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ACTIVACION DE LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

POR EL VIRUS DEL DENGUE



RESUMEN

El Dengue es una virdsis sistémica y aguda causada por
aiguno de los 4 serotipos del virus perteneciente a la familia
Flaviviridae. En las formas graves o hemorragicas (DHF-DSS) de
la enfermedad, se ha observado que los pacientes cursan con
disminucién de la mayoria de los componentes del complemento,
por una activacién masiva. De acuerdo a los hallazgos serolégi-
cos, la mayor parte de los casos (hemorragicos) se explican por
la presencia de complejos inmunes circulantes. Sin embargo,
también se han reportado casos secundarios en sujetos con "primo
infeccién", con ausencia de CI circulantes, lo que sugiere un
mecanismo diferente en la deplecién del complemento. Diversos
cultivos celulares, infectados con virus como Sarampidn,
Epstein-Bar y algunos retrovirus, tienen la capacidad de activar
el sistema del complemento en ausencia de anticuerpo especifico.
Churdboonchart y col., reportaron que una cepa del serotipo 2
del virus del dengue fue capaz de desdoblar el componente C3 del
complemento. OBJETIVO: Estudiar laé diferencias en la activa-
cién del complemento por tres diferentes cepas del serotipo 2
del virus del dengue (NG-C, Mexicana y 1169-Indonesia), asi como
analizar los componentes virales responsables de dicha activa-
cién., RESULTADOS: Los cultivos celulares de mosquito (TRA-284)

-y mamifero (Vero) infectados, consumen un 10% mas de C, que sus
controles no infectados. Tanto las células normales como las
infectadas fijan el componente C3 del C en su membrana, aungque

no el componente Cl; lo que por un lado descarta la activacién



del C por la via clasica, pero no distingue entre cultivos

infectados y normales.

Mediante la Inmunoelectroforesis - cruzada, se obtuvo un
30% mayor de conversién de €3 en cultivos infectados en relacion

a sus controles.

Al inhibir la glicosilacién de las proteinas virales con
Tunicamicina, las células infectadas se comportan como sus
controles no infectados, lo que implica la participacién de

alguna glicoproteina en el fendmeno.

A partir de cultivos normales e infectados se extrajeron
las glicoproteinas (Con A-sefarosa), las cudles fueron separadas
en un gel de poliacrilamida, transferidas a papel de nitrocelu-
losa, en donde se midié la capacidad de fijar los componentes
C3b y C3bi mediante un ensayo inmuno-enzimatico. Los resultados
indicaron que la glicoproteina de 60 kDa (GP60) y no la de 46
kDa (GP46) fue el componente viral capaz de activar la cascada

del complemento por via alterna.

Mediante el mismo ensayo inmunoenzimatico se observé que no
existen diferencias importantes en la captacién de C3b y C3bi,
al comparar las 2 cepas virales obtenidas a partir de casos de
dengue clasico o primario y la cepa aislada de un caso fatal o

secundario.



ACTIVACION DE IA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

POR EL VIRUS DEL DENGUE



INTRODUCCION

El Dengue es una virosis sistémica y aguda causada por
alguno de los cuatro serotipos del virus perteneciente a la
familia FLAVIVIRIDAE (1,2,3). Se transmite al hombre por 1la
picadura de la hembra hematéfaga de los mosquitos Aggg§ aegypti
y A. albopictus, los que se encuentran ampliamente distribuidos
en zonas urbanas y rurales de Asia y el Pacifico (4,5). El
virus es de forma esférica con una cubierta de lipidos y su
didametro es de 40 a 50 nm. El genoma viral dentro de la nucleo-
cdpside consiste de una cadena sencilla de RNA de polaridad
positiva, con un coeficiente de sedimentacién de 45 S y un peso
molecular aproximado de 3.3 a 4.2 x 105 Da. Su porcién 5!
terminal tiene un grupo "cap" y posiblemente no existe poliade-
nilacién en la regién 3'. El centro del virus es una estructura
esférica de 27 nM de diametro, y su replicacién y transcripcién
se lleva a cabo en el citoplasma (asociado a membrana) de la
célula infectada, el ensamblaje y la liberacidén de los viriones
no ha sido aclarada pero podria ser por la via del aparato .

secretor celular (6,7).

El virion contiene por lo menos tres proteinas estructu-

rales: a) La proteina de nucleocépside,'no glicosilada, V2 o C,’

de 14 kDa y que envuelve al RNA del virus. b) La proteina V1 o
M, de 8 kDa, probablemente sea una proteina integral de membra-

na. c) La proteina V3 o E (envoltura) de 51 a 60 kDa es una

glicoproteina que comprende los pepldémeros o espiculas y es en



la que residen los determinantes antigénicos de la hemaglutina-

cién, neutralizacién y los de tipo especifico.

El nimero y funcidén de las proteinas no estructurales no
esta bien determinado (aproximadamente 15) y existen diferencias
segun el sistema de células en donde se lleve a cabo la infec-

cioén,

En el afio de 1977 se inicié una gran epidemia de Dengue por
el serotipo 1, la cual alcanzé algunos paises del Caribe, Guate-
mala y Belice. A fines de 1978, se registraron los primeros
casos en el sur de nuestro pais (8). A partir de esta fecha se
han informado diferentes brotes a lo largo de la Republica
Mexicana. En el sexenio de 1979 a 1984 las unidades médicas del
Instituto Mexicano del Seguro Social reportaron un total de
153,625 casos de Dengue clasico (9). Para 1985 se notificaron
17,706 casos de Dengue primario y para 1986 y 87 hubo un total
de 44,226 y 16,209 casos respectivamente, informandose 2 casos

en 86 y 6 casos en 87 con manifestaciones hemorragicas (10).

La vigilancia epidemiolégica en los Laboratorios San Juan
del C.D.C. en San Juan, Puerto Rico, indicé que para 1983 ya
circulaban en nuestro pais al menos 3 serotipos del virus del

Dengue (8).

La enfermedad ocurre principalmente en sujetos menores de
15 afios. Los sintomas van desde un estado febril (Dengue cléasi-

co o primario) hasta formas graves que se manifiestan como



fiebre hemorragica (FHD) o sindrome de choque (DSS), con una
letalidad que varia entre 10 y 40%. El1 Dengue primario se
caracteriza por fiebre, malestar general, dolor muscular gene-
ralizado, nausea, vémito, exantema y petequias. Algunos pa-
cientes presentan anorexia, alteracién del sentido del gusto,
tos, ligera inflamacién de la garganta y diarrea moderada o
constipacién. La exploracién fisica puede revelar hepatomegalia
moderada, bradicardia relativa y adenopatia cervical. Los datos
de laboratorio son normales excepto leucopenia moderada (Fig.
1). El Dengue secundario se inicia como la primoinfeccién, con
fiebre elevada de 2 a 7 dias de duracién, el estado general de
los nifios se agrava al remitir la fiebre, entrando en letargo:
la perfusién tisular periférica se vuelve muy deficiente, se
observa taquicardia e hipotensién, con las siguientes manifesta-
ciones hemorragicas: petequias, purpura, equimosis, epistaxis,
gingivorragias, hematemesis o melena. En la mayoria de los
casos se observa hepatomegalia y prueba del torniquete positiva.
Los examenes de laboratorio informan de leucocitosis moderada,
hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hematuria, trombocitopenia,
disminucién del fibrinogeno y de la mayoria de los componenteé
del sistema del complemento (C). En los casos graves de FHD se
presenta pulso rapido y débil, presién diferencial menor de 20
mmHg, conduciendo al paciente a un estado de choque e incluso la

muerte (Fig. 2).

Se han sugerido varias hipotesis para intentar explicar la

presentacién de los casos graves de la enfermedad. En 1977



Rosen (11) sugirié la posible variacién antigénica de las cepas
virales, lo que implicaba un aumento en la virulencia de las
mismas. Pavrilen 1976 (12) postuld el sinergismo entre la
infeccién por Dengue y la infestacién por helmintos. Sin embar-
go, la hipétesis mas aceptada actualmente, llamada "inmunopato-
légica" y descrita por Halsted y col. (13), se basa en la infec-
cidén secuencial por dos diferentes serotipos del virus. La
infeccién secundaria aumenta por la presencia de anticuerpos
facilitadores o no neutralizantes (14,15) producidos contra el
virus responsable del primer contacto. Los complejos inmunes
(CI) circulantes activan el sistema del C, generando anafila-
toxinas (C3a y C5a), las cuales producen desgranulacion de las
células cebadas con la consiguiente liberacién de histamina y
otras sustancias vasoactivas, produqiendo aumento de 1la permea4
bilidad vascular y permitiendo la presentacién del estado de

choque.

El grado de disminucién de la actividad del C se ha corre-
lacionado coh los grados III y 1V della clasificacién de las
m;ﬁifestaciones clinicas emanadas de la Organizacién Mundial de
la Salud (16). Tanto Bokisch 'y col. (17) como Churdboonchart y
col. (18) demostraron que la activacién del C ocurre en el suero

de pacientes con FHD y con DSS.

La mayoria de brotes epidémicos de FHD y DSS se han repor-
tado en casos de Dengue secundario (19). Sin embargo, en suje-

tos con primoinfeccién también se ha infromado de casos hemorra-



gicos, con disminucién en los niveles del C y adsencia de CI
circulantes (20), lo que sugiere un mecanismo diferente al de
estos ultimos en la participacién del fenémeno de activacién.
Diferentes reportes (21,22,23,24), indican que cultivos celu-
lares infectados con el virus del Sarampién, el virus Epstein-
Barr Y"algunos retrovirus, tienen la capacidad de activar el
sistema del C en ausencia de anticuerpo especifico. Churdboon-
chart y col. (25) demostraron que una cepa del serotipo 2 del

virus del Dengue era capaz de desdoblar el componente C3 del C.



HIPOTESIS

- E1 grado de activacién del € depende'de la mayor virulencia
de la cepa viral empleada.

- Por lo menos, una glicoproteina viral esta implicada en el
fenémeno de activacién del C por la via alterna.

OBJETIVOS

1. Estudiar las diferencias en la activacién de la via alterna
del C, con algunas cepas del serotipo 2 del virus del Dengue. .

2. Identificar el o los componentes virales responsables de la

activacién del C.



MATERIAL Y METODOS
CULTIVOS CELULARES

Para la replicacién de virus se emplearon las siguientes

lineas celulares.

a) TRA-284 (Toxorhynchites amboinensis), obtenida del Dr. Goro
Kuno de los Laboratorios San Juan, San Juan Puerto Rico.

b) Vero (rifién de mono verde africano).

c) LLC-MK; (rifién de mono rhesus), se empleé para la titulacién -

viral mediante el ensayo de placa litica (26,27).

La linea celular de mosquito fue crecida a 28°C en medio
lLeivobitz - 15 y triptosa fosfato (v/v), complementado con suero
fetal de ternera (SFT) al 1%. Los cultivos de mamifero se cre-
cieron a 37°C en medio minimo esencial (MEM) conteniendo 10% de

SFT.
VIRUS

Las tres cepas del serotipo 2 del virus del Dengue utiliza-
das fueron la Nueva Guinea (NG) C, la Mexicana y la 1169-Indone-
sia proporcionadas por el Dr. Duane J. Gubler de los Laborato-

rios San Juan del C.D.C. en San Juan Puerto Rico.

Las cepas NG-C y Mexicana fueron aisladas de pacientes con
*Dengue clasico" y la cepa 1169-Indonesia de un caso fatal de

FHD.



CONCENTRACION DE PARTICULAS VIRALES

los lisados de células normales e infectadas se sometieron
a 2 ciclos de sonicacién de 15 seg (60 oms) y posteriormente se
clarificaron a 800 x g durante 10 min. El sobrenadante se
mezclé con polietilenglicol 6000 (PEG-6000) al 28% en 1.5 M de
cloruro de sodio (1:5), manteniéndose en agitacién durante 18 h
a 4°C. En seguida se centrifugé a 6000 x g durante 45 min a 4°C
y finalmente se resuspendié en 1/100 del volumen original con un
amortiguador de Tris-NaCl (0.01 M Tris-HCl pH 7.6, 0.15 M de

cloruro de sodio).
SUERO

Como fuente de C se empleo suero humano normal (SHN) a
partir de un donador sano, previamente colectado en forma fres-

ca en cada experimento.
REACTIVOS INMUNOLOGICOS

- Para confirmar la presencia de antigenos virales en los culti-
vos infectados, se utiliz6 una mezcla de sueros hiperinmunes
humanos, con titulo de anticuerpos anti-Dengue inhibidores de
1a hemaglutinacién > a 1:1280. El suero se conjugé con iso-

tiocianato de fluoresceina (FITC).

- Un anticuerpo monoclonal contra el serotipo 2 del virus y un
 suero anti-IgG de ratén conjugado con FITC, fueron empleados

para la identificacién del virus tipo 2.



- Sueros de conejos anti Cl y €3 humanos conjugados con FITC
fueron amablemente proporcionados por el Dr. Rail Hancilla-del
Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones

Biomédicas de la U.N.A.M.

- Suero de cabra anti €3 humano, para detectar los productos de
desdoblamiento de C3, se obtuvo de fuente comercial (Sigma,

St. Louis, Mo.).

- E1 anticuerpo monoclonal Mab 129 biotinilado, especifico para
reaccionar con los componentes C3b y C3bi del complemento, fue
proporcionado por el Dr. Neil Cooper de Scripps Clinic and

Research Foundation, La Jolla, CA.

- El suero anti~factor B humano se obtuvo de una fuente comer

cial (sigma).

-~ El colorante DNA-33258 de Hoechst fue utilizado para detectar

Mycoplasma en los cultivos celulares.

REDUCCION DEL TITULO DEL COMPLEMENTO HEMOLITICO

Con el objeto de medir la cantidad de complemento consumido
por una concentracidén de 2 x 108 células Vero, TRA-284 )'4
LLC-MK, tanto normales como infectadas con la cepa NG-C a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.1 a 1 durahte 6 dias, se
incubaron con SHN diluido 1:10 durante 1 hora a 379c; posterior-
mente se determiné la cantidad de SHN quevlisaba al 50% de
eritrocitos de carnero sensibilizados con hemolisina (1:25000),

por incubacién de diferentes diluciones del SHN con los eritro-
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citos sensibilizados durante 60 min a 37°C. Después de este
periodo la suspensién se centrifugé a 400 x g por 10 min y el

sobrenadante se leyé en un espectrofotémetro a 541 nm.
DETECCION DE LOS COMPONENTES Cl y C3

Aproximadamente 2 x 106 células TRA-284 y Vero (normales e
infeétadas después de 6 dias) se incubaron con SHN durante 30
min a 37°C, posteriormente se lavaron con amortiguador de fosfa-
tos 0.01 M, pH 7.6 (PBS) y se gotearon sobre un portaobjetoé de
teflén con ﬁoradaciones, las células se secaron al aire y se

fijaron en acetona fria durante 10 min.

Las células fijadas se incubaron 30 min a 37°C con una
dilucién 1:50 de suero de conejo anti C1 o anti €3 humano aco-
plado a FITC, en ambiente himedo. Finalmente se lavaron con PBS
durante 10 min y se observaron con un microscopio de epifluo-

rescencia.

DETECCION DE LOS PRODUCTOS DE DESDOBLAMIENTO DE C3 POR INMUNO-

- ELECTROFORESIS CRUZADA

La medicién de los productos de conversién del componente
C3 del C se re#lizé mediante la inmunoelectroforésis cruzada, de
la siguiente manera: Para la electroféresis en la primera
dimensién se utilizaron cristales de 20.5 x 11 cm con una capa
-de agarosa al 1% en amortiguador de barbital 0.05 M, pH 8.6. Ei

corrimiento se realizé con 350 Volts/50-60 mA a 4°C durante 180

11



min. - El1 segundo corrimiento fue perpendicular al primero en
agarosa al 1% conteniendo una concentracién de 4 ul/ml de suero
de cabra anti €3 humano, con 200 V/i0-15 mA a 4°C durante 16
horas. Los geles fueron lavados, secados y teiiidos con azul de

Coomassie.

DETECCION DEL FACTOR B MEDIANTE INMUNOELECTROFORESIS

Células TRA-284 obtenidas al sexto dia de post-infeccién .
con la cepa NG-C, a una concentracién de 2 x 105, se lavaron una
vei con PBS y se incubaron una hora a 37°C con SHN. Después de
centrifugar a 800 x g se tomaron del sobrenadante 50 ul y se
corrieron por inmuncelectroforesis en un gel de agarosa al 0.8%
en amortiguador Tris-barbital pH 8.6 que se sometidé a 3 mA
durante 60 min. Después de este periodo, se agregaron en el
canal intermedio 100 ul de suero anti factor B diluido 1:1 en
PBS y se procedié a incubar por 12 a 18 h a temperatura ambiente

en camara humeda.
INHIBICION DE LA GLICOSILACION DE LAS PROTEINAS VIRALES

Con el objeto de conocer las condiciones adecuadas para

inhibir solamente la glicosilacién sin afectar la sintesis de

las proteinas virales, se realizaron los siguientes experimen- -

tos: a) Una concentracién de 2 x 106 células Vero se infectaron
con la cepa NG-C del virus a una MOI de 0.1 y a partir del

tiempo inicial de infeccién se le adicionéval nedio de cultivo

una concéntracién de 2.5 ug/ml de tunicamicina (TM), antibiético-

. .
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que inhibe la formacién de intermediarios de N-acetil-glucosami-
na-lipido, quienes actuan como donadores de azicar en ia>cadena
naciente de proteina (28,29). Los cultivos se incubaron a 37°C
y a diferentes tiempos (24,48,72,96 y 120 horas), se retiré el
inhibidor de la glicosilacién y se afadié medio fresco. Al
sexto dip de infeccién, las células se cosecharon, ée lavaron 2
veces con PBS y mediante la técnica de fluorescencia directa,
utilizando un anticuerpo anti-Dengue acoplado a FITC, se deter-
miné el numero de células que expresaban antigenos virales.

b) En un segundo experimento se infectaron células Vero con la
misma cepa viral, pero la TM se adicioné a diferentes tiempos
{0,48,72 y 96 horas). Nuevamente se observé el porcentaje de
células fluorescentes. c) Finalmente, en un tercer experimen-
to, a los cultivos infectados se les adicioné el inhibidor
alrededor de las 72 h de post-infeccién y a diferentes tiempos

(24,38 y 44) se retiré la TM y se adicioné medio fresco.
EXTRACCION DE GLICOPROTEINAS

Se infectaron 2 x 107 células Vero con 1 MOI de la cepa
NG-C, se permitié la adsorcién del virus durante 1 h a 379C y se
“le adicioné medio de mantenimiento (MEM con 2% de SFT). A las
72 h de infeccidén el medio de cultivo se sustituyé por MEM que
contenia 3 ug/ml de actinomicina D y 1/100 de la concentracién
normal de glucosa. A las 75 h de infeccidn se dié un pulso de
125 ué&/ml de manosa tritiada ([3H]-manosa) durante 3 horas,

cosechandose posteriormente las células. Se lavaron 2 vceces

-
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con PBS a 4°C y se resuspendieron en 5 ml de la solucién I
disruptora (Tris-acetato, 10 mM pH 7.6; acetato de magnesio, 0.5
mM; dithiotreitol, 1.0 mM; triton X-100, 1% y desoxicolato de
sodio, 0.5%). Las células se homogeneizaron y se adicioné un
volumen igual de solucién II (Tris-acetato , 10 mM pH 7.6;
acetato de magnesio, 0.5 mM; dithiotreitol, 1.0 mM, y cloruro de
sodio, 1.0 M). Se centrifugé a 10,000 x g durante 2 min a 4°C
en un rotor SS-34 (Sorvall). Al sobrenadante se le midié la
concentracién de proteinas y se almacend en alicuotas de 1 ml.
Cada alicuota se agregé a 100 ul de un paquete de concanavalina
A - sefarosa 4B (Pharmacia), previamente lavado 3 veces con
solucién II, y se mezclé uniformemente durante 90 min a tempera-
tura ambiente (T.A.) en agitacién constante. Se agregaron 25 ul
de Con A - sefarosa fresca por cada ml de homogenado y se incubd
30 min mas. Posteriormente se centrifugd 1 min a 8000 X g y el
sobrenadante se descarté. El paquete de Con A - sefarosa se
resuspendié en 1 ml de solucién II, se mezcld 15 min a T.A. y se
centrifugdé nuevamente. Ahora, el paguete fue resuspendido en 1
ml de SDS al 0.1%, se mezclé 15 min 6 T.A. Yy se centrifugoé.
Finalmente la elucidén de las glicoproteinas se realizdé agregando
al paquete 1 ml de amortiguador de electrofdresis- (5% SDS, 0.7 M
de 2-mercaptoetanol, 10% de glicerol, 50 mM Tris-HCl pH 7.6,
0.01% de azul de bromofenol) que contenia 8 M de urea y 5 mM de
EDTA. Se mezcléd viqorosémente, se hirvié 3 min y se centrifugé 5
min a 8000 x g. A las fracciones sé les mididé la radiqactividad
Yy se analizaron por electroféresis en geles de poliacrilamida,.

ademds dé medir su capacidad de activar la via alterna del C.
.
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ELECTROFORESIS DE LAS GLICOPROTEINAS

Las glicoproteinas extraidas fueron separadas por electro-
féresis en geles de poliacrilamida al 12% durante 207 min a 30
mA. Un gel fue tefiido con azul de Coomassie y el otro gel fué
transversalmente seccionado en fracciones de 2 mm; cada una de
ellas fue solubilizada en N.C.S. (Amersham/Searle) 0.6 N a 35°C
durante 18 horas y posteriormente se les adicioné 15 ul de acido

acético y 5 ml de liquido de centelleo (New England Nuclear).

DETERMINACION DE LA ACTIVACION DE LA VIA ALTERNA DEL COMPLEMENTO

POR EL METODO DE ELISA

Las placas de microtitulacién (Inmunolon II) fueron sensi-
bilizadas con 50 ul/pozo de una suspension de células Vero nor-
males o infectadas en amortiguador de carbonatos pH 9.6. Las
placas se bloguearon durante 2 horas a T.A. con 200 ul/pozo de
PBS-BSA al 1%. Después se adicionaron 100 ul/pozo de SHN quela-
- do con 2.5 mM de MgCl, y 0.1 M de 4cido etilenglicol tetra-
acético (EGTA), durante 30 min a 3750. Las placas se lavaron 3

veces con PBS que contenia BSA al 0.05% y Tween 20 al 0.05%. Se

.adicionaron posteriormente 100 ul/pozo del anticuerpo monoclonal

anti-Cc3b biotinilado (Mab 29, 1 ug/ml) y se incubaron 60 min a
T.A.; posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-BSA-Tween 20 y
se agregaron 100 ul/pozo de la enzima estreptoavidina - peroxi-
dasa (dil 1:1000), se incubaron a TA durante 30 min y se lavaron
5 veces con PBS-Tween 20, Finalmente, se ahadieron 50 ul/pozo |

del sustrato ortofenilendiamina (Sigma, 1 ug/ml y 4 ul/ml de
L] o
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H,0; en amortiguador de citratos pH 4.5). La absorbancia se

determiné después de 5 - 10 min a 492 nM.

INMUNOTRANSFERENCIA DE EXTRACTOS DE CELULAS INFECTADAS

Extractos de células infectadas durante 6 dias con el virus
del Dengue én presencia y ausencia de TM se analizaron en geles
de poliacrilamida al 10%. Estos se pre-equilibraron en amorti-
guador de transferencia (25 nM de Tris, 192 mM de glicina y 20%‘
de metanol, pH 8.3) durante 30 min. . A continuvacién se colocd
encima del gel un papel de nitrocelulosa previamente himedo, se
aplicaron las esponjas y los papeles filtros y se introdujeron
en la'cémafa.“"La transferencia de proteinas se realizd a 150
V/0.47 A durante 60 min en frio y el papel transferido se dejo
blogueando con PBS-BSA al 1% 18 h a 4°C. Una parte del papel se
incubd con una dilucién 1:50 de anticuerpo anti-Dengue previa-
mente purificado por cromatografia de intercambio iénico (30),
durante 1 h a T.A. y posterior a un lavado exhaustivo se incubd
con suero anti IgG de ratén conjugadc con peroxidasa (Sigma)

durante 60 min a T.A.

El resto de papel de nitrocelulosa, primeramente se incubd
con SHN previamente quelado durante 1 hora y posteriormente se
incubé con el anticuerpo monoclonal anti-C3b durante 60 min. En
sequida, el papel se incubé con la enzima estreptoavidina pero-

Al

xidasa (1:1000) 30 min a T.A. Finalmente, las bandas de protei-
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nas fueron reveladas con 4-Cloro l-Naftol (50 mg, metanol 10 ml,

PBS 50 ml y H;0, 50.ul).
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RESULTADOS

Los distintos estudios sobre el virus del Dengue y su
efecto en la activacién del ¢ indican que existe un incremento
del catabolismo del componente C3 en muestras de suero de los
pacientes con FHD/DSS (17). Ambas vias, clasica y alterna, se
han visto involucradas en la activacidén masiva del C (18). Para
poder analizar diferencias en el grado de consumo del C por las
diferentes cepas virales, era necesario contar con un método que
reprodujera la mayor capacidad de consumo por cultivos infecta-

dos en relacidén con sus controles no infectados.

Después de demostrar la expresion de proteinas virales en
la membrana citoplasmica de los cultivos infectados, se midié su

capacidad para consumir C mediante varios métodos.

La Figura 3 muestra un menor porcentaje de eritrocitos de
carnero lisados por el sobrenadante de células Vero y TRA-284
infectadas (17.3 y 14.5% de lisis) al compararlos con sus con-
troles no infectados (26.1 y 24.2% reépecfivamente). Sin embar-
go, 8610 la linea celular Vero mostré una diferencia significa-
' tiva entre las células infectadas y sus controles nofmales
(p < 0.01), lo que indica un mayor consumo del C por parte de
las células infectadas. A pesar de haber modificado las condi-
ciones experimentales, no fue posible incrementar la diferencia
‘de caq} 10.0%. Esta diferencia, no se observé en la linea

celular LLC-MK, (25.0 vs 26.1% de lisis).

L)
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En la Tabla 1 se muestra la capacidad tanto de cultivos
celulares de mamifero como de mosquito para fijar componentes
del C en su superficie. Es evidente gque en las condiciones
experimentales descritas, tanto los cultivos normales como los
infectados, son incapaces de fijar el componente Cl. Sin embar-
go, se observa que el componente C3 es fijado en un porcentaje

ligeramente mayor por las células infectadas,

Con el propésito de establecer una diferencia més clara
entre los cultivos infectados y los normales, se midieron med-
iante inmunoelectroféresis los productos de desdoblamiento del
factor B (C3 proactivador), uno de los componentes de la via
alterna del C. Como control positivo se utilizo el SHN tratado
con una concentracién de 1-2 mg/ml de zymosan (2y) (31). Como
se observa en la Figura 4a, el SHN incubado con Zy produce 2
bandas de precipitacién (Ba,Bb) al revelarse con el suero anti-
factor B. Sin embargo, el mismo patrén de bandeo se presenta
cuando el SHN se incuba con células normales (Fig. 4f) y con
células infectadas al segundo y sexto dias de post-infeccién
(Fig. 4b,d). Este patrén es diferente del que ptesentaiel'SHN

control, donde solamente se observa un arco (Figs. 4c y 4e).

De la misma forma, se pudo observar por inmunoelectrofére-
sis cruzada una mayor conversién del C3 cuando SHN fue incubado
con extractos de células normales o infectadas que se concentra-

ron pﬁeviamente con polietilenglicol (Fig. 5).
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Para estudiar la participacién de las glicoproteinas virales
la activacién de la via alterna del C, se inhibi6 la glicosila-
cioén viral utilizando TM y se evalué su efecto en las células
infectadas por medio de un anticuerpo anti-Dengue marcado con
FITC. Como se observa en la Tabla 2A, es necesario que la TM
permanezca en el cultivo alrededor de las 72 h de post-infec-
cién para inhibir la expresién de glicoproteinas virales en la
membrana citoplasmica de la célula infectada. También se obser-
va que eéiste expresién de las glicoproteinas viralgs si se
adiciona el inhibidor después de 96 h de la infeccidén (Tabla
28); indicando que para éste tiempo ya se habia iniciado la
glicosilacién de las proteinas virales. Para conocer el tiempo
necesario para evitar la adicién de carbohidratos a la proteina,
se adicioné la TM a las 72 h de infeccién y se cambio a medio
frésco a los tiempos indicados en la Tabla 2C, mostrando que la
TM adicionada a las 72 h ejerce su efecto inhibidor de la glico-
silacién en un intervalo de 24 h y por tanto es el momento
adecuado para evitar la glicosilacién de las proteinas. Como
resultado de estos estudios, en los éiguientes experimentos la
inhibicién de la expresién de glicoproteinas en células infecta-
~das, se realizé por la adicién de TM a los cultivos durante
todo. el ciclo de infeccién, de esta forma las células infectadas
no reaccionaron al incubarse con un suero anti-Dengue conjugado

con FITC (Fic. 6).

. g
Cuando se realizaron estudios de electrofdresis para deter-

minar el desdoblamiento de C3 con células infectadas en presen-

[
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cia y ausencia de TM se observé que las células a las que se les
adicioné el inhibidor se comportaron igual que los cultivos no
infectados (Fig. 7). Por otro lado, empleando el método de
ELISA descrito por Mold y col. (32), que determina la activacién
de la via alterna del C, se evidencian diferencias importantes

" en el grado de fijacién de C3b en los cultivos infectados con la
cepa NG-C (p < 0,01 y con la cepa Mexicana (p < 0.001) en pre-
sencia 6 ausencia de TM (Figura B). Sin embargo, no se observa
una diferencia significativa con la cepa 1169-Indonesia, aunque
tiende a comportarse en forma similar; es decir, se observa un
aumento de captacién de C3b por los cultivos infectados al
compararlo con su control normal y dicho aumento se pierde o por

lo menos disminuye al adicionar el inhibidor (Fig. 8).

Los experimentos anteriores sugieren la participacioén de
alguna o algunas glicoproteinas virales en la activacién de la
via alterna del C, por lo que investigamos cual de ellas era la
responsable del fenémeno. Para ello, 2 x 107 células Vero
infectadas con la cepa viral NG-C, se marcaron con [3H]—manosa Yy
mediante el procedimiento descrito por Poliquin y col. (33) se
extrajeron las glicoproteinas, para posteriormente determinar su
capacidad de fijar C3b. El extracto proveniente de cultivos
Vero infectados mostré una mayor degradacién de C3, como lo
muestra la fijacién de C3b y C3bi, que las provenientes de
extractos no infectados (p < 0.01) (Fig. 9). Ambos extractos de
glicoﬁ}oteinas fueron separados en geles de poliacrilamida. Al
ser‘teﬁiqos con azul de Coomassie no se encontraron diferencias

-
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en sus patrones electroforéticos; sin embargo, la incorporaciodn
de la marca radioactiva se observé unicamente en el extrécto de
células infectadas (Fig. 10). Asimismo, la marca radioactiva se
distribuyé fundamentalmente en la regién de 46 y 59 kDa. Los
estudios de inmunotransferencia mostraron que una de las glico-
ptoteihas transferidas a papel de nitrocelulosa y ensayadas
inmunoenzimaticamente fijaba el componente C3b. Como se cbserva
en la Figura 11, existe captacién de C3b y/o C3bi en 1la regién

de la glicoproteina de 60 kDa, pero no en la regidén de 46 kDa.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados que aqui se reportan indican que el virus
del Dengue, serotipo 2, activa la'via alterna del C a través de
una glicoproteina de 60 kDa., Las cepas utilizadas obtenidas de
pacientes con Dengue primario (NG-C y Mexicana) activan signifi-
cativamente la via alterna del C mientras que la obtenida de un
caso fatal de Dengue secundario (1169-Indonesia), aunque mostré

un patrén similar, lo hizo a niveles no significativos.

Se utilizaron diferentes técnicas con el propésito de
diferenciar el grado de consumo del complemento entre cultivos
celulares normales e infectados con el serotipo 2 del virus del
Dengue, asi como para determinar si existen variaciones
importantes entre las cepas virales_de diferente origen (casos
de Dengue primario o secundario), ya que de acuerdo a la hipéte-
sis de Rosen y col. (34) y Sumarmo y col. (35), la virulencia
aumenta dependiendo de los pases sucesivos en un huésped sucep-
tible. La cascada del C puede ser activada in vitro por la IgA
humana e ;gG agregada, asi como por ciertas glicoproteinas y
lipopolisacaridos (36). Igualmente, se han reportado diversos
cultivos celulares infectados con virus (21,11), y bacterias
(37) y pardsitos (38,39) capaces de activar la via alterna del C
en ausencia de anticuerpo especifico. Churdboonchart y col.
(25) encontraron por inmunoelectroféresis cruzada que la cepa
NG-C déi serotipo 2 del virus del Dengue ocasionaba un desdobla-
’miento,dg C3, 20% mayor que el de sus controles normales. En

L]
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nuestro estudic, no pudimos obtener diferencias en el grado de
consumo del C entre cultivos normales e infectados mediante las
técnicas de electroféresis para determinar productos de degrada-
cién del factor B (Fig. 4) y la presencia de los componentes del
C (C1 y C3) en la membrana de las células Vero (Tabla 1). Sin
embargo, con células Vero infectadas con la cepa NG~C y en menor
pfoporcién con la cepa Mexicana obtuvimos diferencias similares
o aun mayores a las reportadas, mediante los métodos de consumo
del complemento hemolitico CH-50 (Fig. 3), y de ELISA para
determinacién de C3b y/o C3bi (Fig. 9).

En los ensayos de CH-50 no se observd ninguna diferencia
importante al emplear la linea celular LLC-MK2+ La presencia de
Mycoplasma en ésta linea celular, verificado por la tincién con
el colorante DNA-33258 (40), podria explicar este resultado, ya
que se ha mencionado al ADN como acéivador no inmunolégico de la

via clasica del C (41).

Los diferentes requerimientos de Ca++ y Mg++, se utilizaron
como herramienta para determinar la activacion de la via alterna
del C. Se sabe gque mientras ambos cationes son necesarios para
la activacién de la via clasica, sélo se necesita el Mg++ para
la ‘activacién de la via alterna. Por lo tanto, el blogqueo cdn
un agente quelante como el EGTA en presencia de MgCl2, restaura

la via alterna pero no la clasica.

Entre los activadores virales de la via alterna del C

identificados hasta ahora se pueden mencionar a la proteina

L
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P15E, proteina de envoltura de 15 kDa de los retrovirus (42) y
la gp350, una glicoproteina también de envoltura del virus
Epstein-Barr (32). De las 15 proteinas virales detectadas en
cultivos infectados con la cepa NG-C del virus, aproximadamente
4 a 5 son glicoproteinas (43), por lo que alguna de ellas podria
ser un buen candidato para activar la via alterna del C. El
aumento en la captacién de C3b obtenido en los cultivos infecta-
dos se pierde al adicionar la T™M. En estudios preliminares
‘hemos observado que las cepas Mexicana y 1169-Indonesia, aisla-
das de un caso de Dengue primario y de un caso de Dengue secun-
dario respectivamente, cultivadas en presencia de TM presentan
una activacién limitada de la via alterna del C, en contraste
con los mismos cultivos en ausencia de TM, los cudles presentan
hasta un 27% mas de degradacién de C3 (datos no incluidos). Los
resultados obtenidos con la TM muestran claramente la participa-
cién de por lo menos alguna glicoproteina viral en el fenémeno
de activacién del C. Este aspecto también se confirma con el
mayor consumo del C por los cultivos infectados después de

haberse extraido las glicoproteinas (Fig. 9).

Por otro lado, la transferencia a papel de nitrocelulosa de
glicoproteinas extraidas a partir de cultivos infectados en
pfesencia o ausencia de TM, nos muestra la movilidad electfofé-
retica diferente de la gp60 en presencia (Fig. 11, carriles 3,4)
o ausencia (carriles 1,2) del inhibidor de la qlicosilaéién,
Estés Eambios en lé movilidad pueden explicarse en funcién de la
diferencia en el contenido de carbohidratos (43).

.
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La falta de deteccidén de C3b y C3bi eﬁ la regidén de 46 kDa
nos indica que la gp 46, también conocida como NV3 o SCF (6), no
tiene la capacidad de activar la via alterna del C; sin embargo,
estos resultados no descartan la participacién de proteinas
adicionales no detectadas por nosctros en el fendémeno de activa-

cién.

La notable disminucién en la intensidad de la banda en la
regién de 66 kDa en las muestras con T™ nbs indica la necesaria
participacién del carbohidrato en la ctivacién. El fondo de
consumo © activacién del C tan elevado en los cultivos normales
observado en la mayoria de los métodos utilizados, creemos se
debe a glicoproteinas con pesos moleculares mayores de 60 kDa
propias de las células normales, como se puede observar en todos
los carriles en la regién por arriba de la gp60 (Fig. 11, car-

riles 1,2,3 y 4).

Las pequefias diferencias observadas en el grado de activa-
cién del C, entre las cepas virales aisladas de casos de Dengue
primario y secundario, creemos que se deben a las condiciones
experimentales utilzadas, tales como linea celular, concentra-
cién celular, cinéticas de crecimiento viral, tiempo de incuba-
cién con el SHN, y concentracién del inhibidor de la glicosila-

cién.

Al no demostrar una mayor capacidad de activacién del C por
la cepa 1169-Indonesia, en relacién a las cepas aisladas de

casos de benque primario (NG-C, Mexicana), nos sugiere que la
. .
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hipétesis de laAinfecciOn secuencial (13) sera la mas adecuada
para explicar los casos de DHF/DSS. Sin embargo, recientemente
Kouri GP y col. (44) reportaron, en base a la experiencia cubana
de 1981 (45), que ninguna de las 2 hipétesis aceptadas actual-
mente, pueden explicar todos los casos graves de la enfermedad;
y proponen la coincidencia de factores epidemiolégicos, virales

e individuales para que un brote de DHF/DSS ocurra.

Los resultados que aqui se reportan ind;can: (a) la capa-
cidad del virus del Dengue para activar la via alterna §e1 C;
‘(b) la participacién de la glicoproteina GP-60 como responsable
del fendmeno de acfivacién, y {c) la capacidad de activacién del

C de todas las cepas virales, independientemente de su origen.
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Figura 1. Evolucién clinica del Dengue clasico o primario. .
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Reduccidén del titulo del Complemento hemolitico
(CHgg) . Una concentracién de 2 x 106 células nor-
males e infectadas 6 dias con la cepa NG-C, se incu-
baron con SHN diluido 1:10, como fuente de comple-
mento, durante 1 h a 37°C. Posteriormente, la misma
cantidad de suero de cada muestra se incubd, con
eritrocitos de carnero sensibilizados con hemolisina,
durante otros 60 min a 37°9c. Se midié la absorbancia
de los sobrenadantes a 541 nM,

Con, control.
*p < 0.01.
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Figura 4.

Conversién del Factor B en SHN por células TRA-284
normales e infectadas con la cepa NG-C del seroti-
po 2 del virus del Dengue. Se incubaron 2 x 108
células con SHN diluido 1:10 durante 60 min a.37°C.
Del. sobrenadante se tomaron 50 ul y se corrieron
por inmunoelectroféresis en agarosa al 0.8% durante
60 min a 3 mA/laminilla. Se reveldé con suero anti-
factor B diluido 1:1 en PBS y se tifié con. amido
black al 2%. a) SHN + Zymosan; b) SHN + células al
60. dia de infecciodn; c) y e) SHN sélo; d) SHN +
células al 20. dia de infeccxén y £) SHN +

células normales.
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- - Figura 5. Determinacion de la conversién de €3 por inmuno--
o electroféresis cruzada en 200 ul del sobrenadante..

. de SHN previamente incubado con 200 ug de extrac-
tos de células TRA-284 infectados con la cepa de
Dengue NG-C (A) o de células normales (B). .
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Figura 6.

Efecto de la TM en la expresién viral de glicopro-
teinas en la membrana citoplasmica de células Vero
infectadas con el serotipo 2 del virus del Dengue.
Una concentracién aproximada de 2 X 106 células
fueron infectadas con una MOI de 0.1 de las cepas
Mexicana (A A ), NG-C (O @) 6 1169-Indonesia (O @)
y durante el ciclo de infeccién se les adicioné TM
(blancos) o PBS (obscuros). Un suero anti-Dengue
conjugado con FITC se empleé para detectar la expre-
sidén de las giicoproteinas virales. Promedio de 3
campos con 100 células c/u.
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" Figura 7 Electroferograma de C3 a partlr de SHN incubado con

s .antigeno viral. A) SHN incubado con PBS (control’

* negativo); B) SHN incubado con ZYMOSAN (control
‘positivo); C) SHN incubado con células TRA-284 nor-
males durante 30 min; D) SHN incubado con cultivos
infectados con la cepa 1169-Indonesia y E) SHN incu
bado con células infectadas con la misma cepa viral
pero tratadas previamente con TM.’
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Figura 8. Activacién de la via alterna del C por tres cepas
del virus Dengue-2. En experimentos por separado,
"2 X 105 células Vero infectadas con las cepas
NG-C (A), Mexicana(B) o 1169-Indonesia (C), en pre-
sencia o ausencia de 2.5 ug/ml de TM, se les midié
la capacidad para degradar €3 y fijar C3b al 6o.
dia de infeccién. NI, no infectado; I, infectado,
y I+TM, infectado en presencia de TM. )
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* p < 0.01
. ** p < 0,001

ESTA TESIS MO CEBE
SAUR OF LA BIBLIOTECA
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Deteccién de C3b y C3bi por glicoproteinas extraidas
a partir de cultivos Vero normales e infectados con
la cepa viral NG-C. A los cultivos se les dié un
pulso de 3H-manosa durante 3 h y posteriormente se
extrajeron las glicoproteinas como se indica en Ma--
terial y Métodos. En cada pozo se afiadieron 250 ng
de proteina y se determiné por el método de ELISA la
capacidad para fijar C3b. Como control negativo se
utilizé PBS. La diferencia observada entre los gru-
pos estudiados es significativa (p < 0.01). N,
normal; I, infectado.
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Figura 10. Patrén electroforético e.incorporacién de 3H-manosa

de las glicoproteinas extraidas a partir de células
Vero normales e infectadas con la cepa viral NG-C.
A 2 x 10/ células normales e infectadas se les
administré un pulso de JH-manosa durante 3 h; a
continuacién se lavaron con PBS y se extrajeron las
glicoproteinas como se indica en Material y Métodos.
Posteriormente fueron separadas en geles de poli-
acrilamida al 12%, tefidas con azul de Coomassie,
seccionadas en fracciones transversales de 2 mm cada
una, solubilizadas en NCS 0.6 N y finalmente se
midié la radioactividad contenida en cada fraccién
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Figura 11.
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Electrotransferencia de glicoproteinas extraidas

con Concanavalina A Sefarosa provenientes de células
Vero infectadas con la cepa NG-C en presencia o
ausencia de TM. Las glicoproteinas extraidas fueron:
transferidas a papel de nitrocelulosa y su capacidad
para detectar C3b se midié por ELISA. Carril 1, cepa
Mexicana; Carril 2, cepa NG-C; Carril 3, cepa Mexica-
na + TM; Carril 4, cepa NG-C + TM; Carril 5, células
Vero infectadas con la cepa NG-C reveladas con suero
anti-Dengue 2, purificado por cromatografia de inter-
cambio iénico (DE-52) (30).
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TABLA 1. UNION DE LOS COMPONENTES Cl y C3 DEL COMPLEMENTO A LA
MEMBRANA CITOPLASMICA DE LAS CELULAS DE MOSQUITO Y DE

MAMIFERO :

Condiciones experimentales® % de células fluorescentes

. +Cl C3
TRA-284 + SHN 1:10 ’ 0 40
TRA-284 + NG-C + SHN 1:10 0 50
TRA-284 + 1169-INDONESIA + SHN 1:10 0 50
VERO + SHN 1:10 ' .0 k13
VERO + NG-C + SHN 1:10 0 40
VERO + 1169-INDONESIA + SHN 1:10 0 40

* Una concentracién aproximada de 2 x 105 células normales e
infectadas (MOI: 0.1) se incubaron con SHN diluido 1:10 du--
rante 30 min a 37°C. Después de un lavado con PBS se gotea-
ron sobre un portaobjetos de teflén con horadaciones y se se-.
caron y fijaron en acetona fria durante 10 min. Finalmente, se
incubaron durante 30 min a 37°C con una.dilucién 1:50 de un
suero de conejo anti C1 y anti-C3 humano conjugados con FITC.
Promedio de 3 campos, con 100 células c/u.
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TABLA 2. INHIBICION DE LA GLICOSILACION DE LAS PROTEINAS VIRALES
EN CELULAS VERO INFECTADAS CON LA CEPA NG-C DEL SERO-
TIPO 2 DEL VIRUS DEL DENGUE

- EXPERIMENTO A

Cepa viral Tunicamicina Tiempo de Fluorescencia%
NG-C t=0 eliminacioén ‘ (%)
de T™
+ + 24 h 30
+ + 48 h 15
+ + 72 h Y
+ + 96 h 0
+ + 120 h 0
- - Oh 0

EXPERIMENTO B

Cepa viral Tunicamicina Fluorescencia
NG-C (tiempo de adicién, h) . (%)
+ - 80
+ + (0) (i
+ + (48) 0
+ + (72) 0
+ + (96) 40

EXPERIMENTO C

Cepa viral Tunicamicina Tiempo de Fluorescencia

NG -C (adicionada a eliminacién (%)
las 72 h) de TM

+ + 24'h 2

+ + 38 h 0

+ + 44 h 0

+ + - 0

+ - - 55

* Promedio de 3 campos, con 100 células c/u.
-
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