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1. INTRODUCCION

El Dengue es una enfermedad febril e infecciosa causada por alguno de los
cuatro serotipos del virus del dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y
es transmitida al humano a través de la picadura de mosquitos del género
Aedes, siendo las especies principales Aedes aegypti y Aedes albopictus. Este
padecimiento es comun en regiones donde predominan climas tropicales y
subtropicales, que cuentan con las condiciones ambientales para el desarrollo
del vector y la transmision del virus, de ahi que sea considerada como

endémica en mas de 100 paises (Yabar, 2003).

Independientemente del serotipo infectante, el dengue puede presentarse
como un padecimiento autolimitado o asintomatico, por otra parte es comun
gue se manifieste inespecificamente como fiebre por dengue (FD), que se
caracteriza por la presencia de fiebre, dolor retroocular, mialgias, artralgias,
nauseas y vomito durante la primera semana de la infeccidon. Sin embargo,
algunos pacientes pueden presentar hemorragias generalizadas a
consecuencia de una elevada permeabilidad vascular, el incremento del
hematocrito, petequias y trombocitopenia, etapa a la que se le denomina fiebre
hemorragica por dengue (FHD). La forma mas severa de la enfermedad se
puede presentar debido a un desorden de la presién arterial como
consecuencia de las hemorragias y falla multiorganica, que comprometen
seriamente la vida del paciente y a la que se le denomina sindrome de choque
por dengue (SCD) (Halstead, 1980; Pérez, 2010). Hasta el momento, el
tratamiento para el dengue es de soporte (balance hidroelectrolitico,
oxigenacion y transfusiébn de plaguetas) ya que no existe ningun farmaco
antiviral especifico para tratar esta enfermedad, asi como una vacuna eficiente

(Domingo-Carrasco y Gascon-Bustrenga, 2005; Lindenbach y cols., 2007).

Al considerarse al dengue como la infeccién viral en humanos mas importante
transmitida por artropodos, actualmente es catalogada como un problema de
salud publica a nivel mundial y se estima que alrededor de dos quintas partes
de la poblacion mundial estan en riesgo de infeccion, lo que representa un

namero aproximado de 100 millones de personas infectadas por DENV



anualmente (WHO, 1997). En México, la presencia de la enfermedad esta
condicionada a la existencia del vector, el cual requiere de ambientes con
elevada humedad, por lo que la enfermedad presenta un patrén anual-
estacional, con picos en los meses de lluvia y estando presente practicamente
en todo el territorio nacional, tanto en poblaciones urbanas como rurales (figura
1) (Acosta-Bas y Gémez-Cordero, 2005).

Fig. 1. Distribucion de Ae. aegypti en México. (http://www.cenavece.gob.mx/dengue).

Segun datos reportados por el Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica y
Control de Enfermedades (CENAVECE) de la Secretaria de Salud, en la
semana 52 del afio 2012 se confirmaron 50,368 casos de dengue, de los
cuales, 32,662 correspondieron a FD y 17,706 a FHD, con 64 defunciones.
Siendo Yucatan el estado de la Republica con mayor nimero de reportes

(http://www.cenavece.gob.mx/ dengue).


http://www/
http://www.cenavece/

1.1 Agente etioldgico

El DENV es un arbovirus del género Flavivirus y de la familia Flaviviridae. Se
trata de un virus envuelto, de apariencia esférica y con un didmetro que varia
entre 40 y 50 nm, presentando proyecciones superficiales que corresponden a
las proteinas de envoltura y de membrana. Su genoma consta de una molécula
de RNA monocatenario de polaridad positiva de aproximadamente 11 kb que
contiene un solo marco de lectura abierto, el cual codifica para una poliproteina
gue es procesada para dar lugar a diez proteinas individuales, de las cuales
tres son estructurales (envoltura (E), membrana (M) y capside (C)) y siete no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) que solo se
manifiestan durante el proceso de replicacion viral activa (Yabar, 2003;
Lindenbach y cols., 2007) (figura 2).

Glicoproteina E

(65 kDa)
Proteina M
(9 kDa) Membrana
fosfolipidica
Proteina C
(12 kDa) RNA
(10.7 kb)

40-50nm

5’

PROTEINAS PROTEINAS NO
ESTRUCTURALES ESTRUCTURALES

Fig. 2. Estructura y genoma del virus del dengue (Cortesia de la M. en C. Karina Ruiz
Tovar).



1.2 Proteinas E y NS1 virales

Se ha descrito que las proteinas virales de mayor importancia en cuanto a la
respuesta inmune del hospedero contra el DENV se refiere, son la E y la NS1,
ya que se ha comprobado que estds son los principales blancos de la
inmunidad humoral que se desencadena  contra el virus
(Lindenbach y cols., 2007):

Proteina E

Es una glicoproteina de 65 kDa que posee 495 aminoacidos. Se sintetiza como
una proteina de membrana tipo |, compuesta por tres dominios: dominio I, que
presenta forma de [B-barril; el dominio Il, que se proyecta a lo largo de la
superficie del virus entre las regiones transmembranales de las subunidades
homodiméricas, en él encontramos también el péptido de fusion; y el dominio
[ll, que es un objetivo importante de los anticuerpos neutralizantes; por estas
razones la proteina E se considera el principal determinante antigénico de la
particula viral, ademas de ser la Unica proteina que interactia con las
moléculas receptoras de la membrana plasméatica de las células vulnerables
que favorecen la endocitosis del virus, esto se da mediante la union al receptor
y fusion viral con la célula hospedera durante el inicio de la replicacién
(Lindenbach y cols., 2007), y al ser expresada en la superficie de las células

infectadas durante el mismo proceso (Lindenbach y Rice, 1999).

NS1

Es una glicoproteina de peso molecular comprendido entre 42 y 50 kDa
conteniendo aproximadamente 353 aminoacidos, dependiendo del serotipo
viral. Esta proteina es hidrofilica, carece de dominios transmembranales y la
naturaleza de su asociacion a la membrana celular sigue sin dilucidarse.
Su estructura es generalmente dimérica y aunque su funcién aun no esta

caracterizada, ésta se asocia con el ensamblaje y maduracién del virién y la



replicacion del RNA viral ya que durante el proceso es indispensable como
cofactor interactuando con la forma replicativa del mismo aunque esta ausente
en la particula viral infecciosa, hecho que se da en diferentes flavivirus
(Lindenbach y Rice, 1999). Se ha demostrado que participa en las primeras
fases de la replicacion viral de acuerdo con su retencion en los organelos de la
célula infectada y con su capacidad para interactuar con las membranas
(Flamand y cols., 1999). Su funcién extracelular tampoco es clara, pero es otro
de los principales blancos de la respuesta humoral (Yabar, 2003; Rojo y
Delgado, 2004; Lindenbach y cols., 2007).

1.3 Estrategia de replicacion viral

Tras la picadura del mosquito hembra infectado con DENV, éste libera
particulas virales en el sitio de la inoculacion (piel), donde las células de
Langerhans, a través de la molécula DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific ICAM-3-
Grabbing Nonintegrin) o CD209, interacciona con el virus, permitiendo su
entrada a las células via endocitosis mediada por receptor, al reconocerse
sitios de glicosilacion en el dominio Il de la proteina E viral (Del Angel y
cols., 2006). Una vez dentro, la fusibn de la membrana viral con la del
endosoma inicia por una disminucion en el pH que propicia un cambio
conformacional en la proteina E, permitiendo asi la liberacion del genoma viral,
iniciando asi, la traduccion de la poliproteina, que posteriormente es procesada
en la membrana del reticulo endoplasmico y para lo cual es necesaria la
participacion tanto de proteasas virales como de la célula del hospedero.
(Mackenzie y Westaway, 2001; Rojo y Delgado, 2004; Clyde y cols., 2006;
Lindenbach y cols., 2007).

La proteina NS5 funciona como RNA polimerasa viral, por lo que de inmediato
se inicia la replicacion mediante la generacion de formas circulares del genoma
viral que favorecen la union de la RNA polimerasa. Posteriormente se inicia la
sintesis de cadenas negativas de RNA (intermediario de replicacion) que sirven
como molde para la sintesis del RNA de polaridad positiva. El ensamblaje se

lleva a cabo en la membrana del reticulo endoplasmico, desde el cual las



particulas virales son transportadas al aparato de Golgi para su maduracion y

posterior liberacion por exocitosis (Yabar, 2003; Clyde y cols., 2006).

Cabe sefialar que algunos estudios han demostrado que durante el proceso de
replicacion, la proteina NS1 se sintetiza en la célula infectada como mondémero
soluble y rapidamente se dimeriza en el lumen del RE, posteriormente se
transporta a la superficie de la célula (NS1 asociada a membrana {mNS1}) y se
libera al medio extracelular como NS1 secretada (sNS) (Winkler y col., 1989).
En el medio extracelular se registran altos niveles de proteina NS1 en forma
hexamérica, debido a su secrecion por las células hospederas acumulandose
en grandes cantidades (hasta 50 pg/mL) en el suero de los pacientes
(Libraty y col., 2002). También es posible encontrar proteina E diméricas en la
superficie celular, por ello es que ambas proteinas se consideran los
principales blancos de la respuesta inmune humoral (Flamand y cols., 1999),
de ahi que sea fundamento para realizar diagnéstico de laboratorio mediante la
deteccidn de anticuerpos contra NS1 por ELISA o técnicas para la deteccion de

anticuerpos dirigidos hacia ambas proteinas, como en el Western blot.

1.4 Respuesta inmune humoral en Dengue

Los anticuerpos se consideran el mecanismo mas importante de proteccién en
la infeccion por DENV, presentdndose dos tipos de respuesta serologica:
primaria y secundaria (Halstead, 2003). Durante la infeccion primaria tiene
lugar un aumento lento y gradual de los anticuerpos de tipo IgM, que pueden
ser detectados en mas del 95 % de los casos a partir del cuarto dia de la
enfermedad y haciéndose indetectables al cabo de 30 dias, encontrandose en
mayores concentraciones que en infecciones secundarias (Cologna vy
Rico-Hesse, 2003; Karataa y cols, 2003). Los anticuerpos IgG, en cambio, se
elevan lentamente a partir del quinto a sexto dia del comienzo de los sintomas,
los cuales son maximos hacia los 15 a 21 dias, a diferencia de la infeccion
primaria, en las infecciones secundarias se produce un incremento muy

temprano de los anticuerpos y pueden detectarse elevados titulos a partir del



segundo dia (figura 3) (Kouri y cols., 1983; Teles y cols., 2005; Wilder-Smith y
Schwartz, 2005).

INFECCION PRIMARIA

Viremia

,

~

0 4 & 14 21 50

Fase Aguda Fase Convaleciente

INFECCION SECUNDARIA

;
~

4 [ 14 21 50

Viremia

LD

Fase Aguda Fase Convaleciente

Dias de evolucion de la enfermedad

Fig.3. Respuesta de anticuerpos durante la infeccién primaria y secundaria por DENV.
(Guzmany cols., 2010)

Lo anterior resume la respuesta de anticuerpos en pacientes que sufren una
primoinfeccion, sin embargo, el hecho de que se formen complejos
antigeno-anticuerpo durante el curso de una infeccion secundaria con serotipo
distinto al que causé la primoinfeccién, son el principal factor de riesgo para
sufrir FHD y sobre el cual recae el peso de desarrollar esta forma grave, por
ello se ha propuesto el modelo de infeccion facilitada por anticuerpos (ADE, del
inglés Antibody Dependent Enhancement) (Martina y cols., 2009). Este
fenbmeno se asocia comunmente a la inmunopatogenia del dengue y se
presenta con frecuencia en zonas endémicas donde circula mas de un serotipo
de DENV, estimulando y exacerbando la respuesta inmunitaria del paciente
(Halstead, 2003). Este proceso se presenta durante la fase aguda de la
infeccion, donde las particulas virales en circulacion solo se replican
especificamente en células B y en monocitos (Theofilopoulos y cols., 1976), ya
que ambas células tienen receptores Fc lo que las convierte en blancos

potenciales (Martina y cols., 2009).



Los anticuerpos producidos y dirigidos contra el serotipo de la primoinfeccion,
reconocen y forman complejos con el segundo serotipo de virus causante de la
reinfeccion, segun ésta teoria, las cantidades subneutralizantes de
inmunoglobulinas especificas del tipo IgG no protegen frente a un segundo
serotipo y, por el contrario, al reaccionar con el segundo serotipo forman
complejos virus-anticuerpo que facilitan la entrada del virus a la célula de linaje
fagocito mononuclear a travées de la union del fragmento Fc de la
inmunoglobulina y el FcR de la célula diana. Este mecanismo incrementa la
proporcion de células infectadas, la viremia y la capacidad de dispersion del
virus en el organismo. Ademas, se estimula la activacién de linfocitos y
macréfagos, induciendo la liberacion de citocinas y otros factores solubles que
alteran, entre otros aspectos, la fisiologia del tejido endotelial, promoviendo la
extravasacion y la formacion de edemas, petequias y hemorragias
(Cabezas, 2005; Heymann, 2009; Dejnirattisai y cols., 2010; Velandla y
Castellanos, 2011).

Ademas del mecanismo descrito, los anticuerpos anti-DENV tienen reactividad
cruzada con las plaquetas y células endoteliales en humanos y ratones
(Falconar y Young, 1990; Lin y cols., 2006), mecanismo efector mediado por
complemento, los anticuerpos de mayor importancia son aquellos dirigidos
contra NS1, éstos reconocen un antigeno aun no identificado, homaélogo a esta
proteina y presente en la superficie del endotelio, lo anterior fue demostrado en
pacientes con elevadas concentraciones plasmaticas de las proteinas C3y C1q
del complemento (Cabezas, 2005; Heymann, 2009; Velandla vy
Castellanos, 2011).

En la actualidad la relacion entre los anticuerpos de tipo IgM e I1gG se usan con
mayor frecuencia para distinguir entre infecciones de tipo primarias y
secundarias, y al ser tanto la proteina E como la NS1 blanco de respuesta de
anticuerpos de tipo IgG, es que se analiza, su patron de aparicion durante la
infeccion por dengue, por fenomenos de reactividad cruzada entre serotipos y
por su influencia al potenciar la respuesta inmune lo que deriva en el desarrollo

de la forma grave de la enfermedad.



1.5 Diagnéstico

El diagndstico de laboratorio se basa en la deteccion tanto de antigenos virales
y de anticuerpos especificos contra el virus en el suero de los pacientes con
sospecha de la enfermedad. Entre las metodologias que se emplean se
encuentra la deteccion de la proteina NS1 viral o de anticuerpos IgG por
ELISA, al igual que del genoma viral por RT-PCR o el aislamiento del virus
mediante la inoculacién de la muestra en cultivos de células C6/36 y su
posterior identificaciébn por inmunofluorescencia (IFA), todas a partir del suero
del paciente y durante los primeros 5 dias después de la aparicion de la fiebre.
Si la muestra se toma en un tiempo posterior, se realiza la deteccion de
anticuerpos de tipo IgM o IgG por ELISA (algoritmo vigente para el diagnostico

de dengue, disponible en linea a traves de la pagina www.dgepi.salud.gob.mx).



2. JUSTIFICACION

Durante la infeccion por DENV, el hospedero desarrolla una respuesta humoral
dirigida principalmente contra las glicoproteinas E y NS1 virales y ya que se ha
descrito que son antigenos serotipo-especifico y principales blanco de la
inmunidad humoral del hospedero, en este trabajo se pretende analizar la
respuesta de anticuerpos IgG en pacientes con dengue, asi como la reactividad
cruzada que se puede dar entre los serotipos virales, hecho que da lugar al

fendmeno de infeccion facilitada por anticuerpos (ADE).

3. HIPOTESIS

Independientemente del serotipo viral infectante, los pacientes con dengue
generan anticuerpos de tipo IgG contra las proteinas E y NS1 del DENV que

son capaces de reconocer antigenos de serotipos heterdlogos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta de anticuerpos de tipo IgG anti-proteina NS1 y anti-
proteina E del DENV en sueros de pacientes con dengue mediante la prueba
Western blot, y de manera conjunta determinar si es que existe reactividad

cruzada entre los diferentes serotipos virales.

4. 2 Objetivos particulares

1. Estandarizar un procedimiento de Western blot para la deteccion de
anticuerpos 1gG anti-proteina NS1 y anti-proteina E de los cuatro
serotipos del DENV.

2. Analizar la respuesta de anticuerpos IgG contra las proteinas E y NS1
de los cuatro serotipos virales en sueros de pacientes con dengue

mediante la técnica de Western blot.

3. Estudiar la reactividad cruzada existente entre serotipos virales para las

muestras de los casos estudiados.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Células C6/36
Para la obtenciébn de antigeno viral se empleé la linea celular C6/36

(Ae. albopictus), la cual se propagé en medio MEM (Medio Minimo Esencial,
GIBCO, Invitrogen, Camarillo CA, USA) suplementado con 10 % de suero fetal
bovino (SFB, GIBCO) y para su mantenimiento se utiliz6 MEM con SFB al 2 %,
en ambos casos con 1 % de amino&cidos no esenciales, vitaminas, L-glutamina
y antibiético-antimicético (GIBCO). La linea celular se incubd en todo momento

a 28 °C en atmosfera carente de CO..

6.2 Obtencion de abasto viral
Se emplearon cepas de referencia de DENV-1 (Hawaii), DENV-3 (H87) y de

DENV-4 (H241) y una cepa de DENV-2 aislada y caracterizada en el INDRE a
partir de un caso de dengue clasico (Cam7786). Los virus se propagaron en
cultivos de células C6/36 en condiciones de mantenimiento y se incubaron a
28 °C en atmoésfera carente de CO, hasta que el efecto citopatico fue evidente.
Las células se cosecharon junto con el medio y se centrifugaron a 5000 xg
durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se colecté y almacené a -70 °C hasta

su utilizacion.

6.3 Titulacion viral por el método de formacion de placas liticas
Cuando se contaba con suficiente abasto viral, se procedi6é a su cuantificacion.

Para ello se utilizé la técnica de formacion de placas liticas en células
BHK-21 (Baby Hamster Kidney), que consistié en preparar diluciones del virus
e inocular cada una de ellas sobre una monocapa celular confluente
(150x10° células) en placas de 24 pozos (COSTAR, Corning Inc., NY, USA), se
incubd durante 2 horas y posteriormente el sistema se inmovilizO mediante la
adicion de un medio semisolido (MEM 2X-carboximetilcelulosa al 3 %) y se
incub6 durante 5 dias. La visualizacion y conteo de las placas liticas se realizé

por la adicién del colorante naftol azul-negro al 0.1 % en agua destilada.
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La dilucion optima del virus fue aquella en la que se contaron entre 10 y 100
placas liticas y el titulo viral se obtuvo usando la siguiente férmula:
(Numero de placas)(dilucion)(volumen) = Unidades formadoras de placa/mL
(UFP/mL).

6.4 Infeccion de células C6/36
Se emplearon cultivos de células C6/36 con una confluencia de 70-80 % en

botellas de 25 cm? Posteriormente se descarté el medio contenido en las
botellas y se adicionaron 5 mL de MEM de mantenimiento, se inocul6 el virus a
una MOI (Multiplicity of infection, que se define como la cantidad de virus
inoculado por célula de cultivo celular) de 1 (que se entiende como una particula
de virus por cada célula) y el sistema se incub6 a 28 °C en atmosfera carente de

CO; hasta que el efecto citopatico fue evidente.

6.5 Obtencion de antigeno
A los cultivos de células C6/36 infectadas se les retird el sobrenadante y la

monocapa celular se lavé con PBS (solucion amortiguadora de fosfatos) pH 7.4
procurando no dafarla, el lavado fue descartado. Posteriormente se
adicionaron 5 mL de buffer de lisis (75 ymol/L KCI, 1 % de Tritbn 100 X,
0.2 mmol/L de inhibidores de proteasas [Complete, Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania]) y la botella fue colocada sobre bafio de hielo con
agitacion suave durante 30 min o hasta el desprendimiento total de la
monocapa. El lisado celular fue transferido a microtubos y se centrifugé a
14,000 xg durante 10 min a 4 °C para después cosechar el sobrenadante y

guardarlo en fracciones de 1 mL a -20 °C hasta la cuantificacion de proteinas.

6.6 Determinacion de proteinas
La cuantificacion de proteinas fue realizada por el método de Lowry, para lo

cual se preparo y siguio el sistema que se muestra a continuacion:
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e Solucioén A.
- 50 mL de Na,CO3 al 2 % en NaOH 0.1 N.
- 0.5 mL de Tartrato de Sodio (Na,C4H4O¢) al 2 %.
- 0.5mL CuSO4 al 1 %.

e Solucion B.

- Reactivo de Folin — Ciocalteu (comercial) dilucion 1:2.

e Estandar de albumina sérica bovina (BSA) a 0.2 mg/mL.

Tubo
Reactivo 0 1 2 3 4 5 6 7 Problema
ML H,O 1000 | 975 | 950 | 900 | 800 | 600 | 500 - -
ML BSA (0.2 mg/mL) | --- 25 | 50 | 100 | 200 | 400 | 500 | 1000 -

ML Problema 1000
mL Sol. A.* 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Mezclar y dejar reposar 10 minutos
ML Sol. B.2 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 | 300 300

Mezclar y dejar reposar 30 minutos a 1 hora

Leer a 500 — 550 nm (A)

*La solucién A es estable un dia. Al realizar la elaboracion de la solucién de Na,CO; al
2 % en NaOH 0.1 N, es de suma importancia que la adicion de reactivos sea en el
orden sefialado.

a Esta debe ser preparada en el instante y debe protegerse de la luz.

6.7 Muestras clinicas
Se utilizaron 150 muestras de suero de pacientes en fase aguda y

convaleciente con sintomatologia tipica de dengue, provenientes de brotes
ocurridos durante el afio 2010 y las cuales fueron analizadas para anticuerpos
IgG anti-dengue por ELISA indirecta (Panbio Dengue IgG Indirect ELISA,
Panbio, Australia). Las muestras fueron proporcionadas por la Seccion de
Virologia del Laboratorio Estatal de Salud Publica de Veracruz (LESPVer),

siendo incluidas, aquellas estériles, sin hemdlisis y no lipémicas.
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Como control se procesaron 50 muestras de donadores sanos, de zonas no
endémicas y sin antecedentes de haber padecido dengue. Todas las muestras

fueron conservadas a 4 °C desde el momento de su obtencion.

6.8 ELISA indirecto para detectar anticuerpos IgG anti-dengue
Para la determinacion de anticuerpos IgG anti-dengue en muestras de suero,

se utiliz6 el equipo comercial Panbio Dengue IgG Indirect ELISA, Panbio,
Australia, el procedimiento se realiz6 de acuerdo a las indicaciones del
fabricante: las placas de 96 pozos estaban sensibilizadas con una mezcla de
antigenos de los 4 serotipos del virus del Dengue. En los micropocillos se
colocaron 100 pL de la muestra de suero de paciente diluido (10 yL de suero
de paciente en 1000 yL de diluyente de muestra), controles o calibradores, la
placa se incubd durante 30 min a 37 °C. Posteriormente se lavo con solucion
de lavado (Tris-NaCl, 1 % Tween 20) y se adicionaron 100 pyL de anti-IgG
conjugada con HRP en cada pocillo, la placa se incubé durante 30 min a 37 °C.
Posteriormente se lavo 6 veces con solucion de lavado (Tris-NaCl, 1% Tween
20) y se adicionaron 100 pL de solucién de revelado (0.015% de una mezcla de
3, 3, 5, 5'-tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno en tampon citrato-acido
citrico), se incub6é durante 10 min a temperatura ambiente (20 °C),
cronometrando desde la primera adicién y finalmente se adicionaron 100 pL de
solucion de paro (HsPO4 1 M). La placa se leyé 30 minutos después de haber
detenido la reaccion en un lector de microplacas Multiskan® Plus (Labsystems,
Vantaa, Finlandia) a 450nm y con las densidades Opticas (DO) obtenidas, se
calculo el valor del punto de corte (CO) que corresponde al valor medio de las
DO de los triplicados del Calibrador por el factor de calibracién. También se
calculo el valor indice dividiendo la absorbancia de la muestra entre el punto de
corte y posteriormente este indice fue multiplicado por 10 para expresar los

datos en unidades Panbio y asi obtener el resultado para la muestra.

16



6. 9 Western blot
Se elaboraron geles de poliacrilamida al 10 % y se cargaron con 0.2 mg de

proteinas totales provenientes de los lisados celulares en condiciones no
reductoras y se procedio a realizar una electroforesis a 110 V. Los geles se

elaboraron como se muestra en las siguientes tablas:

Componentes del gel Cantidad para 10 mL
separador (2 geles de 8 x 10 cm)
Agua destilada 4 mL
Acrilamida 30 % -
bisacrilamida 0.8 % 33 mb
Regulador del gel de
separacion, Tris — Base 2.5mL
2 M, pH 8.8.
SDS 10 % 100 pL
APS 10 % 100 pL
TEMED 8 uL
Componentes del gel Cantidad para 2 mL
concentrador (2 geles)
Agua destilada 2.8 mL
Acrilamida 30 % -
bisacrilamida 0.8 % 060 uL
Regulador del gel
concentrador, Tris — HCI 500 pL
2 M, pH 6.8.
SDS 10 % 40 pL
APS 10 % 40 pL
TEMED 6 UL

Posteriormente se realizé la inmunoelectrotransferencia a membrana de
nitrocelulosa con tamafo de poro de 0.22 uym durante 1 h a 100 V. Para
corroborar la transferencia se comprobo la presencia de los marcadores de

peso molecular en la membrana y ademas esta se tifié con Rojo de Ponceau S
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(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) para detectar las bandas de las proteinas
transferidas y posteriormente se destifid con lavados exhaustivos de agua
bidestilada.

Una vez lavada la membrana se bloqued durante 2 h con PBS-Tween 20 al
0.05 %-leche descremada al 5 % (regulador de blogueo) a temperatura
ambiente (20 °C) y con agitacion constante, después se realizaron cinco
lavados con PBS-Tween 20 al 0.05 % y se cortaron tiras de 3 mm de ancho. De
manera independiente, a las tiras se les adicionaron 500 pyL de los sueros a
una dilucion 1:100, se dejaron incubar durante 1 h a temperatura ambiente
(20 °C) y con agitacion constante. Posteriormente se realizaron cinco lavados
con PBS-Tween 20 al 0.05 % y se adicion6 el conjugado anti-lgG humana-
Peroxidasa (Jackson, ImmunoResearch) a una dilucién 1:7000, se incubé 1 h a
temperatura ambiente (20 °C) y se lavé cinco veces con PBS-Tween 20 al
0.05 %. Finalmente se adicionaron 500 uL de la solucién de revelado Tris—Base
0.05 M, pH 7.4, H,O, 30 %, 5 mg de Diaminobencidina (DAB)] y se incub6 a
temperatura ambiente (20 °C) hasta la aparicion de bandas (al menos en el
control positivo). La reaccion de revelado se detuvo mediante la adicion de
agua bidestilada, el sobrenadante se desechd y las tiras se dejaron secar para
su interpretacion. Como control positivo se emplearon anticuerpos
monoclonales (AcMo) anti-proteina NS1 diluciéon 1:1500 (Abcam, Inglaterra) y
anti-proteina E dilucién 1:50 (ATCC, clona 3H5) del virus del dengue en ambos
casos se adicion6é un conjugado anti-raton IgG total, dilucion 1:500 y un

revelador para evidenciar la reaccién en las tiras control.

6.10 Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con el programa

MedCalc® versiéon 11-3-0.0 (2010) y con el programa Prism 5 (GraphPad,
2007).
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencion del abasto viral
Como primer paso fue indispensable obtener un abasto de todas las cepas de

DENV, esto se realiz6 mediante su propagacion en células C6/36 hasta que el
efecto citopatico fue evidente (figura 5) el cual se caracterizo, por la formacion
de sincicios, observandose el redondeamiento, aumento de tamafio celular y

células multinucleadas, que conllevd al desprendimiento y la destruccién de la
monocapa.

Fig. 5. Células C6/36: (A) sin infeccion, (B) infectadas con DENV-2 a las 72 hpi,
(C) infectadas con DENV-1 a las 72 hpi y (D) infectadas con DENV-3 a las 96 hpi, 10x.
Las flechas indican el efecto citopatico.

El virus fue cuantificado por el método de formacion de placas liticas sobre

células BHK-21 (figura 6) y el titulo obtenido fue de 1.6x10°, 3.6x10° 6x10° y
1.2x10* UFP/mL para DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, respectivamente.
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Lo anterior se realiz6 con el objetivo de garantizar la infeccién de los cultivos
celulares, asi como para conocer la cantidad de in6culo con la cual fue infectada

la monocapa celular.

10-3 Control
10?2 - 10°
10 10

10+

Sin dilucioén

Fig. 6. Titulacion de DENV-1 por formacion de placas liticas en células BHK-21. El
virus se probé a diferentes diluciones (10™*-10®) por triplicado y como control negativo

se utilizé sobrenadante de células sin infeccién.

7.2 Determinacion de proteinas
Una vez que se contd con suficiente lisado celular de los cuatro serotipos

virales, se procedio a cuantificar las proteinas provenientes de la infeccion, con
la finalidad de tener en todos los sistemas la misma concentracién de proteina
proveniente de la infeccion, el resultado de las determinaciones fue el siguiente
(tabla 1):

Tabla 1. Cantidad de proteina presente en los lisados celulares infectados con cada

serotipo viral del DENV. Concentracion de proteina
(mg/mL)
DENV-1 0.58
DENV-2 0.52
DENV-3 0.50
DENV-4 0.49
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7.3 Deteccidén de IgG anti-DENV por Western blot
Como parte de la estandarizacién del Western-blot, se llevé a cabo la titulacién

de los AcMo que se emplearon tanto para la deteccion de los antigenos E y
NS1 virales como del conjugado anti-lgG humana, obteniendo que el AcMo
anti-NS1 se emplearia a una dilucion de 1:1,500, el anti-E a la dilucion 1:50 y el
conjugado anti-IgG a una dilucion 1:7,000 (figura 7), ya que esta dilucion no fue
realizada durante el proceso de titulacion del anticuerpo el criterio para elegirla
consistié en tomarla como punto medio entre las diluciones 1:5,000 y 1:10,000,
teniendo como referencia la intensidad del bandeo observada en las tiras
correspondientes a éstas diluciones, este hecho fue corroborado al emplear la
dilucion en las muestras de pacientes lo cual permitié distinguir entre aquellas
que eran positivas de las que no lo eran, otra razon por la cual se empleé6 fue
economizar el reactivo para realizar todas las determinaciones de las muestras

problema y controles.

A. B.

4.2 3 & 'S B ¥FS 35 1010 2 1 2 3 & 5 & 7 8 %10
15kDa —>
5U|-:|3_)

80kDa ———>

Fig. 7. Titulacion de anticuerpos para Western-blot. A: Titulacion de AcMo anti-NS1 y
anti-E. (1) MPM, (2) Control de reaccion, (3) Control conjugado, (4) anti-NS1 1:1500,
(5) anti-E 1:50, (6) anti-NS1 1:200, (7) anti-NS1 1:400, (8) anti-NS1 1:800, (9) anti-NS1
1:1,000, (10) anti-NS1 1:1,500, (11) Control de reaccion, (12) Control conjugado. B:
Titulacion de conjugado anti-lgG humana-Peroxidasa (hu-HRP). (1) MPM, (2) Control
negativo, (3) Control positivo de reaccién, (4) anti-lgG-hu-HRP 1:5,000, (5) anti-lgG-
hu-HRP 1:10,000, (6) anti-lgG-hu-HRP 1:20,000, (7) anti-lgG-hu-HRP 1:40,000,
(8) anti-lgG-hu-HRP 1:80,000, (9) anti-lgG-hu-HRP 1:160,000, (10) anti-lgG-hu-HRP
1:100,000.
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Una vez que se estandarizaron las condiciones de deteccion de las proteinas E
y NS1 virales, se procesaron las muestras de suero de los pacientes, para
detectar anticuerpos de tipo IgG anti-NS1 y anti-E en pacientes que cursaban la
fase aguda o convaleciente de dengue para uno o los cuatro serotipos
existentes mediante Western-blot (figura 8). Se observaron bandas
correspondientes al reconocimiento de los antigenos NS1 y E, que se
encontraron cerca de los pesos moleculares reportados, 84 kDa para la forma
dimérica de la proteina NS1 y 64kDa para monomeros de proteina E. Cabe
destacar que las 150 muestras que se indicaron asi como los controles, fueron
analizadas para anticuerpos IgG anti-dengue por ELISA indirecta, de las
muestras con sintomatologia similar a dengue, solo 119 presentaron resultado
positivo para anticuerpos de tipo IgG, por ello Unicamente éstas fueron
consideradas para realizar el tratamiento y andlisis de resultados
correspondiente. Se resalta que no todos los sueros presuntivos para dengue
mostraron respuesta de anticuerpos IgG hacia ambos antigenos virales,
algunos solo fueron positivos para alguno de los dos (tabla 2) o negativos para

ambos.

1 2 3 -4 5 6 7 8.9 10-41 12 14314 45 1617 161920 21

75 kD

50 kD

Fig. 8. Western blot de muestras de dengue para detectar IgG’s especificas contra
DENV-2. (1) MPM, (2) Control de reaccién, (3) Control de anticuerpos primarios,
(4) Control de conjugado, (5) Control positivo anti-NS1, (6) Control positivo anti-E,
(7) Control negativo, (8-21) Muestras de pacientes.
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Tabla 2. Resultados de ELISA y Western blot para la deteccién de anticuerpos 1gG

anti-DENV en muestras de suero de pacientes con dengue.

Western blot (IgG anti-)
Muestra Evolucion | ELISA DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
(dias) (IgG)

NS1| E INS1| E INS1| E |INS1| E

2217 + + + + + + + + +
2242 + - - + + - - - -
2267 0—-5 + + - + - + - + +
2297 + + + + + - - - -
2339 + - - - + - + + +
3177 + A I D I D B
1687 + - - - - - - - -
1743 + - + + + + - - -
1777 + - + + + + - + +
1825 + - - - - - - - -
1835 + + - + - + + - -
1842 + + - + + + + + n
1953 + + + + + + + + +
1975 + + - + + + + + +
1997 + + + + + - - + +
2005 + - + + + - - - -
2006 + + - + + + - - -
2012 | g-11 n A P N - A
2032 + + - + - + - + +
2046 + + + + - + + + |+
2047 + + + + + + + + +
2048 + + + + + - - + -
2052 + + + + + + - - -
2084 + + - + + - - - -
2098 + + + + + - - - -
2099 + + + + + + - + -
2102 + - - + + - - - -
2103 + N ] _
2111 + + + + + + - - -
2112 + + + + + + - + +
2113 + _ 1+ [+ 1 ) | 5
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Tabla 2. Continuacion.

Western blot (IgG anti-)
Muestra Evolucion | ELISA DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
(dias) (IgG)

NS1] E INS1| E NS1| E INS1] E

2149 + + + + + - + +
2150 + 11 + 1+ 1+
2151 + + - N i + + i N
2152 + - - - - - - - -
2159 + +1-1 1. ] ] ] ]
2162 + P O R R IR B IR N
2165 + + - - - - - + -
2173 + + + + + + - + +
2194 + + + + + + - + +
2198 + + + + + + - + +
2200 + - - - - + - + +
2205 + + + + - + - + +
2214 + - - + + + - + +
2221 + + + + + - - + +
2226 + 1«1 -1 -1 ) ] ]
2241 6—11 + + + + + + - + +
2243 + B 1 11 ]
2245 + | - -1 -1-1+1-
2249 B B
2250 -1 -1 -
2252 N B
2263 N A N
2271 + + + + + + - + +
2279 + + + + + + + + +
2280 + + + + + + - + +
2281 + - + + - - + +
2283 e ) ) ]
2284 + + + + + + - + +
2295 + + + + + + + - -
2300 + + + + + - - + +
2310 + - + - + - - + +
2312 + + + + + + - + -
2313 + + - + + + - - +
2316 + + + + + + - + +
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Tabla 2. Continuacion.

Western blot (IgG anti-)

Muestra Evolucion | ELISA DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
(dias) (lgG)

NS1 E NS1 E NS1 E NS1 E
2318 + - - + + + - + +
2320 + + + + + + + + +
2321 + + ] + + _ ] ] ]
2322 6-11 + + + + + + + + +
2326 + + - + + + + + +
2327 + + + + + - - + +
2334 + - - - + - - - +
36 + - + + + + - - -
39 + + + " + + + - -
71 + - + + + + ; . ;
130 + + - + + + - + -
131 + + + + + + - - +
147 + + - + - + - + -
645 + + + + + . } + ;
747 + - - - - - - - -
802 + + + + + + + + -
804 + - + + + + + + +
819 + + - + + + - + +
850 + - - - - - - - -
857 >11 + - + + + 3 ) 3 +
877 + + + + + + + + +
956 + + + + + + - - -
990 + + + + + - - + +
1028 + + + + + + - - -
1058 + + - + + + + + +
1078 + . . . - i - - -
1095 + + - + - ¥ + N N
1219 + - - - - - - - -
1271 + + + + + + - + -
1299 + - - - - - - - -
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Tabla 2. Continuacion.

Western blot (IgG anti-)
Muestra Evolucion [ ELISA DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
(dias) (IgG)

NS1|] E |[NS1| E |[NS1| E NS1] E

1312 + - + + + . . . .
1453 + - + + + + + + +
1506 + + + + + + - + ,
1533 + - - + - - - - -
1576 + + + " + - - - -
1582 + + + + + + - - -
1597 + - - - - - - - -
1661 + + + + + + + + +
1663 + + - + + - - + -
+ - + + + + - + -

e A EE A B
1742 + + + + + - _ - _
1746 + - + + i . ; i ;
1747 + - + + + + - + +
1846 + - - + + - - - -
1917 + + - + + + - + +
1954 + + + + + - - + +
1998 + + + + + + - - -
2000 + - + + + + - - +
2008 + - - + + + - + +
2153 + + - + + + - + +
2211 + - - + + - - + +
2239 + + - + + + - - +
2311 + + + + + + - + +

*Fase aguda: 0 — 5 dias.
Fase convaleciente temprana: 6 — 11 dias.
Fase convaleciente tardia: > 11 dias.

La tabla anterior muestra en su contenido los datos a partir de los cuales se
realizaron tanto el tratamiento como el analisis de los mismos, entre ellos estan
que, solo 119 de las 150 muestras de pacientes con sintomatologia similar a

dengue fueron procesadas y tomadas en cuenta por su resultado positivo al
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ELISA indirecta para IgG considerando a esta ultima como referencia para
conocer las muestras de pacientes enfermos, hecho que se pudo constatar al
ser analizadas por Western — blot, la cual permitié tanto confirmar el resultado
del ELISA como es analizar la reactividad cruzada entre serotipos para este
estudio. Las muestras con resultado negativo (n = 31) para ELISA se tomaron
en cuenta para conocer si esta era capaz de detectar aquellos casos que a
pesar de presentar sintomatologia similar a dengue no se encontraban
enfermos (tabla 3), ademas en las tablas se puede observar como se
clasificaron las muestras, de acuerdo a la evolucion en dias de las fases de la
enfermedad, esta fue establecida por el laboratorio a la toma de muestra,
indicando que el dia cero correspondio a la aparicion de la sintomatologia de la

enfermedad (inicio de la fiebre).

Tabla 3. Resultados de ELISA y Western blot de deteccion de anticuerpos IgG

anti-DENV en muestras de suero de pacientes con sintomatologia similar a dengue.

Western blot (IgG anti-)
Muestra Evolucion f ELISA DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4
(dias) (IgG)

NS1| E INS1| E INS1| E [NS1| E

114 - - + - - - - - -
468 - - - - - - - - -
774 - + + + + + - - -
1598 - + - - + + + + +
1790 - - - - - - - + | o+
1893 - + + + + + - - -
1946 - - - - - - - - -
2184 0-=5 - - - - - - - - -
2275 - - - i} . + ] + _
875 - - - - - - - - -
1085 - + - - + + - + +
1988 - - + ; ; ; - - ;
2002 - - - - - - - - -
2045 - + - - - + - - -
2157 - - + ; ; ; - - ;
2160 - - - - - - - - -
2164 - ; + ; ; 3 n ) n
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Tabla 3. Continuacion.

Muestra

Evolucién
(dias)

ELISA
(lgG)

Western blot (IgG anti-)

DENV-1

DENV-2

DENV-3

DENV-4

NS1 E

NS1

E

NS1

E

NS1] E

2246

2298

2317

6-11

+

+

+

73

368

407

513

722

968

1048

1879

1985

2050

2116

2118

2120

2209

Con base a los resultados anteriores en la figura 9 se observa un mayor

reconocimiento antigénico contra la particula viral del serotipo 2 del dengue

virus que contra los antigenos de los otros serotipos virales.
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Fig. 9. Respuesta de anticuerpos tipo IgG contra cada serotipo viral del dengue,

determinada por Western blot, empleando muestras de pacientes con dengue (n=119).

Con los datos que arrojé el estudio ya tratados se realizé el analisis del
reconocimiento de los antigenos virales de interés (la proteina NS1 y la

proteina E) para cada serotipo viral, resultados que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de deteccién de IgG anti-DENV por Western blot para cada
serotipo viral con muestras de pacientes con dengue (n=119).

Western blot | Positivos | Negativos

NS1 80 39

Serotipo 1 E 67 52
E-NS1 51 23

NS1 99 20

Serotipo 2 E 90 29
E-NS1 86 16

NS1 73 46

Serotipo 3 E 25 94
E-NS1 24 45

NS1 68 51

Serotipo 4 E 62 57
E - NS1 54 43
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En la tabla anterior se muestra la presencia de anticuerpos hacia ambos
antigenos virales para cualquier serotipo del virus del Dengue, con la finalidad
de analizar cual es el posible patron de respuesta durante el curso de la
infeccion por DENV. En la figura 10, se corrobora la evidente seropositividad
para el DENV-2 y con ello, se observd de manera mas clara que estos
pacientes montaron una mayor respuesta de anticuerpos IgG contra la proteina
NS1, sin dejar de lado que dicha respuesta también es evidente para los
serotipos restantes. En general, los pacientes tendian a montar una mayor
respuesta de anticuerpos IgG anti-NS1 que anti-E cuando se evalu6 la
respuesta de manera individual hacia cada antigeno, pero al estudio de la
respuesta hacia ambas proteinas se tuvieron muestras que eran seropositivas
hacia ambos antigenos del virus en menor proporcion con respecto a la

respuesta que se tuvo hacia ellos de manera individual.

100
90-

- o
= o >
1 1 1

I | lay)
L -
1 1

Seropositividad (%)

30-

04 | | | 4
DENV-1 ' DENV-2 ' DENV-3 ' DENV-4

B o-NS1 [ Jo-E [ a-Eya-NST

Fig. 10. Deteccion de IgG anti-DENV por Western blot para cada serotipo viral con
muestras de suero de pacientes con dengue (n=119).
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En la figura 11, especificamente para el DENV-3 se analiz6 el niumero de
muestras positivas hacia el antigeno E del virus en relacién con su aparicion
durante las diferentes fases de la enfermedad arrojando que, se tuvo mayor
reactividad de anticuerpos IgG hacia el antigeno en la fase aguda de la
enfermedad, siguiendo en seropositividad el DENV-2, donde se encontraron
muestras para ambas fases de la enfermedad y siendo nula para los serotipos
restantes, la fase convaleciente fue la que tuvo mayor nimero de muestras
positivas y no solo para la proteina E también para la NS1 o ambos antigenos,
pero esto se encuentra en funcion al niumero mayor de muestras analizadas
para esta fase de la infeccion.
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Fig. 11. Respuesta de anticuerpos tipo IgG en las distintas fases del dengue contra las
proteinas virales E y NS1 en pacientes enfermos y determinados por Western blot.
A: DENV-1. B: DENV-2. C: DENV-3. D: DENV-4 (n=119).

31



Ya que parte importante del trabajo fue el andlisis de las reacciones cruzadas
que se dieron entre serotipos virales, en la tabla 5 se presento el porcentaje de
muestras con reactividad cruzada hacia uno o méas serotipos del DENV vy la
fase de la enfermedad a la cual correspondian.

Tabla 5. Porcentaje de muestras que presentaron reactividad cruzada hacia uno o

mas serotipos del virus del dengue.

Muestras que fueron positivas hacia:

Fase de la Un Dos Tres Cuatro
enfermedad serotipo serotipos serotipos serotipos

Aguda 1 1 1 2
Porcentaje (%) 16.6 16.6 16.6 33.3
Convaleciente

4 9 22 30
temprana
Porcentaje (%) 6.0 13.6 33.3 454
Convaleciente tardia 2 5 16 20
Porcentaje (%) 4.2 10.6 34.0 42.5

En la figura 12 se muestra de manera general, es decir, sin diferenciar entre
serotipos, la cantidad de muestras que tuvieron IgGs que reconocieron
determinantes antigénicos de uno o mas serotipos virales. En ella se observan
pocas muestras con IgGs que reconocieron solo un serotipo del virus, en el
caso de muestras positivas para dos o tres serotipos virales existi6 mayor
reactividad cruzada hacia el antigeno E, al hacer el estudio de aquellas
muestras positivas para los cuatro serotipos se observd mayor reactividad

cruzada hacia la proteina NS1.
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Fig. 12. Reactividad cruzada hacia los cuatro serotipos del DENV, determinados por

Western blot empleando muestras de pacientes con dengue (n=119).

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de reactividad
cruzada de los anticuerpos IgG contra las proteinas virales de los cuatro
serotipos del DENV, este fendmeno se present6 entre casi todos los serotipos
del DENV. Es de sefialar que se evidencio la existencia de reactividad cruzada
de anticuerpos tipo IgG hacia ambos antigenos (proteina E y NS1) y de forma
general un mayor niumero de muestras presentaron reactividad hacia los cuatro

serotipos virales y en menor proporcion los serotipos 1, 2y 4.
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Fig. 13. Reactividad cruzada de los anticuerpos tipo IgG contra las proteinas virales de

los cuatro serotipos del DENV (n=119).

Los resultados que arrojo la prueba Western blot, de igual manera permitieron
analizar si esta técnica puede ser considerada como una prueba alternativa y
tal vez con caracter confirmatorio en el diagndstico serolégico de Dengue, por
ello y teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente se generaron los

siguientes datos (tabla 6):

Tabla 6. Resultados de ELISA y Western blot para muestras de dengue y control.

IgG IgG WB positivas WB negativas
a-DENV a-DENV
- . D1 D2 |D3 D4 |D1 D2 D3 | D4
positivas negativas
Muestras
de 119 31 80 |99 |73 68 |39 |20 46 @ 51
Dengue
Muestras
0 50 0 50
Control
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8. DISCUSION

Actualmente, el dengue es una de las enfermedades con mayor impacto en
salud publica en México y en el mundo, convirtiétndose en un reto de

importancia la deteccion oportuna de los casos y el tratamiento a los mismos.

La generacion de anticuerpos es considerado el mecanismo mas importante de
proteccion en la infeccion por DENV, sin olvidar la dicotomia entre una
infecciébn primaria y una infecciobn secundaria durante el transcurso de la
enfermedad (Bielefeldt, 2000). Este es el punto de partida para que en este
proyecto se planteara estudiar primordialmente el comportamiento de la
respuesta de anticuerpos generados contra el DENV en pacientes infectados,
especificamente aquellos de tipo IgG, utilizando una prueba facil como es el
Western blot para analizarlos en las distintas fases de la enfermedad.

En el trabajo se consiguio infectar células C6/36 con los cuatro serotipos del
DENYV, pudiendo corroborar su replicacion en las células infectadas al observar
el efecto citopatico (formacién de sincicios) y una vez realizado el Western blot,
al detectar las bandas de las proteinas E y NS1 correspondientes a su peso

molecular.

Con objeto de trabajar con sistemas homogéneos en cuanto a concentracion
de proteinas provenientes de infeccion es que se propuso controlar variables
como la concentracion de proteinas del lisado celular, garantizando la infeccion
de la monocapa celular al conocer la cantidad de virus inoculado por cada
célula (MOI de 1).

En este trabajo se estandariz6 la técnica Western blot para la deteccion de
anticuerpos contra el DENV lo que permitio analizar el patron de respuesta de
los anticuerpos de tipo IgG en las distintas fases de la enfermedad, asi como,
evaluar la reactividad cruzada que se da entre serotipos hecho en el cual recae
el peso del fendmeno de ADE y como consecuencia la inmunopatogenia de la

enfermedad.

35



Como apoyo para el estudio, la prueba de ELISA indirecta sirvi6 como
referencia para seleccionar las muestras que integrarian el estudio, ya que esta
detectaba anticuerpos IgG anti-DENV al igual que en el Western blot, la
deteccion realizada fue Unicamente cualitativa, es decir, de haber o no
presencia de estos anticuerpos contra alguno de los serotipos del DENV en
sueros de pacientes. Por lo anterior, los datos reportados en el kit para la
sensibilidad de la prueba ELISA indirecta al cursar el paciente por una infeccién
secundaria es 97.9 % (IC 95 %, 92.5-99.7 %), dengue endémico tiene una
sensibilidad del 62.5 % (IC 95 %, 51.8-71.5 %) y una especificidad del 100%
(IC 95 %, 96.6-100 %) (Panbio Dengue IgG Indirect ELISA, Panbio, Australia),
datos que dieron una referencia a cerca del comportamiento de la prueba

durante el estudio.

Con base a los resultados arrojados (tabla 6), la sensibilidad para el ELISA fue
del 80 % y destacando que tanto el ELISA como el Western blot son técnicas
previamente estandarizadas y se usaron siguiendo las especificaciones del
fabricante asi como las reportadas para el Western blot, los porcentajes de
sensibilidad que se obtuvieron indican, que al emplear una dilucién establecida
de suero hay pacientes que pudieron tener bajo titulo de anticuerpo, por lo que
éstos pueden pasar desapercibidos y no ser detectados, dando lugar a un falso
negativo, este tipo de resultados se pueden presentar también al tener altos
titulos de anticuerpo, hechos que se pudieron presentar al analizar las
muestras por ambas pruebas. Hay que tener en cuenta que la confiabilidad del
estudio depende de la enfermedad de interés, las condiciones reales en el
medio y de la colectividad, lo que hizo considerar que se trata de una
enfermedad endémica, por tanto hay circulando varios serotipos virales como
genotipos de un mismo serotipo, los cuales pueden provocar fendmenos de
reactividad cruzada, hechos que indican que el Western blot no puede ser
considerada como herramienta para el diagnéstico pero si para conocer el
patréon de respuesta de los anticuerpos IgG, asi como para evaluar los

fendmenos de reaccion cruzada entre serotipos.

Un punto a retomar son las muestras de la tabla 3 donde se observan las

muestras con resultado negativo para ELISA pero positivo para Western blot, lo
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que puede indicar que el ELISA es capaz de diferenciar entre pacientes
enfermos de aquellos que no lo son o que la sensibilidad del Western blot
permitié detectar esas muestra positivas y que se pudo corroborar este hecho
ya que al observar en las tiras correspondientes a los controles tanto de
reaccion como de anticuerpos primario y secundario y los controles positivos,
no presentaron ninguna inespecificidad que indique que estos son falsos

positivos.

Esta técnica, por lo tanto, permite separar eficientemente una mezcla de
antigenos de interés y su deteccibn empleando anticuerpos, puede ser
mejorada si se probaran diluciones de suero que permitieran tener en
consideracion aquellas muestras de pacientes con titulos de anticuerpos muy

elevados como muy bajos que dan resultados falsos negativos.

El comportamiento de los anticuerpos en este estudio, permitié establecer un
comparativo entre los resultados obtenidos entre el ELISA y el Western blot.
Los resultados reportados para la prueba de ELISA indirecta para IgG (119
muestras) son la pauta para analizar los resultados del Western blot para los
antigenos proteicos E y NS1, ya que los pacientes con resultado positivo al
ELISA son considerados como enfermos de Dengue y por lo tanto, estos
expresarian cualquiera de los dos antigenos o ambos, propiciando asi la
produccién de anticuerpos contra ellos (teniendo en cuenta que estos son el
principal mecanismo de proteccion contra la enfermedad), los cuales serian

detectados mediante el Western blot.

Se observo que del total de las muestras positivas a dengue por ELISA, se
tienen algunas con resultado negativo a IgGs especificas contra NS1 en el
Western blot para todos los serotipos virales, esto puede ocurrir en caso de
una infeccién secundaria, el virus entrd en circulacion y la proteina E que se
encuentra en la superficie del virus fue reconocida, neutralizando al virus y con
ello impidiendo su replicacion, por lo tanto evitando también la produccion de la
proteina NS1 (Bielefeldt, 2000; Teles y cols., 2005; Wilder-Smith y Schwartz,
2005).
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Los casos en los que no se encontraron anticuerpos contra el antigeno E en el
Western blot pero fueron seropositivos contra NS1, sugieren que por secretarse
este Ultimo antigeno viral y encontrarse en pacientes infectados en
concentraciones por arriba de 50 pg/mL en su forma hexamérica, la respuesta
de anticuerpos fue mas evidente (Dittmar y cols., 2004). Para el caso de los
resultados de Western Blot negativos a ambos antigenos virales y que fueron
positivos en el ELISA, como ya se menciond tal vez se debi6 a que al trabajar
solo una dilucion de las muestras se pudo presentar el fendmeno de prozona o

postzona.

De manera general, los resultados de este estudio permiten observar un
porcentaje alto de seropositividad para el serotipo 2 del DENV, lo que
concuerda con otros estudios que reportan que para este serotipo se monta
una respuesta mayor de anticuerpos IgG anti-NS1 en comparaciéon con
resultados obtenidos hacia el serotipo 4 viral (Valdés y cols., 2000), ademas, se
trabajo con sueros mayoritariamente obtenidos durante la fase convaleciente
de la infeccion, momento en el cual es practicamente imposible obtener el
serotipo viral que infect6 al paciente, ya que en esta fase de la enfermedad, la
viremia va en decremento haciendo indetectable el virus. Por ello, es factible
pensar que los anticuerpos que se encontraron estan dirigidos principalmente
contra DENV-2 debido a que fue uno de los principales serotipos circulantes en

México durante 2010 (www.dgepi.salud.gob.mx), afio en el que se realiz6 este

estudio. También se hace notar que DENV-1 es el segundo en porcentaje de
seropositividad, se hace alusibn a esto, ya que, se tuvo un numero
considerable de muestras que corresponden a pacientes que padecieron
dengue clasico en el mismo afio, y segun lo reportado en la literatura el
serotipo 1 es mas frecuente en pacientes que cursaron DF (Acosta-Bas y

Gbomez-Cordero, 2005), atribuyendo a este hecho el porcentaje reportado.

La respuesta de anticuerpos de tipo IgG durante el curso de la enfermedad
contra uno o ambos antigenos virales (E y NS1) para los cuatro serotipos, fue
analizada de acuerdo al patrén que estos presentaron en las distintas fases de
la enfermedad. Es de hacer notar que se montd una mayor respuesta

inidividual de anticuerpos IgG anti-NS1 en comparacion con los anti-E, esto es
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consistente con reportes para esta glicoproteina que nos indican que el hecho
de encontrarla en su forma soluble (NS1s) es debido a que se produce en
abundancia en pacientes con la enfermedad y sus niveles en sangre son
proporcionales a los niveles de viremia y la cuantificacion de los niveles
circulantes varia entre los individuos durante el curso de la enfermedad,
oscilando de varios nanogramos a varios microgramos por mililitros
(Libraty y cols., 2002), aunque podemos observar que también se monta

respuesta hacia ambas proteinas.

Hay estudios donde se indica que la proteina NS1 se ha encontrado en altas
concentraciones en suero de pacientes infectados con dengue durante la fase
temprana de la enfermedad (Young y cols., 2000; Alcon y cols, 2002), lo que
concuerda con los resultados del presente estudio, ya que en casi todos los
serotipos, las muestras de fase aguda presentan anticuerpos contra la misma,
pero debido a que se trabajo con un numero pequefio de muestras

correspondientes a esta fase de la enfermedad, no fue evidente el fendmeno.

La fase convaleciente de la enfermedad present6é una mayor respuesta hacia la
proteina NS1, esta proteina es detectable desde el dia que aparece la fiebre y
persiste hasta el noveno dia ya que al replicarse el virus es excretada, en dicho
lapso de tiempo hay produccién de anticuerpos de tipo IgM e IgG (estos
altimos, detectados por ELISA) y debido a que éstos aparecen entre el dia 6-10
de la evolucion de la enfermedad se evidencia la respuesta de anticuerpos
contra dicho antigeno (Vorndam y Kuno, 1997; Miagostovich y col., 1999),
aunque al contar con un numero mayor de muestras de esta fase de la

enfermedad, hace notoria la deteccion de anticuerpos contra ella.

Durante el curso de una infeccion primaria se muestran titulos bajos de
anticuerpos de clase IgG hacia la proteina de envoltura (E) y los pacientes
infectados secundariamente con el virus ya poseen anticuerpos de tipo IgG
contra la proteina E como parte de una respuesta de memoria, por lo que
pueden detectarse durante la fase aguda de la infeccidon, asi como también,
altos titulos a muchas otras proteinas, incluyendo NS1 (Lindenbach vy
Rice, 1999), por lo que, aquellas muestras de fase aguda procesadas que
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tuvieron anticuerpos contra el antigeno E en este estudio podrian corresponder

a pacientes que cursan una infeccion de tipo secundario.

El diagnostico serologico del dengue es complicado, a causa de los
determinantes antigénicos de reactividad cruzada compartidos ente los cuatros
serotipos virales y los Flavivirus en general (Gubler, 1996; Guzman y Kouri,
1996), hecho que se encuentra intimamente relacionado con el fenédmeno de
ADE (Morens y Halstead, 1990; Pérez, 2010). Los anticuerpos generados en
una primoinfeccién contra un serotipo de DENV, pueden neutralizar a otros
serotipos s6lo durante dos a tres meses posteriores; sin embargo, en una
infeccion secundaria con un serotipo diferente, hay un incremento de la
multiplicacion viral que es mediado por los anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes y los receptores para Fc de las células diana (Halstead y
Simasthien, 1970).

En cuanto a los resultados obtenidos en el estudio acerca de la reactividad
cruzada existente entre serotipos virales, se observd mayor numero de
muestras reactivas hacia tres serotipos. Resultados que reportan en otros
estudios indican que para los cuatro serotipos virales hay una divergencia en la
reactividad cruzada entre los anticuerpos anti-NS1, anti-E y anti-prM,
mostrando reactividad cruzada limitada los anti-NS1 (Dejnirattisai y cols.,
2010), lo que concuerda con los resultados reportados en la figura 12 y
teniendo como excepcion la reactividad cruzada hacia los cuatro serotipos
virales, donde la proteina NS1 presentd un mayor numero de muestras
seropositivas. Lo anterior se apoya en el hecho de que algunos estudios
(Muylaert y cols., 1996; Yabar y cols, 2003) indican que la integridad molecular
de NS1 es importante para la sintesis de RNA viral, y en consecuencia, para la
formacion de nuevas particulas virales, por lo tanto, debe mantenerse
conservada, ya que modificaciones o cambio de residuos aminoacidicos en su
estructura molecular podria modificar la capacidad de replicacion del virus, lo
que explica la reactividad que existe entre serotipos a pesar de tener un
mosaico de determinantes antigénicos especificos de serotipo (Young, 1990),

ya que los conservados pueden causar la reactividad cruzada.
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Por lo anterior, la prueba se ve afectada, ya que aun siendo especifica y
permitiendo identificar a pacientes con dengue, en proteina como la NS1 que
es conservada entre serotipos como entre miembros de la familia Flaviviridae,

hay una mayor probabilidad de obtener reactividad cruzada.

La infeccion con cualquier serotipo de DENV produce una amplia gama de
anticuerpos anti-E que varian en su reactividad (Wayne y cols., 2009), ya que
existe reactividad cruzada evidente entre todos los serotipos del DENV hacia
estas proteinas y esto es apoyado por estudios realizados en muestras para el
Virus del Oeste del Nilo (WNV), Virus de la Encefalitis de San Luis (SLEV) e
incluso DENV analizadas mediante Western Blot, donde fue amplia la
reactividad cruzada que se presenté hacia la proteina E. Por lo anterior, la
proteina E no puede ser considerada para establecer la diferencia entre
flavivirus por tan marcada reactividad cruzada (Oceguera y cols., 2007), pero si

para diferenciarlos de otros arbovirus.

Los resultados que se muestran en la figura 13 sugieren que los datos
obtenidos en ese rubro pueden ser atribuidos a una homologia de secuencia

(70%) y estructura entre los cuatro serotipos del DENV (Arias y cols., 1993).

Se debe tener presente que, tanto la glicoproteina E como la NS1 son objetivos
importantes de la inmunidad humoral y que juegan papel importante en la
patogénesis de la enfermedad (Alcon-LePoder y cols., 2005). Como se pudo
observar en los resultados de este trabajo, la reactividad hacia el antigeno E es
amplia, lo que sugiere que una infeccion previa o anticuerpos subneutralizantes
anti-DENV especificos contra el serotipo causal de la infeccion, pueden
interactuar con el DENV sin neutralizarlo y por lo tanto utilizar los receptores Fc
facilitando la entrada a células diana como monocitos y macréfagos

intensificando la infectividad del virus (Avirutnan y cols., 2006).
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La proteina NS1 es considerada un gran inmunogénico ya que esta puede
residir en la membrana plasmatica de células infectadas (mMNS1) y ser liberada
en forma oligomérica al medio extracelular (sNS1), hecho por el cual se
convierte en blanco de anticuerpos especificos anti-NS1 los cuales juegan un
papel importante en la proteccion contra la enfermedad asi como en su

patogénesis
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9. CONCLUSIONES

1. El Western blot permiti6 detectar anticuerpos de tipo IgG

anti-proteina NS1 y anti-proteina E del DENV en pacientes con dengue.

2. Al analizar el patrén de respuesta de anticuerpos IgG en las muestras,
se observo que existe una mayor reactividad hacia la proteina NS1 para

los cuatro serotipos del DENV.

3. Independientemente del serotipo viral que produzca la infeccidon, se
generan anticuerpos IgG contra las proteinas E y NS1 del DENV
capaces de reconocer antigenos de serotipos virales heterdlogos, por lo
que el Western blot puede ser considerado como herramienta para

estudios epidemioldgicos.
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Anexo 1: Preparacion de reactivos y soluciones

a. Para cultivo celular y aislamiento viral.

Cultivo de células C6/36 de mosquito Aedes albopictus: Medio MEM
(Medio Esencial Minimo, GIBCO Invitrogen, Camarillo, CA, USA),
suplementado al 10% con suero fetal bovino (medio de crecimiento) y para
mantenimiento se utiliz6 MEM al 2% de SFB, en ambos casos con 1% de
aminoacidos no esenciales, vitaminas, L-glutamina y antibiotico-antimicético
(GIBCO).

Solucién antibactericida y antimicotica 100X: Comercial (penicilina G

sbdica, estreptomicina anfotericina B).

Suero fetal bovino: Comercial (SFB, GIBCO, Invitrogen, Camarillo, CA,

USA), libre de micoplasma, inactivado.

Aminoéacidos no esenciales, vitaminas y L - glutamina: Comercial
(GIBCO).

b. Para obtencién de lisado celular.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X, pH 7.4: Disolver 8 g de
NaCl, 0.2 g de KCI, 0.16 g de KH,PO,y 0.79 g de Na;HPO,4 en un volumen
de 500 mL de agua destilada. Regular el pH a 7.4 con una solucién de HCI
concentrado o NaOH 1 N y aforar a 1000 mL con agua bidestilada. Filtrar
por papel Whatman #1.

Solucién de inhibidores de proteasas: Colocar una tableta de inhibidores

de proteasas (Comercial, Complete, Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania).
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Buffer de lisis: Afadir a 100 mL de agua bidestilada 0.00056 g de KCI, de
estos tomar 30 mL y retirar 1.5 mL de dicha solucion para afadir 300 pL de
Triton y 1.5 mL de inhibidor de proteasas. Almacenar a 4°C.

c. Para determinacion de proteinas.

Solucion de Na,COs; al 2% en NaOH 0.1 N: Pesar 2 g de Na,COs3 y
disolver en agua bidestilada, adicionar 0.4 g de NaOH y aforar a 100 mL.

Almacenar a 4°C.

Solucion de Tartrato de Sodio (Na,CsH;O¢) al 2%: Pesar 2 g de
Na,C4H4O¢ y disolver en agua bidestilada. Aforar a 100 mL. Almacenar a
4°C.

Soluciéon de CuSO, al 1%: Disolver 1 g de CuSO,4 en agua bidestilada y

aforar a 100 mL. Almacenar a 4°C.

d. Para electroforesis e inmunoeletrotransferencia.

Acrilamida 30%-bisacrilamida 0.8%: Pesar 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de
bis-acrilamida, disolver en agua bidestilada y aforar a 100 mL. Filtrar por

papel Whatman #1 y guardar en frascos ambar a 4°C.

Regulador del gel de separaciéon Tris-Base 2M, pH 8.8: Disolver 24.22 g
de Tris-Base. Ajustar el pH empleando HCI concentrado, hasta alcanzar un

pH de 8.8 y aforar a 100 mL con agua bidestilada. Almacenar a 4°C.
Regulador del gel concentrador Tris-Base 2M, pH 6.8: Para preparar
100 mL de solucién se deben pesar 31.6 g de Tris-HCI, ajustar el pH a 6.8

con NaOH 1N y aforar. Almacenar a 4°C.

Lauril sulfato de sodio (SDS) 10%: Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mL

con agua bidestilada.
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TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina): Este reactivo es empleado

segun el porcentaje de acrilamida que se trabaje.

Persulfato de amonio (HgN2OgS,) al 10%: Disolver 1 g de persulfato de

amonio en 10 mL de agua bidestilada. Almacenar a -20°C.

Tris-glicina 5X: Pesar 12 g de tris-base y disolver en agua bidestilada,

afiadir 57.6 g de glicina y aforar a 1000 mL.

Regulador de corrimiento, Tris-glicina (para electroforesis): Medir
200 mL de tris-glicina 5X y agregar 12 mL de SDS al 10%. Aforar a 1000 mL

con agua bidestilada. Guardar a 4°C.

Azul de Coomassie 0.06% (para tincién de geles): Pesar 300 mg de
colorante Azul de Coomassie, afiadir 150 mL de metanol al 30% y 50 mL de
acido acético glacial al 10%. Aforar a 500 mL con agua bidestilada, antes de
almacenar es necesario filtrar por papel Whatman #1 y guardar en frascos

ambar.

Decolorante para geles 1 (Metanol 50%-Acido acético 10%): Medir
500 mL de metanol absoluto y afiadir 100 mL de &acido acético glacial.
Aforar a 1000 mL con agua bidestilada.

Decolorante para geles 2 (Metanol 5%-Acido acético 7%): Para preparar
1000 mL de solucion, medir 50 mL de metanol absoluto y afiadir 70 mL de

acido acético glacial, llevar al aforo con agua bidestilada.

Regulador de transferencia: Pesar 3.02 g de Tris-Base y 14.4 g de glicina
y disolver en agua bidestilada, posteriormente afiadir 200 mL de metanol
absoluto y ajustar el pH a 8.3 con NaOH 1 N. Aforar y almacenar a 4°C

hasta su uso.
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Rojo de Ponceau 0.2%: Pesar 200 mg de rojo de Ponceau y afadir 3 g de
acido tricloroacético. Aforar a 100 mL con agua bidestilada y filtrar por papel

Whatman #1 y guardar en frascos ambar.

Regulador de lavado PBS, pH 7.4: Disolver 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI,
0.16 g de KH,PO4 y 0.79 g de Na,HPO4 en un volumen de 500 mL.
Regular el pH a 7.4 con una solucion de HCI o NaOH concentrados y aforar

a 1L con agua destilada.

Solucion de lavado PBS-Tween 20 0.05%: A un litro de PBS pH 7.4 se
afadir 500 pyL de Tween 20.

Solucién de blogueo PBS-Tween 20 0.05%-Leche 5%: A 100 mL de

PBS-Tween 20 0.05% afadir 5 g de Leche (BIO-RAD, Marnes-la-Coquette,

Francia), preparar al momento de usarse.
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