado 0 2 -1 0 13 

(8), el aislado 0 3-1 02 1 CC) o el aislado 04-11 87 (O) y posteriornlente estimuladas con 0.4 UI de 

trombina durante 14 mino Títulos virales de 102 a 105
, Se muestra la desviación estándar de 3 ensayos. * 

Dife rencia significativa con respecto al sobrenadante usando el análisis de t -student. 

Evaluación funcional de las Plaquetas. 

Para eliminar los componentes del plasma como el fibrinogéno y los factores de la 

cascada de coagulación , las plaquetas fueron lavadas con buffer de Corash (Wise el al. , 

1980) Y utilizadas en los ensayos posteriores de citometría de flujo y de activación del 

plasm inógeno. Eva luamos diferentes protocolos de la extracción de las plaquetas para 

determinar la metodología óptima (Mustard el al., 1972; Hendler 1990; Wise el al., 

1980). En la tabla 1, se muestran las condícíones de lavado, los problemas y el 

porcentaje de recuperación de plaquetas, la elección del método se basó en el 

porcentaje de recuperacíón. 
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Tabla I Métodos empleados para el lavado de p laquetas. Para detenn inar el método más eficiente se 

llevaron a cabo diferentes condiciones. 

CONDICIONES BUFFER RECUPERACION. PROBLEMAS REF. 

2 centrifugac iones Buffer T yrode 15% Problemas en la la Mustard el al., 

la 2,300 rpm 10 mino resuspensión. 1972 

2a 2,300 rpm 5 mino PL T' S en e l sobrenadante 

Gradiente de a lbúmina Buffer Tyrode 0% Problemas en formación del Hendler, 1990 

la 2,300 rpm 10 mino BSA gradie nte y recuperación 

I 2.300 rpm 10 min. Buffer Tyrode 25% Prob lemas en la Modi ficado de 

Dilución del PRP 1:2 resuspens lón. Mustard el al., 

con Buffer 1972 

2 centrifugac iones Buffer T yrode 6.6% Problemas en la primera Modificado de 

l ' lOOO rpm 20 min. resuspensión. Mustard el al., 

2' 3000 rpm 20 min. 1972 y Wisc el 

al .. 1980 

2 centrifugaciones Buffer Corash 21.2 % Problemas en la primera Wise el al. , 1980 

la 3000 rpm 20 mino resuspens ión. 

2' 3000 rpm 20 mino 

centrifugaciones Buffer Corash 68% Mejor resuspensión en 1 Modificado d 

l ' lOOO rpm 20 mino primera centrifugac ión Wise el al., 1980 

, lOOO rpm 20 min. 

~itrato de Sodio 2:9 

Para evaluar funcionalmente estas plaquetas se incubaron con 0.3 Ul de trombina o 

sin trombina, ambas en presencia de fi brinógeno. Estas muestras respondieron al 

estimu lo mostrando una agregación del 78%. en contraste a las plaquetas que no se 

incubaron con el activador (Fig. 15A), así mismo determinamos la expresión de la p-

selectina, esta proteína se expresa en la membrana después que las plaquetas son 

estimu ladas con un agonista y la usamos como marcador de activación , En la Fig. 156 

puede observarse que las plaquetas estimuladas con trombina expresan más P-
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selectina en comparación con las plaquetas no estimuladas, además uti lizando el ind ice 

de activación paquetaria (IPA) que refleja la calidad (fluorescencia media , MFC+) y 

cantidad (numero de positivos, F+) de la activación plaquetaria (IPA = (MCF+)(F+)/1 00), 

se hace mas evidente las diferencias, Plaquetas estimuladas, IPA=158,7 con respecto a 

plaquetas no estimuladas, IPA=7,8 y el control de serotipo que fue incubado con un 

anticuerpo anti-lgG de ratón ajena al sistema, IPA=O. Juntos estos ensayos 

demostraron que el proceso de lavado no activó las plaquetas y que conservaron su 

capacidad de estimu lo 
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Figura 15. Eva luación funcional de las plaquetas lavadas. (A.) Agregación de las plaquetas lavadas 

estimuladas con trombina (Tr +) o sin estimulo (Tr-) durante 14 min. (B) Expresión de la P-selectina 

inducida por trombina (Tr+) sin trombina (Tr-). Control de inmunoglobul ina (isotipo). 

Unión del Plasminógeno a la Superficie de la Plaqueta. 

Se ha reportado que la plaqueta activada tiene una elevada capacidad de un ión del 

PLG (M iles and Plow, 195), Para monitorear la unión del PLG a las plaquetas lavadas 
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fueron empleadas varias condiciones de unión de PLG (Tabla 2).La Detección del PLG 

en la superficie celular se llevó a cabo mediante ensayos de citometría de flujo. Como 

se observa en la Fig. 16 la condición 2 favoreció la mejor detección del PLG (incubación 

del PLG de 2 h a 37 oC con la fijación de las plaquetas con paraformaldehido antes de 

la tinción), la cua l se presentó en aproximadamente el 68% de la población de 

plaquetas en contraste con el 37% de en la condición 1, el 36% en la condición 3 y 

48% la condición 4 (Fig. 16). 

Tabla 2 condiciones probadas para la eva luación de la unión de l PLG. La extmcción, lavado y activac ión 

de plaquetas fue la misma en los cuatro métodos. 

Condición 1 I Condición 2 I Condición 3 I Condición 4 

Obtenc ión, lavado y activación de plaquetas 

Centrifugar, resuspender 

Incubar PL T con PLG Incubar PL T con PLG 
2 h a37°C 2 h a 4 °C 

Centrifugar y resuspender Centri fugar y resuspender Centrifugar y resuspender Centrifugar y resuspende 

Incubar el 1 er anticuerpo Fijar con 1 % Incubar el 1 er anticuerpo Fijar con 1 % 
paraformaldehido parafonna ldehido 

Centrifugar y resuspender Centri fugar y resuspender Centrifugar y resuspender Centrifugar y 
resuspender 

Incubar 2do anticuerpo, Incubar I er anticuerpo Incubar 2do anticuerpo, Incubar 1 er anticuerpo 

Fijar con 1 % Incubar e l 2do anticuerpo Fijar con 1 % Incubar e l 2do anticuerpo 
paraformaldehido pa raformaldehido 

Centrifugar Y resuspender Centrifugar Y 
resuspender 
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Figura 16. Unión del plasminógeno a las plaquetas activadas. Se evaluaron diferentes condiciones para 

detectar la mejor capacidad de unión de l PLG a la superfic ie plaquetaria. Plaquetas de donadores sanos 

fueron lavadas e incubadas con PLG en diferentes condic iones Condición 1; 2 h 37 oC, fijado después de 

tinción, cond ición 2; 2h 37 oC fijado antes de finción (abajo izquierda), Condición 3; 2h 4°C fijado 

después de (inción (abajo centro), Condición 4; 2h 4°C fijado antes de tinción (abajo derecha). Control de 

Isotipo (arriba izquierda). 

Activación del Plasminógeno en la Superficie de las Plaquetas. 

Una vez que confirmamos que el plasminógeno se unió a la superficie de la plaqueta, 

estandarizamos las condiciones de activación del PLG. Inicialmente determinamos la 

concentración de plaquetas empleadas en los diferentes ensayos agregando diferentes 

concentraciones en buffer PBS, tomando la lectura a 405 nm , elegimos la cantidad de 3 

millones de plaquetas por ser el máximo número de plaquetas con menor absorbancia 
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(17A) . Posteriormente colocamos los controles del ensayo de activación del PLG; 

plaquetas activadas y plaquetas no activadas en presencia de sustrato cromogénico, o 

plasminógeno con sustrato cromogénico y plaquetas con plasminógeno, sustrato 

cromogénico y estreptocinasa (SK) como activador. En la Fig. 178 se observa que solo 

en presencia de estreptocinasa hay un aumento importante de la absorbancia debido a 

la ruptura del sustrato cromogénico por la generación de plasmina. Además la 

activación del plasminógeno en presencia de plaquetas fue mayor que la que se generó 

en ausencia de plaquetas (1 7C). 
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Figura 17. Establecimiento de las condiciones óptimas de activación del plasminógeno. (A) Seña l 

basal de diferentes concentraciones de plaquetas, (B) combinación de los elementos de la reacción y (e) 

la activación de l plasminógeno en presenc ia (barra negra) y en ausencia (barra blanca) o solo e l sustrato 

cromogénico (barra gris) . Plaquetas no activadas (PL T), plaquetas acti vadas (PL T*), plasminógeno 

(PLG), estreplocinasa (SK), sustrato cromogénico (C). 

Finalmente, evaluamos diferentes concentraciones de sustrato cromogénico en 

presencia de plaquetas con plasminógeno unido a la superficie , empleando diferentes 
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cantidades del activa dar bacteriano estreptocinasa. Elegimos la concentración de 0.3 

mg de sustrato ya que esta generó una señal clara dentro de un rango confiable en la 

escala de absorbancia (Fig . 18A). Asi mismo, como control negativo evaluamos el 

sobrenadante de las dos lineas celulares utilizadas a lo largo del ensayo (células Vero y 

células de riñón de mono LLC-MK2). Los sobrenadantes celulares generaron una 

activación muy débil (inespecífica) en comparación con la activación por estreptocinasa 

(Fig. 18B). 
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Figura 18. Act ivación del plasminógeno en la superficie de la plaqueta. En una placa de ELISA se 

co locaron 3X 106 plaquetas con plasminógeno unido a su superficie en presenc ia de diferentes 

concentraciones de sustrato cromogénico(A) o con sobrenadantes de cé lulas VERO (círculos) o LLC· 

MK2 (triángu los), estreptocinasa (cuadros) (B). Plasmi nógeno con cromógeno (PLG+ C) 

Activación del Plasminógeno en Presencia de Aislados Hemorrágicos del Virus 

del Dengue en la Superficie de las plaquetas. 

En estos ensayos uti lizamos las condiciones anteriores para evaluar la posible 

activación del PLG por los diferentes aislados virales hemorrágicos. En la Fig . 18 puede 

observarse que el activador bacteriano estreptocinasa (SK) induce la mayor generación 
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de plasmina . En contraste las plaquetas en presencia de sustrato y buffer no indujeron 

activación del plasminógeno. El sobrenadante de células LLC-MK2 fue util izado como 

contro l. 
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Figura 19. Acth'ación del plasminógeno por los aislados hemorrágicos. En una placa de ELl SA fueron 

colocadas 3 mi llones plaquetas con plasminógeno unido a su superficie en presenc ia de direrentes 

concentraciones de aislados hemorrágicos del VD (D2H yD4H), 7.5 SK UI y 0.3 mg de sustrato 

cromogénico. 

Evaluamos los serotipos 2 y 4 hemornigicos (aislado 1187 (D4H) Y aislado 1013 

(D2H)) a diferentes concentraciones. Observamos actividad de plasmina a la 

concentración de 1X105 en el serotipo 2. Las concentraciones más bajas (103 y 104
) no 

generaron activación, su efecto fue similar al del sobrenadante de cultivo. 
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Activación del Plasminógeno en Presencia de Aislados Clásicos del VD en la 

Superficie de las Plaquetas . 

Los serotipos Dengue 4 (D4C) Y el aislado 2 México (D2C) provenientes de pacientes 

con dengue clásico fueron empleados en 3 concentraciones diferentes. En las 

concentraciones bajas, 103 y 10', no indujeron actividad de plasmina. Sin embargo a la 

concentración de 105 el serotipo D4C fue capaz de inducir activación pero no asi el 

aislado 2 México (Fig. 19). 
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Figura 20. Acti vación del plasminógeno por los aislados Clás icos del dengue. En una placa de ELISA 

co locando 3 millones plaquetas con plasminógeno unido a su superficie en presencia de diferentes 

concentraciones de los aislados clásicos del VD (D2e y D4C), 7.5 SK VI y 0.3 mg de substrato 

cromogénico. 

Activación Diferencial del PLG en Presencia de Aislados Clásicos y hemorrágicos 

del VD. Con base a que en la concentración de 1X105 observamos actividad en tres de 
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los 4 serotipos empleados, esta fue la cantidad uti lizada en los ensayos posteriores. El 

patrón de actividad en presencia de los aislados hemorrágicos del VD fue sim ilar, sin 

embargo el de los aislados clásicos fue heterogéneo. Para conocer el comportamiento 

de los diferentes serotipos tanto clásicos como hemorrágicos rea lizamos ensayos de 

activación de plasminógeno con cada uno de los 4 serotipos. En la Fig . 20A se muestra 

la activación del PLG en presencia de los aislados clásicos serotipos 04C, 0 3C, 02CM 

aislado México, 0 2CNG aislado Nueva Gu inea y el 01 C aislado Hawai. En general la 

activación del plasminógeno por los 4 serotipos clásicos del VD fue baja . 
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Figura 20. Activación d iferencial del plasminógeno en la superficie de la plaqueta. 3 millones de 

plaquetas se activaron con 4 mglmL de colágena 10 min 37°C, las plaquetas fueron centrifugadas 

eliminando el sobrenadante, posteri onnente se incubaron con 0. 16 UUml PLG 211 37"C en una placa de 

ELISA reve lándose con 7.5 SK VI o virus a diferentes concentraciones de aislados clásicos (A) o 

hemorrágicos (B) + 0.3 mg de sustrato cromogénico. 
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Sin embargo los aislados hemorrágicos generaron una elevada activación del PLG. El 

aislado D2H 1013 tuvo la mayor activación al llegar al mismo nivel de la SK únicamente 

50 mino después de esta. El aislado D4H presentó una activación intermedia llegando al 

máximo nivel 130 mino después de la SK y por debajo de este nivel , el aislado D3H 

presentó un 65 % de la actividad de SK. El aislado 01 H no generó actividad de 

plasmina (Fig. 20). Estos resultados en conjunto muestran que el virus del dengue es 

capaz de activar el plasminógeno en la superficie plaquetaria y siendo este efecto 

diferencial dependiendo del serotipo y origen del aislado. 

Efecto de la Plasmina sobre las Plaquetas en Presencia de VD. 

Una pregunta que surgió con base en los experimentos de la activación del PLG a 

plasmina fue la siguiente: ¿Qué efecto tendria la plasmina activa en la superficie 

plaquetaria? Existen dos posibilidades. Primero que la plasmina activa pueda activar 

mas plaquetas (Quinton et al., 2004) y segundo que esta plasmina activa produzca la 

lisis de las plaquetas (Miles and Plow, 1995). Para evaluar la primera posibilidad el 

plasminógeno fue incubado con los aislados virales y posteriormente la plasmina 

generada en este ensayo fue incubada con las plaquetas, eva luando su efecto 

mediante citometría de flujo. 

Tabla 1 .Activación palquetaria mediada por plasmina generada por VD. 

laG Tr+ (-) Tr PLG-SK PLG-SN PLG-D2C PLG-D2H 

F+ (%) 2.4 53.3 9.3 57.9 60.1 57.4 55.1 
MCF+ 295.6 107.2 85.2 108.4 17.0 80.5 182.2 

IPA 7.2 57.1 7.9 62.8 10.2 46.2 100.5 
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F ig ura 2 1. Activac ión plaquetaria med iada por plasmina generada por el VD. Pl asmina generada de 

la incubac ió n de 0. 16 V I/mi de PLG con 7.5 S K VI o los virus de l dengue a un titulo de 105 o 

sobrenadante de células LL-MK2 fue empleada pant estimular plaquetas lavadas por 60 mino Por medio de 

citometría de flujo se determino el índice de activación plaquetaria (IPA= (MCF+)(F+)/10Q). Se muestra 

un ensayo representati vo de tres. Control pos itivo con trombina (Tr+), control negativo sin trombina (Tr-), 

control de ¡sotipo ( lgG), PLG incubado con estreptocinas<'l (PLG-SK), PLG incubado con dengue serotipo 

2 clásico (pLG-D2C), PLG incubado con Dengue serotipo 2 hemorrág ico (PL G-D2H). PLG incubado 

con sobrenadante (pLG -SN) 

Con el objetivo de disminuir la variación en los ensayos de activación plaquetaria , se 

calcularon los índíces de activación plaquetaria (IPA= (MCF+) (F+) I 100) propuestos 

por Leytín (Leytín el al. , 2000) y que ayudan a normalizar los valores de Fluorescencia 

media (MCF+) con respecto al numero de eventos positivos (F+) (Tabla1 )De esta forma 

observamos que la plasmina activada tanto por el VD como por la estreptocinasa fue 

capaz de activar a las plaquetas, la estreptocinasa indujo un IPA similar al de la 

trombina con un valores de 62.7 y 57 respectivamente, en contraste el anticuerpo 

control (lgG) genero una débil activación con un IPA de 7.2 (Fig. 21) así como las 

plaquetas no activadas (Tr-), IPA= 7.8 Y el plasminógeno incubado con sobrenadante 

(PLG-SN), IPA=.10.2 En congruencia con los ensayos anteriores de activación 

diferencial del plasminógeno en la superficie plaquetaria , la plasmina generada por el 
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aislado hemorrágico indujo un IPA de 100, el cual es mayor en comparación con el 

aislado clásico, IPA = 46.2. 

Efecto de la Plasmina en la Integridad de las Plaquetas. 

La posibilidad de que la plasmina activada pudiera causar la lisis de las plaquelas fue 

evaluada en el siguiente experimento, brevemente, las plaquetas fueron incubadas con 

plasmina derivada de la presencia del plasminógeno y los aislados virales. En la Fig. 22 

Puede observarse que no existe un efecto de lisis por la plasmina generada en 

presencia de los aislados virales, de igual manera la plasmina generada por la 

estreptocinasa tampoco induce lisis. En contraste las plaquetas incubadas con el 

detergente SDS mostraron una lisis de más de 80 %. 
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Figura 22. [fecto de la plasmina en la integridad de las plaquetas. 3 millones de plaquetas se activaron 

con colágena 4 mg!mL dura nte 10 min a 37 oC. las plaquetas fueron centrifugadas eliminando el 

sobrenadante, posterionnente el plasminógeno fue incubado con el activador estreptocinasa y los virus a 

diferentes concentraciones + 0.3 mg de sustrato cromogé nico. Se muestra un ensayo representativo de 3 

experimentos. 
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DISCUSION 

La patogénesis de la FHD no esta completamente entend ida. Dos hipótesis han 

tratado de explicar el establecim iento de los casos desafortunados de la enfermedad: 

La facilitación de la infección dependiente de anticuerpos (Halsted , 1970) y la variación 

antigénica (virulencia) de los aislados virales (Barnes and Rosen, 1974). Sin embargo, 

ambas hipótesis son insuficientes para explicar la trombocitopenia y la 

hemoconcentración presentes en el dengue hemorrágico en el curso de una infección 

primaria . 

La trombocitopenia es un fenómeno complejo y multifactorial. Los mecanismos por los 

cuales se establece aún no están definidos. Existen antecedentes que asocian la 

plaquetopenia y la participación de a) las vías procoagulante y fibrinolítica, b) el sistema 

hemostático, e) el complemento, d) las cilocinas y e) las células endoteliales 

(Schexneider and Reedy, 2005) . Sin embargo, a la fecha no hay un estudio que evalué 

el efecto directo del virus en la función plaquetaria . En el presente trabajo evaluamos la 

influencia del VD en la aclividad plaquelaria tanto de manera directa , como indirecta a 

través de los efectos de la plasmina en la superficie plaquetaria. 

Inicialmente, determinamos si el VD tiene la capacidad de modificar la actividad 

procoagulante a nivel plaquetario evaluando la agregación celular en presencia de 

diferentes aislados del VD. Observamos que ninguna de las cepas del VD utilizadas 

estimuló la agregación plaquetaria (Fig. 11 ). Así mismo, se evaluó un posible efecto 

sinérgico entre los dengue virus y agonistas plaquetarios como la trom bina, observando 
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que el VD no generó agregación en dosis bajas de trombina (0.01 y 0.01 UI), sin 

embargo al utilizar una concentración de 0.4 UI de trombina e incubar con las diferentes 

cepas virales la agregación disminuyó con respecto al control (Fig. 12B). 

En base al resultado anterior evaluamos el efecto inhibitorio de la agregación 

plaquetaria util izando tanto aislados clásicos (serotipos 2, 3 Y 4) como aislados 

hemorrágicos (serotipos 2, 3 Y 4) del VD observando que se presenta una mayor 

inhibición en presencia de las cepas hemorrágicas. Dentro de estas, la cepa D3H en el 

título de 103 mostró el mayor efecto, en contraste, únicamente el aislado clásico D4 

fa voreció una disminución de la agregación plaquetaria significativa a un titulo viral de 

10" Estudios previos reportan una inhibición de la agregación con ADP mediada por los 

dengue virus (M itrakul el al., 1977; Srichaikul el al., 1989), sin embargo este es el 

primer reporte en el que se demuestra una inhibición de la agregación plaquetaria 

mediada por trombina (u no de los agonistas más fuertes de las plaquetas) en presencia 

de los dengue virus. 

La actividad anti-agregante podria estar asociada con los factores de la coagulación, 

ya que se ha reportado que los tiempos de trombina parcial activada (APTT) que evalúa 

la vía accesoria de la coagulación están prolongados al doble en los pacientes con DHF 

en comparación con los pacientes con DF (Huang, 2001). Asi mismo, el efecto 

diferencial entre los aislados provenientes de casos clásicos y casos hemorrágicos 

puede deberse a cambios estructurales de la proteína de envoltura viral como propone 

León Rosen en la hipótesis de la variación antigén ica (Barnes and Rosen , 1974). 
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Además de evaluar la actividad procoagulante, determinamos la participación de los 

dengue virus en la actividad profibrinolitica relacionada tanto con las plaquetas como 

con el sistema plasminógeno/plasmina. Las plaquetas lavadas se activaron con 

colágena para evitar la formación de fibrina que pudiera interferir con la unión del PLG 

monitoreando la unión del mismo en la superficie plaquetaria. Asi mismo, determinamos 

(control negativo) la degradación inespecífica del sustrato cromogénico añadiendo los 

diferentes componentes de la mezcla de reacción (Fig . 17 Y Fig. 18), observando que 

solo aquella combinación que incluia a la estreptocinasa favoreció la catalización del 

sustrato cromogénico, lo cual nos confirmó la especificidad de nuestros resultados. Así 

mismo, se evaluó el efecto del sobrenadante de las células LLC-MK2, ya que podrian 

existir algunos componentes que degraden inespecificamente el sustrato, considerando 

como señal positiva solo aquellas que fueron superiores al valor obtenido en el 

sobrenadante. A partir de las plaquetas con PLG unido en la superficie determinamos la 

activación del PLG en presencia de los VD mediante ensayos enzimáticos. 

Encontramos que los dengue virus son capaces de activar al PLG en la superficie 

plaquetaria de manera diferencial entre los serotipos y entre el origen del aislado 

(clásico/hemorrágico). Los virus hemorrágicos presentaron mayor capacidad de 

favorecer la generación de plasmina. 

Estos resultados son congruentes con las manifestaciones clínicas observadas en 

cada una de las formas del dengue (FD/FHD) ya que los aislados provenientes de 

casos clásicos (FD) no modifican la agregación plaquetaria y los aislados proven ientes 

de casos hemorrágicos (FHD) además de inhibir la agregación plaquetaria favorecen la 

fibrinólisis aún en los coágulos ricos en plaquetas. 
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La unión del PLG a la plaqueta y su interacción con el VD es importante ya que 

diferentes autores han sugerido la participación de las plaquetas en la regulación de la 

fibrinolisis a través de la interacción del PLG con los trombocitos durante la degradación 

de los coágu los (Miles and Plow, 1985; Fay el al., 1994; Herren el al., 2003). Por otra 

parte, no se conoce el efecto de la plasmina activa en las plaquetas durante un proceso 

infeccioso; Existen dos posibilidades; primero que la activación de las plaquetas 

favorecida por la plasmina sea mediada por el receptor activado por proteasas (PAR) 

(Quinton et al., 2004) y la segunda posibi lidad es que la plasmina activa sea capaz de 

favorecer la lisis de las plaquetas en una concentración elevada. (Miles and Plow, 

1985). 

Con base en los estudios anteriores evaluamos la posible activación plaquetaria por la 

plasmina superficial generada en presencia del virus del dengue, observamos que se 

presentó una activación mas elevada por el aislado hemorrágico en comparación con la 

generación de la activación plaquetaria inducida por la plasmina en presencia del 

aislado clásico. Lo anterior concuerda con los ensayos de activación del plasminógeno 

en la superficie plaquetaria en donde observamos diferencias en la activación entre los 

aislados clásicos y hemorrágicos. Esta activación podría estar mediada por los 

receptores activados por proteasas. Las plaquetas poseen tanto PAR1 como PAR4 

siendo PAR1 el receptor de alta afinidad (Coughlin , 2000). Con base en lo anterior 

evaluamos la expresión del PAR1 en presencia de la plasmina activada por el VD 

mediante citometria de flujo, como control positivo de la activación del PAR rea lizamos 

ensayos de citometria de flujo en presencia de trombina , asi mismo evaluamos la 
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posible activación plaquetaria por la plasmina generada en presencia del activador 

bacteriano(SK) y del VD (D2C y D2H), encontramos que los dengue virus indujeron una 

señal que podría estar relacionada con la activación de los PAR mediante una 

interacción directa del virus (Fig. S1). 
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Figura S l . Expresión de PAR 1 en presencia de plasmina activada por VD. Plasm ina generada de la 

incubación de 0. 16 VVml de PLG con 7.5 SK VI o los virus del dengue a un título de 105 o sobrenadante 

de células LL-MK2 (SN) fue empleada para estimular plaquetas lavadas por 60 mino Por med io de 

citometría de flujo se determinó la expresión de PAR 1 ((MFC+) (F+)). Trombina (Tr), Dengue serotipo 2 

clás ico (D2e), Dengue serotipo 2 hemorragico (D2H)_ 

La posibil idad de que los virus pud ieran activar los PAR directamente está sustentada 

en al ineamientos de secuencia, con péptidos agonistas de estos receptores y la 

proteína E del VD que muestran similitud de la secuencia específica de activación con 

la posición diferentes posiciones del dominio 111 de la proteína E localizadas en una asa 

muy expuesta (Fig . S2, cerca del sitio de unión al receptor), abriendo la posibilidad de 
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que el virus sea capaz de activar otros blancos como células neurales (Noorbaks el al., 

2006) o células del endotelio vascular (Ruf, 2004) en las que están presentes estos 

receptores y contribuir al recientemente descrito entrecruce de la coagulación y la 

inflamación (Pawlinski el al. , 2004) en estos tejidos. 
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Figura S2. Similitud de péptidos agonistas de plaquetas con la proteína E del VD. Alineamiento que 

muestra la identidad de los activadores con el dominio 111 de la proteína de envoltura de l DEN2 (A). 

Posic ión de la región de ide ntidad en un asa expuesta (Flecha) en el dominio III (Verde) de la proteína E 

(B). 

Por otra parte, evaluamos si la plasmina generada en presencia de los dengue virus 

era capaz de ocasionar un daño a las plaquetas y favorecer la plaquetolisis . La cantidad 

de plaquetas antes y después de incubar con la plasmina activa fue la misma incluso en 

aquellas que fueron incubadas con plasmina generada en presencia de estreptocinasa 

presentaron la misma integridad en la membrana que las plaquetas solas (Fig. 22), 
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demostrando que se presenta lisis plaquetaria debida a la generación de la plasmina. 

En el presente estudio demostramos la interacción del virus del dengue con las 

plaquetas en las dos vías claves de la hemostasia; en la coagulación por medio de la 

inhibición de la agregación plaquetaria y en la fibrinól isis a través de la activación del 

plasminógeno en la superficie del trombocito. Adicionalmente evaluamos la 

participación de los dengue virus en la posible activación de los receptores activados 

por proteasas (PAR) como molécula central tanto en el proceso de coagulación como 

en el inicio del proceso inflamalorio. 
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CONCLUSIONES 

• Los dengue virus hemorrágicos (DEN2, DEN3 Y DEN4) son capaces de inhibir la 

agregación plaquetaria aun en titulos bajos. 

• Los aislados proven ientes de casos hemorrágicos activan al plasminógeno a 

nivel de la superficie de la plaqueta en mayor proporción que los aislados 

provenientes de casos clásicos. 

• La activación del PLG en la plaqueta es diferencial entre los distintos serotipos 

virales. 

• Existe congruencia entre el efecto inhibitorio de la agregación y la activación del 

plasminógeno. favorecida por los aislados hemorrágicos. 

• La plasmina generada por el aislado hemorrágico es capaz de activar las 

plaquetas en mayor grado que la plasmina generada por el aislado clásico, esta 

activación podria estar mediada por los receptores activados por proteasas 

(PAR). 

• Los dengue virus podrian activar diferentes tipos celulares directamente a través 

del PAR. 

• La generación de plasmina por los dengue virus parece no contribuir a la lisis 

plaquetaria. 
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