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ABREVIATURAS.
FHD/SCD : fiehre hemorrigica por dengue/sindrome de choque por dengue
LLC-MK2;: linea celular - riiion de mono maceaca mulatta
CDC: centers for discase control
CID: coagulacidn intravascular diseminada
D2M: dengue 2 mexicano
D2I: dengue 2 indoncsia
U.F.P: unidades formadoras de placa
BSA: albiimina sérica bovina
SK: estreptocinasa
PLG: plasmindgeno
AE.A.C.: dicido e-aminocaproico
GP60: glicoproteina de 60 KDa
CHAPS: 3-|(3-cloramidopropil)-dimetilamanio]-1-propanosuifonato
n-OG: n-octyl-beta-D-glucopirandsido
ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assays
F: fibrina Fg: fibrindgeno

PDF: productos de degradacion de Ia fibrina(égeno).



RESUMEN

La enfermedad del dengue es causada por el virus del mismo nombre, del cual se
conocen cuatro serotipos (1.2.3 y 4). Las manifestaciones clinicas van desde un cuadro
febril, hasta las formas graves como el Sindrome de choque por dengue (SCD) y la Fiebre
hemorragica por dengue (FIID). Para intentar explicar los casos desafortunados de la
enfermedad se han propuesto 2 hipdtesis basadas en datos cpidemiologicos: la primera.
propuesta por Halstead, postula la facilitacion de la infeccion mediada por anticuerpos
heterotipicos no neutralizantes en el curso de una segunda infeccion, y relaciona las
manifestaciones hemorragicas con la activacion del macrofago, el cual a su vez activa otros
sistemas tales como: el del complemento, la coagulacion y/o fibrinolisis. La segunda
hipotesis fué planteada por Ledn Rosen, en base a la presencia de casos hemorrdgicos
ocurridos en el curso de una infeccion primaria (no existen anticuerpos anti-dengue
preformados), postulando que la variacion antigénica que sufren las cepas mientras circulan
en la naturaleza, es un factor de virulencia.

Actualmente no existen reportes que demuestren que el virus Aex se (ya que la patogenia
ha sido asociada a los anticuerpos), tenga participacion directa en el establecimiento dei
proceso hemorrdgico. Con base en lo anterior, nos propusimos analizar la posible
participacién del virus del dengue, en la activacion del plasminogeno (PLG), como
condicién previa al desarrollo del proceso fibrinolitico, el cual es un mecanismo importante
en la instalacion del fenomeno hemorragico. Asimismo, evaluamos la activacion del PLG
en presencia de «-2-antiplasmina (a-2AP), cuya funcidn es regular el proceso de
fibrinolisis por medio de la inhibicion de la plasmina.

La activacion de plasmindgeno ¢n wre, fué cvaluada utilizando dos cepas virales
diferentes, una procedente de un brote de dengue cldsico (dengue 2 mexicano) y otra
procedente de un caso fatal de dengue hemorrdgico (dengue 2 indonesia). Al analizar la
activacion de PLG encontramos que las dos cepas fueron capaces de activar al zimégeno,
independientemente de la presencia de fibrina/fibrindgeno ; la plasmina generada fué capaz
de degradar tanto a la fibrina como al fibrindgeno en diferentes péptidos de bajo peso
molecular (menores de 50 KDa), los cuales se identificaron mediante SDS-PAGE al 10%.
El patron electroforético presentado eq los ensayos de activacion en presencia de los virus,
fué similar al control positivo, el cual contenia estreptocinasa como agente activador del
PLG. Al evaluar 12 activacion de PLG, en presencia de «-2-AP y el virus de dengue clasico,
la generacidn de plasmina se inhibio (de 79% a 21% a una hora de iniciado el ensayo); sin
embargo, con ¢l virus hemorrdgico, se observd un incremento en la activacion del mismo
(de 89% a 99% al misma tiempo). Los resultados obtenidos en el presente estudio, sugieren

que el virus fiex se, puede activar al PLG, transforméndolo a plasmina, enzima que es capaz
de degradar fibrina y/o fibrindgeno. En los ensayos de activacion del PLG en presencia de
o-2AP, encontramos que el aislado hemorragico compite con ¢l inhibidor de la plasmina,
favoreciendo asi la exacerbacion de la activacion de PLG, lo cual posiblemente favorezea la
ajteracion del mecanismo de regulacion de la fibrinolisis, desequilibrio que podria favorecer
la instalacion de la hemorragia. Estos hallazgos podrian dar una explicacion alternativa al
establecimiento del proceso hemorrdgico en aquellos casos ocurridos en el curso de una
infeccion primaria en donde no existe la presencia de anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes.



INTRODUCCION.

GENERALIDADES:

El Dengue es una virosis aguda y sistémica ocasionada por el virus del mismo nombre,
del cual se conocen cuatro serotipos (1,2.3 y 4), asimisnio dentro de cada serotipo, se han
identificado variantes geogrificas denominadas topotipos, que se designan de acuerdo al
lugar donde fueron aislados, por ejemplo: Puerto Rico, Jamaica, México, ete (1).

El virus pertenece a la familia Flaviviridae y se transmite al humano mediante la picadura
del mosquito Aedes aegypti. El viridn es esférico mide aproximadamente 60 nm de
didmetro y tiene un genoma formado por un RNA de |1 Kb, de polaridad positiva que
puede funcionar como mensajero, el cual codifica para un complejo poliproteinico que se
procesa postraduccionalmente, dando lugar a 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales
en el siguiente orden: 5'C-prM(M)-E-NS|-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 3 [fig. {.
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Fig.1. Modelo del virus de Dengue y representacion esquemdtica del procesamiento
postraduccional del RNA viral.



Entre fas proteinas estructurales del virus se encuentran: fa proteina de la capside 6 C con
un peso molecular aproximado de 14 KDa, fa cual se encuentra asociada al RNA formando
la nucleocipside (protegi¢ndolo de una posible degradacion) . La proteina de la membrana
6 M que pesa 8 KDa aproximadamente y se sintetiza como un precursor glicosilado (pre-
M), que posteriormente mediante una desglicosilacion da lugar a la proteina funcional.

La glicoproteina de envoltura 0 2 ticne un peso molecular aproximado de 60 KD, es
muy importante desde el punto de vista biologico, ya que en ella se encuentran los epitopes
de familia, de grupo, tipo (1,23 y 4), subtipo (Jamaica, Nueva Guinea, etc.), de
neutralizacidon, unién a receptor, hemaglutinacion, fijacion de complemento vy
neurotropismo (2, 4). Mediante anticuerpos monoclonales, se han identificado en esta
proteina tres dominios no sobrelapables diferentes denominados: A, B y C, los cuales
estructuralmente empiezan a ser caracterizados. Los sitios potenciales de glicosilacion en la
proteina E no estdn conservados [dengue 2 presenta un sitio y el scrotipo 4 presenta dos
sitios potenciales, localizados en la asparagina 67 y asparagina 153, siendo la Asn67 el
tnico conservado entre los diferentes flavivirus (5)] y los monosaciridos asociados a la
misma no estan bien ecstablecidos; sin embargo, por andlisis con diferentes aglutininas
biotiniladas s¢ ha observado mayor sensibilidad a la concanavalina A que a otras
aglutininas, lo que indica un alto contenido de manosas (6, 7).

Entre las proteinas no estructurales del virus se encuentran: la proteina NSI con un peso
molecular aproximado de 48 KDa, la cual es sintetizada en el reticulo endoplasmico como
una proteina hidrotitica monomérica, que cuenta con dos sitios sefales para la adicion de
carbohidratos, esta es transferida a la membrana plasmatica y su funcion ain no estd
determinada; sin embargo, se ha sugerido que pueda funcionar como una chaperona que
ayuda a la maduracion del virion, ademds de actuar como modulador inmune. Asimismo, se
ha propuesto que juegue un papel importante en el capping del mensajero y forme parte del
complejo de replicacion (8). NSI puede ser liberada al medio por células infectadas con ¢l
virus, siendo el antigeno soluble responsable de la fijacion del complemento, por lo cual
juega un papel importante en la respucsta inmune a la infeccion (9).

La proteina NS2a (20 KDa), ¢s un péptido hidrofobico que se requiere para el adecuado
procesamiento proteolitico del extremo carboxilo terminal de NS1 y la proteina NS2b que
pesa 14.5KDa, cuya funcion atn se desconoce (10). NS3 es un péptido hidrofilico de
70KDa, el cual se ha sugerido, que pueda ser la proteasa viral activa en el procesamiento
postraduccional de la poliproteina (9). Las proteinas NS4A y NS4B con peso molecular de



16 y 27 KDa respectivamente, han sido relacionadas como cofactores del complejo de
replicacion. A la proteina NS5, rectentemente se e han asignado las funciones de RNA
polimerasa y de metil-transterasa (11).

El virus infecta principalmente a gentes jovenes (menores de 13 afios) . La enfermedad se
presenta principalmente en zonas tropicales y subtropicales en América: sin embargo.
exhibe un caracter endémico en el sureste asiatico. Ln nuestro pais las principales dreas
endémicas son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatan, la zona baja de Veracruz y mads

recientemente Monterrey (12).

ESPECTRO CLINICO DE LA ENFERMEDAD:

El espectro clinico varia desde las formas febriles conocidas como Dengue Clasico (95%

de los casos), hasta las formas graves de la enfermedad como son: la Ficbre Hemorrigica
por Denguce y/o Sindrome de Choque por Dengue (FHD/SCD).
El Dengue cldsico se caracteriza por presentar fiebre, cefalea, mialgias y artralgias; los
datos de laboratorio son normales a excepeion de una leucopenia moderada (Fig. 2). En las
formas graves generalmente presentes en una infeccion secundaria. se presenta ademds del
cuadro anterior: taquicardia, déficit de la perfusion tisular periférica, hipotension y/o
manifestaciones hemorragicas, los datos de laboratorio muestran un incremento del
hematocrito, asi como una disminucion de algunas proteinas plasmadticas tales como:
fibrindgeno y el factor C3 del complemento, ademds de una severa plaguetopenia por
plaquetolisis, al parecer responsable de la tendencia hemorrdgica [Fig. 3 (13)].

A la fecha sc conocen dos hipotesis que intentan explicar las manifestaciones
hemorragicas: la primera postulada por Halstead en 1980 (14), proponiendo que en el curso
de una infeccion secundaria la presencia de anticuerpos heterotipicos no neutralizantes
circulantes, incrementa la formacion de complejos antigeno-anticuerpo, facilitando la
eficacia de entrada del virus a las células blanco y desencadenando con ello a activacion de
macrofagos y que a su vez los macrdfagos activen diferentes sistemas como el del
complemento, fibrinolisis y/o coagulacion. Con base en lo anterior, se propuso que los
anticuerpos heterotipicos no neutralizantes previamente formados, fueran un factor de
predisposicion en la presentacion de FHD/SCD en el curso de una infeccion secundaria,
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Bhamarapravati en 1967 (15), sugirid  que probablemente en fa FHID/SCD estén
mvolucrados mediadores quimicos de accion corta como la histamina y fa bradiquinina: sin
embargo, existen otras sustancias como el leucotrieno C ( el cual es 1000 veces mis potente
que la histamina), los metabolitos del dcido araquiddnico, prostaciclinas y prostaglandinas.
que son liberados por los macrotagos estimulados durante la infeccion (14) ocasionando un
aumento en la permeabilidad del endotelio vascular y salida del liquido intravascular al
espacio intersticial, con ello la instalacion del choque hipovolémico.

Sin embargo, se han reportado casos de Dengue hemorragico en ¢l curso de una infeccion
de tipo primario, en la que el i/ inmunologico del huésped no juega un papel
importante, en las cuales se ha demostrado que no han estado expuestos a una
primoinfeccion por dengue u otro flavivirus (16). Para tratar de explicar estos casos, Leon
Rosen en 1977 (17) propuso una segunda hipatesis, postulando que la variabilidad

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

1 ) €8 importante en la predisposicion a fa manifestacion hemorrdgica.

Ambas hipotesis estin basadas en datos epidemioldgicos, sin que a la fecha existan

reportes a nivel de estructura gue apoyen a las mismas.

POSIBLE RELACION DE LA PROTEINA DE ENVOLTURA VIRAL CON LA
FIBRINOLISIS:

Como se menciond anteriormente, la glicoproteina de envolwra viral (E) es muy
importante desde el punto de vista fisiologico, ya que en ella residen las principales
funciones biologicas tales como: penetracion a la célula, es decir unidn a receptor,
hemaglutinacion, neutralizacion, etc (4). A diferencia de la mayor parte de los virus cl
dengue presenta una sola proteina de superficic (proteina E), la cual interacciona
inicialmente con el- huésped, por lo que se le ha dado un papel central en la resolucion de la
infeccion en Ia relacion huésped-pardsito. Nosotros planteamos la posibilidad de que la
proteina E, pudiera estar involucrada en la alteracion de los procesos de coagulacion y/o
fibrinolisis, desencadenados por el virus en infecciones de tipo hemorragico en el curso de
una primoinfeccion (en las cuales no hay anticuerpos preexistentes), con base en los
antecedentes siguientes:

Markoff'y col. en 1991 (18) Hevaron a cabo estudios en nifios hospitalizados con Dengue
clisico y FHD/SCD, encontrando que los anticuerpos contra la proteina E del virus
presentaban reaccion cruzada con proteinas plasmaticas que actian en los sistemas de
coagulacion y/o fibrinolisis, principalmente con el plasminogena. Mediante andlisis de



similitud entre el plasminogeno y la proteina de envoltura viral (13). se observo que existia
una region de 20 aminodeidos que presenta una elevada homologia v que comprende del
aminodcido 100 al 119, la cual carresponde a la region mas conservada en los flavivirus
(19).

Por otro lado, en un estudio realizado en Cuba en pacientes con Dengue Hemorrdgico. se
encontro que existia una elevada correlacion entre la disminucion de  fibrindgeno,
plasmindgeno, el aumento de los productos de degradacion de fibrindgeno y la severidad de
la enfermedad (20). Con base en cstos antecedentes, Ruiz y col (datos no publicados).
Hevaron a cabo un andlisis de estructura primaria y secundaria de la proteina E de dengue,
observando que existen diferentes dominios compartidos entre la misma y las proteinas
plasmiaticas que actian en la coagulacion y/o fibrinolisis, entre los que se encuentran  un
dominio tipo finger, otro de union a calcio y un dominio tipo kringle (figura 4), de este
tltimo se sabe que una de sus funciones importantes, es la de asegurar ku especificidad de
unidon proteina-proteina en los sistemas enzimdticos que involucran proteasas serinicas
(21,22). Los dominios kringle se encuentran formados por tres asas unidas por 3 puentes
disulfuro que son caracteristicos de este tipo de estructura (fig. 4), siendo esenciales para
asegurar la especificidad y control biologico de la accién de algunas proteinas que actan
en la coagulacion y/o fibrinolisis, tales como: el factor Xil de la coagulacion, la
protrombina, urocinasa, activador tisular del plasmindgeno y plasminogeno, por estar
involucrados en interaceiones que regulan la conversion 6 control de la activacion de
protrombina y plasmina. Estos dominios participan en la asociacion del factor Va con la
protrombina (23) y la unién de la plasmina a fibrina y o-2-antiplasmina(24).

El grupo de Heinz y col. en 1994 (25), reportaron ta cristatizacion del fragmento soluble (aa
[-403) de la proteina de envoltura del virus de encefalitis transmitida por garrapata (TBE),
el cual pertencce alos flavivirus. Asimismo, Stuart y Gouet en 1995 (26) Hevaron a cabo un
analisis estructural de la proteina E de TBE, encontrando que en el dominio [ existla um
estructura tipo kringle, el cual aunque tridimensionalmente presentaba una forma muy
extendida, el patrén de puentes disulfuro mantenia la topologia de un dominio kringle. Con
base en estos antecedentes, nosotros planteamos que la presencia de los dominios kringle en
el virus de dengue, juegue un papel importante en la fibrinolisis, ast como enel desarrollo

de la hemorragia.
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FIBRINOLISIS.

La fibrinolisis es un proceso fundanemtalqie dacomno resultado la lisis del codgl- 0. Este
fendmeno esta controlado y regulido por la actividad de un sistema de ernzimas
proteolfticas llamado sistema plasniiSgen-plasnina. Mientras que la trombinza s la
enzima que activa la formacion de lafi.brin, Ea phismina es la encargada de degnadur los
codgulos de fibrina, ésta ultima se enaienin em ¢ltorrente sanguineo bajo la forna  deuna

10



proteina precursora llamada plasmindgeno: su conversion es llevada a cabo por otra
proteina denominada activador tisular del plasmindgeno de manera natural y en condiciones
patoldgicas por enzimas proteoliticas cinasas, tales como: uroquinasa y estreptocinasa . La
activacion del plasmindgeno. involuera ¢l rompimiento de una union lisina-arginina en ¢l
zimogeno y no genera la liberacion de péptidos (28).

La plasmina en su forma activa es capaz de actuar sobre varias proteinas, digiriendo ¢l
fibrindgeno de manera similar a su aceion sobre la fibrina, ademds de poder degradar otras
proteinas plasmaticas particularmente los factores de coagulacion V'y VI (Diagrama 1).
La plasmina formada provoea entonces una degradacion no solo de la fibrina, sino tumbién
del fibrindgeno circulante (fibrinolisis sistémica). Ademds de los factores antes

mencionados, dichas sustancias ocasionan un estado de no-coagulacion de la sangre,
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[l proceso de fibrinolisis es lento, la plasmina requiere de varias horas para llegar a fa
digestion de la fibrin/ogeno hasta péptidos de bajo peso molecular . por lo que la mayoria
de los métodos que existen para medirlo requicren de varias horas (los productos de
desintegracion resultantes son diferentes). Inicialmente la enzima se une a la fibrina y/o
fibrindgeno (340KDa) y corta la cadena o, asi como la union de la cadena beta para
producir el fragmento X (240-265kDa), en el siguiente corte se produce un fragmento X
tardio el cual genera posteriormente los fragmentos Y (155 KDa) y D (70-100 KDa).
Finalmente de la degradacion del fragmento Y, se generan el fragmento L (50KDa) y un
segundo fragmento denominado D ( Diagrama 2). Ambos fragmentos pueden proseguir en
su degradacion hasta obtener péptidos de menor peso molecular. Durante la proteolisis de la
fibrina y/o fibrinégeno por la plasmina, s¢ pueden cortar alrededor de 30 sitios en orden
especifico los cuales generan sitios de union adicionales a lisina (29, 30).

Se sabe que el desencadenamiento del sistema fibrinolitico se da tanto por la activacion
de proteinas endogenas (factor activador del plasmindgeno y urocinasa), asi como de otras
proteinas exdgenas como es el caso de la estreptocinasa.

La estreptocinasa (SK) no presenta una actividad catalitica como tal, sino que se propone
que se une a la molécula de plasmindgeno, fa cual a su vez sc encuentre unida a fibrina o
fibrindgeno, actuando como un proactivador que provoca un cambio conformacional en la
molécula de plasmindgeno , resultando en la exposicion de un sitio sensible a hidrolisis por
otra molécula del mismo, dando lugar asf a la generacion de plasmina [la proteina E en el
virus del dengue podria presentar un comportamiento similar a la moléeula de SK. (Fig.5)].

Fibrindgeno

Plasminégeno

Val

4Sitio activo

Plasminégeno Plasmina

Fig. 5. Modelo esquemdtico de la activacion de plasminogeno por estreptocinasa
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Ademas de la estreptocinasa se sabe de Ty existencia de otras proteinas que actuan de la
misma manera, las cuales provienen de diferentes bacterias tales como el vy

fenea (31,

INHIBICION DE LA FIBRINOLISIS:

La fibrinolisis puede inhibirse de farma natural o de forma no natural utilizando sustancias
sintéticas, tal es el caso del deido g-aminocaproico (AEAC), que es un aminodcido sintético
cuya decion fué estudiada por Me Nical en 1964 (32) (es un potente inhibidor con
potencial uso en la terapéutica antitrombotica como en trastornos del sistema fibrinilitico).
Se ha propuesto que AEAC actie uniéndose en la parte no catalitica de la moléeula de
plasminogeno, especificamente en los sitios de union a lisina de los kringles 1, 2 y 3.
inhibiendo asi la unién del plasmindgeno o fibrina(dgeno). impidiendo que el
plasmindgeno pueda exponer el sitio sensible a hidrélisis y por lo tanto de origen a la
generacion de plasmina (33); el AEAC ha sido muy utilizado para inhibir la fibrinolisis en
pruebas de laboratorio clinico.

Por otro lado, en forma natural existen en el plasma proteinas que neutralizan la actividad
producida por la plasmina denominadas antiplasminas, entre las que se encuentran: los
inhibidores de la activacion del plasmindgena (PAI-1 y PAI-2) y la alfa-2-antiplasmina (u-
2AP) ; los primeros actian inhibiendo la activacion del zimégeno de la plasmina, mediante
la unién de PAI-1 y PAI-2 a las moléculas activadoras del plasmindgeno (factor activador
de plasminogeno y urocinasa); la segunda (a-2AP), pertenece a la familia de las serpinas y
es el inhibidor primario de la plasmina, ya que inhibe especificamente a la moléeula activa
del plasminogeno mediante un mecanismo que comprende 2 uniones: la primera interaccion
es de tipo i6nico, en la cual se lleva a cabo la union de la molécula de o-2AP al kringle 1 de
la plasmina (reaccion reversible) y la segunda es donde ocurre la unién covalente de la a-
2AP a la serina 740 de la cadena beta de 1a plasmina (region catalitica), esta dltima es una
reaccion irreversible (Fig. 6). Se han reportado diferentes tipos de anticuerpos que son
capaces de inhibir la actividad de o-2AP, entre los cuales se encuentran anticuerpos
monoclonales anti-dengue(34) y anti-urocinasa (35) que son capaces de bloguear la union
de la 0.-2AP a la plasmina, Los anticuerpos anti-dengue como se menciond anteriormente,
fueron reportados por Markoff y cruzan con el zimogeno especificamente en los aa 759-
779, esta region se encuentra en la parte catalitica de la plasmina y/o plasmindgeno 19 aa
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cerca de la serina 740, Nosotros, no descartamos la posibilidad de que tal vez al igual que ¢l
anticuerpo. el virus del dengue pueda actuar de manera similar, afectando fa actividad del
inhibidor por medio de la competencia del inhibidor con la particula viral. ya sea en la
misma region o en sitios muy cercanos a fa serina 740, que  permitiesen bloquear la union
de la a-2AP y por lo tanto su actividad (alterando el proceso de inhibicion se exacerba la

fibrinolisis).

) - Dominio ; Lys-plasmin )
Krimgle }
—b

o)L _
Sitio Activo ../

Ser

——

alta-2-antiplasmina

Fig.6. Modelo de inhibicion de la plasmina por «-2-antiplasmina.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En base a estos antecedentes, nos propusimos analizar fa posible participacion del virus
del dengue y de la proteina de envoltura viral en la patogenia del Dengue hemorrdgico; asi
como su relacion con los procesos de coagulacion y/o fibrinolisis (asimismo su
regulacién) como un elemento importante en el establecimiento de la hemorragia. ‘

El plasmindgeno actda en el proceso de fibrinolisis, dando su activaciéon lugar a la
generacion de plasmina (protefna encargada de degradar fibrina(égeno). En la molécula
tanto del zimogeno como de la enzima, se encuentran cinco dominios kringle de los cuales
solo uno es indispensable en la formacion del complejo ternario [plasmindgeno-activador
tisular del plasminogeno-fibrina y/o fibrindgeno] , encargado de acelerar la generacion de
plasmina y en consecuencia en la degradacion de fibrina(6geno) (36, 37). Al estar presente
este tipo de estructuras (dominios K) en el virus existe la posibilidad de que el mismo
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este tipo de estructuras (dominios K) en el virus existe la posibilidad de que el mismo
presente una funcion andloga a estas molceulas. Los niveles séricos tanto de plasmindgeno
como de fibrindgeno se han encontrado notablemente disminuidos en pacientes con dengue
hemorragico (20), por to que se propone que se estén degradando, posiblemente  como
resultado de la activacion del plasmindgeno. Nosotros proponemos que el virus
posiblemente se una al zimogeno y sca capaz de activarlo. Por otro lado. ¢l nivel de
activacion de plasmina generada es regulado por otra proteina  denominada @-2-
antiplasmina («-2AP) y su mecanismo de accion se lHeva a cabo en dos pasos: el primero
es reversible y consiste en la union de la molécula al primer kringle de ta enzima; mientras
en ¢l segundo se une a la region catalitica inhibiendo a la plasmina de manera irreversible.
Asimismo el virus del dengue podria competir en ambos pasos en el proceso de inhibicion
de la fibrinolisis producido por a-2AP, ya que la regién de cruce de los anticuerpos en la
proteina E, s¢ encuentran 19 aa cerca del sitio de unidn de fa «-2AP y la plasmina (34).

Con base en lo anterior nosotros proponemos que independientemente del status
inmunoldgico del individuo (es decir la presencia de anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes), el virus s #¢ podria desencadenar la activacion del plasmindgeno como un

fenémeno importante en el establecimiento del proceso fibrinolitico y/o hemorrdgico.



HIPOTESIS DI: TRABAJO

Las 2 hipdtesis que intentan explicar el establecimiento de los casos hemorragicos
ocasionados por el virus del dengue, estdn basadas en datos epidemioldgicos, asociandose
la fiebre hemorrigica por dengue (DHF) con la presencia de anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes (cn el curso de una infeccion secundaria); sin embargo. se han descrito casos
de dengue cldsico en el curso de una infeccion de tipo primario (en {a que no existen
anticuerpos anti-dengue circulantes), donde las manifestaciones son severas y se presenta el
fenémeno hemorragico y/o choque desconociéndose sus causas. Nosotros proponemos que.
independientemente del #fa%u inmunologico del individuo, es decir la presencia de
anticuerpos heterotipicos no neutralizantes, el virus podria ser capaz de desencadenar la
activacion del plasmindgeno como un fendmeno importante en el establecimiento del
proceso fibrinolitico y/o hemorragico.



OBJETIVO GENERAL.

Con base en el planteamiento anterior, nos propusimos como objetivo general llevar a
cabo:
la evaluacion de la participacion del virus del dengue en el proceso de fibrinolisis como un

mecanismo contribuyente en la instalacion del fenomeno hemomégico.

OBJETIVOS PARTICULARES:

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

particulares:

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

como una cepa aislada de un brote de dengue clisico.

2) Evaluar . /o la capacidad de generacion de plasmina, utilizando ambos aislados

virales,
3) Analizar la capacidad fibrinolitica mediante ensayos » - en cada uno de los aistados

virales.

4) Estudiar la inhibicion de la fibrinolisis en presencia de «-2-antiplasmina utilizando

ambos aislados virales.

5) Purificar la glicoproteina de envoltura viral,

6) Evaluar i - la capacidad de la proteina de envoltura viral de ambos aislados, para

activar al plasmindgeno.



DISENO EXPERIMENTAL

Evaluacion del sistema de la
coagulacion utilizando ambos
aislados virales (D2M y D2I)

en un ensayoéin wibio. I

l

Purificacion y amplificacion  pyrificacién de

del virus del dengue =* la proteina de
h%rré%rragico y clasico (D2M envoltura viral.
y I

Evaluacion del sistema de
fibrinolisis en un ensayo
i wibo.,

\ 4

Evaluacion de la inhibicion de los
procesos de coagulacion y/o
fibrinolisis.



MATERIALES Y METODOS:

PURIFICACION Y PROPAGACION DE LOS VIRUS:

El virus del dengue serotipo 2, aislado mexicano (D2M), se obtuve a partir de moscos
infectados (donados por el Dr. Duane Glubler de los laboratorios de San Juan, CDC de San
Juan, Puerto Rico). Esta cepa (200787) fué aislada de un caso de dengue cldsico durante un
brote epidémico en el estado de Guerrero en 1983, EI dengue 2 Indonesia (D21). cepa
1169, fué aislado a partir de un caso fatal de dengue hemarrdgico en 1986. Ambas cepas sc
propagaron en monocapas confluentes de células de rifion de mono (LLC-MK2), en
botellas de 150 em’, las cuales se inocularon a una multiplicidad de infeccion de 0.)
UFP(unidades formadoras de placa)/Cel. y se incubaron a 37°C en medio minimo esencial,
suplementado con 5% de suero fetal bovino, 0.05% de glutamina y antibidtico. Los cultivos
fueron cosechados cuando se observo el maximo efecto citopdtico, pero antes de que se
desprendiera el cultivo celular (generalmente 6-8 dias) y posteriormente se clarificaron
mediante centrifugacion a 200g durante 10 min. con el fin de eliminar detritos celulares.
Posteriormente, los virus se concentraron por precipitacion utilizando 1/5 del volumen de
polietilenglicol al 20% en NaCl al 15% e incubados 12 hrs. a 4°C. Esle precipitado fu¢
colectado mediante centrifugacion a 2500g durante 45min., el cual posteriornente se
disolvio en un amortiguador de tosfatos 10mM pH 7.4 (PBS), formando un stock que se
alicuotd en tubos Eppendorf de Iml, guardindose a-70°C hasta su uso.

TITULACION DEL VIRUS POR ENSAYO DE PLACA LITICA:

Con el objeto de utilizar igual concentracion del virus en cada ensayo, inicialmente se
tituld el dengue 2 mexicano (D2M) y dengue 2 indonesia (D21) mediante ensayo de placa
litica (38), para lo cual se inocularon diferentes diluciones del virus ( 107, 10°, 10%, 10%, 100,
10" a 1077) en monocapas de células LLC-MK2 provenientes de rifién de mono, las cuales
se mantuvieron en cultivo a 37°C en medio minimo esencial con suero fetal bovino (SFB)al
10%. Los cultivos se cubricron con una capa de agar suplementado con SFB, medio
minimo esencial, DEAE-Dextran, vitaminas, aminodcidos no esenciales y antibioticos.
Posteriormente se incubaron durante 7 dias a 37°C, al octavo dia postinfeccion, se afiadio
una solucién de (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-bromuro de difeniltetrazolium; azul tiazol)
a una concentracion de 30mg/m! en NaCl 0,85%, con el objeto de hacer visibles las placas y

contar el ndmero de unidades formadoras de placas liticas (UFP).



ENSAYO DE FIBRINOLISIS POR EUGLOBULINAS:

Con el objeto de evaluar si el virus de dengue era capaz de alterar los procesos de
coagulacion y/o fibrinolisis. se llevo a cabo ¢l ensayo de "fibrinolisis por cuglobulinas"
utilizando plasma humano, ¢l cual brevemente consisteen lo siguiente:

Sml de sangre completa citratada 0.11M (dil. 1:8), se centrifugaron a 2300 rpm/10 min,
separando el plasma del paquete celular. Por cadn 0.4ml de plasma obtenido. se adicionaron
7.6mi de agua destilada y 8ul de dcido acético (0.1%), con el objeto de precipitar las
proteinas de la fraccion beta (dentro de las cuales estin comprendidos todos los factores de
coagulacion y/o fibrinolisis. excepto la protrombina), centrifugindose de nuevo a 3000
rpm/10min; el sobrenadante (que contenia las proteinas de la fraccion alfa y gama) se
desechd, resuspendiendo el precipitado con 10ml de amortiguador de fosfatos 10mM, pll
7.2. La muestra anterior fué dividida en dos grupos: el primero, fué alicvotado en muestras
de 1 ml adadiéndoles 10p] de un stock (1x10" UEP./ml) del aislado viral (dengue 2
mexicano o dengue 2 Indonesia), incubado a 37°C/30 min, agregando posteriormente 1.5
U.L de trombina (Sigma, Co.) por muestra con e} objeto de inducir la coagulacion; al
segundo grupo, se le adiciond la trombina antes de la suspension viral, de igual mancra
todas las muestras se incubaron a 37°C hasta observar la lisis del codgulo (tiempo normal
de 4 a 6hrs). Los controles negativos (sin el virus) contenion ademas 50pl de dcido
aminocapréico [EACA (inhibidor de la fibrinolisis)] 9Img/ml. El control positivo sellevé a
cabo de manera similar al control negativo con la adicion de 200p1 de estreptocinasa 5,000
U.I/ml. Ver diagrama 3.

PREPARACION DE LAS MATRICES DE FIBRINA:

Las matrices de fibrina se prepararon en placas de polipropileno para ELISA de 24 pozos
de acuerdo al método de Pannckoek y Col.. (36) con algunas modificaciones que
brevemente consisten en lo siguiente: [nicialimente para prevenir uniones inespecificas. los
pozos se bloquearon con solucion de albimina (BSA) a una concentracion de 20mg/ml en
solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.4 durante toda la noche a 4°C. Posteriormente,
se retird la solucion anterior y se lavaron los pozos dos veces con PBS 10mM pH 74y
Tween 20 al 0.05% (v/v) en BSA (Img/ml) a temperatura ambiente, Finalmente, a cada
pozo se le afiadieron 100ul de fibrindgeno (Sigma) a una concentracion de 10myml mds
25pul de trombina humana (Sigma) a una concentracion de 3 unidades/ml para dar lugarala
formacidon de la malla de fibrina, Las matrices de fibrina se dejaron formar durante 16 hrs.
a 37°C. Ver diagrania 4.

1)
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Dia_grama 3. Ensayo de fibrinolisis por euglobulinas.

5 nilde Sangre Completaen Citratode Sodio 0.11 M (dil. 1:8).

4

Centrifugar [0min. a 2500 rpm.
4

0.4 ml de Plasma + 7.6 ml de agua destilada

4

Agregar 8 ul de Acido Acético (0.1%)
$

Centrifugar

15min a 3000
rpm

Control Negiztivo $
(50 pl de EACAOmg)| Tomar precipitado (euglobulinas) y

agregar Tl de PBS [0mM pH 7.2

Agregar 1.5 U de Trombina 10 plde D2-1 leO U[ P/ml

Obsuv'u' coagulacion

10 14] de D2M 1x10* UFP/mI
Conlro-| posmvo
200 pl de Streptocinasa
(1000Q U/ mi)

Incubar a 37°C /bafiomaria
Observar la lisis del codgulo
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Diagrama 4. Protocolo de fibrinolisis en placa.

SOL. 1: Albiimina Sérica Bovina (BSA) 20 mg/ml
SOL.. 2: Amortiguador de carbonatos S0mM, pH 9.4
SOL.. 3: Amortiguador de fosfatos 10mM, con 0.05% deTween 20 (viv), y | mg/ml de

BSA.
SOL.4: Tris HCH0.05M, NaCl 0.11M, pH 7.4 y 0.01% de azida de sodio como

conservador.

BLOQUEO DE LA PLACA:

4°C, o.n.

SOL. 1 +2(DIL. 11])  swenmend ~ Retirar soly lavar 2
v veees, 3 min. con la sol,
3
MALLA DE FIBRINA:

100 pl Fibrindgeno (10 mg/ml)  + 25 jl Trombina (3 U/ml).
16 hrs. § 37°C

Malla de fibrina

ACTIVACION DE PLASMINOGENO:

Estreptacinasa Plasminégeno Control
J as: . aén; 4 Control posilivo
50041 (5000 U.A/ml) 1004 (6.3M) l
MALLA DE Plasmindégeno
FIBRINA D2 4 cromogénico
(200 1 Sol. 4)p  100ul (1xIOUE.P.) 1004 (0.34M)
2-4min/37°C
Plasminégeno
D2M 4 cromogénico
100pL. (1X10°UEP.) 100u1 (0.3uM)

Controles negativos: fibrina, fibrina + SK, fibrina + plasmindgeno,
fibrina+D2M Yy fibrina + D2I.

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



ENSAYO DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINA:

.as matrices de fibrina se lavaron dos veces durante 2 minutos con solucion
amortiguadora veronal pH 7.4 a 37°C. Al retirar la solucion anterior a cada matriz se le
agregaron 100 pl de plasminogeno (PLG) cromogénico (el cual, al ser convertido en
plasmina, genera una sustancia Hamada p-nitroanilina de color amarillo, que absorbe a
405nm), de una concentracion de 3pM, 100 pl de estreptocinasa (SK) a 5,000 LU/ml y
100 pl de virus (leO‘PFU/ml) y se incubaron a 37°C en cimara humeda durante 1, 3, 0, 12
y 24 horas. En cada uno de estos tiempos se midio la absorbancia a 405nm en un lector de
ELISA (Awareness Technology Inc.). Los controles negativos contenian Unicamente la
fibrina o fibrina mas 100 pl de SK. Los controles positivos contenian la malla de fibrina
mds 100 pl de PLG y 100ul de SK. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Después de
24 horas las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
10% (PAGE-SDS) en condiciones no reductoras, para identificar los productos de
degradacion de la fibrina (PDF). Posteriormente los geles se tifieron con colorante de

Coomassie.

ENSAYOS DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINOGENO:

Estos ensayos fueron realizados utilizande 100 pl de fibrindgeno (10mg/ml)
procesandose de manera similar a los anteriores. Se leyo la absorbancia a 405nm y los
productos de degradacion del fibrinogeno fueron analizados en SDS-PAGE al 10% bajo
condiciones no reductoras después de 24 hrs de iniciada la cinética. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

ENSAYO DE ACTIVACION DE PLASMINOGENO EN AUSENCIA DE FIBRINA Y/O
FIBRINOGENO:

A cada pozo de la placa de ELISA previamente bloqueado se le adicionaron 100 pl de
PLG (3uM). Los controles negativos consistieron en: PLG y PLG mas 100 pl de SK (5000
U/ml). Los ensayos muestra contenian: PLG mds D2M (1x10%U.F.P/ml) y PLG mds D2l
(1)(104 U.F.P/ml). Las muestras fueron incubadasa 1, 3, 6, 12 y 24 horas a 37°C en camara
himeda. En cada uno de estos tiempos se midid la absorbancia a 405nm. lLos ensayos

anteriores se realizaron por triplicado.



ENSAYO DE INHIBICION DI LA FIBRINOLISIS CON «-2-ANTIPLASMINA:

Estos ensayos fueron realizados utilizando las matrices de fibrina, procesadas de manera
similar a las descritas anteriormente. A cada una de las matrices se les agreguron 40 pl de
plasmindgeno a una concentracion de 0.75uM. mas 80 pl de o-2-antiplasmina 0.75uM.
incubandose 30 seg. a 37°C, después de lo cual se les adicionaron 10 pl de D2M o D2I
(Ix10" PFU/ml); los controles positivos contenjan ademids del plasminogeno y a-2-
antiplasmina, 10 pl de estreptocinasa (25U/ml). Los controles negativos se llevaron a cabo
de manera similar a los ensayos de fibrinolisis a partir de fibrina (metodologia antes
descrita); pero con las concentraciones de reactivos optimas para este ensayo. Finalmente.

se leyo la absorbancia a 405nm. Todos los ensayos tueron realizados por triplicado.

PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA DE ENVOLTURA VIRAL (GP60):

Con el objeto de evaluar la posibilidad de que la GP60, participara en la activacion del
plasminogeno, se llevo a cabo la purificacion de la misma. Con base en lo anterior,
inicialmente se solubilizaron las proteinas virales en diferentes detergentes, para lo cual se
establecieron las condiciones Optimas en la recuperacion de GP60 con cada uno de estos, de
la manera siguiente:

Los virus purificados a partir del sobrenadante de células (LLC-MK?2) infectadas (ver
purificacion del virus), fueron resuspendidos en solucion amortiguadora de fostatos [0mM
pH 7.4 y sonicados durante 30seg/3 veces. Una vez sonicadas las muestras se solubilizaron
en los siguientes detergentes: SDS al 0.05% (disuelto en amortiguador de muestra para
electroforesis), CHAPS 3-[(3-cloramidopropil)-dimetilamonio]-I-propanosulfonato 10mM
al 0.6% (disuelto en Tris-HClI 50mM pH 7.4) y n-octil-beta-D-glucopirandsido (n-OG)
20mM al 1% (disuelto en Tris-HCl 10mM/KCl 100mM pH 7.0). Las proteinas
solubilizadas con SDS, se analizaron mediante PAGE al 10% con SDS al 0.05%, en
condiciones no reductoras. Los sonicados virales que fueron solubilizados con CHAPS y n-
OG, se analizaron mediante PAGE al 10% con SDS. La electroforesis se llevo a cabo a
corriente constante a 60mA. Al término de la corrida, los geles se tifieron con colorante de
coomassie para identificar la proteina GP60 (60 kDa). Una vez identificada, se determiné
el Rf, por medio de la siguiente {ormula:

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

Posteriormente se corto la banda correspondiente a la proteina GP60, utilizando como

referencia los marcadores de peso molecular. Una vez recuperada la banda se electroeluyd
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durante 1.25hrs/20mA, en un amortiguador de glicina y tris-base 12.5mM. con SDS al
0.02% pH 8.0 (utilizando una camara de electroetucion 1SCO). Para purificar las proteinas
en condiciones nativas, el amortiguador con SDS se adiciond anicamente en el exterior de
las celdas; una vez obtenida la muestra, se procedio a su andlisis de nuevo mediante PAGE
al 10% por duplicado, un gel se tifid con colorante de coomassie para corroborar que la
proteina no estuviera degradada, y ¢l otro se trans{irid a papel de nitrocelulosa para verificar
su especificidad mediante western-blot, utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido
contra esta proteina (ver adelante).

ANALISIS DE LA GP60 POR WESTERN-BLOT:

La verificacion de la especificidad de la glicoproteina de 60 KDa, se {levd a cabo
mediante western-blot, de la manera siguiente:
1) Tanto el papel de nitrocelulosa como el gel de poliacrilamida (sin tefir), se equilibraron
durante [hr/4°C en solucion amortiguadora [tris-base 0.025M, glicina 0.192M, diluido 1:8
en una mezcla agua/metanol 2:1 (v/v)].
2) La proteina se transfirio al papel de nitrocelulosa durante 45 min/24 volts, utilizando
una fuente de poder Multi-cell-Schauer modelo DXS.
3) El papel de nitrocelulosa con la proteina transferida se bloqued con solucion de albumina
sérica bovina al 3%, tween 80 al 0.3% en sol. amortiguadora de fosfatos [0mM pH 7.4 y se
incubo durante [6hrs/4°C.
4) La solucidn anterior se retird, y se agreg6 el primer anticuerpo monoclonal (anti-GP60)
proveniente de raton, diluido 1:1000 en solucion amortiguadora de fosfatos 10mM pH 7.4,
incubdndose durante 6hrs/4°C. Posteriormente, se retird el anticuerpo y se lavo 6 veces
con sol. amortiguadora de fosfatos, tween 0.3% (sol. de lavado).
5) Una vez retirada la sol. de lavado se le adiciond el segundo anticuerpo (anti-raton
peroxidado), diluido 1:2000 en solucion amortiguadora de fosfatos 10mM pht 7.4 y se
incubd un tiempo minimo de 3 hrs a temperatura ambiente, cubierto de la luz; posterior a lo
cual, se lavo 3 veces con la sol. de lavado.
6) Finalmente, las tiras de papel de nitrocelulosa que contenian la proteina se revelaron con
una sol. de 2,4-cloronaftol al 0.3% en metanol, hasta observar la aparicion de la banda.



ANALISIS DE GP60 POR DICROISMO CIRCULAR:

El dicroismo circular es un método Wil que aporta informacion estructural global de las
proteinas [principalmente estructura secundarial. utiliza radiacion electromagnética en el
intervalo de longitudes de onda de 180-700nm. El analisis de las muestras se Heva a cabo
en un espectropolarimetro, el cual utiliza una fuente de luz muy estable de gran intensidad y
cuenta con un sistema electronico que caleula la diferencia entre la absorcion de radiacion
circularmente polarizada en ambos sentidos, convirtiéndola en un valor numérico de
elipticidad, graficindola contra la longitud de onda en un registrador, La elipticidad de fa
Juz es una medida de la actividad dptica y se define como el arco tangente del radio menor
al eje mayor de la elipse, en la cual es desviada la luz al pasar por Ia muestra. Su orientacidn
es una segunda indicacion de la actividad optica. A partir de los datos de elipticidad se
puede calcular el indice de elipticidad por residuo medio ([6]). el cual es una medida de
acttvidad optica que depende de la concentracion de fa muestra y se estima utilizando una
masa molecular de 110g/mol” por residuo, de acuerdo a la siguiente relacion:

[0]=100.6/C. 1.
donde: [8}= indice de elipticidad molar (grados.cm®/decimol™)
0 = elipticidad
C=concentracion
I=longitud del recorrido dptico (celda)

Basados en el indice de elipticidad por residuo medio, se puede determinar el contenido
de estructura secundaria mediante un ajuste de minimos cuadrados a los espectros de
Hennessey y Johnson (39).

Los espectros. de dicroismo circular combinados con la prediecion de estructura
secundaria de la secuencia de aminodcidos, reflejan la conformacion molecular de una
proteina ayudando a elucidar la estructura de proteinas que no han sido cristalizadas.

Paralelamente a los ensayos anteriores, se {levé a cabo el andlisis d¢ la proteina de
envoltura del virus del dengue purificada mediante dicroismo circular, con el objeto de
evaluar la posible perdida en la estructura secundaria y probablemente en su funcionalidad,
durante la purificacion, Este andlisis fué llevado a cabo por fa Dra. Adela Rodriguez
Romero del Instituto de Quimica, utitizando un espectropolarimetro Jasco-A-500.
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ENSAYO DE FIBRINOLISIS A PARTIR DE FIBRINA CON GP60:
Este ensayo se llevo a cabo con el objeto de evaluar, fa participacion de la GP6O en la
activacion del plasmindgeno v brevemente consistio en lo siguiente;

A cada matriz de fibrina (metodologia antes descrita), se agregaron 100pl de PLG 3uM,
100pd de SK 50,000 U.V/ml y 50pl de GPGO purificada a una concentracion de 100mg/ml.
Las muestras se incubaron a 37°C en camara himeda durante 1,3,6.12 v 24 lrs. En cada
uno de estos tiempos, se midio la absorbancia @ 403nm en un lector de ELISA. Los
controles negativos, contenfan unicamente fibrina o fibrina mds 100pl de SK; a los
controles positivos, ademds de la malla de fibrina, se adicionaron 100pl de PLG y 100pd de
SK. Estos ensayos se realizaron por triplicado. Después de 24hrs, las muestras fueron
analizadas mediante PAGE al 10% con SDS en condiciones no reductoras, con el objeto de
identificar los productos de degradacion de la fibrina, ya una vez tefiidos los geles con

colorante de commassie.

ENSAYO DE ACTIVACION DE PLASMINOGENO UTILIZANDO GP60:

Con el objeto de evaluar si la GP60 purificada era capaz de activar al PLG al igual que el
virus completo, se llevaron a cabo los siguientes ensayos:

A cada pozo de la placa de ELISA previamente bloqueada, con solucion de albumina
20mg/ml en solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.4 durante toda la noche a 4°C, se
adicionaron 100ul de PLG 3uM y 50l de GP60 100mg/ml. Los controles negativos
consistieron en 100ul de PLG 3uM y PLG mas 100ul de SK 5,000 U.V/ml. Las muestras
fueron incubadas 1,3,6 y 12 hrs/37°C en cdmara himeda. En cada uno de estos tiempos se

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

ANALISIS ESTADISTICO:

Los resultados de los ensayos realizados se analizaron estadisticamente calculando el
porcentaje de activacion a partir de las medias, el error estindar y un andlisis de
significancia (T-student) de las muestras procesadas por triplicado, tomando como base la
absorbancia médxima, generada por el control positivo y los virus [medida a las 24 hrs, en el
caso de los ensayos realizados con el virus completo].

Los resultados obtenidos con la GP60 purificada se analizaron estadisticamente

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

EFECTO DEL VIRUS DEL DENGUE EN EL PROCESO DE COAGUILACION Y/O
FIBRINOLISIS.

En ausencia de un modelo . que nos permitiera evaluar la posible alteracion de los
procesos de coagulacion y/o fibrinolisis, provocados por el virus de dengue, se llevo a cabo
el ensayo de "fibrinolisis por euglobulinas", utilizando plasma humano. Este ensayo se baso
en la precipitacion de las proteinas que estin comprendidas en la fraccion beta
(denominadas "euglobulinas"), en la cual estin presentes todas las proteinas plasmdticas
que participan en los procesos de activacion de complemento, coagulacion y/o fibrinolisis,
con excepeion de la protrombina (zimogeno de la trombina). La funcion de la trombina es
generar ¢l codgulo de fibrina, mediante la hidrdlisis especifica del fibrindgeno (40). Este
ensayo nos permitio evaluar al mismo tiempo, el proceso de coagulacion y el de fibrinolisis.
Con base en lo anterior, se agrego el virus a dos niveles: en el primero, se adiciono el
mismo antes de la trombina, es decir, antes de inducir la coagulacion, con lo cual
pretendiamos valorar si ¢l virus cra capaz de inhibir dicho proceso, sin embargo, no se
logrd inhibir (ver tabla I, presencia de codgulo a las 0 hrs); en el segundo, el virus se afiadio
después de agregar la trombina. En estos ensayos observamos que el virus de la cepa
proveniente de un caso fatal de dengue hemorrdgico (dengue 2 Indonesia) fué capaz de
acelerar la fibrinolisis, ya que el codgulo se degradé totalmente a las 6 hrs de iniciado el
proceso; en comparacién con la cepa de dengue clisico (dengue 2 mexicano), en la cual,
aun después de 6hrs el coagulo estaba presente, asi como en el control negativo. Estos
resultados nos sugirieron que el proceso de la coagulacion no estaba afectado vy si, el de
fibrinolisis; sin embargo, el nivel de los mismos fué cualitativo, por lo que se decidid llevar

a cabo la evaluacion utilizando un método cuantitativo.
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Tabla 1. Activacion de Ia fibrinolisis por el virus del dengue,

Ensayo Presencia de | Presencia de | Presenciade | Presencia de
coigulo coigulo coitgulo codgulo
(0 hrs.) (2 hrs.) (4 hrs.) (6 hrs.)
Control negativo + + + +
(sin estreptocinasa)
Control positivo + + - -
(con estreptocinasa)
Dengue 2 Indonesia + + +- -
Dengue 2 mexicano + + + +f-

NOTA: +/- indica que el codgulo no se habia degradado totalmente.

ACTIVACION DEL PLASMINOGENO Y DE LA FIBRINOLISIS POR EL VIRUS DEL
DENGUE EN PRESENCIA DE FIBRINA.

Mediante el ensayo de "fibrinolisis por euglobulinas”, sabiamos que el virus del dengue
tenia la capacidad de acelerar el proceso fibrinolitico; mecanismo que depende de la
activacion del plasmindgeno, por lo que nos propusimos realizar ensayos de fibrinolisis a
partir de fibrina, los cuales se Hlevaron a cabo con dos objetivos: primero, determinar si cl
virus del dengue presentaba la capacidad de activar al plasminogeno y segundo, evaluar la
posible diferencia de comportamiento entre ¢! aislado de dengue clisico (D2M) y el de
dengue hemorragico (D21) . Con base en lo anterior utilizamos un compuesto cromogénico
(acuacolor plasminogen), el cual presenta la caracteristica de que al ser convertido el
plasminégeno en plasmina, genera una sustancia llamada p-nitroanilina (amarilla) que
absorbe a 405nm, permitiéndonos por una lado cuantificar el fendmeno y por otro contar
con un control positivo (Fibrina + estreptocinasa + plasminogeno), en el cual la
estreptocinasa activa  al plasminogeno, mediant¢e un mecanismo no catalitico (37).
Previamente se establecieron las condiciones optimas para llevar a cabo los ensayos (tabla
2).
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Tabla 2, Condiciones dptimas para los ensayos de fibrinolisis,

REACTIVOS CONDICIONES ENSAYADAS CONDICIONES
OPTIMAS
Estreptocinasa 500, 1000 y 1,500 U.1. 500 UL
(5000 U.l/ml)
Plasmindgeno 0,3,0.45y 0.6 umol 0.3 pmol.
(3pM)
Dengue 2 mexicano IX10°-1x10°U.F.P. 1x10* UF.P.
Dengue 2 Indonesia 1x10*-1x10° U.E.P. 1x10* U.F.P.

Bajo las condiciones Optimas de nuestro ensayo, se encontraron diferencias
significativas a una hora de iniciada la cinética, entre los controles negativos (F y F+SK )y
las muestras que contenian ambos aislados virales (F+PLG+D2M y F+PLG+D21), que
presentaban una actividad del 23%, la cual fué similar a la presentada por el control
positivo (F+PLG+SK) con una activacion del 20%. Lo anterior nos did la pauta para
efectuar la cinética a tiempos largos y determinar el comportamiento a seguir, en las
muestras que contenian el virus comparadus con el control.  La actividad méxima se
presentd en los 3 casos a las 24 horas de iniciada la cinética, tiempo en el cual se observo el
100% de activacion de plasmindgeno (ver tabla 3). El comportamiento observado fué
similar al control positivo (como se puede apreciar en la fig. 7), los coniroles negativos
permanecieron sin cambio (con rangos de absorbancia de 0.32£0.05). La cinética que
presentaron las muestras que contenian ambos aislados virales, fué similar a la del control
positivo, demostrando con ésto que el virus (al igual que la estreptocinasa) fué capaz de
unirse al plasmindgeno y activarlo, dando lugar a la generacion de plasmina (enzima
encargada de degradar a la fibrina). La cinética de generacion de plasmina en el curso del
tiempo, presentada por el control positivo, es comparable a la” reportada por Lotternberg
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Tabla 3. Cinética de activacion de plasmindgeno en presencia de fibrina,

) Tiempo F+SK+PLG F+PLG+D2ZM F+PLGHD2I
(hrs.) (Yot E.S%) (%£E.S) (YoxE.S)
1 20.7+0.1 23.8+2.9 23.4£1.7
2 36.244.2 41.2+4.8 40.7£3.7
6 04.2+1.4 79.642.5 77.242.8
12 96.6+0.1 08.3+0.4 98.9+0.4
24 100+0.9 100+0.5 1004:0.5

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes
+] error estandar (E.S.*), n=3. F=fibrina; SK=estreptocinasa; PLG=plasmindgeno;

D2M=dengue 2 mexicano; D2I=dengue 2 Indonesia.

Al correr las muestras anteriores en un SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras,
24 hrs. después de iniciados los ensayos, se observaron tres bandas compartidas de un peso
molecular aproximado de 15, 25 y 30 KDa entre ¢l control positivo y las muestras que
contenian los virus [(D2M y D2I). Fig. 8]. Estas bandas podrian corresponder a productos

de degradacion de la fibrina(dgeno) (42).
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Ensayos de fibrinolisis a partir de i brina.

Ch 1

Fig. 8. Analisis de los prod wclos
de degradacion de la fibrina  por
SDS-PAGE en codiciones no reductoras.
1) Fibrina (F)

2) F + Estreptocinasa (SK)

3) F + Plasmindgeno (PLG)

4) F+SK+PLG

5) F+PLG+Dengue 2 Mexicano
6) F+PLG+Dengue 2 Indonesia
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ACTIVACION DEL PLASMINOGENO Y DE LA FIBRINOLISIS POR EL VIRUS DEL
DENGUE EN PRESENCIA DE FIBRINOGENO.

Tomando en cuenta, que no en todos los casos de dengue existe coagulacion
intravascular diseminada como establecimiento previo a la hemorragia (32) y los reportes,
en donde se ha observado que el fibrindgeno le confiere a la estreptocinasa una actividad
Optima, potencializando su accion sobre ¢l plasmindgeno, se llevaron a cabo los mismos
ensayos de fibrinolisis en presencia del fibrindgeno soluble, con el objeto de evaluar si
ambos aislados virales, podrian incrementar la activacion del plasminogeno de manera
similar a la estreptocinasa. La actividad del control positivo (Fg+SK+PLG) con
fibrindgeno, resulté mayor que en presencia de fibrina (fig. 9), lo anterior nos confirmé que
la estreptocinasa presenta su actividad dptima en presencia de fibrindgeno. Por otro lado, la
activacion de plasminogeno con los virus, no cambid al estar presente el fibrindgeno, estos
resultados fueron similares a los obtenidos en los experimentos realizados con  fibrina, Ll
virus procedente de un aislado cldsico, presentd mayor actividad que la cepa de dengue
hemorrdgico (de aproximadamente 10%), esta diferencia se mantuvo a lo largo de toda la
cinética (fig. 9), de lo cual podriamos proponer que la union de D2M con el plasmindgeno
en presencia de fibrindgeno, se llevd a cabo mas rapidamente que la union de D2I, sin
embargo, tomando en cuenta que ¢l proceso de f{ibrinolisis es muy complejo y en este
acttian tanto activadores, como inhibidores, no podemos evaluar biologicamente (aunque
tenga significancia estadistica), esta diferencia (ver valores presentados en la tabla 4), ya
que fué un cambio muy sutil con respecto al control positivo. Los controles negativos (FG y
FG +SK) permanecieron sin modificacion.

Para comprobar que la hidrolisis del fibrindgeno se llevo a cabo en forma especifica por
la plasmina generada, se realizo una SDS-PAGE al 10% en condiciones no reductoras con
lus muestras anteriores. En la fig. 10 se pueden apreciar tres bandas compartidas  entre el
control positivo (Fg+PLG+SK) y los ensayos que contenian los virus (FgtPLG+D2M y
Fg+PLG+D2I), de un peso molecular aproximado de 50, 30 y 25 KDa, la primera podria
corresponder al fragmento E de los productos de degradacion de fibrindgeno (PDF), va que
presenta exactamente ¢l mismo peso molecular y las signientes podrian ser PDFs de bajo
peso molecular, tomando en cuenta que el fragmento de 50 KDa puede continuar
hidrolizandose a productos de menor peso.

En base al comportamiento de las cinéticas realizadas en presencia de fibrina y de
fibrindgeno y a los resultados obtenidos a partir de los geles de poliacrilumida, donde se
pueden apreciar claramente la presencia de bandas compartidas (25, 30 y 50 KDa.) entre el
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Ensayos de Fibrinolisis a partir de
Fibrindgeno.

Fig.10. Andlisis de los productos
de degradacion del Fibrindgeno por
SDS-PAGE (10%) en condiciones no
reductoras.

1) F + SK + PLG

2) Fg + SK + PLG

3) Fg + PLG + D2M

4) Fg + PLG + D2I
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control positivo y los aislados virales. podemos proponer la participacion directa del virus

en la activacion del plasmindgeno y por consiguiente en el fendmeno de fibrinolisis.

Tabla 4, Cinética de activacion de plasminégeno en presencia de fibrindgeno.

Tiempo Fg+SK+PLG Fg+PLG+D2M Fg+PLG+D21
(HRS.) (%1 E.S*) (%1 E.S) (%1 £.8)
1 96.9+0.3 33,0412 25.143.7
2 97.0£0.3 55.743.0 43.543.5
3 99.4+0.3 69.7+3.9 57.546.5
6 98.540.1 94.9+0.8 83.943.2
12 100£0.2 100£0.3 91.743.2
24 98.10.2 99,840 4 100£0.7

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes
x| error estdndar (E.S.*), n=3 Fg=fibrindgeno; SK=estreptocinasa; PLG=plasmindgeno;
D2M=dengue 2 mexicano y D2I=dengue 2 Indonesia.

ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR EL VIRUS DEL DENGUE EN AUSENCIA
DE FIBRINA(OGENO):

Aunque el fendmeno descrito anteriormente fué simifar al comportamiento observado con
la estreptocinasa (thecanismo que depende de la presencia de fibrina y/o fibrindgeno), no
sabiamos si la activacion del plasmindgeno en el caso de los aislados virales también era
dependiente de fibrina(ogeno) y por lo tanto pudiese actuar mediante un mecanismo
similar a la SK. Con base en lo anterior, procedimos a realizar las cinéticas de activacion
de plasmindgeno, en ausencia de fibrina(ogeno). Como se puede observar (fig. 11), en
presencia de ambos aislados virales, se llevo a cabo la activacion de plasmindgeno, la cual
fué de 90.6% para D2M y 84.5% para D2, a las 24 hrs de iniciada la cinética, con una
diferencia estadisticamente significativa comparada con ¢l control (SK + PLG), ¢l cual a
este tiempo presentaba una actividad de 19.6% (ver tabla 5). En este caso los controles
negativos (PLG, D2M y D21) permaneeieron sin cambio.
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Tabla 5. Cinética de activacion de plasminogeno en ausencia de fibrina y/o

fibrinégeno.

Tiempo PLG+SK PLG+D2M PLG+D21
(HRS) (YokE.S.%) (%xl E.S.) (%1 E.S)

1 - 15.740.2 16.8+0.7

2 - 20.440.6 20.0+£0.5

3 - 24.540.6 24.6+0.7

6 9.7+0.6 43.5+1.3 42.6+0.4

24 19.6+£1.0 90.6+0.8 84.5+1.9

NOTA. Los resultados muestran el porcentaje del promedio de tres muestras independientes
£| error estandar (E.S.*), n=3. PLG=plasminogeno; SK=cstreptocinasa; D2M=dengue 2
mexicano y D2I=dengue 2 Indonesia.

La activacion de plasmindgeno en los dos aislados virales fué similar a la presentada con
SK en presencia de fibrina y/o fibrindgeno (F/Fg); sin embargo, en el caso de los virus, la
activacion de plasminégeno se presenté de manera indenpendiente a la presencia de F/Fg,
lo que nos sugirid un mecanismo de activacion diferente, reflejando que el virus per 4
presenta la capacidad de unirse al plasmindgeno y activarlo, participando en la instalacion
del fenomeno hemorrdgico; no obstante, no encontramos diferencias (o fueron muy sutiles
con respecto al control), entre las dos cepas virales que nos ayudara a disecar el fenomeno.

Durante la generacion de plasmina, el plasminogeno pierde un péptido de 77 a.a.
[tranforméndose de glu-plasmindgeno a lys-plasmindgeno, ambos zimégenos inactivos de
la plasmina (23)], por lo cual baja el peso molecular de 92 a 85 KDa (43). Sin embargo, el
plasmindgeno cromogénico que nosotros utilizamos, carece ya de esos 77 KDa, por lo que

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

INHIBICION DE LA FIBRINOLISIS.

La activacion del plasminégeno en forma natural depende de la presencia de un complejo
ternario compuesto por fibrina(dgeno)- plasmindgeno-activador tisular del plasminogeno o
bajo condiciones patoldgicas fibrina(dgeno)-plasmindgeno-estreptocinasa (44). La plasmina
generada permancce unida al polimero de fibrina hasta la disolucion del codgulo. Su
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inhibidor natural denominado a-2-antiplasmina, se encuentra en el torrente sanguineo ¢
inactiva a la plasmina, previniendo la degradacion de fibrinatogeno).

La a-2-antiplasmina inhibe a la enzima en dos pasos: el primero, depende de la union del
Kringle 1 del plasminogeno y la moléeula inhibidora. siendo esta una reaccion que requicre
de la presencia de sitios libres de union a lisina (region funcional de los kringles), el cual
es un paso reversible, v ¢l segundo ( irreversible), consiste en la union del inhibidor a la
cadena beta de la plasmina , especificamente en la serina 740, que se encuentra 19 aa hacia
el amino terminal del sitio activo. Esta region corresponde al sitio donde los anticuerpos
anti-dengue circulantes cruzan con el plasmindgeno (aa 759-779) (34). La inhibicion en el
caso de la estreptocinasa, también depende de que se encuentre libre la serina antes
mencionada, ya que se ha reportado que el inhibidor compite con la SK por la misma
region (aa.562-791 del plasminogeno) (45).

Con el propdsito de analizar la posibilidad de que el virus compitiese con el inhibidor y
que por lo tanto la actividad de la a-2-antiplasmina fuera inhibida por el mismo, se llevaron
a cabo los ensayos de competencia con el inhibidor y asimismo, poder analizar cl
mecanismo probable de inhibicion en presencia del virus, evaluando las diferencias de
comportamiento biologico, entre ambas cepas virales ( que nos mostrara por qué una
presentaba la capacidad de causar hemorragia y la otra no). Inicialmente sc establecieron las
condiciones oOptimas para llevar a cabo los experimentos de inhibicion con o-2-
antiplasmina, probando tanto diferentes concentraciones de los reactivos (estreptocinasa y

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

Tabla 6, Condiciones dptimas para los ensayos de inhibicion de la fibrinolisis,

Reactivos Condiciones ensayadas Condiciones dptimas
Estreptocinasa 0.125-0.5U.L 0.125 U.L.
(5000 U.¥/ml)
Plasminogeno 0.0003-0.3pM : 0.003pM
(GuM)
Dengue 2 mexicano 1x10%1x10° U.F.P. 1X10" U.E.P.
Dengue 2 Indonesia 1x10%-1x10° UF.P. 1X10' U.E.P.
Alfa-2-antiplasmina 0.0006-0.03pM 0.006pM
0.075uM)




Como se puede abservar (tabla 7). al evaluar ¢l fendmeno de inhibicion en presencia de
a-2-antiplasmina, en ¢l control positivo (I'+SK+PLG), disminuyd la generacion de
plasmina a lo largo de la cinética, presentando una actividad de 18.9% a 1 hora de iniciado
el ensayo, comparado con un 90% en ausencia del inhibidor. Por otro lado, el aislado de
dengue clasico (D2M).  se comporté de manera similar al control positivo, con una
activacion del 22.3% a la hora de iniciada la cinética, en comparacién con un 79% de
actividad en ausencia del inhibidor. Sin embargo, la cepa de dengue hemorragico (D21),
presento el efecto totalmente contrario, ya que en presencia de o-2-antiplasmina (antiPLM)
en Jugar de abatirse la conversion de plasmina, se incrementd notablemente la generacion
de la misma de un 89.3% a 99.4% a la hora, la cual contintia incrementéndose con respecto
al tiempo de la cinética, obteniendo un valor maximo del 100% a las 3 hrs. de iniciado el
ensayo. Nosotros proponemos que posiblemente la accesibilidad de los dos aisfados virales
por el plasmindgeno no fuese la misma, dado que para que se una el inhibidor, es
condicion previa que la enzima se encuentre en forma de plasmina y bajo nuestras
condiciones, al tiempo que se generaba la enzima activa se encontraban compitiendo el
virus y el inhibidor. Como se puede comparar (tabla 7), en el caso de D21 la capacidad del
virus para activar al plasminogeno, fué¢ mayor en presencia del inhibidor, por lo cual en

lugar de bajar la conversion del plasmindgeno se exacerbd la generacion de la enzima.
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Tabla 7. Cinética de activacién de plasmindgeno en
presencia de a-2-antiplasmina,.
SK D2M D2i
TIEVIPO F+PLG+SK PLG+D2M F+PLG+D2l
+ + F+PLG+D + +
(HRS.) F+PLG+SK | .o.2.antipLm | F+PLG+D2M +a-2-antiPLm_| F+PLG+D21 +0-2-antiPLM
{% activacion +/- 1 E.S.)* {% activacion +/- 1 E.S.)* '{% activacién +/- 1 E.S.)*
0.05 83.1+/-0.57 23.6+/-0.3G8 76.9+/-0.71 26.3+/-2.13 81.4+%/-1.12 87.9+/-2.24
1 90.2+/-2.51 48.94/-0.07 75.0+/-2.12 21.3+/-1.18 89.3+/-3.93| 99.4+/-1.40
3 94.2+/-2.76 11.9+/-0.15 90.0+/-1.18 16.34+/-2.15 94.6+/-1.61 | 107.0+/-1.96
6 97.2+/-1.27 8.5+/-1.78 98.8+/-0.61 13.0+/-1.85 96.3+/-0.86 | 112.9+/-1.28
24 100+/-2.26 1.5+/-0.77 100+/-3.56 7.3+/-1.47 100+/-2.08 | 117.0+/-1.40C

*]_os datos muestran el promedio del porcentaje de activacion de plasmindgeno de 3

muestras independientes+/-1 error estandar (E.S.*).
F=fibrina: SK=estreptocinasa: PLG=plasminégeno; D2M=dengue 2 mexicano
D2l=dengue 2 Indonesia: at-2-antiPLM=ct 2-antiplasmina. ( 0.001<p<0.005).




PURIFICACION DE LA GP60:
Los virus purificados (ver material y métodos). se sonicaron y solubilizaron utilizando
diferentes detergentes, con ¢l objeto de establecer Jas condiciones optimas en la purificacion

de la proteina de envoltura viral, fas cuales se muestran a continuacion:

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

DETERGENTE SDS CHAPS n-0G
Concentracion 1,0.1,0,08 1,0.8y0.6 2.0,1.0y0.3
()
Teniperatura 25,65y99 25y 4 24vy4
89
Tiempo 10,20 y 30 0y o6 30 y.60
(min.)
Rendimiento 16,240, 15 16, 16, 16 16, 18, 14
(%)

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

Inicialmente se solubilizo la proteina E en SDS al 0.05% y su purificacion se llevo a cabo
utilizando el mismo detergente (fig. 12); sin embargo, al ser analizada mediante dicroismo
circular, se obtuvieron bajas intensidades en las sefiales en e espectro de 260-195nm, asi
como un bajo indice de elipticidad (% de « hélices y hojas f3), lo que nos indicaba que la
estructura secundaria de la proteina se estaba perdiendo y con esto tal vez, también su
funcionalidad, en base a lo cual decidimos substituir al SDS por CHAPS, ¢l cual es un
derivado de! taurocolato de sodio, que se utiliza especificamente en la purificacion de
proteinas de membrana, ademds de presentar una concentracion micelar critica elevada
(46), lo que implica que puede ser eliminado mas facilmente. Aunque se obtuvo un
rendimiento menor de la GP60, con respecto a la solubilizacion con SDS (ver tabla 8),
nosotros esperdbamos que las proteinas obtenidas, presentaran menor perdida de estructura
secundaria, con base en las caracteristicas del CHAPS antes mencionadas. Al analizar esta
muestra, mediante PAGE al 10% en condiciones nativas, se observaron 2 bandas de peso
molecular muy cercano a los 60 KDa (probablemente isoformas de la proteina), que podrian
corresponder a GP60; no obstante, al realizar el analisis de dicroismo circular de la misma,
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Solubilizacion del extracto viral de dengue con SDS.

Fig. 12 PAGE al 10% con SDS

en condiciones no reductoras.

1) Marcadores de peso molecular (KDa).
2) Extracto viral de dengue 2 mexicano.
3) Extracto de dengue 2 indonesia.



se observo una baja intensidad en las sefiales del espectro de 260-195nm. asi como en el
indice de elipticidad, indicindonos nuevamente una posible desnaturalizacion de la
proteina, por lo que nos propusimos realizar de nuevo su purificacion. Finalmente,
seleccionamos un detergente no idnico. Hamado n-oetil-beta-D-glucopirandsido (n-0G). el
cual presenta las siguientes caracteristicas: no desnaturaliza proteinas, s uno de los
detergentes  de eleceion en la solubilizacion de proteinas de membrana, presenta una
concentracion micelar mayor que el CHAPS, lo que indica que la interaccion proteina-
detergente, no es fuerte y puede ser liberado mds ficilmente. La proteina obtenida con n-
0G [47 (ver fig. 13)], fué analizada mediante western-blot, utilizando anticuerpos
monoclonales especificos para GP60 y como se puede observar (fig. 14). el anticuerpo
utilizado fué capaz de reconocer espeeificamente las 2 bandas que correspondieron a la
GP60. Paralelamente la muestra se analizo mediante dicroismo circular (48), en ¢l espectro
de 260-195nm (fig. 15) se observaron 2 picos negativos que corresponden a 220 y 207nm;
se realizo el edleulo del indice de elipticidad correspondiendo aun 11.2% de héliees alfa,
28% de estructura no peptidica y 18% de estructuras beta-antiparalelas (lo cual estaba en
concordancia con los andlisis tedricos de prediceion de estructura supersecundaria),
sugiriéndonos que la GPGO purificada se encontraba estructuralmente similar a la nativa,

ACTIVACION DE PLASMINOGENO POR GP60 EN PRESENCIA DE FIBRINA,

Una vez purificada la proteina (metodologia antes descrita), procedimos a realizar los
ensayos de fibrinolisis en presencia de fibrina, con el objeto de evaluar la actividad de
GP60 en la activacion de PLG y en consecuencia de la plasmina generada sobre la fibrina.
Nosotros plantedbamos la posibilidad de que la GP60 pudiese ser la responsable de la
interaccion con el PLG y por lo cual esperdbamos que la generacidn de plasmina se viera
incrementada, sin embargo, la actividad de la proteina purificada a partir de ambas cepas
virales, no presentd este fendmeno (fig. 16). obteniéndose valores de absorbancia
disminuidos, aproximadamente a la mitad del valor del control positivo (ver tabla 9); no
obstante, con estos resultados nosotros no pudimos descartar la posibilidad de que la
actividad presentada con GP60, se debiera a interacciones inespeciticas de la proteina E con
el PLG, que provocaran ¢l cambio de color independientemente de la generacion de
plasmina, por lo cual decidimos analizar las muestras obtenidas mediante PAGE al 10%
con SDS. En estos andlisis, no observamos bandas especificas que correspondieran a
productos de degradacion de la fibrina, como las observadas wtilizando el virus completo

(dato no presentado), por lo que inferimos que la proteina purificada, aunque
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Proteina de envoltura del virus del

dengue
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Fig.13. PAGE al 12.5% con SDS en
condiciones no reductorsas.

1) Marcadores de Peso Molecular (Kda.)

2) Proteina de envoltura de dengue 2 mexicano,
purificada con n-octyl-B-D-glucopirandsido.

3) Proteina de envoltura de dengue 2 indonesia,
purificada con n-octyl-B:D-glucopirandsido.
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del virus del dengue,
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Fig. 14. Weslern-blot obtenido a partir de

protcma E purificada con n- octyl -B-D-gluco-

piranasido, wilizando un aniicuerpo policlo--
nal anti-dengue (suero de paciente).

1) Extracto viral de dengue th,xlc.mo

+ suero anti-dengue.

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

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

4) Glicoproteina E de dengue 2 Indonesia
+ suero anti- -dengue,

5) Control negativo. Extraclo vinl + suero
normal.
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estructuralmente  estuviese conservada, bioldgicamente no se comportase de la misma
manera en forma aislada que cuando se encuentra en el virion completo. Sin embargo. se
llevaron a cabo los ensayos de activacion de plasmindgeno en ausencia de fibrina y/o

fibrindgeno.

Tabla 9. Cinética de activacion de plasmindgeno en preseneia de tibrina con GP60:

Tiempo F+PLGHSK F+PLG+PED2M | F+PLG+PED2I
(HRS.) (& 1 E.S.%) &1 E.S.) & 1ES.)
0 0.381£0.005 0.923+0.10 1.22840.45
1 0.730£0.006 1.1540.25 1.380£0.52
2 1.27840.150 1.290+0.50 1.404+0,08
6 2.266+0.050 1.376£0.65 1.434+0.40
12 3.4070.004 1.69940.80 1.596+0.68
24 3.526+0.020 1.785%0.12 1.642:0.95

Los datos muestran el promedio de la absorbancia medida a 405nm de 3 muestras
independientes 1 E.S*,
F=fibrina; SK=estreptocinasa; PLG=plasmindgeno; PED2M=proteina de envoltura
purificada a partir de dengue 2 mexicano; PED2I= proteina de envoltura, purificada a partir
de dengue 2 Indonesia; *E.S.=error estandar.

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

Con el objeto de evalvar la posibilidad de que la proteina pudiera de alguna manera
agregarse al encontrarse presente la fibrina [en base a que GP60 presenta en su estructura
diferentes dominios de unidn a proteinas plasmaticas] (26), se llevo a cabo el ensayo de
activacion utilizando unicamente plasmindgeno, con el objeto de establecer la participacion
de la proteina en la generacion de plasmina. Como se puede observar en la fig. 17, no se
encontrd actividad en camparacion con los virus completos.

Aunque no observamos actividad en los ensayos con la proteina E, no descartamos la
posibilidad de que la proteina purificada, se encuentre jugando un papel participativo en la
activacion de plasmindgeno, ya que probablemente GP60 en el virus completo, presenta
una conformacion especifica, que le permita interaccionar con el zimdégeno de manera
diferente a la presentada cuando se encuentra en forma aislada, fuera del entorno viral,
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DISCUSION.

Las dos hipotesis que intentan explicar ¢l establecimicento de los casos de dengue
hemorrdgico, estin basadas en datos epidemiologicos y @ la fecha no existen reportes a
nivel estructural y/o funcional que apoyen la participacion directa del virus del dengue en el
establecimiento del sindrome hemorrigico. Con base en lo anterior, analizamos ¢l proceso
de fibrinolisis ocasionado por el virus, en un modelo -+ i, como es el de la degradacion
de fibrindgeno y/o fibrina, ocasionado por la estreptocinasa. Aunque los experimentos
reportados con estreptocinasa (45) solo se han llevado a cabo utilizando fibrinogeno
soluble, el hecho de que la plasmina actie hidrolizando la fibrina en los mismos sitios que
el fibrindgeno (20), nos proporciond la base para Hevar a cabo nuestros ensayos, utilizando
mallas de fibrina. Al establecer las condiciones experimentales del control positivo
(F+PLG+SK), pudimos comprobar nuestra hipdtesis, ya que la cinética presentada por la
SK en presencia de fibrina, fué similar a las previamente reportadas con {ibrindgeno soluble
(45, 49). Aunque el porcentaje de activacion de plasmindgeno en presencia de fibrina, fué
menor (29%) con respecto al presentado por el fibrindgeno (99%), la generacion de
plasmina a lo largo de la cinética no se modificé, con base en lo cual, proponemos que
probablemente la presencia de fibrindgeno (Fg) soluble, incrementa la interaccion entre
plasminogeno y estreptocinasa, a diferencia de los ensayos en los cuales se utilizé la malla
de fibrina (la cual al encontrarse en forma solida, le confiere una estructura rigida),
observandose una disminueidn en la generacion de plasmina,

Los resultados obtenidos en los ensayos de degradacion de fibrina y/o fibrindgeno,
muestran que los dos aislados virales per ¢, fueron capaces de activar al plasmindgeno cn
forma especifica, puesto que generaron plasmina activa, la cual fué capaz de hidrolizar a la
fibrina y/o fibrindgeno liberando los productos de degradacion de las mismas, para lo cual
fué condicién previa la unién del virus a la molécula del zimdgeno. Esta union
probablemente se lleve a cabo mediante la glicoproteina de envoltura viral (E). ya que es la
linica proteina de superficie en el virion. Por otro Jado, se ha reportado que la proteina E
esta formada por diferentes dominios compartidos con el plasmindgeno, entre los cuales se
encuentra el dominio kringle (26), que es una estructura importante en la especificidad de
unién de las proteinas que actian en la fibrinolisis (plasminogeno, factor tisular activador
del plasmindgeno y urocinasa)(50). Con base en lo anterior, proponemos que el virus puede
unirse a la molécula de plasminogeno y/o activarlo mediante un mecanismo no catalitico,
probablemente andlago al que se Heva a cabo por algunas proteinas bacterianas, tales como
la estreptocinasa, staphyloeinasa y la proteina de ;- e/, las cuales tampoco presentan
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actividad catalitica y sin embargo, activan al plasmindgeno de manera indirecta mediante la
union especifica de las mismas a ki molécula del zimogeno (31). Nosotros proponemos que
probablemente el virus pueda unirse en el sitio que corresponde a {a region catalitica de la
plasmina (residuos 562-791) (49), tomando en cuenta los reportes de MarkofT y col.(18),
en donde se encontréd correlacion directa de la severidad de la hemorragia y la presencia de
anticuerpos dirigidos contra la proteina E (aa 100-119), que presentan reaccion cruzada con
el plasmindgeno (aa 759-779). en la region que corresponde al dominio kringle, los cuales
poseen la capacidad de bloquear la union de a-2-antiplasmina (molécula inhibidora) (34).
Por otra parte, la a-2-antiplasmina presenta 2 sitios de union [kringle 1 y serina 740.
localizada en la cadena beta de la plasmina (50)], que se encuentran lejanos de acuerdo a la
secuencia primaria de la proteina: sin embargo, conformacionalmente son sitios muy
cercanos. Estas regiones, son claves tanto para la union de proteinas activadoras como
inhibidoras de la actividad de la plasmina (como es el caso de la activacion de
plasminogeno ¢ hidrélisis de fibrina y/o fibrinogeno, asi como la inhibicion de estos
procesos) (44). Los resultados que obtuvimos al inhibir la fibrinolisis en presencia del virus
completo, utilizando el inhibidor natural (-2-antiplasmina), muestran que se presenta una
disminucion en la capacidad de generar plasmina con el aislado de dengue cldsico (D2M),
pero no con el aislado hemorragico (D21), por lo que inferimos que tal vez pueda llevarse a
cabo una competencia entre el D21y el inhibidor por ¢l sitio de union en la molécula de
plasmina.

Por otro lado, se ha reportado que utilizando una proteina sintética llamada miniplasmina
(que corresponde a la molécula de plasmina a la cual se le han removido los dominios
kringle 1,2 y 3), el fenomeno de inhibicion de la fibrinolisis no se abate en presencia de a-
2-antiplasmina (51), lo cual nos hace descartar al  kringle 1 de la molécula del
plasmindgeno como un sitio clave para bloquear el proceso de inhibicion. De igual manera,
como se menciond anteriormente, es conocida la existencia de anticuerpos anti-dengue (34)
y anti-prourocinasa (31), los cuales estan dirigidos contra la region catalitica de la molécula
de plasmina, que son capaces de activar al plasminogeno y/o inhibir la actividad de la a-2-
antiplasmina, Con base en estas observaciones, proponemos que el virus, pudiera unirse
también en esta region, ocasionando tanto un impedimento estérico que le permitiera
competir con el inhibidor, como la adopcion de una conformacion determinada, que le
confiera accesibilidad a la moléeula del plasmindgeno para activarlo, propicianclo que el
zimogeno cambie su conformacién de la forma cerrada a la forma relajada, lo cual es

requisito para su activacion (52).
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Los resultados aqui mostrados de activacion del plasminogeno y degradacion de
fibrina(dgeno) son novedosos, puesto que no existen reportes sobre la participacion directa
del virus en los procesos de coagulacion y/o fibrinolisis. Por otro lado, podrian sentar las
bases en la interpretacion de algunas manifestaciones det sindrome hemorragico, como son:
la disminucion de algunas proteinas plasmdticas entre ellas plasmindgeno, {ibrindgeno y
algunos factores de la coagulacion. probablemente causados por la exacerbacion en la
generacion de plasmina, la cual es capaz de hidrotizar los factores de coagulacion V y VIHI
la laminina, la fibronectina, asi como disparar la activacion de enzimas involucradas en la
cascada del complemento, ademds de degradar la fibrina y/o fibrinégeno (31). Lo anterior,
puede ocasionar por un lado. alteraciones en la coagulacion sanguinea y por otro. la
exacerbacion de la fibrinolisis lo que en conjunto podria desencadenar la hemorragia,

Por otro lado, también es posible que la exacerbacion en Ia generacidon de plasmina
ocasionada por el virus, en consecuencia genere el incremento de algunos inhibidores, tales
como: el inhibidor del activador del plasmindgeno 1y 2 (PAI-1 y PAI-2) [de los cuales se
han reportado niveles elevados en el plasma de pacientes infectados con el virus del dengue
(53)]. Estos ultimos se encuentran en el torrente sanguineo y son los encargados de inhibir
la activacion del plasmindgeno (PLG), mediante la union de PAI-1 y 2 a las moléculas
activadoras del zimogeno (factor tisular activador del PLG y urocinasa) (27). Nosotros
proponemos que al no existir actividad de tPA y/o urocinasa, con niveles elevados de PAl-
| y 2, probablemente el PLG se esté activando mediante un mecanisino diferente, que
involucre al virus como responsable del desequilibrio fibrinolitico y posiblemente sea la
razon de que no en todos los casos se desarrolle la hemorragia, puesto que la cepa de

dengue clasico, por un lado activa al plasminogeno, pero por otro, induce la generacion de
PAI-1y 2, siendo incapaz de bloquear la funcion de la a-2-antiplasmina, con lo cual es
posible que se regule el proceso antes generado.

Tomando en cuenta que no en todos los casos hemorrdgicos se presenta una coagulacion
intravascular diseminada, que favorezea el incremento de factores de la coagulacion y/o
fibrinolisis, nosotros logramos disecar en parte el fenomeno, determinando que el virus por
si mismo cs capaz de activar al plasmindgeno y desencadenar la degradacion del
fibrindgeno, en ausencia de fibrina con la generacion de diferentes péptidos especificos, los
cuales de acuerdo a referencias (36), son capaces de activar la coagulacion sanguinea, la
quimiotaxis de neutrdfilos, activar a monocitos para la liberacion de interleucina |

(involucrada en el recambio de fibrindgeno) . quimiotaxis de monocitos, asi como un
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incremento de la permeabilidad vascular (50). Lo anterior. climeamente es importante, ya
que forman parte de la patogenia en FHI/SCD.

De acuerdo a nuestros resultados de inhibicion de la fbrinolisis utilizando la cepa
hemorrdgica, proponemos que dicho aislado pueda presentar alguna caracteristica diferente
(probablemente a nivel molecular), que le permita competir por ef sitio de unién de la o-2-
antiplasmina (55), impidiendo de esta manera que se Hleve a cabo el fendmeno de
regulacion de la degradacion de fibrina y/o fibrindgeno, Hevado a cabo por la plasmina,
exacerbando asi el fendmeno de fibrinolisis por un lado y la degradacion de factores de
coagulacion (factor V y VIIT) par otro, como mecanismo importante en el establecimiento
det cuadro hemorragico.

Aunque observamos la activacion de plasmindgeno en presencia del virus completo, al
purificar la proteina de envoltura (la cual podria unirse a la molécula del zimodgeno) y Hevar
a cabo los mismos ensayos que con el virus completo, no logramos observar la activacion
del PLG. Sin embargo, no podemos descartar la participacion directa de la proteina E, ya
que posiblemente al sacarla de la membrana, cambie su conformacion (y/o actividad
bioldgica); se sabe que la estabilidad de la conformacion de una proteina, depende de sus
cargas de las cadenas laterales, pH, solvente en el que se encuentra, asi como lan difercats
interacciones electrostiticas (puentes salinos), entre las cadenas laterales y las cadenas
hidrofdbicas, ademds del estado de desdoblamiento en que se encuentre (56); si
consideramos que la GP60 ademdas de ser una proteina de envoltura que se encuentra
embebida en la membrana viral, esta glicosilada (lo cual incrementa el grado de diticultad
para purificarla en su estado nativo), posiblemente al ser solubilizada en detergente (n-0G),
esto le confiera un estado de desdoblamiento diferente al que presentaba en el virus
completo, nosotros pensamos que pueda estar modificando su conformacion y/o funcion,
por dos razones principales: la primera, por su disociacion con la membrana y la segunda,
por la perdida de interacciones entre la misma proteina, ya que en la superficie viral se
encuentra en forma de homodimero, los cuales a su vez se polimerizan. En la purificacion,
nosotros obtuvimos la forma monomérica de la misma. Por otro lado, comparando con
otras proteinas de envoltura viral similares, como lo es la proteina de TBE (proteina de
envoltura de un flavivirus similar, la cual fué purificada y cristalizada) (37), se ha
demostrado que el patron de epriopes expuestos por la proteina cambia al encontrarse
disaciada de la membrana (en diferentes dominios), modificindose también la
conformacion de la misma.
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Finalmente, cabe mencionar que con base en los resultados mostrados en el presente
trabajo, nosotros propanenios que en aquellos casos de dengue hemorragico en el curso de
una infeccion de tipo primario (donde NO existen anticuerpos anti-dengue preformados), el
virus go 4¢ es capaz de activar al plasminogeno y en consecuencia al proceso fibrinolitico,
como paso importante previo al establecimiento del sindrome hemorrdgico y aunque
logramos dar una explicacion alternativa a los datos epidemiologicos ya existentes, en
particular para los casos de dengue primario (a los cuales no se encontraba explicacion).
aun nos quedan varias preguntas por contestar, como: ¢En qué parte de la molécula de
plasmindgeno se une exactamente el virus? (Cudles son las regiones de la proteina de
envoltura viral involucradas en la union y activacion del plasmindgeno? (Es posible que
actien en conjunto el virus y los anticuerpos en el desencadenamiento del fendmeno
hemorrdgico? Para intentar responder a estas prepuntas, actualmente, en el laboratorio se
estan desarrollando otras lincas de trabajo tanto a nivel estructural como funcional.

58



CONCLUSIONES.

Con base en nuestros hallazgos, proponemos que:
1) El virus es capaz de activar la molécula de plasmindgeno a plasmina.

2) El mecanismo de activacion de plasmindgeno por el virus, no depende de la presencia de
fibrina y/o fibrindgeno.

3) Existe la posibilidad de que el virus tenga la capacidad de competir con la o-2-

antiplasmina (dependiendo de la cepa viral) y exacerbar asi, el proceso de fibrinolisis.

CON BASE EN LA INTERPRETACION DE NUESTROS DATOS, PROPONEMOS
QUE:

4) Las manifestaciones hemorragicas graves (FHD/SCD), presentadas en el curso de una
infeccion primaria en la enfermedad, pudiesen explicarse con base en la capacidad del virus
para activar al plasmindgeno y competir con la o-2-antiplasmina [y no a la existencia previa
de anticuerpos heterotipicos no neutralizantes (infeceion secundaria)], exacerbando la
fibrinolisis, rompiéndose la homeostasis como fendmeno previo al establecimiento del
proceso hemorragico.

5) Es probable que la proteina de envoltura del virus del dengue, pueda participar de
manera directa en la activacion del plasmindgeno, siempre y cuando mantenga la
conformacion que presenta en el virus,
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