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RESUMEN

La infeccion por el virus del dengue presenta un espectro clinico muy amplio que
comprende desde una fiebre aguda, hasta las formas severas de la enfermedad como
el sindrome de choque (SCD) y la fiebre hemorragica por Dengue (FHD). La
plaquetopenia es un hallazgo constante en los casos de FHD/SCD y se ha propuesto
como su origen la Inhibicion de progenitores hematopoyéticos la destruccion mediada
por el sistema inmune, y el secuestro de los trombocitos por las células endoteliales
infectadas con el virus del dengue, sin embargo, se desconoce la participacion 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 agregometria encontramos gue los dengue virus tienen la capacidad de
inhibir la agregacion plaguetaria siendo mas evidente en presencia de aislados virales
provenientes de pacientes FHD/SCD, alcanzando un 46 % de inhibicién. Esta inhibicidon
no fue diferencial entre los distintos serotipos. Asi mismo en nuestro grupo previamente
reportamos que el virus del dengue son capaces de alterar la regulacion hemostatica
mediante la activacion del plasminégeno, por lo que también evaluamos si a nivel de la
superficie plaquetaria la generacion de plasmina pudiera estar participando en la
induccién de la plaquetolisis. Encontramos que aunque el plasminégeno asociado a la
superficie plaquetaria es activado a plasmina en presencia del virus del dengue esta
proteasa serinica no induce lisis de las plaquetas, sin embargo, es capaz de favorecer
la activacion 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.



INTRODUCCION

I. Clasificaciéon y Estructura del Virus del Dengue.

El virus causante de la enfermedad del dengue pertenece al género Flavivirus y esta
clasificado dentro de la familia Flaviviridae. Este géenero 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 identificados 4 serotipos del virus del dengue (VD) antigénicamente distintos
entre si (DEN1, DEN2, DEN3, DEN4). Los serotipos DEN1 y DENZ2 fueron aislados y
caracterizados en 1945 y los serotipos DEN3 y DEN4 en 1955 en filipinas (Sabin and

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

El VD presenta una forma esférica con un radio aproximado de 250 A°, cuyo genoma
esta constituido por un RNA de cadena sencilla de polaridad positiva de
aproximadamente 11 kilobases de longitud, el cual funciona como RNA mensajero que
presenta un marco abierto de lectura que codifica una sola poliproteina que se procesa
postraduccionalmente tanto por proteasas virales como del huésped generando 10
proteinas virales de las cuales solo 3 estructuran al virion: La proteina de la capside 0
proteina C que junto con el RNA forma la nucleocapside, la cual es un complejo
infeccioso. La proteina de membrana 6 M, que se sintetiza como un precursor llamado

pre-M (pM) y la proteina E 6 de envoltura que presenta las principales funciones



biologicas del virion como son. neutralizacion, tropismo celular, neurovirulencia,
epitopes de tipo, grupo, familia y unidn al receptor entre otras. Dentro de las proteinas
no estructurales (NS) se encuentran las enzimas necesarias para su replicacion (Fig. 1),

(Rice, 1986; Kuhn et al., 2002).

RNA
mensajero

Proteina de
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Figura 1. Organizacion del genoma de los flavivirus y sus proteinas resultantes. El RNA geonomico
es una cadena de RNA de polaridad positiva con un marco abierto de lectura (ORF) que codifica una
poliproteina, la cual es procesada postraduccionalmente tanto por proteasas virales como del huésped.
Proteina de capside (c)., proteina de membrana (pM), Proteinas no estructurales, 1(NS1), 2 (2a y 2b),

3(NS3), 4 (4a y 4b). y 5 (NS5), (Rothman, 2004).

El ciclo replicativo de los flavivirus comparte caracteristicas con los 2 géneros que
comprenden la familia Flaviviridae; los hepacivirus y los pestivirus (Fig. 2). Para entrar a
la celula huésped, el VD utiliza diferentes mecanismos, pero solo algunos son “virus

especificos”. Los coreceptores para el virus del dengue mas conocidos son los



glicosaminglicanos que contienen heparan sulfato (Germi et al., 2002), asi mismo se ha
identificado como posible receptor una lectina de union a ICAM-3 especifica de células
dendriticas (DC-SING) (Navarro-Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003). Asi
mismo, se ha sugerido que los receptores para la fraccidn cristalizable de los
anticuerpos (FcR) los cuales unen complejos virus-inmunoglobulinas puedan funcionar
como receptores accesorios facilitando la entrada de los VD mediante opsonizacion.
Los receptores virus especificos aun no han sido identificados, sin embargo se han
descrito cuatro proteinas de un peso molecular aproximado de 27, 45, 67 y 87 KD que
estan involucradas en la unidén del DEN2 a los macréfagos (Moreno-Altamirano et al.,

2002; Halstead et al., 2005).

La replicacion del virion inicia con el denudamiento del RNA viral, la traduccion y el
procesamiento de la poliproteina viral (Fig2). La morfogénesis del virién se lleva acabo
en vesiculas intracelulares, las particulas virales inmaduras se ensamblan inicialmente
en el lumen del reticulo endoplasmico, las cuales se forman por las proteinas E, C y
prM. Posteriormente, la segmentacion de pM ocurre en el aparato de Golgi llevandose a
cabo el empaguetamiento y maduracion de las particulas virales haciéndolas
infecciosas, para finalmente ser liberadas mediante exocitosis (Mukhopadhyay et al.,

2005).
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Figura 2. Ciclo replicativo del virus del dengue (VD). La unién del virus mediada por anticuerpos (1)
permiten la endocitosis mediada a la célula blanco (2), en los endosomas, el ambiente acido induce una
trimerizacion irreversible de la proteina E, que resulta en la fusion de las membranas viral y celular (3), el
denumiento permite la disociacion de la capside y del RNA (4) y se inicia la traduccion utilizando al RNA
de polaridad + como mensajero (5) y la replicacion del RNA (6), posteriormente el la morfogénesis del
viridn se lleva a cabo en vesiculas intracelulares (7) y la maduracion ocurre en el aparato de Golgi (8) para

finalmente transportarlo y liberarlo (9)
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Il. Transmision del Virus del Dengue

Los 4 serotipos del VD se transmiten a los humanos a través de la picadura (de la
hembra hematdfaga) de los mosquitos del genero 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 distribucion 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 mas eficientes en la trasmision 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 incubacion
extrinseco de entre ocho y doce dias (Fig. 3), durante los cuales el virus se replica
dentro del mosquito llegando a las glandulas 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 dias después de haber sido transmitido al humano, este presenta un
periodo prodromico o intrinseca durante el cual el virus se replica desarrollando

posteriormente una fase viremica que puede durar de uno a cinco dias. (Clark, 1995).
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=
a
Periodo de Periodo de
incubacion incubacion

extrinseca intrinseca
Viremia | <<—> | |<<——>{Viremia

-

0 5 8 12 16 20 24 23
Enfermedad / Dias Enfermedad

Humano #1 Humano #2

Figura 3. Transmision del virus del dengue por los mosquitos vectores. Cuando el mosquito se
alimenta, adquiere el virus y se inicia el periodo de incubacion extrinseca (fuera del huésped), a los 12
dias, el mosquito es capaz de transmitir el virus al humano inicidndose el periodo de incubacion intrinseca

(dentro del huésped) para dar paso a la viremia y la enfermedad.

Existen varios ciclos de transmision del virus, el ciclo mas primitivo o ciclo enzodtico
involucra a varias especies de Aedes y primates inferiores en las selvas tropicales de
Africa y Asia, los virus involucrados en este ciclo no se mueven regularmente de las
areas selvaticas a las areas urbanas (Fig. 4). Un ciclo de transmision epidémica que
puede ocurrir en regiones rurales o islas en donde la poblacion humana es pequena,
siendo los vectores principales las especies A. aegypti, A. albopictus y A. polynesiensis.
Finalmente el ciclo de transmision mas importante para la salud publica, es el ciclo
endémico/epidémico/urbano en los grandes centros urbanos del los paises tropicales.

(Gubler, 1998). Los virus son mantenidos en ciclos de Mosquito-Humano-Mosquito con
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epidemias peridodicas. La transmision vertical de los virus ha sido demostrada tanto en
el laboratorio como en el campo, sin embargo la contribucion de esta en el

mantenimiento viral 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 anos, debido principalmente al
transporte maritimo en los tropicos 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 et al., 2004).

Después de la segunda guerra mundial los casos de FHD y SCD se incrementaron
en el sureste asiatico, en gran medida por el movimiento de las tropas las cuales
esparcieron al VD. El primer reporte de una epidemia de dengue hemorragico se
registro en las islas de Filipinas en 1935-1954, después de esta, la actividad
epidemiolégica se incremento en la regidon y aunque permanecid confinada al sureste
asiatico, se expandidé hacia India, Pakistan, Sri Lanka, las Maldivas y el este de China

(Gubler, 1998).
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Silvestre/Enzodtico Rural/Epidémico Urbano/Endémico/Epidémico

Africa = Aedes (Diceromyia) A. aegypti
Aedes (Stegomyia) A. albopictus

Asia = Aedes (Finlaya) A. polynesiensis
Aedes (Stegomyls) A. mediovittatus ?

? Americas = AedesSp.?

Figura 4. Ciclos de transmision del virus del dengue. Los tres ciclos de transmision y sus principales
vectores. Ciclo silvestre en las selvas tropicales. Ciclo Rural epidémico en las zonas rurales y el Ciclo

urbano el mas importante con repercusion en salud publica.

Por otra parte, en América se han registrados los cambios epidemiolégicos mas
dramaticos. En las décadas de los 50°s, 60°s y la mayoria de los 70’s, las epidemias del
dengue fueron esporadicas con base en la erradicacion del vector Aedes aegypti a
través de los programas de control de la fiebre amarilla urbana auspiciado por la
Organizacion Panamericana de la Salud OPS (Fig. 5). Estos programas fueron
suspendidos a finales de los 70's y las especies de vectores reinvadieron la region de

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

Poco tiempo después, la situacion del dengue en América se complicd con la

aparicion 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 pequefos brotes y un

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

1998

1981-1998

Figura 5. Epidemiologia en América. Distribucion del vector en 1930, la erradicacion continental en los
50's y su reemergencia en los 70's (A). Incremento de la actividad del dengue hemorragico a partir de

1981(B). Las areas sombreadas indican presencia del vector (A) o del dengue hemorragico(B).
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Entre los factores que han favorecido la emergencia del dengue en Ameérica se
encuentran: el incremento en la poblacidon primoinfectada, la elevada densidad del
vector, la rapida distribucion del Aedes aegypti en nuevas areas, la introduccion de
otros vectores como Aedes albopictus, la hiperendemicidad regional (circulacion
simultanea de varios serotipos) y la reaparicion del Dengue-3 a partir de 1994 en
Centroamérica después de una ausencia de 16 afnos. Asimismo, se han asociados otros
factores epidemiolégicos con la elevada incidencia de la enfermedad como son: la
rapida urbanizacion, la migraciéon de poblaciones, una gran proliferacion de articulos
manufacturados no reciclables que funcionan como criaderos para el vector, el
abastecimiento irregular de agua potable, la falta de drenaje, la insuficiencia en los
servicios de recoleccion de basura y el desmantelamiento de los programas de control

del vector (PAHO, 1996).

En la Republica Mexicana el dengue entro por Tapachula al final de los afos setenta
y se disemind por todo el territorio en menos de 10 anos, desde entonces el dengue
hemorragico ha ido en aumento. En la década de 1984-1993 se registraron 26 casos,
mientras que en un ano 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 presentacion de las formas graves, ya que las
condiciones prevalentes favorecen el incremento de la transmisiéon. De esta forma
Mexico forma parte del grupo de paises con un problema de salud publica emergente y

prioritario (OPS, 1989; Narro, 1995).
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Actualmente, el dengue es considerado la infeccion transmitida por vector mas
importante después de la malaria, reportandose anualmente a nivel mundial 100
millones de casos de fiebre de dengue, 500,000 casos de dengue hemorragico y 25,000

defunciones (Gubler, 1998).

Il Cuadro Clinico.

La infeccion por el VD presenta un espectro clinico muy amplio, que va desde una
infeccidn asintomatica (Fig. 8), hasta los casos desafortunados como son el sindrome
de choque (SCD) y/o la fiebre hemorragica por Dengue (FHD) (Guzman and Kouri,

2001).

Fiebre por dengue (FD) Las caracteristicas clinicas de la FD son diferentes de acuerdo
a la edad. La mayoria de las infecciones en nifios pequenos son leves e indistinguibles
de otras fiebres virales (Kabra, 1999). Los casos mas severos de FD, se han registrado
en ninos mayores y adultos, caracterizandose por un incremento rapido de la
temperatura (= 39°C) que dura de 5-6 dias acompanandose de cefalea, dolor retro-
orbital, mialgias, artralgias, nausea y vomito, en general los sintomas desaparecen de
5-10 dias (Lei et al, 2001). Algunos pacientes pueden tener diversos grados de
sangrados cutaneos o0 mucosos con algun grado de trombocitopenia, sin que reunan
todos los criterios de la OMS para establecer el diagnostico de FHD/SCD, estos

pacientes son clasificados como dengue clasico con sangrado inusual. (Kabra, 1999)
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Fiebre hemorragica por dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD).

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha definido al dengue hemorragico como
una fiebre continua con duracion de 2-7 dias, con tendencias hemorragicas,
trombocitopenia (< 100,000 cel/mm3) y hemoconcentracion (OMS, 1997). El dengue
hemorragico puede ocurrir en todos los grupos de edades incluyendo nifios. La
severidad de la FHD esta clasificada en grados de acuerdo a criterios clinicos (Fig. 6).
Grado |: Fiebre acompanada de sintomas no especificos y la prueba de torniquete
positivo. Grado Il: manifestaciones del grado | y sangrado espontaneo, usualmente en
la piel, la nariz o la encia. Grado lll; criterios del grado Il y falla circulatoria,
caracterizada por un pulso rapido y débil e hipotension. Grado IV: pacientes
moribundos con una presion y pulso indetectables (Mc Bride and Bielefeldt-Ohmann,
2000). Durante el curso de la enfermedad, los nifios con FHD/SCD muestran un
incremento en el hematocrito y leucocitosis. En la mayoria de los casos hay una
disminucién de fibrindgeno, protrombina, factor VIII, antitrombina Il y niveles de C3.
Solo en algunos casos hay una leve albuminuria y una reduccion de a-2antiplasmina.
En la enfermedad severa, con choque, puede existir ademas coagulacion intravascular

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

Infeccidn sintomatica del virus del dengue

Enfermedad febril inespecifica

‘Fiebre por dengue (FD)

L Fiebre con 2 o mas de los siguientes sintomas: Dolor de cabeza, dolor retro-
orbital, mialgias, artralgias, salpullido, manifestacion hemorragica y leucopenia.

Fiebre Hemorragica por dengue (FHD)
FHD |
Fiebre trombocitopenia, hemoconcentracion y prueba de toriquete positivo.
FHD I
Criterios de DHF | + sangrado espontaneo.

Sindrome de choque por dengue (SCD)
FHD Il

Criterios de FHD Il + uno de los siguientes: 1) Presién del pulso reducida y pulso
rapido/débil. 2) Hipotension con enfriamiento, piel fria y himeda e inquietud

FHD IV
Criterios de FHD I/l + presién de sangre o pulso indetectable

Otras manifestaciones

Fiebre con severo sangrado, encefalopatia cardiomiopatia, fallo fulminante del higado

Figura 6. Clasificacion de las manifestaciones clinicas del virus del dengue por la OMS. En el
esquema se muestran las manifestaciones clinicas que definen la fiebre por dengue (FD), la fiebre

hemorragica por dengue (FHD), y el sindrome de choque por dengue (SCD).
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IV. Diagnéstico.

El diagnéstico del dengue recientemente se ha facilitado por algunos factores
importantes; el establecimiento de lineas celulares, la produccidn de anticuerpos
monoclonales para el aislamiento e identificacion del virus, el desarrollo de técnicas de
ELISA para deteccidn de anticuerpos especificos de la subclase IgM, y mas
recientemente la produccion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) (Guzman and Kouri, 2001).

Aislamiento del DV. La sangre debe colectarse durante la fase aguda de la
enfermedad (de 1-10 dias), el aislamiento puede llevarse acabo mediante 4 sistemas: 1)
inoculacion intracerebral de un raton de 1-3 dias de edad, este método es lento, poco
sensible y costoso. 2) Cultivo en lineas celulares de mamiferos, tradicionalmente han
sido empleadas 3 lineas celulares provenientes de hamster o de primate, BHK-21, LLC-
MK2 y Vero, las cuales en general tienen mayor sensibilidad que la inoculacion de
ratén. 3) Inoculacién de mosquito; este es el método mas sensible por lo cual se elige
para confirmacion virologica en casos severos y fatales. 4) Cultivo en lineas celulares
de mosquito siendo el mas utilizado por su sensibilidad y costo, las lineas 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 6 con ayuda de anticuerpos marcados con flourocromos

(Isturiz et al., 2000).
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Deteccion de anticuerpos anti-dengue. La respuesta primaria, secundaria e incluso
terciaria, pueden ser inducidas por los 4 diferentes serotipos. Durante una infeccion
primaria, el paciente desarrolla anticuerpos del tipo IgM después de 5-6 dias y
anticuerpos del tipo IgG después de 7-10 dias. Durante una infeccidn 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 hemaglutinacion. Un incremento
de 4 veces o0 mas en el titulo de anticuerpos es diagndstico para una infeccidn reciente
de flavivirus, pero no para un aislado especifico. Otra de las pruebas empleadas en el
diagnostico serolégico es la neutralizacion de la reduccion de placa litica (NT). La NT
es un ensayo sensible y especifico para la deteccidon de anticuerpos anti-dengue. Esta
prueba ha sido una herramienta util tanto en estudios epidemiolégicos como en la

identificacion del VD (Guzman and Kouri, 1996).

La técnica de ELISA es la mas utilizada en la practica rutinaria, es simple ya que
requiere poco equipo sofisticado. En los ultimos afios se han comercializado “Kits” a
menor costo para el diagnostico de laboratorio, ademas no requieren de entrenamiento
especializado para la lectura del anticuerpo, estos incluyen La ELISA de microtitulo, el
formato de tiras reactivas y una prueba rapida de hibridacion en punto (Isturiz ef al.,

2000)

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

ELISA de IgM no son obtenidos en la fase temprana de la infeccidn y el aislamiento viral
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toma semanas. La técnica de PCR tiene la ventaja de que esta basada en la replicacion
viral y no en el titulo del anticuerpo, asi mismo |os resultados se pueden obtener en 24
horas. Este procedimiento minimiza también problemas asociados con el aislamiento
del virus, la pérdida de viabilidad por el almacenamiento, o la identificacion de cepas no
adaptadas para el crecimiento en cultivo. La principal desventaja de esta técnica, es la
contaminacién del amplicdn y contar con personal capacitado en laboratorio (Vorndam

and Kuno, 1997).

V. Etiopatogenia

Actuaimente existen 2 hipdtesis que intentan explicar el establecimiento del dengue
hemorragico. La primera fue propuesta por Halstead en 1977, en base a observaciones
epidemiologicas en el sureste asiatico, en donde el FHD/SCD es muy frecuente en
nifos mayores de 1 afno con una infeccion previa (95 % de los casos). Sugiriendo una
asociacion de la infeccion secundaria con un elevado riesgo de dengue hemorragico
(Halstead, 1969). Poco tiempo después, el mismo autor demostrd la facilitacion de la
infeccion dependiente de anticuerpos (FDA) (Halstead, 1977) proponiendo que la
presencia de anticuerpos heterotipicos, no neutralizantes facilitan la penetracion de
virus al macrofago activandolo, el cual a su vez es capaz de activar otros sistemas
como el del complemento en donde existe liberacion de enzimas vasoactivas

predisponiendo al establecimiento del choque hipovolémico.

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

la sobreproduccion de citocinas proinflamatorias afectando a monocitos, células
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endoteliales y hepatocitos, favoreciendo la induccién de la vasculopatia y coagulopatia

presentes en la manifestacion hemorragica (Lei, 2001).

La segunda hipotesis fue propuesta por Ledén Rosen en 1977, quien documentd una
epidemia en una infeccidn primaria con el serotipo 2 en las Islas Niue del pacifico en
1972. La epidemia afectdé aproximadamente al 90 % de la poblacion y los datos
seroldgicos indicaron que era el primer brote de dengue en la regidén en 25 anos,
durante la epidemia se registraron casos hemorragicos en nifilos mayores de 1 afo.
Debido a que la zona estuvo libre de dengue en 25 anos, los ninos mayores de 1 ano
no tenian anticuerpos de una infecciéon previa con VD (Barnes and Rosen, 1974). Con
base en lo anterior, Rosen sugiridé 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 replicacion viral (Rosen, 1977).

VI. Sistema Hemostatico.

La hemostasia bajo condiciones fisiologicas mantiene al organismo en un estado de
anticoagulacion. Ante la lesion vascular existe una respuesta hemostatica rapida y
potente limitada al lugar de la lesion. Este sistema esta compuesto por tres elementos:
el endotelio vascular, las proteinas plasmaticas de la coagulaciéon-fibrinolisis y las

plaguetas (Esmon, 2000).

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

favoreciendo una vasoconstriccion para evitar la pérdida de sangre (Fig. 7). La colagena
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del subendotelio expuesta promueve la adhesion de las plaquetas, una vez adheridas
se activan, degranulan ADP y tromboxano y exponen la glicoproteina lIb llla para unir
factor de Von Willebran (VWF) y fribrinbgeno. Estos cofactores favorecen el
reclutamiento tanto de plaquetas como de cofactores de |la coagulacion como el factor V
(FV), proveniente de las plaquetas o del plasma que sirven como sitio para el
ensamblaje de complejos de iniciacion de la coagulacion en la superficie plaquetaria. De
esta manera se acelera la activacién del factor X (FX) y la protrombina en la generacién
de cantidades controladas de trombina la cual a su vez activa mas plaquetas y cataliza
la conversion del fibrinégeno a fibrina, contribuyendo a formar el tapén hemostatico

(Colman et a., 2001).

La formacion del tapon hemostatico primario esta temporal y espacialmente
coordinado con el sistema de la coagulacion. Tradicionalmente este sistema se ha
dividido en la via intrinseca y extrinseca e incluso una via comun (Fig. 8), sin embargo
esta divisidon 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 coagulacion es dirigida principalmente por la via primaria o via del factor

Tisular (Dahlback, 2005; Tapper and Herwald, 2000; Izaguirre, 20005).
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Fig. 7 Eventos participantes en la formacion del tapon hemostatico. El dafio al endotelio vascular
induce el reclutamiento de plaquetas a través del factor de Von Wilebran (VWF) o el factor tisular, la via
del factor tisular es capaz de iniciar con la cascada de coagulacion al activar en presencia de Factor Vlla al
Factor X, El factor X activado (Xa) junto con el factor Va generan trombina la cual polimeriza al
fibrindgeno para formar el tapén hemostatico de fibrina. asi mismo el VWF media la unién de las
plaquetas a las colagena subendotelial, estas plaquetas pueden secretar epinefrina (Epi), Adenosin
difosfato (ADP), o tromboxano que inducen la agregacion, por otra parte el endotelio puede producir
prostaglandina 2 (PGI2), oxido nitrico (NO) o ADPasas. que influyan en la formacion del tapon

hemostatico .

La via accesoria, conocida como via intrinseca, inicia con la activacion del factor Xl|
cuando la sangre entra en contacto con el endotelio dafiado o con una superficie

cargada negativamente (Fig. 8). El factor XIl activado (FXlla) y el quininégeno de alto
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peso molecular (HK) en presencia de calcio se unen a la superficie celular y ejercen
accion proteolitica sobre el factor Xl activandolo a FXla. El factor Xla, promueve la
activacion del FIX y este dltimo se integra al complejo diez “asa”, que incluye al
cofactor Vllla y los fosfolipidos. Finalmente el complejo diez “asa” activa al factor X a

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

La via del factor tisular, conocida como via extrinseca, inicia con la formacion del
complejo TF/FXIlla 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 I1Xa al complejo diez “asa’. La via comun recibe su nombre porque el complejo
protrombinasa (FXa, Va y fosfolipidos), puede generarse a partir de cualquiera de las
dos vias. Este complejo cataliza la activacion de la protrombina a trombina. La trombina
es una enzima clave en la coagulacion ya que induce la formacion de fibrina y activa el
factor XIIl. El factor Xllla es el encargado de estabilizar las mallas de fibrinas mediante

enlaces covalentes. (Tapper and Herwald, 2000).

Este sistema tiene una retroalimentacién en varios niveles. La trombina activa los
cofactores V y VIIl y el factor XI. Los cofactores Va y Vllla potencian la generacion de
mayores complejos diez “asa”’ y protrombinasa. Finalmente el factor Xlla, induce la
formacion de kalicreina proveniente de prekalicreina, la cual activa mas factor Xll

(Dahlback, 2005).
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Figura 8 Cascada de la coagulacion. La cascada de la coagulacién se puede iniciar con la via accesoria
o del factor tisular para formar los complejos diez “asa” y protrombinasa que llevan a la generacion de
trombina. En verde se muestran los inhibidores del sistema. En negro el sistema fibrinolitico, en azul los

factores de coagulacion y en rojo los cofactores.

En la cascada de coagulacion ademas de la retroalimentacion 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 trombina

el cual favorece la activacion de la proteina C (PCA) (Fig. 8). La PCA regula la
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formacion de trombina al inactivar proteoliticamente los cofactores V y VIl de la
coagulacion. Asi mismo, la trombina en el complejo trombina/trombomodulina pierde su
capacidad de formacion del coagulo. Segundo; Para evitar la expansion del coagulo, los
factores son inhibidos por proteinas en circulacidon como el inhibidor de la via del factor
tisular (TFPI), el inhibidor C1 (C1 INH) y la antitrombina Il (AT Ill). Tercero: La
fibrinolisis es inhibida por la proteina inhibidora de la fibrinolisis activada por trombina
(TAFI) (Esmon, 2000). El sistema fibrinolitico es el encargado de retirar el coagulo de
fibrina cuando el dafo esta reparado. El activador tisular del plasmindégeno activa el
zimdgeno para convertirlo en enzima activa. La plasmina es la encargada de degradar

la malla de fibrina.

VII. Estructura de la Plaqueta.

Las plaguetas son fragmentos celulares especializados que tienen forma discoide
(Fig. 9). Cada plaqueta contiene una espiral periférica de microtubulos, que junto con el
esqueleto de actina posiblemente controla la forma discoidal caracteristica. En esta
region periférica el citoplasma es pobre en organelos, excepto por las regiones de la
membrana plasmatica que conectan con el sistema canalicular conectado a la
superficie (SCCS). Ambas membranas son ricas en un glicocalix que contiene
diferentes glicoproteinas de membrana como la GPIb/IX, GPIIB/lla y GPIIIB que
participan tanto en agregacion como en adhesion plaquetaria. La membrana plasmatica
también actia como una superficie cargada negativamente para enriquecer |la

concentracion local de factores como el FX, FV y protrombina. Asi mismo, los granulos
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o contienen trazas de factor V. Ademas de los granulos «, la plagueta contiene granulos
densos, mitocondrias, peroxisomas y lisosomas, diferentes reservorios de glucégeno y
dos sistemas membranales. El SCCS y el sistema tubular denso que funciona como

almacen de calcio.

Microtubulos

o
Cuerpos densos granulos -3 asllo

Sistema canalicular
conectado a la superficie

Mitocondria \ 0
Granulos « !?&i
Glucégeno O 3

) TR
/ ,{I.:_....-_. Sistema Tubular Denso.<" | Q\Qﬂ (

Peroxisomas ﬁ @

Lisosomas (Granulos A)

Membrana plasmatica

Figura 9. Estructura de las plaquetas. Las plaquetas presentan una serie de granulos conocidos como
granulos alfa, delta y gamma, asi como un sistema de membrana canalicular conectado a la superticie

(SCCS), reservorios de glucdgeno, peroxisomas, mitocondrias y microtibulos en espiral.
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VIIL. Interaccion del Virus del Dengue con las Plaquetas

La plaguetopenia es un dato patognomonico de la FHD, existen algunos reportes que
intentan elucidar sus causas, sin embargo no explican totalmente el fendmeno. Se ha
reportado que cepas virales aisladas de pacientes pediatricos con infeccion primaria de
dengue 3 inhiben el crecimiento de células mononucleares del cordén umbilical humano
(CBMNC) In vitro. Estas células son progenitores hematopoyéticos que al suprimir el
crecimiento podrian estar contribuyendo a la plaguetopenia observada (Murge, 1997).
Estos mismos autores observaron que la inhibicion de las CBMNC fue mayor en los
aislados provenientes de casos con DSS que los aislados de casos con DF. Por otra
parte, este efecto inhibitorio podria estar mediado principalmente por la sintesis de la
proteina 1 a inflamatoria de los macréfagos (MCP1-a), una quimiocina presente en los
sobrenadantes de los cultivos infectados, ya que cuando fue bloqueada con anticuerpos

monoclonales, el efecto de inhibicién disminuyd (Murgue, 1998).

Otra causa de induccidn de plaquetopenia puede ser el arresto de plaquetas mediado
por el endotelio vascular. Krishnamurti y colaboradores demostraron que la adhesion de
plaquetas en las células endoteliales de corddén umbilical humano (HUVEC) estimuladas
con LPS fue del 36 % con respecto al control, asi mismo en las células infectadas con el
virus del dengue se observd un incremento en la adhesion 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 debilmente a las plaquetas.
Sin embargo, esta union se incrementa drasticamente en presencia de anticuerpos
especificos de pacientes convalecientes en comparacion con sueros no inmunes a
dengue. La union del virus dependiente de anticuerpos especificos sugiere una posible

lisis mediada por el complemento (Wang, 1995).

Lin describid la presencia de anticuerpos en el suero de pacientes infectados con el
VD que presentan reaccion cruzada con las plaquetas. Al comparar sueros de pacientes
tanto en etapa aguda como en etapa convaleciente mediante citometria de flujo, Lin
observé 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 aun en la fase convaleciente. Asi mismo, se evalud 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 reportd que existe una correlacion entre los niveles de anticuerpos
IgG anti-plaquetas con la presencia de trombocitopenia durante una infeccion
secundaria con DV. En un estudio prospectivo con 53 pacientes, sin diagnostico de
DF/DSS pero con infeccidon secundaria, se observé una correlacion inversa entre la
cuenta de plaquetas y los niveles de IgG anti-plaquetas durante la fase aguda,
observando que a mayor incremento de anticuerpos existia una cuenta de plaquetas
baja (Oishi, 2003). El mismo autor analizé la correlacion de trombocitopenia y los

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

(Saito, 2004),

Hasta la fecha se conoce poco del efecto directo del virus del dengue en la actividad
plaquetaria. Solo existe un reporte que demuestra un retardamiento en la agregacion
plaguetaria en presencia de ADP (Mitrakul, 1977) en pacientes con FHD, asi mismo se

desconoce el efecto de los diferentes serotipos del VD en la funcion plaguetaria.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los casos de FHD/SCD las manifestaciones clinicas severas mas importantes
estan relacionadas con un cuadro hemorragico asociado con alteraciones en la

coagulacion, dano al endotelio vascular y plaquetopenia (Gubler, 1998).

Las plaguetas son fragmentos celulares especializados que participan en la
hemostasia debido a que poseen capacidad tanto pro-fibrinolitica como antifibrinolitica
(Miles et al., 1986) y cuya interaccion con el sistema plasmindgeno-plasmina es muy
importante durante la regulacién de la hemostasia (Miles and Plow, 1985; Fay, 1994).
En nuestro grupo previamente hemos reportado la capacidad del virus del dengue para
unirse al plasminégeno y activarlo a plasmina (enzima encargada de degradar los
coagulos de fibrina) como un fendmeno importante en la instalacién de la manifestacion
hemorragica, ademas en este mismo estudio se observo un efecto diferencial en la
inhibicidn por a2 antiplasmina, la cual solo actué en la activacion mediada por aislados
clasicos. En este estudio nos proponemos evaluar la participacién de diferentes
serotipos, tanto de aislados clasicos como hemorragicos del virus del dengue en la

funcién plaquetaria y su relacién con el sistema plasminégeno—plasmina.

HIPOTESIS

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

puede modificar la actividad plaquetaria.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar si diferentes aislados clasicos y hemorragicos del virus del dengue, son
capaces de modificar la actividad plaguetaria de manera dependiente o independiente

de la activacion del plasminégeno

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar la union y activacion del plasminégeno en la superficie plaquetaria en

presencia de los 4 serotipos, tanto de aislados clasicos (FD), como hemorragicos 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 clasicos, D2C (Dengue 2 Nueva guinea), D3C
(Dengue 3), y D4C (Dengue 4), asi como los aislados provenientes de casos
hemorragicos 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
rifidn de mono verde (LLC-MK2). Las células se crecieron en botellas de 75cm? a una
multiplicidad de infeccién de 0.1 (m.o.i= 0.1) y fueron incubadas a 37°C en medio
minimo esencial suplementado con 5% de suero fetal bovino, 0.05% de glutamina y
antibiéticos. Los cultivos se cosecharon cuando se presentd el maximo efecto
citopatico, pero antes del desprendimiento celular. Posteriormente se clarifico el
sobrenadante de los cultivos mediante centrifugacion a 200g durante 10 min. a parir de
estas muestras se llevo a cabo la titulacion de las diferentes muestras mediante ensayo
de placa litica en monocapas confluentes de células LLC-MK2. Las células fueron
infectadas con diluciones seriadas en base diez e incubadas durante 2 h. a 37°C,
posteriormente retird el medio y fue sustituido por medio suplementado con 1% de
metilcelulosa. Los cultivos se incubaron a 37 °C, 5% de CO2 hasta observar el efecto
citopatico. Finalmente las monocapas se tineron con Giemsa, contando directamente

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

Las plaquetas se obtuvieron a partir de una muestra sanguinea de seis donadores
sanos contenida en tubos vacutainer de 5 ml con citrato de sodio como anticoagulante
en una proporcion 2:9 (ya que esta cantidad de citrato evita la activacion 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
rem durante 20 min. Posteriormente, se decantd el sobrenadante resuspendiendo el
boton plaquetario en 3 ml de Buffer de Corash (Wise et al.,, 1980) con movimientos
suaves, con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico. La suspension se centrifugo
nuevamente a 3,000 rpm durante 20 min, descartando el sobrenadante. EL botdn final
de plagquetas fue resuspendido con 3 ml de Buffer de Corash. La muestra se mantuvo a

37 °C hasta su uso.

ENSAYOS DE AGREGACION PLAQUETARIA.

Las plaguetas obtenidas de acuerdo a la metodologia previamente descrita fueron
evaluadas funcionalmente mediante ensayos de agregacion plaquetaria de acuerdo a
Maugeri y col (Maugeri et al., 1990). Brevemente: Inicialmente se ajustaron las
muestras a una concentracion de 250 mil plaquetas/ul con buffer de Corash, asi mismo
el fibrindgeno proveniente de plasma humano fue utilizado a concentracion final de 0.5
g/L. La capacidad de respuesta de las plaguetas se evaludé con la ayuda de un
agregometro (Chrololog-lumi) usando el método turbidimétrico, el cual se basa en la
diferencia de densidad Optica (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 optica disminuye y es posible

graficar una curva de agregacion en funcion del tiempo.
ENSAYOS DE ACTIVACION PLAQUETARIA.

La activacion plaquetaria fue medida en un millén de plaquetas no estimuladas o
estimuladas con cualquiera de los siguientes agonistas; trombina a una dosis de 0.3
Ul/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 min. a T°C ambiente.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas 8 min. a 6 000 rpm. eliminando el
sobrenadante, fueron resuspendidas en PBS e incubadas con el anticuerpo anti-
selectina P durante 20 min. a 4 °C. Las muestras fueron centrifugadas nuevamente 8
min. a 6000 rpm, eliminando el sobrenadante, resuspendidas en PBS e incubadas con
el anticuerpo secundario IgG anti-mouse acoplado a isotiocianato de fluoresceina

(FITC). La lectura se llevo a cabo en un citdmetro de flujo (Becton Dickinson).
UNION DEL PLASMINOGENO A LA PLAQUETA.

Las plaquetas lavadas fueron activadas con 4 mg/ml de colagena en una
concentracion de 3x10° PLT/ml, incubadas con 0.16 U/ml de PLG 2h a 4°C y fijadas
con paraformaldehido-PBS 1%. Posteriormente se centrifugaron 8 min. a 6 000 rpm y
se resuspendieron en PBS-BSA 3 % incubandose con un anticuerpo anti-PLG durante
15 min a 4 °C. La suspension se volvio a centrifugar y se resuspendié con PBS-BSA 3%
incubandose con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con FITC. Las muestras

fueron evaluadas con la ayuda de un citémetro de flujo Becton Dickinson.
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EVALUACION DE LA GENERACION Y ACTIVIDAD DE PLASMINA.

Para los ensayos de activacion en la superficie plaquetaria, las células se activaron
con colagena y se incubaron con 0.16 U/ml de PLG 2h 37 °C, posteriormente fueron
centrifugadas, resuspendidas y adicionadas a la placa de ELISA con el sustrato
cromogeénico (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 activacion del PLG en la superficie de las plaquetas: En una placa de
ELISA (costar 3690) se fijaron 3x106 PLT/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
colagena, 10 min. 37°C. Se lavaron 3 veces durante 5 min. con PBS, posteriormente, se
incubaron con 6 U/ml 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 Ul/ml
de estreptocinasa, o 50 ul 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 °C.

DETERMINACION DE LA LISIS PLAQUETARIA.

Para el ensayo de lisis plaguetaria inicialmente fue necesario generar plasmina activa,
la cual se obtuvo incubando 1.2 U/mL del zimdgeno tanto con los aislados virales
(DHF/DF) a una concentracion de 1X10° como con la estreptocinasa. Posteriormente, la
plasmina activa fue incubada por 60 min. con 8X10° plaquetas lavadas usando como
control positivo de lisis la misma cantidad de plaquetas lavadas pero incubadas con
SDS 01 %, Las concentracion de plaquetas antes y después de la incubacién con

plasmina se determind mediante un hemocitémetro Coulter.
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RESULTADOS

Estandarizacion de la Concentracion de Trombina.

Con el objeto de determinar la concentracion adecuada para cada uno de los

experimentos, llevamos a cabo ensayos de activacion de plaguetas provenientes de

donadores sanos con diferentes concentraciones de trombina previamente sugeridas en

los manuales de agregometria plaquetaria, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 Unidades internacionales

de trombina (Maugeri et al., 1990).
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Figura 10. Determinacién de la concentracién optima de trombina en la agregacion plaquetaria.

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

0.5 Ul durante 14 min.
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En la Fig. 10, se observa que la concentracion de 0.5 Ul de trombina genera una
agregacion muy fuerte que sobrepasa el valor de 100 % en la escala del agregdmetro.
La concentracion de 0.4 Ul dio una agregacion muy rapida pero sin ser mayor al 100 %
en la escala, la concentracion de 0.3 presenta una curva de agregacion intermedia con
un valor aproximado de 65% y por ultimo la concentracion de 0.2 Ul generé una
agregacion débil llegando a un valor aproximado del 40 %. Con base en lo anterior

decidimos emplear utilizar valores de 0.3 Ul y 0.4 Ul en los experimentos subsecuentes.

Efecto de los Dengue virus en la Agregacion Plaquetaria.

Hasta la fecha no existen estudios relacionados con la evaluacion del efecto directo
de VD en la agregacion plaquetaria. Para determinar si existe una modificacion en la
funcién plaquetaria (agregacion), 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 clasicos y hemorragicos) estimula las plaquetas para inducir agregacion. En
contraste, las plaquetas que fueron estimuladas con 0.3 Ul de trombina generaron una

agregacion normal.
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Figura 11. Efecto del virus del dengue en la agregaciéon plaquetaria. Plaquetas provenientes de

donadores sanos fueron estimuladas con trombina a una concentracion de 0.3 Ul 6 con dengue virus; D4C

(dengue 4), D4H (1187), D2C (D2 Nueva Guinea), y D2H (1013) durante 14 min.
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Efecto del Virus del Dengue en la Agregacion Plaquetaria Mediada por Trombina.

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

ensayos de agregacion plaquetaria en presencia de plaquetas provenientes de

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

activacion, 0.01 y 0.1 Ul de trombina y con el aislado hemorragico D2H (1013 1X10°).

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

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

Plaquectas provenientes de donadores sanos fucron estimuladas con dengue virus (DV) y microdosis de

trombina a una concentracién de 0.001 Ul y 0.1UL (B) Agregacién de plaquetas estimuladas DV y 0.4 Ul

de trombina.. En ambos casos plaquetas con 0.4 Ul de trombina fueron empeladas como control.
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Observamos que el virus del dengue no activo las plaquetas, sin embargo existe la
posibilidad de que el VD favorezca un efecto inhibitorio de la agregacion plaquetaria.
Para evaluar esta posibilidad se incubaron plaguetas de donadores sanos en presencia
del DV durante 5 min. y posteriormente fueron estimuladas con trombina a 0.4 Ul.
Encontramos que el aislado hemorragico dengue D2H (1013 1 X10°) fue capaz de

inhibir la agregacion de plaquetas estimuladas con 0.4Ul de trombina (Fig. 12B).

Inhibicién de la Agregacion 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 (1013 1 X10°) llevamos a cabo estos mismos
ensayos en presencia de diferentes aislados clasicos y hemorragicos 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 clasicos en
concentraciones bajas no indujeron inhibicidon plaguetaria, sin embargo en titulos
elevados (1X10°) del serotipo D4C se presenta una inhibicién 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. Inhibicion de la agregacion plaquetaria por los aislados clasicos del VD. Las plaquetas de
donadores sanos fueron preincubadas con el sobrenadante de las células en LLC-MK2 (A), el aislado
DEN2 (B), el aislado DEN3 (C) o el aislado DEN4 (D) y posteriormente estimuladas con 0.4 UI de
trombina durante 14 min. Titulos virales de 10” a 10°.Se muestra la desviacién estandar de 3 ensayos. *

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

En contraste los aislados hemorragicos fueron capaces de inhibir la agregacion
plaquetaria aun en titulos bajos. EI D3H fue el Gnico que presentd efecto inhibitorio
significativo con un titulo de 10% en el titulos de 10° y 10* todos los aislados
presentaron diferencia significativa con respecto al sobrenadante. La maxima inhibicién
observada fue del 42 % en el serotipo D3H a un titulo de 1X10° PFU. En comparacién
con los serotipos clasicos, en presencia de los aislados hemorragicos no se incremento

la inhibicidn de la agregacion plaquetaria aun en el titulo viral mas alto (Fig. 14).
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Figura 14. Inhibicion de la agregacién plaquetaria por los aislados hemorragicos del VD. Plaquetas
de donadores sanos preincubadas con el sobrenadante de células LLC-MK2 (A) o con el aislado D2 -1013
(B), el aislado D3-1021 (C) o el aislado D4-1187 (D) y posteriormente estimuladas con 0.4 Ul de
trombina durante 14 min, Titulos virales de 10° a 10°. Se muestra la desviacion estandar de 3 ensayos. *

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

Evaluacion funcional de las Plaquetas.

Para eliminar los componentes del plasma como el fibrinogéno y los factores de la
cascada de coagulacion, las plaquetas fueron lavadas con buffer de Corash (Wise et al.,
1980) vy utilizadas en los ensayos posteriores de citometria de flujo y de activacion del
plasminégeno. Evaluamos diferentes protocolos de la extraccion de las plaquetas para
determinar la metodologia 6ptima (Mustard et al., 1972; Hendler 1990; Wise et al.,
1980). En la tabla 1, se muestran las condiciones de lavado, los problemas y el
porcentaje de recuperacion de plaquetas, la eleccion del método se basé en el

porcentaje de recuperacion.
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Tabla 1 Métodos empleados para el lavado de plaquetas. Para determinar el método mas eficiente se

llevaron a cabo diferentes condiciones.

CONDICIONES BUFFER |RECUPERACION. PROBLEMAS REF.
2 centrifugaciones | Buffer Tyrode 15% Problemas en la la Mustard ef al.,
1* 2,300 rpm 10 min. resuspension. 1972
2* 2,300 rpm 5 min. PLT’s en el sobrenadante
Gradiente de albimina | Buffer Tyrode 0% Problemas en formacion del|] Hendler, 1990
1* 2,300 rpm 10 min. BSA gradiente y recuperacion
1 2,300 rpm 10 min. |Buffer Tyrode 25% Problemas en la Modificado de
Dilucién del PRP 1:2 resuspension. Mustard et al.,
con Buffer 1972
2 centrifugaciones | Buffer Tyrode 6.6 % Problemas en la primera | Modificado de
1* 3000 rpm 20 min. resuspension. Mustard erf al.,
2% 3000 rpm 20 min. 1972 y Wisc et
al,. 1980
2 centrifugaciones | Bufter Corash 212 % Problemas en la primera | Wise ef al., 1980
1* 3000 rpm 20 min. resuspension.
2* 3000 rpm 20 min.
P centrifugaciones [Buffer Corash 68 % [Mejor resuspension en laModificado  de
1* 3000 rpm 20 min. primera centrifugacion Wise eral., 1980
2* 3000 rpm 20 min.
Citrato de Sodio 2:9

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

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

estimulo mostrando una agregacion del 78%, en contraste a las plaquetas que no se

incubaron con el activador (Fig. 15A), asi mismo determinamos la expresion de la P-

selectina, esta proteina se expresa en la membrana después que las plaguetas son

estimuladas con un agonista y la usamos como marcador de activacion, En la Fig. 15B

puede observarse que las plaquetas estimuladas con trombina expresan mas P-
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selectina en comparacién con las plaquetas no estimuladas, ademas utilizando el indice
de activacion paquetaria (IPA) que refleja la calidad (fluorescencia media, MFC+) y
cantidad (numero de positivos, F+) de la activacion plaquetaria (IPA = (MCF+)(F+)/100),
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 ratdn ajena al sistema, IPA=0. Juntos estos ensayos
demostraron que el proceso de lavado no activo las plaquetas y que conservaron su

capacidad de estimulo
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Figura 15. Evaluacién funcional de las plaquetas lavadas. (A.) Agregacion de las plaquetas lavadas
estimuladas con trombina (Tr +) o sin estimulo (Tr-) durante 14 min. (B) Expresion de la P-selectina

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

Unidn del Plasminégeno a la Superficie de la Plaqueta.
Se ha reportado que la plaqueta activada tiene una elevada capacidad de unién del

PLG (Miles and Plow, 195). Para monitorear la union del PLG a las plaquetas lavadas
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fueron empleadas varias condiciones de union de PLG (Tabla 2).La Deteccién del PLG

en la superficie celular se llevo a cabo mediante ensayos de citometria de flujo. Como

se observa en la Fig. 16 la condicion 2 favorecid la mejor deteccion del PLG (incubacion

del PLG de 2 h a 37 °C con la fijacién de las plaquetas con paraformaldehido antes de

la tincién), la cual se presentd en aproximadamente el 68% de la poblacién de

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

48% la condicion 4 (Fig. 16).

Tabla 2 condiciones probadas para la evaluacion de la uniéon del PLG. La extraccion, lavado y activacion

de plaquetas fue la misma en los cuatro métodos.

Condicion 1

Condicion 2

Condicion 3

Condicion 4

Obtencion, lavado y activacion de plaquetas

Centrifugar, resuspender

Incubar PLT con PLG
2h a37°C

Incubar PLT con PLG
2h a4°C

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y resuspender

Incubar el ler anticuerpo

Fijar con 1 %
paraformaldehido

Incubar el ler anticuerpo

Fijar con 1 %
paraformaldehido

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y resuspender

Centrifugar y
resuspender

Incubar 2do anticuerpo,

Incubar ler anticuerpo

Incubar 2do anticuerpo,

Incubar ler anticuerpo

Fijar con 1 %
paraformaldehido

Incubar el 2do anticuerpo

Fijar con 1 %
paraformaldehido

Incubar el 2do anticuerpo,

Centrifugar Y resuspender

Centrifugar Y
resuspender

48



ISOTIPO CONDICION 1

£+
2 3]
8 & 8 &
c 1 C
O ] Q ]
8 81 i M2 8 3? }
M2
QL—_,W ?L‘—_
610“ 10! 102 10° 10 610“ 10! 10 10° 10!
a - IgG-FITC a-Pig-FITC
CONDICION 2 & CONDICION 3 8 CONDICION 4
4
2 =8 2]
: 88
c
[0
| 8 81 L
7] I -
QL*
102 1 10! 10? 10° 10? “1 1 2 3 4
a—PIg-FITC a-Pig-FITC Y epgEe

Figura 16. Unién del plasmindgeno a las plaquetas activadas. Se evaluaron diferentes condiciones para
detectar la mejor capacidad de unién del PLG a la superficie plaquetaria. Plaquetas de donadores sanos
fueron lavadas e incubadas con PLG en diferentes condiciones Condicion 1; 2 h 37 °C, fijado después de
tincién, condiciéon 2; 2h 37 °C fijado antes de tincidon (abajo izquicrda), Condicion 3; 2h 4°C  fijado
después de tincioén (abajo centro), Condicién 4; 2h 4°C fijado antes de tincién (abajo derecha). Control de

Isotipo (arriba izquierda).

Activacion del Plasminégeno en la Superficie de las Plaquetas.

Una vez que confirmamos que el plasmindgeno se unid a la superficie de la plaqueta,
estandarizamos las condiciones de activacion del PLG. Inicialmente determinamos la
concentracion 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 maximo numero de plaguetas con menor absorbancia
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(17A). Posteriormente colocamos los controles del ensayo de activacion del PLG;
plaguetas activadas y plaquetas no activadas en presencia de sustrato cromogeénico, o
plasminégeno con sustrato cromogénico y plaquetas con plasminégeno, sustrato
cromogenico y estreptocinasa (SK) como activador. En la Fig. 17B se observa que solo
en presencia de estreptocinasa hay un aumento importante de la absorbancia debido a
la ruptura del sustrato cromogénico por la generacion de plasmina. Ademas la
activacion del plasmindgeno en presencia de plaquetas fue mayor que la que se genero

en ausencia de plaquetas (17C).
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Figura 17. Establecimiento de las condiciones éptimas de activaciéon del plasminégeno. (A) Senal
basal de diferentes concentraciones de plaquetas, (B) combinacion de los elementos de la reaccion y (C)
la activacion del plasmindgeno en presencia (barra negra) y en ausencia (barra blanca) o solo el sustrato
cromogeénico (barra gris). Plaquetas no activadas (PLT), plaquetas activadas (PLT¥*), plasmindgeno

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

Finalmente, evaluamos diferentes concentraciones de sustrato cromogénico en

presencia de plaguetas con plasminogeno unido a la superficie, empleando diferentes

50



cantidades del activador bacteriano estreptocinasa. Elegimos la concentracion de 0.3
mg de sustrato ya que esta generd una sefal 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 rindn de mono LLC-MK2). Los sobrenadantes celulares generaron una

activacion muy débil (inespecifica) en comparacion con la activacion por estreptocinasa

(Fig. 18B).
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Figura 18. Activacién del plasminogeno en la superficie de la plaqueta. En una placa de ELISA se
colocaron 3X10° plaquetas con plasmindgeno unido a su superficie en presencia de diferentes
concentraciones de sustrato cromogénico(A) o con sobrenadantes de células VERO (circulos) o LLC-

MK2 (tridangulos), estreptocinasa (cuadros) (B). Plasminogeno con cromogeno (PLG+ C)

Activacion del Plasmindogeno en Presencia de Aislados Hemorragicos del Virus
del Dengue en la Superficie de las plaquetas.

En estos ensayos utilizamos las condiciones anteriores para evaluar la posible
activacion del PLG por los diferentes aislados virales hemorragicos. En la Fig. 18 puede

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

activacion del plasminogeno. El sobrenadante de celulas LLC-MK2 fue utilizado como

control.
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Figura 19. Activacion del plasmindégeno por los aislados hemorragicos. En una placa de ELISA fueron
colocadas 3 millones plaquetas con plasmindgeno unido a su superficie en presencia de diferentes
concentraciones de aislados hemorragicos del VD (D2H yD4H), 7.5 SK UI y 0.3 mg de sustrato

cromogeénico.

Evaluamos los serotipos 2 y 4 hemorragicos (aislado 1187 (D4H) y aislado 1013
(D2H)) a diferentes concentraciones. Observamos actividad de plasmina a la
concentracién de 1X10° en el serotipo 2. Las concentraciones mas bajas (10° y 10%) no

generaron activacion, su efecto fue similar al del sobrenadante de cultivo.
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Activacion del Plasminogeno en Presencia de Aislados Clasicos del VD en la
Superficie de las Plaquetas.

Los serotipos Dengue 4 (D4C) y el aislado 2 México (D2C) provenientes de pacientes
con dengue clasico fueron empleados en 3 concentraciones diferentes. En las
concentraciones bajas, 10° y 10%, no indujeron actividad de plasmina. Sin embargo a la
concentracién de 10° el serotipo D4C fue capaz de inducir activacién pero no asi el

aislado 2 México (Fig. 19).
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Figura 20. Activacion del plasminogeno por los aislados Clasicos del dengue. En una placa de ELISA
colocando 3 millones plaquetas con plasminégeno unido a su superficie en presencia de diferentes
concentraciones de los aislados cldsicos del VD (D2C y D4C), 7.5 SK Ul y 0.3 mg de substrato

Cromogenico.

Activacion Diferencial del PLG en Presencia de Aislados Clasicos y hemorragicos

del VD. Con base a que en la concentracion de 1X10° observamos actividad en tres de



los 4 serotipos empleados, esta fue la cantidad utilizada en los ensayos posteriores. El
patron de actividad en presencia de los aislados hemorragicos del VD fue similar, sin
embargo el de los aislados clasicos fue heterogéneo. Para conocer el comportamiento
de los diferentes serotipos tanto clasicos como hemorragicos realizamos ensayos de
activacion de plasmindgeno con cada uno de los 4 serotipos. En la Fig. 20A se muestra
la activacion del PLG en presencia de los aislados clasicos serotipos D4C, D3C, D2CM
aislado México, D2CNG aislado Nueva Guinea y el D1C aislado Hawai. En general la

activacion del plasminégeno por los 4 serotipos clasicos del VD fue baja.
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Figura 20. Activacién diferencial del plasmindégeno en la superficie de la plaqueta. 3 millones de
plaquetas se activaron con 4 mg/mL de colagena 10 min 37°C, las plaquetas fueron centrifugadas
eliminando el sobrenadante, posteriormente se incubaron con 0.16 Ul/ml PLG 2h 37°C en una placa de
ELISA revelandose con 7.5 SK UI o virus a diferentes concentraciones de aislados clasicos (A) o

hemorragicos (B) + 0.3 mg de sustrato cromogénico.
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Sin embargo los aislados hemorragicos generaron una elevada activacion del PLG. El
aislado D2H 1013 tuvo la mayor activacion al llegar al mismo nivel de la SK unicamente
50 min. después de esta. El aislado D4H presentd una activacion intermedia llegando al
maximo nivel 130 min. después de la SK y por debajo de este nivel, el aislado D3H
presentd un 65 % de la actividad de SK. El aislado D1H no generd actividad de
plasmina (Fig. 20). Estos resultados en conjunto muestran que el virus del dengue es
capaz de activar el plasmindgeno 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 surgié con base en los experimentos de la activacion 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
plasminégeno fue incubado con los aislados virales y posteriormente la plasmina
generada en este ensayo fue

incubada con las plaquetas, evaluando su efecto

mediante citometria de flujo.

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

IgG Tr+ | (Tr | PLG-SK | PLG-SN | PLG-D2C | PLG-D2H

F+(%) | 24 533 | 9.3 57.9 60.1 57.4 55.1

MCF+ | 2956 | 107.2 | 85.2 108.4 17.0 80.5 182.2
IPA 7.2 571 | 7.9 62.8 10.2 46.2 100.5
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Figura 21. Activacion plaquetaria mediada por plasmina generada por el VD. Plasmina generada de
la incubacién de 0.16 Ul/ml de PLG con 7.5 SK Ul o los virus del dengue a un titulo de 10° o
sobrenadante de células LL-MK2 fue empleada para estimular plaquetas lavadas por 60 min. Por medio de
citometria de flujo se determino el indice de activacion plaquetaria (IPA= (MCF+)(F+)/100). Se muestra
un ensayo representativo de tres. Control positivo con trombina (Tr+), control negativo sin trombina (Tr-),
control de isotipo (IgG), PLG incubado con estreptocinasa (PLG-SK), PLG incubado con dengue serotipo
2 clasico (PLG-D2C), PLG incubado con Dengue serotipo 2 hemorragico (PLG-D2H). PLG incubado

con sobrenadante (PLG-SN)

Con el objetivo de disminuir la variacion en los ensayos de activacion plaquetaria, se
calcularon los indices de activacion plaquetaria (IPA= (MCF+) (F+) / 100) propuestos
por Leytin (Levtin et 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 (IgG) genero una débil activacidon con un IPA de 7.2 (Fig. 21) asi como las
plaguetas no activadas (Tr-), IPA= 7.8 y el plasminégeno incubado con sobrenadante
(PLG-SN), IPA=.10.2 En congruencia con los ensayos anteriores de activacion

diferencial del plasmindgeno en la superficie plaquetaria, la plasmina generada por el
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aislado hemorragico indujo un IPA de 100, el cual es mayor en comparacion con el

aislado clasico, 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 plaguetas fue
evaluada en el siguiente experimento, brevemente, las plaguetas fueron incubadas con
plasmina derivada de la presencia del plasmindégeno 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 mas de 80 %.
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Figura 22. Efecto de la plasmina en la integridad de las plaquetas. 3 millones de plaquetas se activaron
con colagena 4 mg/mL durante 10 min a 37 °C. las plaquetas fueron centrifugadas eliminando el
sobrenadante, posteriormente el plasminégeno fue incubado con el activador estreptocinasa y los virus a
diferentes concentraciones + 0.3 mg de sustrato cromogénico. Se muestra un ensayo representativo de 3

experimentos.
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DISCUSION

La patogénesis de la FHD no esta completamente entendida. Dos hipotesis han
tratado de explicar el establecimiento de los casos desafortunados de la enfermedad:
La facilitacion de la infeccion dependiente de anticuerpos (Halsted, 1970) y la variacion
antigénica (virulencia) de los aislados virales (Barnes and Rosen, 1974). Sin embargo,
ambas hipdtesis son insuficientes para explicar la trombocitopenia y la
hemoconcentracion presentes en el dengue hemorragico en el curso de una infeccion

primaria.

La trombocitopenia es un fendmeno complejo y multifactorial. Los mecanismos por los
cuales se establece aun no estan definidos. Existen antecedentes que asocian la
plaquetopenia y la participacion de a) las vias procoagulante y fibrinolitica, b) el sistema
hemostatico, ¢) el complemento, d) las citocinas 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 funcién plaguetaria. En el presente trabajo evaluamos la
influencia del VD en la actividad plaguetaria 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 agregacion celular en presencia de
diferentes aislados del VD. Observamos que ninguna de las cepas del VD utilizadas
estimuld la agregacion plaquetaria (Fig. 11). Asi mismo, se evaludé un posible efecto

sinérgico entre los dengue virus y agonistas plaquetarios como la trombina, observando
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que el VD no generd agregacion en dosis bajas de trombina (0.01 y 0.01 Ul), sin
embargo al utilizar una concentracion de 0.4 Ul de trombina e incubar con las diferentes

cepas virales la agregacion disminuyo con respecto al control (Fig. 12B).

En base al resultado anterior evaluamos el efecto inhibitorio de la agregacion
plaquetaria utilizando tanto aislados clasicos (serotipos 2, 3 y 4) como aislados
hemorragicos (serotipos 2, 3 y 4) del VD observando que se presenta una mayor
inhibicidn en presencia de las cepas hemorragicas. Dentro de estas, la cepa D3H en el
titulo de 10° mostré el mayor efecto, en contraste, Gnicamente el aislado clasico D4
favorecié una disminucidon de la agregacion plaquetaria significativa a un titulo viral de
10*. Estudios previos reportan una inhibicién de la agregacién con ADP mediada por los
dengue virus (Mitrakul et al., 1977, Srichaikul et al., 1989), sin embargo este es el
primer reporte en el que se demuestra una inhibicion de la agregacion plaquetaria
mediada por trombina (uno de los agonistas mas fuertes de las plaquetas) en presencia

de los dengue virus.

La actividad anti-agregante podria estar asociada con los factores de la coagulacion,
ya que se ha reportado que los tiempos de trombina parcial activada (APTT) que evalua
la via accesoria de la coagulacion estan prolongados al doble en los pacientes con DHF
en comparacion con los pacientes con DF (Huang, 2001). Asi mismo, el efecto
diferencial entre los aislados provenientes de casos clasicos y casos hemorragicos
puede deberse a cambios estructurales de la proteina de envoltura viral como propone

Ledn Rosen en la hipotesis de la variacion antigénica (Barnes and Rosen, 1974).
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Ademas de evaluar la actividad procoagulante, determinamos la participaciéon de los
dengue virus en la actividad profibrinolitica relacionada tanto con las plaquetas como
con el sistema plasmindégeno/plasmina. Las plaquetas lavadas se activaron con
colagena para evitar la formacion de fibrina que pudiera interferir con la union del PLG
monitoreando la unién del mismo en la superficie plaquetaria. Asi mismo, determinamos
(control negativo) la degradacion inespecifica del sustrato cromogénico afadiendo los
diferentes componentes de la mezcla de reaccion (Fig. 17 y Fig. 18), observando que
solo aquella combinacion que incluia a la estreptocinasa favorecio la catalizacion del
sustrato cromogénico, lo cual nos confirmé la especificidad de nuestros resultados. Asi
mismo, se evalud el efecto del sobrenadante de las células LLC-MK2, ya que podrian
existir algunos componentes que degraden inespecificamente el sustrato, considerando
como senal 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
activacion del PLG en presencia de los VD mediante ensayos enzimaticos.
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
(clasico/hemorragico). Los virus hemorragicos presentaron mayor capacidad de

favorecer la generacion de plasmina.

Estos resultados son congruentes con las manifestaciones clinicas observadas en
cada una de las formas del dengue (FD/FHD) ya que los aislados provenientes de
casos clasicos (FD) no modifican la agregacion plaquetaria y los aislados provenientes
de casos hemorragicos (FHD) ademas de inhibir la agregacion plaquetaria favorecen la

fibrindlisis aun en los coagulos ricos en plaquetas.
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La union del PLG a la plaqueta y su interaccion con el VD es importante ya que
diferentes autores han sugerido la participacion de las plaquetas en la regulacion de la
fibrinolisis a través de la interaccion del PLG con los trombocitos durante la degradacion
de los coagulos (Miles and Plow, 1985; Fay ef al., 1994; Herren et 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 activaciéon de las plaquetas
favorecida por la plasmina sea mediada por el receptor activado por proteasas (PAR)
(Quinton et al., 2004) y la segunda posibilidad es que la plasmina activa sea capaz de
favorecer la lisis de las plaquetas en una concentracion elevada. (Miles and Plow,

1985).

Con base en los estudios anteriores evaluamos la posible activacion plaguetaria por la
plasmina superficial generada en presencia del virus del dengue, observamos que se
presentd una activacion mas elevada por el aislado hemorragico en comparacion con la
generacion de la activacion plaquetaria inducida por la plasmina en presencia del
aislado clasico. Lo anterior concuerda con los ensayos de activacion del plasmindgeno
en la superficie plaquetaria en donde observamos diferencias en la activacion entre los
aislados clésicos y hemorragicos. Esta activacion podria 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 expresion del PAR1 en presencia de la plasmina activada por el VD
mediante citometria de flujo, como control positivo de la activacion del PAR realizamos

ensayos de citometria de flujo en presencia de trombina, asi mismo evaluamos la
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posible activacion plaquetaria por la plasmina generada en presencia del activador
bacteriano(SK) y del VD (D2C y D2H), encontramos que los dengue virus indujeron una
sefal que podria estar relacionada con la activacion de los PAR mediante una

interaccion directa del virus (Fig. S1).

Fuorescencia media x numero de positivos
(MCF+)(F+)

Tr(+) Tr{-) PLG-3K PLG-SN PLGDRC PGIEH

Figura S1. Expresién de PARI en presencia de plasmina activada por VD. Plasmina generada de la
incubacion de 0.16 Ul/ml de PLG con 7.5 SK Ul o los virus del dengue a un titulo de 10° o sobrenadante
de células LL-MK2 (SN) fue empleada para estimular plaquetas lavadas por 60 min. Por medio de
citometria de flujo se determiné la expresion de PAR1 ((MFC+) (F+)). Trombina (Tr), Dengue serotipo 2

clasico (D2C), Dengue serotipo 2 hemorragico (D2H).

La posibilidad de que los virus pudieran activar los PAR directamente esta sustentada
en alineamientos de secuencia, con péptidos agonistas de estos receptores y la
proteina E del VD que muestran similitud de la secuencia especifica de activacion con
la posicion diferentes posiciones del dominio Il de la proteina E localizadas en una asa

muy expuesta (Fig. S2, cerca del sitio de union al receptor), abriendo la posibilidad de



gue el virus sea capaz de activar otros blancos como células neurales (Noorbaks et al.,
2006) o células del endotelio vascular (Ruf, 2004) en las que estan presentes estos
receptores y contribuir al recientemente descrito entrecruce de la coagulacion y la

inflamacion (Pawlinski et al., 2004) en estos tejidos.

110 120 130 140
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AC4-PAR AYEGKF

Figura S2. Similitud de péptidos agonistas de plaquetas con la proteina E del VD. Alineamiento que
muestra la identidad de los activadores con el dominio III de la proteina de envoltura del DEN2 (A).
Posicion de la region de identidad en un asa expuesta (Flecha) en el dominio IIT (Verde) de la proteina E

(B).

Por otra parte, evaluamos si la plasmina generada en presencia de los dengue virus
era capaz de ocasionar un dano a las plaquetas y favorecer la plaguetolisis. 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),



demostrando que se presenta lisis plaquetaria debida a la generacion de la plasmina.

En el presente estudio demostramos la interaccion del virus del dengue con las
plaquetas en las dos vias claves de la hemostasia; en la coagulaciéon por medio de la
inhibicién de la agregacion plaquetaria y en la fibrindlisis a través de la activacion del
plasminégeno en la superficie del trombocito. Adicionalmente evaluamos la
participacion de los dengue virus en la posible activacion de los receptores activados
por proteasas (PAR) como molécula central tanto en el proceso de coagulacién como

en el inicio del proceso inflamatorio.
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CONCLUSIONES

Los dengue virus hemorragicos (DEN2, DEN3 y DEN4) son capaces de inhibir la

agregacion plaquetaria aun en titulos bajos.

Los aislados provenientes de casos hemorragicos activan al plasminégeno a
nivel de la superficie de la plaqueta en mayor proporcion que los aislados

provenientes de casos clasicos.

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

virales.

Existe congruencia entre el efecto inhibitorio de la agregacion y la activacion del

plasminodgeno. favorecida por los aislados hemorragicos.

La plasmina generada por el aislado hemorragico es capaz de activar las
plaquetas en mayor grado que la plasmina generada por el aislado clasico, esta
activacion podria estar mediada por los receptores activados por proteasas

(PAR).

Los dengue virus podrian activar diferentes tipos celulares directamente a través

del PAR.

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

plaquetaria.
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