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RESUMEN 

El Virus del Dengue es el agente causal de la enfermedad llamada "Fiebre del 

Dengue", la cual se encuentra distribuida en regiones de tropicales y subtropicales de 

Asia, Africa, Australia y Oceanía principalmente, sin embargo, en los últimos 25 afios se 

ha presentado en regiones de América. En México se ha reportado la circulación de los 

cuatro serotipos del virus (Dengue 1,Dengue 2, Dengue 3 y Dengue 4) en los estados de 

Guerrero, Puebla, Sonora Oaxaca y Chiapas. El virus es trasmitido al hombre por la 

picadura de la hembra hematófaga de mosquitos Aedes aegypti Linnaeus la cual se 

caracteriza por ser estrictamente antropofila, pero existen otras especies suceptibles a la 

infección entre las que se encuentra el mosquito Aedes albopictus Skuse, ambas especies 

se encuentran en México. En el hombre la infección por el Virus del Dengue presenta un 

cuadro clínico que va desde un cuadro febril (Dengue clásico) y las formas graves de la 

enfermedad que pueden manifestarse como Fiebre Hemorrágica por Dengue y Sindrome 

de Choque (FHD/SCD). El Virus del Dengue tiene como célula blanco a los macrófagos, 

tales como los monocitos. En éstas el virus entra a través de un receptor viral natural 

sensible a la acción de tripsina o por medio de receptores FcyR cuando el virus forma el 

complejo virus-anticuerpo. Para conocer los mecanísmos por los cuales se lleva a cabo la 

infección en el vector, se utilizó la línea celular C6/36 derivada de mosquito (Aedes 

albopictus). Esta línea celular presenta una alta suceptibilidad a la infección por el Virus 

del Dengue. Cuando las células C6/36 fueron tratadas con tripsina, la infección por el 

virus disminuyó significativamente con respecto a las células sin tratamiento, por otro 

lado la presencia de anticuerpo (IgG) facilita la entrada del Virus del Dengue como se 

presenta en las células monocíticas, sin embargo esta suceptibilidad se reduce por la 

acción de la proteasa. Los resultados encontrados en este trabajo indican que el Virus 

del Dengue penetra a las células C6/36 a través de un receptor viral natural. así como 

por la presencia del complejos virus-anticuerpo (lgG). Ambos mecanismos requieren de 

componentes celulares sensibles a tripsina. Es de suponerse entonces que la molécula 

involucrada en la internalización de los complejos virus-anticuerpo no es un receptor tipo 

Fc ya que es sensible a tripsina y no es bloqueado por la incubación con Gamma

globulínas. 



INTRODUCCION 

t 
Los virus son una clase única de agentes infecciosos que se caracterizan por ser 

parásitos intracelulares obligados que dependen en gran medida de la maquinaria 

sintética de la célula para poderse replicar. Estos son los responsables de muchas 

enfermedades infecciosas importantes que afectan a la humanidad, algunas de ellas 

pueden ser fatales como la Rabia, la Viruela, el SIDA, la Hepatitis, el Dengue 

hemorrágico, etc .. Ellos se encuentran constituidos por pequeños segmentos de material 

genético ya sea DNA o RNA, rodeado por una envoltura de proteínas llamada cápside 

y, en algunos casos, presentan una bicapa lipídica de origen celular denominada 

envoltura. 

Actualmente la virología no solamente se ha enfocado al aislamiento , propagación y 

caracterización de determinados virus, sino también a entender la interacción virus

célula a través de los mecanismos que intervienen en la patogénía de los mismos 

(Fenner-White, 1984). Cada virus afecta solamente a un grupo bien definido de especies 

biológicas (hombre, animales, vegetales o bacterias) y dentro de ellas solamente a 

algunas células tales como los macrófagos (virus de la familia Flaviviridae), células 

nerviosas (Poliovirus), células musculares (Virus de la Viruela) u otras. En el proceso de 

infección viral, el primer paso que ocurre es la unión del virus a la superficie de la célula 

hospedera en la cual participan, por un lado, moléculas presentes en la superficie de la 

cápside o de la envoltura denominadas V AP (Viral Attachment Protein), y por otro 

lado, alguna molécula presente de una manera natural en la superficie celular que actúa 

como receptor viral(Lentz, L. T., 1990). Los virus pueden entrar a la célula hospedera 

mediante receptores específicos o por la participación de dos o más receptores 

(Haywood, A.M., 1994). Algunos otros interactúan indirectamente empleando una 

molécula intermediaria, la cual puede hacer más eficiente la entrada del virus a la célula 

blanco. Un ejemplo de esto último es el incremento de la eficiencia de la infección con el 

empleo de anticuerpos intermediarios, proceso demostrado en varios virus, tales como el 

Dengue y West Nile (Littaua, R. 1990) en donde los anticuerpos antivirales se unen 

por su porción Fab al virus y por su porción Fc al receptor presente en la superficie 

celular, con lo que se facilita el ingreso del virus a la célula. (Lentz L. Tomas 1990. 



Carballal, 1991). 

FISIOPATOLOGIA DEL VIRUS DEL DENGUE 

El Virus del Dengue pertenece a la familia Flaviviridae del cual existen cuatro 

serotipos diferentes Dengue-l , Dengue-2, Dengue-3, y Dengue- 4, y es el agente causal 

de la enfermedad llamada "Fiebre del Dengue" la cual tiene una distribución mundial y se 

estima que ocurren mas de 100 millones de casos por año en todo el mundo. y en zonas 

endémicas se presenta en un 10% en promedio anual (Halstead. S. B. 1984). El Dengue I 

se considera una enfermedad limitada a algunas regiones de Asia, África, Australia y 

Oceanía. sin embargo, en los últimos 25 años se han comenzado a presentar casos de 

dengue hemorrágico en algunas regiones de América entre las que destaca Cuba (1981 ), 

no sólo por el número de caso sino por ser el primer país de Las Américas que sufrió una 

epidemia por esta enfermedad, Venezuela( 1989-1990) y Brasil (1990-1991 )(Dantés, 

G.H.1991). En México, a finales de 1978. sólo se tenían reportes de Dengue clásico en 

el sureste pero a partir de 1980-1993 se han reportado 25 casos de Dengue hemorrágico 

(Epidemología, 1995). En los 80' s estudios seroepidemiológicos reportan la circulación 

de tres serotipos del Dengue en nuestro país. El serotipo 4 (Dengue-4) fue aíslado del 

estado de Oaxaca, el serotipo 2 (Dengue-2) del estado de Guerrero y el serotipo 1 

(Dengue 1) de los estados de Puebla y Sonora (Kaplan, 1983). En 1996 se reportó el 

serotipo 3 (Dengue 3) aíslado de casos de Dengue Hemorrágico en los estados de 

Colima, Chiapas, Oaxaca, San Luis Potosi, Tabasco, Tarnaulipas y Veracruz 

(Epidemiología, 1996). En la actualidad en la mayor parte del territorio nacional se 

encuentra regiones afectadas por el Dengue y sólo en 5 entidades la incidencia. es baja 

como en Chihuahua, Distrito FederaL México, Guanajuato y Tlaxca!a. Los estados más 

afectados de 1980 a 1993 son, de acuerdo al número de casos, Veracruz(12.6%), 

Guerrero(lO%), Oaxaca(7.7%), Sinaloa (7 .6%) , Yucatán(6.3%) y Tamaulipas(6.13%) 

en donde se concentran casi el 50% del total de casos reportados(Dantés, G.H., 

1 994)(FIGURA No. 1). 

/ El Virus del Dengue es transmitido a los vertebrados por la picadura de la hembra 

hematófaga del mosquito de el género Aedes de la especie Aedes aegypti Linnaeus 
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o Estados que presentan una incidencia baja por "Fiebre del Dengue". 
• Estados donde se concentran aproximadamente el 50% del total de los casos 

FIGURA No.l.- Distribución de la enfennedad de la "Fiebre del Dengue" en México. 
Tomado de Dantés-Gómez-Héctor, 1994. 
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que se caracteriza por ser estrictamente antropofilica. Ésta se encuentra ampliamente 

distribuida en Asia y África entre los 30° longitud Norte y 20° longitud Sur e infecta al 

hombre llevando a cabo el ciclo hombre-mosco-hombre. Además existen otras especies 

que son suceptibles a la infección como: Aedes a/bopictus Skuse, Aedes scute//aris Walk 

y Aedes po/ynesiensis en Tahití (Ramos,e. 1989. Halstead,S.B. 1988. Dantés. G. H . . 

Berna], Y. 1994), que afectan tanto al hombre como al mono. 

Actualmente tanto en México como en el Continente Americano se encuentran las 

especies Aedes aegypti (FIGURA No. 2) y Aedes a/bopictus (FIGURA No.3). En 

México se ha visto que Aedes a/bopictus ocupa los mismos ITÚcroambientes de crianza 

que Aedes aegypti (Dantés, G.H. 1994) Y se ha planteado la hipótesis de que Aedes 

a/bopictus sirve como puente entre los ciclos urbano y silvestre, al picar indistintamente 

al hombre y a monos infectados transITÚtiendo el virus. El mosquito es estrictamente 

doméstico y en condiciones favorables su ciclo de vida se puede complementar en 10 

días. El habitat de \as larvas son los depósitos de agua estancada, caucho, vegetales, 

vidrio, metal. madera, en las rocas, etc. (OPS,1995). El mosquito pica durante el día 

dentro de un periodo silencioso preferentemente en la zona de los tobillos, codos, parte 

posterior de \as rodillas y del cuello y adquiere el virus de personas infectadas entre 16 y 

18 horas antes del periodo febril o bien durante el mismo. Después de haber ingerido la 

sangre infectada con el Virus del Dengue se necesita un periodo mínimo de incubación 

de 8 a 14 días, tiempo durante el cual se multiplica en \as glándulas salivales del 

mosquito permitiéndole actuar corno transmisor por el resto de su vida (Ramos, e. 

1989. Halstead..S .B. 1989. Zarate, A. 1992). 

En el hombre la Fiebre de Dengue presenta un cuadro clínico que varía desde un 

cuadro febril (Dengue clásico o infección primaria) hasta \as formas graves que pueden 

manifestarse como Fiebre Hemorrágica por Dengue (FHD) o como Sindrome de choque 

por Dengue (SCD). 

l.-Dengue Clásico: 

Se caracteriza por tener un periodo de incubación de 2-8 días, se presenta con 

4 



F1Gü R-\ '/0.2.- Hembra Aedes ae¿oplI Vista dorsal. 

FIGUR-\ No.J.- Hembra de Aedes alboplclIIS Vista dorsal. Tomado 

de Dantés Gómez Héctor. 1994. 
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fiebre elevada y escalofrío acompañado de cefalea, dolor generalizado en todo el cuerpo, 

hepatomegalia, vómito y molestias gastrointestinales leves. sin embargo existe la 

posibilidad de que pase desapercibida por semejar a un cuadro gripal. Esta forma de la 

enfennedad generalmente se presenta en la primoinfección y es de carácter benigno. Los 

mecanismos de defensa inmunológicos, tales como los anticuerpos y macrófagos, son 

suficientes para controlarla por lo que se resuelve aproximadamente en 3-6 semanas 

dejando memoria inmunológica serotipo específica (Kwnate, 1988). 

2.-Dengue hemorragíco y Síndrome de choque: 

Se manifiesta por temperaturas elevadas. hipotensión. presencia de petequias en la 

piel Y hemorragia en tubo digestivo. La caída de temperatura indica el inicio de un 

sindrome de choque por dengue en la cual la condición del paciente se deteriora 

rápidamente, la piel se enfría, el pulso se acelera y ocurre liberación de aminas 

vasoactivas responsables de la hipotensión por lo que el paciente entra en un estado 

letárgico (Dantés, G. 1995. Reyes, R.H. 1990). 

Para tratar de explicar la presencia de estas formas graves de la enfennedad se ha 

sugerido dos hipótesis: La primera propuesta explica que los virus pueden presentar 

diferentes grados de virulencia (variación antigénica) que están relacionados 

directamente con \as manifestaciones graves de la enfennedad (Scott,RM. 1976. Trent, 

D. W. 1981). La segunda, y la más probable, supone que la infección secundaria 

(SFHlSSD) se ve aumentada por la existencia de anticuerpos (lgG) desarrollados por 

un contacto previo con un serotipo diferente durante la prímoinfección (Hastead, S.B. 

1988). A este fenómeno se le llama " estirnulación" dependiente de anticuepo (ADE) y 

estas proteínas actúan como moléculas que facilitan la entrada del virus a la célula 

huésped, debido a su capacidad de interaccionar con los macrófagos (célula blanco de la 

infección viral) por su porción Fc. Estas condiciones no sólo se han visto relacionadas 

con infecciones secundarias, si no que también han ocurrido en niños menores de un año 

cuyas madres transmitieron los Anticuerpos anti-Dengue en forma pasiva, y donde 
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estos anticuerpos tienen dos implicaciones: la primera de protección y la segunda de 

riesgo ya que la disminución de los títulos con el paso del tiempo incrementa las 

posibilidades de desarrollar las formas graves de la infección (Kliks,C.S. 1988). 

CARACTERISTICAS DEL GENOMA VIRAL 

El Virus del Dengue es miembro de la Familia Flaviviridae. Esta Famillia está 

constituida por 66 virus de los cuales el 44% están asociados a infecciones en el hombre, 

incluyendo el virus de la Fiebre amarilla, el virus de la Encefalitis Japonesa y el Virus 

del Dengue (Monath, P. 1990). 

El Virus del Dengue es envuelto, de forma icosahédrica y de 40-50 nm de diámetro . 

Su genoma está constituido por una molécula de RNA que tiene una longitud de 

lO, 500 nucleótidos con un coeficiente de sedimentación de 42s y un peso molecular 

de 3.3xl06 daltones. Es de cadena sencilla y de polaridad positiva lo que le permite 

funcionar tanto RNA genómico y como RNA mensajero (RNAm) (FIGURA No.4) 

(Chambers, T.J. 1990. Dimrnock, 1994.). En el extremo 5 'del genoma viral se encuentra 

una estructura llarnada "cap" o capuchon formada por un residuo de guanina metilado en 

la posición 7 (GppAmp7 ). El cap es responsable del proceso de iniciación de la 

traducción y de la UIÚón de los ribosomas para la posterior síntesis de proteínas 

estructurales y no estructurales. En el extremo 3' carece de poli A, y en su lugar se 

encuentra una estructura en forma de horquilla que le confiere estabilidad al RNA 

(Westaway,E.G. 1985, 1987. Schlesinger, S. 1990). El genoma del virus está organizado 

de la siguiente manera: en el extremo 5' se encuentran las secuencias que codifican para 

las proteínas estructurales: la C es la proteína de la cápside, M o de membrana y E o 

de envoltura. La C es una proteína básica y no glicosilada cuyo peso molecular es de 

13 a 16 kDa, se asocia al RNA viral y da lugar a la nucleocápside. La proteína M es 

una glicoproteína de 7 a 9 kDa, que es procesada en las etapas tardías de la 

maduración de virión para dar lugar al fragmento Pr, el cual es liberado al medio 

mientras que la proteína M propiamente dicha se mantiene anclada a la membrana por 

su extremo C-terminal hidrofóbico, exponiéndose parcialmente a la superficie. 
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FIGURA No. 4.- MODELO DE ORGANIZACION DEL VIRUS DEL DENGUE. 
El Virus del Dengue es de torma icosahédrica de 40-50 nm de diámetro, esta envuelto 
por una bicapa Iípidica presenta en su interior un RNA de polaridad positiva. En el virus 
dengue maduro se encuentran las proteínas estructurales La proteína C de la cápside . 
la M de membrana. la E de envoltura que se encuentra expuesta en la superficie . Tomado 
de Ramos Celso, 1989. 
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Aparentemente el precursor, conocido como PrM, proteje a la proteína E de los 

cambios conformacionales que podría sufrir en las condiciones de bajo pH presentes en 

algunos compartimentos de la vía exocítica. La proteína E tiene un peso molecular de 53 

a 59 leDa, dependiendo del serotipo del vírus, es glicosilada (sólo en el caso de Dengue, 

pero no para el resto de los Flavívírus) y es el componente principal de la envoltura 

(Chamber.T .J. y co1.l990). Desempeña un papel muy importante en la unión del vírus al 

receptor celular, es la responsable de la inducción de anticuerpos neutraliz.antes 

<!specificos del serotipo, tiene la actividad de hernaglutínación, es responsable de la 

fusión de membrana a nivel intra-endosomal a pH ácido y parece estar involucrada en e! 

ensamble y liberación de las partículas virales. (Westaway,E.G. 1987.Rice, M.CH. 1985. 

Chamber,T.J. y col 1990. Kimura, T. 1988). 

Hacia el extremo 3' de! RNA, se encuentran las secuencias que darán origen a las 

proteínas no estructurales: NS 1, NS2a, NS2b, NS3 , NS4a, NS4b y NS5. La NS 1 es una 

glicoproteina, la cual puede encontrarse asociada a la membrana plasmática de las 

células infectadas. Se ha visto que en la infección por Flavivírus los anticuerpos dirigidos 

contra NS 1 son capaces de fijar el complemento y las moléculas que son excretadas de 

la célula son conocidas como antígeno soluble que también fijan al complemento. La 

inmunización activa con NS 1 o inmunización pasiva con anticuerpos monoclonales anti

NS 1 protege a los anima.les de retos con Flavivírus homólogos (Bray,M y col. 1989). 

Otra de las posibles funciones que puede tener la proteína NS 1 es la de estar involucrada 

en el proceso de replicación viral (Rice,M.CH. y coL 1985). Las proteínas NS2a, NS4a, 

NS4b, son pobremente conservadas en los Flaivivrus, sus funciones no son bien 

conocidas, pero se cree que participan en la replicación, ensamble y/o liberación de las 

partículas virales, dado que al estar asociadas a la membrana del retículo endoplasrnico, 

podrían formar complejos replicativos con las proteínas NS3 y NS5 por medio de 

interacciones proteína-proteína (Chambers, y coL 1990. Kurane, Y. 1991a). La proteína 

NS3 y la NS2b parece formar un complejo proteíco con actividad proteo lítica, además la 

NS3 tiene dominios que sugieren que esta involucrada en la replicación viral. La NS5 es 

la más altamente conservada en los Flavivírus y su posible función es la de RNA 

polimerasa (FIGURA No.S) (Chambers,T.J y coL 1990). 

9 
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FIGURA No.5.- ORGANlZACION GENOMICA DEL VIRUS DEL DENGUE. 
En el extremo 5' se encuentran las secuencia que codifican para las proteinas 
estructurales y en el extremo 3' se codifican las proteinas no estructurales. Tomado de 

Chambers. 1. Thomas. 1990. 
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CULTIVO DE CELULAS 

Los Virus del Dengue son capaces de multiplicarse en una amplia gama de cultivos 

celulares, incluyendo de rnanúferos e insectos. Las células que más se han utilizado con 

el fin de mantener y propagar este virus son LLC-MK2 y VERO (riñón de mono 

verde), BHK-2l (riñón de hárnster lactante), lineas humanas, FRhL (puhnón fetal de 

mono rehsus) y recientemente las PDK (de riñón de perro)( Halsteoo, S.B. 1984), 

embriones de ratón y de pollo. Las lineas celulares de mosquito altamente suceptibles a la 

infección por este virus son: las células C6/36 (Aedes a/bopictus) LSTM-AP61(Aedes 

Pseudoscute//aris) y las TRA-284 (Toxorhynchites amboinensis) (Kurnate, 1988. 

Monath.,P.T.1990). 

En los artrópodos la infección sí tiene cierto efecto patológico pero en los 

vertebrados los cambios son más serios. Esta diferencia se observa también en los 

cultivos celulares. en donde la replicación viral en las células de vertebrados se 

caracteriza por la destrucción (efecto citopático) de la célula infectada, en contraste con 

la escasa apariencia de daño en las lineas celulares de artrópodos (Sinarachatanant & 

O Iso n, 1973). 

SITIOS DE REPLlCACION 

En el hombre el Virus del Dengue se replica principalmente en células del sistema 

fagocítico mono nuclear, tales como rnacrófagos, células mono nucleares de la pie~ bazo, 

ganglios linfáticos, corteza túnica, células de kuppfer, macrófagos alveolares y del 

glomérulo renal. (Bbamarapravati, N. 198 \. Monath., P.T. 1990). En el mosquito se 

replica en el sistema nervioso, cerebro, glándulas salivales, tejido graso, células 

epidérmicas, epitelio de intestino medio y tracto genit~ pero no es capaz de replicarse 

en músculo estriado, ovario e intestino posterior (Sriurairatna, S. & Bhamarapravati, N. 

1977). En el ratón infectado el virus puede encontrarse en medúla espinal, musculo 

esquelético y bazo (Boonpucknavig, 1981). 
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ANTECEDENTES 

Como se mencionó anterionnente, el Virus del Dengue se transmite al hombre por la 

picadura del mosquito Aedes aegypti. El vector se infecta con el virus al ingerir sangre 

contaminada de algún individuo que presenta la enfennedad. Una vez que el virus 

penetra al mosquito, tiene la capacidad de replicarse en células epiteliales del intestino 

medio y transladarse después, por el homocele, hasta las células neuronales y las 

glándulas salivales, lugar donde se replica (Monath, P.T. 1990. Sriurairatna, S. and 

Bharnarapravat~ 1977). Por último el virus es expulsado a través de secreciones 

exocrinas salivales mediante la probosis cuando se esta alimentando de tal manera que el 

ciclo de transmisión continúa (FIGURA No.6). 

Para poder conocer los procesos de infección que ocurren tanto en el hombre como 

en el vector, fue necesario utilizar diversas líneas celulares derivadas tanto de 

vertebrados como de mosquitos, sin embargo, estás últimas parecen tener ventajas para 

el aislamiento e identificación de los diferentes serotipos por su alta suceptibilidad a la 

infección (Sinarachatanant, P. 1973). Una de las líneas celulares de mosquito más 

utilizadas para estos propósitos son las células C6/36 (Aedes albopictus) que han sido 

adaptadas a crecer en el laboratorio a temperatura de 28°C o 34°C (lgarashi, A. 1979). 

La penetración del Virus del Dengue en estas células ha sido estudiada por Hase y 

colaboradores mediante microscopía electrónica , en donde observan que la entrada del 

Virus del Dengue (serotipo 2) se lleva va a cabo mediante la fusión directa de la 

membrana del virión con la membrana plasmática a través de 3 etapas: En la primera el 

virión se une a la superficie de la célula mediante sus espigas de envoltura, las cuales a 

traviesan la membrana. En la segunda la envoltura del virus Y la membrana plásrnatica se 

sobrelapan, proceso en el cual el virión pierde la estructura de bicapa de su envoltura. 

Finalmente, en la última etapa, las partículas virales parecen entrar al citoplasma a través 

de la disrupción de la membrana provocada en la etapa anterior. En este trabajo no se 

observó que en estas células la penetración del virus fuera por endocitosis mediada por 

receptor. El mecanismo de entrada del virus a los monocitos de sangre periférica 

incubadas bajo las mismas condiciones mostraron que varios estadios de entrada son 
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MESENTERIO 

GLANDULAS SALIVALES 

1 ).- lngestion de sangre contaminada 
2).- Células epiteliales del mesenterio infectadas por el virus 
3).- Virus liberado de células epiteliales del mesenterio 
~).- a Virus infectivo en glándulas salivales después de la ampliación 

secundaria en otras células/tejidos 
b. Virus infectivo en glándulas salivales sin la amplificación 

secundaria en otras células/tejidos 
5).- Virus liberado de células epiteliales de las glándulas salivales para ser 

transmitido al momento de alimentarse 

FIGURA i'lo.6.- Pasos requeridos para la replicación de Flavivirus y la transmisión por 
el vector. Tomado del Fields, 1990. 
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I similares a los observados en las células de mosquito por lo que los autores concluyeron 

que el Virus del Dengue (serotipo 2) utiliza el mismo mecanismo para entrar a las 

células monociticas que a las células de m~squito, y en ambos casos las espigas de 

-:nvoltura del virión se anclan en la membrana plasmática causando una disrupción, de tal 

manera que el daño producido permite que el virus se introduzca en el interior de las 

mismas (Hase y col. 1989). Sin embargo durante el desarrollo de! trabajo realizado por 

Barth y col. , no se observó en ningún momento la fusión directa de membrana entre e! 

virión y la membrana plásmatica, por lo que e! autor sugiere que las partículas vírales (de 

Dengue -1 y Dengue- 2) penetran a las células C6/36 por endocitosis y cuando son 

incubadas con el complejo virus (Dengue-2) - anticuerpo (Dengue-I), son 

aparentemente fagocitados. A los 30 minutos postinfección (pi) el virus fue encontrado 

en vesículas y endosomas tempranos y tardíos y a las 24 horas, cuando se incubaron 

con el complejo ya se encontraba en liso so mas yen los fagosomas. Después de 2-3 días 

pi los precursores vírales se observaron en el retículo endoplásmico rugoso (RER), 

aunado a un proceso activo de sintesis proteica Posteriormente algunas partículas vírales 

se encontraron en el aparato de Golgi y en vesículas desnudas o cubiertas de clatrina 

mediante las cuales el virus era liberado de la célula por exocitosis al fusionarse a la 

membrana de la vesícula con la plasmática. ( Bartb, O.M. 1992). 

Los mecanismos de replicación del Virus del Dengue en la célula blanco no son aún 

comprendidos completamente pero se ha visto que existe tropismo por determinadas 

células lo que hace sospechar que existe un sitio de unión selectivo en su superficie que 

se une a receptores de la célula blanco. Se sabe que e! primer contacto que tiene el virus 

con la célula húesped esta mediado por la proteína E de la envoltura de membrana 

Anderson y colaboradores en 1992, demostraron la correlación que existe entre la unión 

de la proteína E viral en células suceptibles a la infección. Para ello, se infectaron con 

Virus de! Dengue (serotipo 4) marcado con JS S metionina monocapas de células 

C6/36 (Aedes albopictus), células Vera (riñón de mono verde), y células Hep G2 

(Hepatoma humano) y se determinó la suceptibilidad a la infección mediante un ensayo 

de binding o unión. 
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Encontraron que las células Vero fueron hasta un 93% más suceptibles a la infección 

con respecto a las otras células, lo que correlacionó con la presencia de proteína E viral 

asociada a la pastilla (viral) a las 2 horas de infección. Por otro lado también se examinó 

la presencia del antígeno viral en varias líneas celulares por medio de un ensayo de 

inmunofluorescencia y se encontró que en las células Vero y las LLC-MK2 tienen una 

mayor suceptibilidad a la infección (85%) por el Virus del Dengue (serotipo 4), mientras 

que las células Hep G2 presentaron una menor suceptibilidad (10%), así como las células 

L929(Fibroblasto de ratón) y MDBK (riñón bovino)(teniendo menos del 5%). Estas 

observaciones sugieren que la capacidad del virus para infectar a cualquier tipo celular 

depende de la presencia de los receptores celulares a los cuales se une la proteína E 

viral. 

El mecanismo de entrada del Virus del Dengue a las células monocíticas ha sido 

mostrado por Daughaday, el cual presenta evidencias de 2 mecanismos de infección del 

Virus del Dengue a estas células. Cuando el cultivo de células monocíticas fue tratado 

con tripsína al 0.075%, (con una actividad de 1 g de tripsína digiere 250 de caseína) se 

observó una reducción de la capacidad de ser infectadas por el virus. Al adicionar 

anticuerpos (IgG) en concentraciones subneutralizantes a este sistema, se forman 

complejos virus-anticuerpos los cuales actúan como facilitadores de la infección 

permitiendo la entrada del virus via receptor Fc con la porción Fc de la IgG. Lo 

anterior sugiere entonces la existencia de una vía de entrada del virus mediante la 

existencia de un receptor viral sensible a tripsína (el cual se modifica, sin dañar a la 

célula blanco) yotra vía receptor Fc, que es resistente a esta enzima (Daughaday, L. 

1981). Aunque la molécula que sirve como receptor para el Virus del Dengue no ha 

sido aún identificada., la presencia de una via alterna ha sido ampliamente estudiada. Esta 

via de entrada permite la infección mediada por anticuerpos y se le conoce como el 

aumento dependiente de anticuerpo (ADE). Porterfiel y Peiris trabajando con las células 

P 388 Di infectadas con el virus West Nile (VWN) en presencia de anticuerpos anti

virus West Nile en concentraciones subneutraIizantes observaron un incremento en la 

replicación viral debido a la presencia de receptores Fc en la superficie de la célula, los 
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cuales promueven la entrada de los complejos (Porterfield & Peiris, 1979). Estos 

resultados fueron comprobados por trabajos en donde las células monocíticas incubadas 

con anticuerpos monoclonales anti-Fc bloquearon la unión del complejo antígeno

anticuerpo, por lo tanto mostraban tma reducción en la infección. Por los datos 

presentados parece que los receptores Fc participan de manera importante en la 

pato génesis de infecciones por el Virus del Dengue (Mady, 1.B. 1991 , 1993. Littua R 

1990) al menos en el caso de monocitos. De acuerdo a los antecedentes planteados 

anteriormente la vía alterna de entrada del Virus del Dengue por anticuerpos no ha sido 

estudiada en las células C6/36 pero es posible considerar que las líneas celulares 

derivadas de mosquito puede presentar tma vía de entrada diferente a la del receptor 

natural. Para poder conocer la existencia de tma vía de entrada alterna del Virus del 

Dengue a las células C6/36 (Aedes albopictus) se plantearon los siguientes objetivos. 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

* CONOCER LOS MECANISMOS DE ENTRADA DEL VIRUS DEL 

DENGUE A LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus). 

OBJETIVOS PARTICULARES 

* DETERMINAR SI EL RECEPTOR PARA EL VIRUS DEL DENGUE 

EN CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) ES SENSIBLE A TRIPSINA 

COMO OCURRE EN LAS CE LULAS MONOCITICAS. 

* DETERMINAR SI LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) 

SON SUCEPTIBLES A LA INFECCION POR EL COMPLEJO 

VIRUS-ANTICUERPO VIA RECEPTOR TIPO Fc DE LAS 

INMUNOGLOBULINAS. 
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.''IA TERIALES 

\IA TERIAL BIOLOGICO: 

Cl' L TIVO DE LA LINEA CELULA R C6/36 (Aedes alhopictus). 

Las células C6/36 (Aedes a/ho/JlcIIIS) tÍJeron crecidas en monocapa a una 
temperatura de 34cC en medio de cultivo \1EM (medio minimo esencial) con Suero 
Fetal Bovino al 40 /

0 con la siguiente composición 

\1EDIO DE CGL TlVO \1Pvf 

\Iedio Esencial de Eagle (MEM) 
Suero Fetal Bovino (lnactivado a 56~C por 30 min) 

* * Aminoácidos no esenciales 100x 
*** Vitaminas 100x 

Glutamina 200 mM 
Bicarbonato de sodio 
Agua bidestilada 

* Gibco :--!ocat.41 0 1500 L 
•• Gibco BRL No . cae I 140-0 19 
***Vitaminas :'-10 cae 320-11 20 AG 

Cantidad/litro 

1000 mi 
100 mi 
10 mi 
10 mi 
20 mi 
2.2 mi 
755 mi 

El pH se ajustó a 6.8 y el suero puede diluirse hasta el 4% para mantenimiento de las 
células . Las células se despegan con gendanne o por agitación tisica. 

PURfFlCAClON DEL VIRUS DEL DENGUE-~. 

El Virus del DengueA empastillado se resuspendió en la so lución GTNE estéril. 

SOLUCION DE GTNE 

GGlicina 
T Tris 
:'-1 Cloruro de Sodio 
EEDTA 

El pH se ajustó a 7.5 con HCI y fue esterilizado por filtración . 
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Cantidad 
1.50 gr 
0.60 gr 

58 gr 
0.03 gr 



GELES PARA ELECTROFORESIS DE POLL\CRILA"tIDA-SDS PARA 
PROTEINAS. 

Para preparar los geles de poliacrilamida-SDS se utlizaron las sigu ientes so luciones 

* SOLUcrON A 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 

Cantidad 

30 gr 
0.8 gr 

Se aforó a 100 mi con agua destilada y después se filtró . Se guardó a 4°C. 

• SOLLCION B 

Trizma Base 12 . 11 gr 

Se aj ustó el pH a 8.8 con HCI y se afora después a 100 mi de agua destilada. Se 
guardó 

a .pc. 

* SOLUC IO :--; C 

SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 

* SOLUCION D 

Trizma Base 

* PERS ULF ATO DE AMON IO 

Persulfato de amonio 

Se aforó a 10 ml con agua destilada. Se guardó a 4 oC. 

* AMORTIGUADOR DE CORRIDA 10x 

Glicina 
Trizma base 
SDS al 10% 

Se aforó a 1000 mI con agua destilada. 
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lO gr 

12 . llgr 

Igr 

144 gr 
30 gr 

lOO gr 



* BUFFER DE 'vfUES TRA. 2:< 

Solución O 
Solución C 
Beta-mercaptoetanol 
Glicerol 
Agua destilada 
Azul de bromofenol 

* SOLLCION DE COOMASIE PARA. TE\íIR 

Reactivo de azul de Coomasie R-250 
'vI etanol 
Acido acético 

* SOLUCION PARA DESTEÑIR 

\1etanol 
Acido acético 

1 mi 
2 mi 

01 mi 
60 mi 
O 8 mi 

1 % 

0 2 % 
30 % 

7 % 

30% 
7% 

TR-\~SFERE~CIA DE PROTElNAS A PAPEL DE NITROCELULOSA . 

. ;\¡\IIORTIGUADOR DE TRANSFERENC IA 

Tris 
Glicina 
SOS al 10% 
Agua destilada 
\1etanol 

Se aforó con agua destilada a 1000 mi 

ENSA YO DE WESTERN BLOT. 

*SOLUCION DE PBS 

'Ja~HPO~ 

NaH2PO~ 
NaCl 
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Concentración 
Final 

5.82 gr 48rn.1\1 
2.93 gr 39mM 
3 75 gr 
500 ml 
200 ml 20% 

0.24gr 
U4gr 
8.00 gr 



Se aforó a 900 mI con agua destilada, luego se ajustó a pH 7.2-7.4 con NaOH 1 M Y 
después se aforó a 1000 mI. 

·SOLUCION DE PBS 20rnM y 50rnM. 

Na2HP04 0.5M 
NaH2P04 0.5M 
NaCl 5M 
H20 

20mM 
pH 7.4 

IOmI 
10mI 
15.4mI 
500mI 

50rnM 
pH 7.4 

25mI 
25mI 

-
500mI 

REACTIVO DE BRADFORD PARA CUANTIFICAR PROTEINAS. 

Azul de Coomasie (G-250) 
Etanol al 95% 
Acido fosfórico 
Agua destilada 

100 mg 
50 mI 

lOO mI 
850 mI 

La solución se dejó agitando de 3-4 hrs y después se filtró en papel Wathamann 3MM. 
Se guardó en un frasco ambar a temperatura ambiente. 

COLUMNA DE PROTEINA G recombinante. 

SOLUCIONES: 

• AMORTIGUADOR BlNDING 

Na2HP04 

NaH2P04 

NaCI 

0.05M 
0.05M 
0.15M 

.68 gr 
.71 gr 

8.76 gr 

Se aforó a 900 mI con agua desionizada se ajustó a pH7 y se aforó a 1000 mi. 

• AMORTIGUADOR DE ELUCION 

Hidroclorato de glicina O.IM 7.51 gr 

Se ajustó a pH 2.5 con HCI 5N y se aforó a 1000 mI con agua desionizada. 
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*~MORTIGUADOR DE~L'vIAC E;-'¡A\lI E'HO 

Para un litro de amortiguador de "Binding" se agregarón 05 gr de Thimerosal (0 05°'0) 

SOLlICION DE RSB-~O 1%. 

Cloruro de magnesio 
Tris-HCI pH 75 
Cloruro de Sodio 

1.5 m.\.1 
10mM 
10 rruYl 

Lna vez preparado el RSB. se agrega el NP-40 a una concentración final de 1% v/v. 

SOLUCION DE ~EM SIN METIONINA. 

:-V1edio :-v1EM (medio mínimo esencial) sin sales. y sin L-glutamina. L-Leucina, L-lisina, 
L-metionina . 

,lA TERlAL RADIOACTIVO METIONINA L- (J,S). 

Actividad 1175 .0 Ci / mmol NEN DuPon!. 

LIQUIDO DE CENTELLEO 

Omnifluor 
Triton X-lOO 

4 gr 
300 mi 

Se aforó con Tolueno a 1000 mi Y se guardó en un frasco ambár a temperatura ambiente. 

COCTEL INHmmOR. 

Contenido de la pastilla 

Antipapaina-HCI 
Bestatin 
Quimíostatin 
E-64 
Leupeptin 

21 

30 mg 
O 5 mg 
1 0 mg 
3.0 mg 
0.5 mg 



Pepstantin 
F osfo ramidon 
Pefabloc 
EDTA 
A.protinin 

05 mg 
3.0 mg 

20 0mg 
10 O mg 
0 5 mg 

SOLLCIONES PAR~ IN"lL~OFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

*FO RMALDEHIDO AL 4% para 10 mi 

F ormaldehido 37% 
Agua destilada 
Tween-20 

*PBS-Tween-20 

Na, HPO. 
~aH ,PO. 

~aC I 

Tween- 20 

I mi 
9 ml 

I 15 gr 
0.23 gr 
9 O gr 
0.2 mi 

Se afo ra a 900 mi con agua destilada y se ajusta el pH a 7.2-74 con ~aOH o HCI y se 
aforó a 1000 m!. 

*SOLLC IO N BLOQUEADORA 

Suero Fetal Bovino 
Leche descremada (Comercial) 
BSA 
Tween-20 
Azida de Sodio 
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50% 
6% 

3% 

0.2% 
0 .02% 



METODOLOGlA 

PROPAGACION DEL VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 4 EN CEREBRO DE 

RATO N LACTANTE. 

Se utilizaron camadas de ratones lactantes de la cepa BALB/c de 2-3 días de nacidos. 

Los animales fueron inoculados por la [ontanela lambdoidea con aproximadamente 20 ).11 

del Virus del Dengue serotipo 4 cepa SH-241 con un título de Ix 106 pfulrnl. Los 

ratones se revisaron hasta que se observó la presencia de síntomas tales como: fiebre. 

desequilibrio al CarTÚnar, movimiento torpe y lento, parálisis parcial de las extremidades 

posteriores, etc.; todos indicadores de un proceso de neurovirulencia. Una vez que se 

manifestaron los síntomas , se sacrificaron por congelación a -70°C durante 10 mínutos 

y después se realizó asepsia de la región cefálica con alcohol al 70% e inmediatamente 

se extrajo el cerebro con ayuda de una jeringa comercial (25x16 mm. Plastipak) . Se 

resuspendió con la misma jeringa en I ó 2 mi de medio MEM-SFB 4%. El extracto se 

guardó a -70 oC (Kimura R,1944). 

CUL TIVO DE LA LINEA CELULAR C6/36 (Aedes albopictus). 

La línea celular de mosquito C6/36 (Aedes albopictus) se mantuvo con MEM-SFB 

4%, aminoácidos no esenciales, vitaminas, glútamina y bicarbonato de sodio a 34°C 

en ausencia de CO2 (Igarashi,A.1979). 

PROPAGACION DEL VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 4 EN LA LINEA 

CELULAR C6/36(Aedes albopictus). 

Cuando la monocapa de células C6/36 presentó una confluencia entre el 70% Y el 

80%, se ínfectó con 4(0).11 del homogenizado del extracto de cerebro de ratón lactante

VD4 y se mantuvó durante 5-7 días a 34°C en ausencia de CO2 • Se dieron pases 

consecutivos del virus propagado sobre la línea celular y el sobrenadante o lisado que se 
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recuperó de los pases fue centrifugado a 7,000 r.p.ffi por lO minutos (en un rotor JA-20 

Beckman) para eliminar los restos celulares. Las partículas virales se empastillaron por 

ultracentrifugación (en un rotor (50 Ti Núm. de serie 4530) Beckman). La pastilla fue 

resuspendida en l/lOO del volumen inicial en la solución de GTNE y se almacenó con el 

50% de SFB (v/v) a -20°C. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

PROTEINAS. 

SDS PARA 

El material biológico que se obtuvo durante el desarrollo del trabajo fue analizado 

en geles de poliacrilamida al 10%, los cuales se preparo n de la siguiente manera. Se 

limpiaron dos placas de vidrio con agua y jabón, y los restos de grasa se retiraron con 

etanol al 70%. La mezcla para 30 mi del gel separador se preparó con 10 mi de 

solución A , 11.25 mi de solución B, 0.3 mi de solución C , 8.25 mi de agua destilada, 

120 ¡.¡I de Persulfato de amonio al 10% y 50 ¡.¡I de TEMED. Esta mezcla se vació en la 

cámara formada en ambas placas de vidrio (evitando la formación de burbújas), dejando 

un espacio de 5-8 crns entre la parte superior de la cámara y la superior del gel. El gel 

separador fue aplanado con 0.5mi de 2-propanol. Después de la polimerización el 2-

pro pano I se retiró con papel absorbente y sobre éste se agregó el gel concentrador, 

formulado con 1.33 mi de solución A, 1.25 mi de solución D , 0.1 mi de solución C , 7.2 

mi de agua destilada, 200 ¡.¡I de persulfato de amonio y 10 ¡.¡I de TEMED. Antes de que 

solidificara se colocó el peine. El gel preparado se colocó en una cámara de 

electroforesis a la cual se le añadió, tanto en la parte superior como inferior, el 

amortiguador de corrida. Las muestras biológicas se mezclaron (v/v) con el 

amortiguador de muestra 2x, y se calentaron a 95°C durante 2-5 minutos antes de 

colocarse en los pozos. El gel de poliacrilamida con la muestras se corrió a un voltaje 

constante a 100 volts, hasta que las muestras penetraron en el gel concentrador, y a 130 

volts hasta el terminó de la electroforesis . Finalmente el gel fue retirado de las placas de 

vidrio y se colocó en el colorante azul de Coomasie R250 para teñirlo. Se destiñó en una 

solución de metanol 30%, ácido acético 7%. Se secó a 80°C al vacío por 1:30 hrs. 
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TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A PAPEL DE NITROCELULOSA. 

El gel de poliacrilarnida - SDS previamente corrido con las muestras se equilibró 

durante I hr a 4°C en el amortiguador de transferencia y se transfirió a membranas de 

nitrocelulosa (NÚffi. cat. 11465-077 GIBCO BRL) colocando 3 piezas de papel filtro 

Wathmann 3rvtM, el gel de poliacrilarnida. la membrana de nitrocelulosa y otras 3 

piezas de papel filtró Wathmann 3rvtM, todos prehumedecidos en al amortiguador de 

transferencia. El sandwich se colocó en una unidad de trasferencia semi-seca modelo 

HEP-I conectada a una fuente de poder y la transferencia se llevó a cabo a 12 volts por 

45 minutos (Towbin. H.T. 1979). 

WESTERN BLOT (PEROXIDASA). 

El papel de nitrocelulosa con las proteínas transferidas se bloqueó con leche 

descremada (comercial) al 5% en PBS Ix durante I hora a temperatura ambiente en 

agitación. Se lavó 3 veces con PBS Tween al 0.5%, a temperatura ambiente por 10 

minutos lavando en agitación ; después se incubó con el ler. anticuerpo ( IgG polic\onal 

de ratón anti-VD4) durante toda la noche a 4°C en agitación. Se hicierón lavados como 

se describió anteriormente y después se incubó 2 hrs. a temperatura ambiente con el 

2do . anticuerpo anti-ratón IgG acoplado a peroxidasa (NÚIn. de cat. 19704-014 GlSCO 

BRL) diluido 1:2000 en PBS Ix. El papel de nitrocelulosa fue lavado 3 veces con PBS 

Tween al 0.5% por 10 minutos y 2 veces con PBS 20 mM Y una vez con PBS 50 mM 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Se reveló con la siguiente solución: 0.3mg/mI 

de DAS ( 3,3' diaminobenzidina tetrahidroc\orada ) (NÚffi. de cato 59725A GISCO 

BRL), 5 mi de PBS 50 mM, Y 9111 de agua oxigenada. 

PURIFICACION DE GAMA-GLOBULINAS HUMANAS POR 

PRECIPITACION CON UNA SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE 

AMONIO. 

Para la obtención de Gama-globulinas se recolectó el suero separado del paquete 

globular de sangre humana obtenido de humanos normales y se inactivó a 63°C por lO 

minutos. 
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El suero fue precipitado 3 veces con una solución saturada de sulfato de amonio a pH 

7.8, en agitación por 2 horas a 4°C, centrifugándose cada vez a 3, 500 rprn durante 30 

minutos (en un rotor lA-20 Beckman). Después de la tercera precipitación la pastilla se 

re suspendió en la mitad del volúmen inicial con PBS Ix frío y finalmente se dializó 

contra 1 litro de PBS 1 X, durante 4 días a 4°C con 2 cambios por día. Las gama

globulinas dializadas se concentraron mediante liofilización, se resuspendierón en 

1/1 O de su volumen inicial con PBS 1 x y se guardaron a -20°C . La cantidad de proteína 

fue cuantificada mediante el reactivo de Bradford (Garvey, S.l y col. 1977). 

PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLlCLONALES IgG ANTI-VD4 DE 

RATON. 

Se inmunizaron de 8-10 ratones de la cepa BALB/c de 8 semanas de nacidos vía 

cojinete plantar con una mezcla de 80llg de virus D4 empastillado y 51ll de Adyuvante 

completo de Freud's (No. Cat. 660-5721 PIERCE) por ratón para la primera 

inmunización. Las siguientes inmunizaciones se llevarón a cabo con 80llg de VD4 

empastillado y 51ll de hidróxido de aluminio (Plus de Farrnacía), dejando entre cada una 

un periodo de 15 días hasta completar 5 inmunizaciones por ratón. El reconocimeinto de 

los anticuerpos producidos contra VD4 se confirmó mediante ensayos de Western Blot 

(Harlow, D. 1988). 

PURIFICACION DE ANTICUERPOS IgG ANTI-VD4 DE RATON MEDIANTE 

LA COLUMNA G. 

El suero de los ratones inmunizados con el VD4 se pasó a través de una Columna de 

proteína G recombinante acoplada a agarosa (Núrn. cato 15920-010 GIBCO BRL). Los 

Anticuerpos IgG aislados por la cama fueron eluídos con una solución de Glicína-HCL 

pH 2.6 O. IM yel pH se ajustó con Tris-HC1 1M a pH 7. Después se concentraron 

por liofilización, se resuspendierón con 400lll de PBS I x frío y se almacenaron a -20°C. 
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EXTRACTO DE PROTEINAS CELULARES C6/36 (Aedes albopictus). 

Monocapa de la línea celular C6/36, fueron desprendidas con un gendarme. Las 

células se empastillaron por centrifugación a 1,000 r.p.m por 10 minutos y se lavarón 3 

veces con PBS Ix estéril y frío . El sobrenadante fue e1iminado, la pastilla celular se 

resuspendió en una solución de RSB-NP40 1% Y después se centrifugó a 10,000 r.p.llL 

por ID minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperó, se le añadió Ix de coctel inhibidor 

de pro tesas (No. Cat. 1697498 Boehringer) y se almacenó a -20°C. 

MARCAJE DEL VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 4 CON METIONINA 

Primeramente se le retiró el medio de cultivo a la monocapa de células C6/36 y se 

agregó medio fresco (MEM con SFB 4%, aminoácidos no esenciales, vitaminas, 

glútami.'1a y bicarbonato de sodio) junto con un inóculo viral, el cual se dejó incubando 

por 6 hrs a 34°C en ausencia de CO2 • Se retiró el medio nuevamente y se agregó MEM 

fresco sin metionina con 10 JlCilrnl de metionina 35 S y se incubó a 34°C por 7 días. El 

sobrenadante se recuperó y se procedió a empastillar el virus . El virus empastillado se 

cuantificó en un contador de centelleo (Beckman LS5801). 

MARCAJE DE PROTEINAS CELULARES DE C6/36 (Aedes albopictus) CON 

METIONINA J5S. 

Sobre la monocapa de células C6/36, previamente propagadas, se agregó medio 

MEM-sin metionina con SFB 4%, Ix de vitaminas, Ix de amoniácido no esenciales, 

bicarbonato de sodio y 25 JlCilrnl de metionina 35S y se incubó· por 12 horas. Pasado 

este tiempo el medio de mantenimiento con metionina se retiró y las células se 

desprendierón con ayuda de un gendarme, las cuales se empastillaron por centrifugación 

a 1,000 r.p.llL por lO minutos. El sobrenadante fue decantado y la pastilla se lavó 3veces 

con PBSlx frío , centrifugando cada vez a 1,000 r.p.m por ID minutos. La pastilla 

celular se lisó con RSB-NP40 1% Y se centrifugó a 10,000 r.p.llL a 4°C por 10 minutos. 
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El sobrenadante se recuperó y se guardadó con Ix del coctel inhibidor de 

proteasas a -20°C. 

ENSA YO DE FORMACION DE EL COMPLEJO VD4 - ANTICUERPO IgG. 

Se utilizarón 3,000 c.p.m. del VD4 y Proteínas celulares marcadas con metionina 

3SS para llevar a cabo la formación de cada complejo antígeno-anticuerpo. Para ello el 

Virus del Dengue y las proteínas celulares se pusieron a interactuar con las diluciones 

1:250, 1:500, 1:750, 1:1000, 1:1,500 de los anticuerpos IgG anti-VD4 durante 2 horas 

a 37°C en un baño giratorio Modelo G76. 

ENSA YOS DE BINDING: 

CUL TIVO DE LA LINEA CELULAR C6/36 (Aedes albopictus) TRATADAS CON 

TRIPSINA AL 0.06%. 

Se sembraron Ixl06 células C6/36 en una multiplaca de 24 pozos un día antes del 

ensayo. Al día siguiente el medio de mantenimiento (MEM-SFB 4%) fue retirado del 

cultivo celular por aspiración y la monocapa se lavó l vez con medio MEM-sin SFB, 

inmedíatamente después la monocapa fue tratada con tripsina al 0.06% (lg de tripsina 

digiere 250g de caseina) (Núm. de cat.27250-0 GIBCO BRL) durante 30 minutos a 

37°C, la cual se inactivó adicionando medio MEM-SFB 4% e incubando l hora a 37°C 

(la viabilidad de las células C6/36 analizada con el reactivo de Azul tripano fue mayor 

del 90%) al término del tiempo, se retiró, el medio de mantenimiento y la monocapa se 

incubó con 3,000 c.p.ID. del VD4 marcado con 3SS metionina y proteínas celulares de 

C6/36 marcadas con metionina 3SS por Ihr. en un cuarto de temperatura de 37°C en 

agitación lenta. Las células C6/36 y el sobrenadante fueron cosechados por separado en 

viales, los cuales se cuantificaron en un contador de centelleo. 

Los cálculos para conocer el porcentaje de unión a las células C6/36 se basaron en la 

fórmula: 
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Total del número c.p.m .=Número de C.p.ol. unidas a las células (pastilla)+ Número de 

c.p.m no unidas a las células(sobrenadante) 

Porcentaje de unión= Número de c.p.m. unidas a las células x 100 

Total del número de C.p.ol. 

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR C6/36 (Aedes albopictus) TRATADAS Y 

NO TRATADAS CON TRIPSINA A 0.06% E INFECTADAS CON EL 

COMPLEJO VD4-ANTICUERPO IgG. 

En una multiplaca de 24 pozos se sembrarón Ixl06 células C6/36 por pozo un día 

antes del ensayo. La monocapa de células se lavó una vez con medio MEM-sin SFB 4% 

y se trató con tripsina al 0.06% como se describió anteriormente. La monocapa de 

células que no fue tratada con tripsina se incubó con medio MEM-sin SFB. Al término 

del tratamiento el sobrenadante de cada ensayo fue retirado y se prosiguió a incubar las 

células tratadas y no tratadas con la tripsina al 0.06% con las diferentes diluciones de 

los complejos VD4-anticuerpo IgG y Proteinas celulares-anticuerpo IgG preformados 

durante 1 hora en un cuarto de temperatura de 37°C en agitación lenta. El sobrenadante 

y las células de cada ensayo se cosecharon y se colectaron en los viales de centelleo, 

los cuales fueron cuantificados en la forma anteriormente descrita. 

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR C6/36 (Aedes albopictus) TRATADAS Y 

NO TRATADAS CON GAMA-GLOBULlNAS HUMANAS E INFECTADAS 

CON EL COMPLEJO VD4 -ANTICUERPO IgG. 

En una multip\aca de 24 pozos se sembraron Ixl 06 células C6/36 en cada pozo un 

día antes del ensayo. La monocapa se lavó una vez con MEM-sin SFB y se incubó con 

500f.1g/rnl de garna-globulinas humanas, mientras que la monocapa que no se trató con 

las garna-globulinas humanas se incubó con MEM-sinSFB ambos ensayos por 30 

29 



minutos a 37°C y posteriormente el sobrenadante de cada uno fue retirado, la monocapa 

se incubó con las diferentes concentraciones de los complejos VD4-anticuerpo IgG y 

Proteinas celulares-anticuerpos IgG preformados durante 1 hora en un cuarto de 

temperatura a 37°C en agitación lenta y las células y el sobrenadante de cada ensayo se 

procesaron de la manera antes mencionada. 

ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA DETECTAR LA 

PROTEINA E DEL VD4. 

La monocapa de las células C6/36 infectadas con el VD4 fue lavada con MEM-SFB. 

Posteriormente se fijaron con la solución de formaldehído al 4% por 1 hr. a temperatura 

ambiente, siendo tratadas inmediatamente con la solución de formaldehído al 4% -

Tween .2% por 1 hr. e hidratadas después con PBS-Tween 0.2% por Ihr. , después 

fueron bloqueadas por 30 minutos con la solución bloqueadora, la monocapa se lavó 5 

veces con PBS para luego agregar el ler. Anticuerpo (Anticuerpo monoclonal anti

proteína de envoltura E del VD4) a una dilución de 1 :50 e incubar durante la noche a 

4°C sobre una cámara húmeda. La monocapa fue lavada con PBS y se agregó un 20. 

Anticuepo de Cabra Anti-Mouse IgG de ratón acoplado a flouresceína (No. Cato 13846-

019 Gibco BRL) a una dilución 1:80 incubando por 1 hr. a 37°C en obscuridad. La 

monocapa fue lavada 5 veces con PBS y se observó al microscopio de fluorescencia. 
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RESULTADOS 

El Virus del Dengue tiene un amplio rango de hospederos entre los que se 

encuentran el hombre, siendo el más afectado, algunas especies de monos (tales como 

el mono aullador Aloatta sp, el mono araña Ateles sp, mono lechuza Aotus sp etc.) así 

como también especies de Artrópodos (Ludwig,G.1993). Sin embargo en el laboratorio 

el animal de mayor uso es el ratón. Se ha visto que el Virus del Dengue presenta un 

marcado neurotropismo en ratones lactantes cuando han sido inoculados 

intracerebralmente, causándoles una encefalitis a los pocos días (Boonpucknavig S. 

1981). Esta manera de replicar el virus en el laboratorio ha permítido la aplicacion de 

técnícas para detectar, propagar y aislar el virus, principalmente en sistemas de cultivo 

celulares (Rosen L.1974). 

Primeramente el Virus del Dengue serotipo 4 (VD4) usado en este trabajo fue 

sometido a Ensayos de inmunofluorescencia (como se describe en la sección de metodos) 

con Anticuerpos monoclonales anti-proteína E del VD4 (lHIO-6-7) (FIGURA No.7). 

Como puede observarse, en la línea celular C6/36 la fluorescencia se presenta en una 

zona perinuclear del citoplasma confirmando la infección por el serotipo 4 del Virus del 

Dengue. Una vez corroborado el serotipo, se prosiguió a inocular ratones lactantes, los 

cuales fueron observados diariamente hasta que presentaron las rnanífestaciones de una 

encefalitis. El Virus del Dengue obtenido se propagó en la línea celular de mosquito 

C6/36 (Aedes albopictus) empleando monocapas con un 80% de confluencia para la 

infección. Se ha reportado que entre los cultivos celulares de mamífero (LLC-MK2, 

VERO, HepG2) e insectos (LSTM-AP61 , C6/36 ,TRA-171 Y TRA-284 SFG) la 

suceptibilidad a la infección por el Virus del Dengue varía (Sinarachatanant. P. 1973., 

Marianneau, P. 1996), sin embargo en las líneas celulares de mamífero se ha observado 

un mayor daño celular e incluso hasta la destrución de la célula, mientras que en las 

líneas celulares de mosquito no es frecuente observar un cambio en su morfología. El 

trabajo realizado por Igarashi, A. en 1978 mostró que las células C6/36 son altamente 

suceptibles a la infección por el virus dengue, y en este estudio el autor observó 

claramente el efecto citopático sobre las células infectadas con los diferentes serotipos 
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FIGURA No. 7.- ENSAYO DE LA rNMUNOFLUORESCENClA I NDIRECTA 
DE LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) INFECTADAS CON CON EL VD4 
POR 7 OlAS RECONOCIDO POR ANTICUERPOS MONOCLONALES anti
proteína E DE ENVOLTURA DEL VD4. 
A) Fotografia de la fluorescencia de células infectadas y 
B) Fotografía de contraste de fase de células infectadas 
C) Fotografía de células no infectadas incubadas con el 20. Anticuerpo anti-rgG de 

ratón acoplado a tlouresceina, usado como control negativo. 

32 



de! Virus de! Dengue. Nuestros resultados fueron similares a los reportados por 

Igarashi ya que cuando las células C6/36 fueron infectadas con el VD4 el efecto 

citopático se manifestó por e! awnento de tamaño de la células, su agrupación formando 

sincitios y por la gran cantidad de vacuolas presentes en el citoplasma de la célula 

(FIGURA No.S). La presencia del efecto citópatico sobre la monocapa indicaba que e! 

Virus de! Dengue-4 se encontraba en un estado altamente infectivo por lo que se decidió 

a purificarlo por ultracentrifugación a 23,000 r.p.m. por 2 hrs., siendo después 

analizado en un gel de poliacrilamida al 10% (FIGURA No.9). El virus así obtenido es 

visualizado por la presencia de una proteína de 55 kDa correspondiente a la proteína E. 

A pesar de que las proteínas C y M también forman parte de la partícula viral, su peso 

molecular es muy bajo y no se observan en la tinción mostrada. 

Con el VD4 purificado, se inmunizaron los ratones de la cepa BALB/c como se 

describe en la metodología, con el fin de generar una respuesta inmunologíca de tipo 

humoral. Los anticuerpos policlonales IgG anti-VD4 de ratón fueron purificados a 

través de una columna de proteína G recombinante y analizados después por un gel de 

poliacrilamida 3110% (FIGURA No.IO). Las IgG purificadas tuvieron como se esperaba 

una migración de una banda de 150 kDa bajo condiciones no desnaturalizantes (carril 1) 

Y dos bandas una de 50 y 25 kDa bajo condiciones reductoras (carril 2). Los Anticuerpos 

IgG anti-VD4 fueron titulados mediante un ensayo de Westem' Blot, en el cual se 

observa el reconocimiento del VD4 hasta en una dilución de 1:4000 y la ausencia de 

respuesta hacia las proteínas provenientes de células C6/36 no infectadas, lo que 

confirma su específicidad (FIGURA No.ll). 

Debido a que en los ensayos de binding o unión se emplearía e! VD4 marcado con 

metionina J5 S se corroooró su purificación mediante un ensayo de Westem Blot con 

los anticuerpos policlonales IgG anti-VD4 de ratón purificados (FIGURA No.12). 

Como puede observarse, e! VD4 marcado (carril 1) ye! no marcado (carril 2) fueron 

reconocidos de manera similar y no así, las Proteínas celulares (Carril 3). 
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FIGURA. No. 8.- EFECTO CITOPATICO SOBRE LA MONOCAPA DE 
CELULAS C6/36 (Aedes albopictus). 
A los 3(A), 5(C) Y 7(E) días post-infección con el VD4 y células C6/36 no infectadas a 
los 3(B). 5(0 ) Y 7(F) días usadas como control. 
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FIGURA No.9.- Virus del Dengue-4 purificado por ultracentrifugación observado en 
un gel de poliacrilarnida al 10% teñido con Coomasie como se describe en la sección de 
metodos. 
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FIGURA No. 10.- ANTICUERPOS IgG aoti-VD4 PURIFICADOS POR UNA 
COLUMNA DE PROTEINA G recombinante. 
En el carril No. 1 se observa el Anticuerpo tipo IgO en condiciones no reductoras 
como una banda de 150 leDa y en el carril No. 2 en condiciones reductoras presentando 
una banda de 50 kDa, que corresponde a las cadenas pesadas, y una banda de 25 leDa, 
que corresponde a las cadenas ligeras. 
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FIGURA No.H.- ENSAYO DE WESTERN BLOT QUE MUESTRA EL 
RECONOCIMIENTO DEL VD4 POR LOS ANTICUERPOS POLICLONALES 
IgG anti-VD4 de ratón. 
En el panel A se muestra el reconocimiento del VD4 por los Anticuerpos policlonales 
IgG hasta la dilución 1:4000, así como su control positivo usando un anticuerpo IgG 
dirigido contra el VD4 (en una dilución de 1: 500) Y en el panel B el reconocimiento de 
las proteínas celulares provenientes de las células C6/36 y su control positivo usando un 
anticuerpo IgG dirigido contra las células C6/36 ( en una dilución de 1: 500). 
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FIGURA. No. 12.- ENSA VO DE WESTERN BLOT CON ANTICUERPOS 
POUCLONALES IgG anti-VD4 de ratón. 
En el carril No.l se observa el reconocimiento del VD4 35 S en el arril No.2 se observa 
el VD4 no marcado y en el carril No.3 se encuentran las proteínas celulares provenientes 
de las células C6/36 reconocidas por los Anticueros policlonales anti-VD4 de ratón. 
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ENSA VOS DE BINDlNG: 

TRA TAMIENTO DE LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) CON TRIPSINA 

AL 0.06% E INCUBACION CON EL VIRUS DENGUE-4 35S . 

Con el fin de conocer el tipo de molécula que interverúa en la interacción entre el 

VD4 y las células C6/36, se llevaron a cabo ensayos de "binding" o de unión como se 

describe en la sección de metodos. Las células C6/36 fueron tratadas con tripsina al 

0.06% por 30 minutos e inmediatamente después incubadas con el Virus del Dengue por 

1 hr a 37°C. Después del tratamiento, las células muestran una reducción en la unión del 

virus de casi un 43% comparada con la unión observada en las células C6/36 no 

tratadas. Este resultado sugiere que la unión de! Virus de! Dengue a las células C6/36 

se ve afectada por e! tratamiento con esta proteasa causando una reducción en la unión. 

Para determinar si las células C6/36 se recuperaban del tratamiento con la tripsina , 

éstas se incubaron con el Virus del Dengue hasta por 3 hrs. después del tratamiento . A 

este tiempo, se siguió observando una reducción en la unión de! 40% con respecto a las 

células no tratadas lo que sugiere que es necesario un tiempo mayor para la recuperación 

de las molécuIa(s) a la que e! VD4 se une (FIGURA No.13). Las células C6/36 con y 

sin tratamiento fueron capaces de unir la misma cantidad de C.p.rn. de las proteinas 

celulares a los diferentes tiempos. Esta unión se considera como unión inespecrnca 

INCUBACION DE LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) CON EL 

COMPLEJO Virus D4 35S-Anticuerpo IgG de ratón a 37°C. . 

El aumento en la replicación viral por la presencia de anticuerpos anti-virus en 

concentraciones subneutralizantes ha sido ampliamente estudiada en los Flavivirus. Este 

fenómeno (ADE) se ha visto en ensayos in vitro y es característico de células suceptibles 

a la infección por e! Virus de! Dengue tales como las células monocíticas, en las cuales 

el complejo virus-anticuerpo entra por la vía receptor Fc expresado en la superficie de la 

célula. Este mecanismo de entrada tiene un papel muy importante en la patogenésis de la 

infección debido a que se ha encontrado asociado a las fonnas graves de la enfermedad 
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FHD/SSC (Morens, M. 1994.,Kliks, S. 1990). Para conocer si existia una vía de entrada 

alterna diferente a la del receptor viral como ocurre en monocitos, las células C6/36 

fueron incubadas con los complejos virus D435S-Anticuerpo IgG (pre-formados) (como 

se describe en la sección de metodos) por 1 hr. a 37 oC (FIGURA No.14). Los 

resultados obtenidos muestran que la penetración del virus se incrementa ligeramente en 

presencia de anticuerpos comparada con lo que ocurre en su ausencia. Estas 

observaciones son simiIares a las reportadas para las células monocíticas, por lo tanto se 

consideró la posibilidad de que existiera un sitio de unión específico para el anticuerpo. 

Para saber si ésta unión era dependiente o independiente de temperatura el ensayo de 

unión se llevó a cabo a 4°C bajo las mismas condiciones (FIGURA No.15) . Los 

resultados obtenidos a esta temperatura fueron simiIares a los observados anteriormente, 

lo cual indica que la unión del complejo virus-anticuerpo a las célula C6/36 es 

independiente de temperatura. Las células C6/36 incubadas con las proteínas celulares en 

presencia y ausencia del anticuerpo nos permiten detenninar la unión inespecífica que 

pudiera presentarse en las células C6/36. 

TRA T AMIENTO DE LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) CON TRIPSINA 

AL 0.06% E INCUBACION CON EL COMPLEJO Virus Ó4 J5S-Anticuerpo IgG. 

Las células C6/36 fueron tratadas con tripsina al 0 .06% e incubadas con el complejo 

VD4 35 S-Anticuepo IgG a diferentes concentracciones por 1 hr. A 37°C (FIGURA 

No.16) se observó que la unión del complejo a las células C6/36 disminuye por el 

tratamiento con tripsina, tal y como ocurre en las células C6/36 que han sido incubadas 

con el VD4 35S (FIGURA No.13). En ambas condiciones se presentó una diferencia 

con respecto a las células C6/36 sin tratamiento e incubadas con el VD4 35 S. Estos 

datos indican que la posible molécula que internaliza al complejo VD4-Anticuerpo IgG 

es sensible a tripsina como lo es receptor viral. 

41 



z 
O 
z 
=> 
w 
O 

40 ,---------------------~ 

30 . - - - - - - - -. - - - _. _. - - - - - - - - . 

~ 20 
~ 
z 
w 
O 
ce 
O a... 

1 O - - .. - - - - - - - - - - - - - - - _. . - - - - - - - - -

f -- f - ,t ~~ t --
1. 

O~------~--------~--~ 

• CHUlJIS t VD4 

+ ctlUIA~ t ~OT. CEL 

t Cel UlJIS t l1l4-k 

t CElUlJIS t ~OT, CEl·Ac 

FIGURA No.14.- Células C6/36 
incubadas con los complejos a 
diferentes concentraciones a 37°C. 

<12 



14~------------------~ 

12 . .... ..... .. . 

10 
z 
O 
Z 
::l 
w 8 , . ............. < •• • • 

O 
w 

3 
~ 6 ..... . . 1 '''::''1 >~ -J:-.~ _.-"' 
a:: 
o 
a... 

4 . . . .. - .. . .... - - - .. . . ... - . .... -

2 . . - ..... . .. - - .. .. : . . - .. - , .... -

o~------------------~ 

+ (HUl)$ + PROI. CEl. 

-t (HUL~~ t VD4-Ac 

t (HUlA~ tPROI.CH:Ac 

FIGURA No.15.- Células C6/36 
incubadas con los complejos a 
diferentes concentraciones a 
4°C. 

43 



30 ,-------------------------~ 

25 

z º 20 z 
::J 
LU 
O 
~ 15 . . ... . . .. . . . .. .... . 

~ 
Z 
LU 
Ü ex: 
010 . ¡. 
o... , 1 

O L-------------------------~ 

... CE LULAS + 'lD4 

% CELULAS Tx¡TRIP + VD4 

-+- CEL. + T ~TR IP + VD4·Ac 

* CEl. + Tx/TRIP rPROrCEL 

+ CEL.+ Tx/TRIP+PCEL·Ac 

FIC3iUAA. Nc>_""16_- Ef'E3Ct:c> c::tE3 la. 
t:ri psi na. E3n la. i nf'E3cción cc>n Ic>s 
cC>rT1plE3jc> a. c::tif'E3rE3nt:E3 cc>nCE3nt:ra. 
cic>nE3s a. 37<>C. 

44 



TRATAMIENTO DE LAS CELULAS C6/36 (Aedes albopictus) CON GAMA

GLOBULINA HUMANAS E INCUBACION CON EL COMPLEJO Virus D4 J5S_ 

Anticuerpo IgG. 

En muchos trabajos la presencia del receptor Fc ha sido confirmada ya que la 

infección mediada por el complejo virus-Anticuerpo puede ser bloqueada por 

Anticuerpos anti-Fc. Un estudio diferente a estos es el realizado por Daughaday, C. en 

1981 el cual utilizó una concentración de l , 000~glml de gama-globulinas para saturar 

a los receptores Fc presentes en las células monociticas. Si el mecanismo por el cual los 

complejos VD4-Anticuerpo IgG requiere de un receptor Fc presente en las células 

C6/36, entonces, las y-globulinas bloquearían a este receptor e inhibiría la unión del 

VD4 marcado. Primeramente, puiificamos y-globulinas humanas como se describió en la 

sección de Metodos y se analizaron en un gel de poliacrilamida al 10% (FIGURA 

No.17) . Al igual que los Anticuerpos IgG purificados, se observa la banda de ISO kDa 

en las condiciones nativas y dos bandas una de 50 y 25 kDa en las condicones 

reductoras. 

Con estas y-globulinas purificadas (500~g) se bloquearon las células C6/36 durante 

30 minutos antes de la incubación con el complejo VD4 35S-Anticuerpo IgG (pre

formado) por 1 hr a 37°C (FIGURA No.18). Los resultados muestran que la unión del 

complejo a la célula C6/36 disminuye ligeramente con respecto a las células con el virus, 

sin embargo, la unión es similar a la observada con las células tratadas con y-globulina e 

incubadas con el virus. La ligera reducción en la unión del virus sólo o del complejos 

virus-anticuerpo en presencia de las y-globulina posiblemente se debe a que estás ultimas 

ejercen un efecto estérico en el sistema, impidiendo la unión del virus-anticuerpo 

incluso del virus. Estos datos nos indican varíos eventos: Primero, el virus es capaz de 

penetrar en forma de complejo virus-anticuerpo a las células C6/36 a pesar de estar 

bloqueandas por y-globulinas sugiriendo que la molécula involucrada en éste proceso no 

es un receptor Fc. Segundo, que el receptor viral une un poco menos a las partículas 

virales cuando las células C6/36 son incubadas con y-globulinas, tal vez por un efecto 

estérico. Finalmente, que los Anticuerpos anti- VD4 no neutralizan o inhiben la infección 

viral en las células C6/36. 

45 



kDa 

200 

97 

68 

43 

29 

1 2 

FIGURA. No.17.- GAMMA-GLOBULINAS AISLADAS DE SUERO HUMANO 
MEDIANTE LA PRECIPITACION POR UNA SOLUCION DE SULFATO DE 
AMONIO SA TURAOO. 
El carril No. 1, muestra una banda de aproximadamente 150 leDa que corresponde a 
las Garnma-g1obulinas en condiciones no reductoras y en el carril No. 2 en condiciones 
reductoras , en donde se observan 2 bandas: una entre 55-60 leDa, que corresponden a 
las cadenas pesadas., y una de entre 25-29 kDa, que corresponden a las cadenas pesadas. 
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DlSCUSION 

El primer contacto del virus con su célula húesped está mediado por las proteínas 

virales de unión (V AP, viral attachment protein) y por receptores virales que pueden 

estar constituídos por más de lUla molécula. La interacción de estas moléculas conduce a 

la entrada del virión a través de dos mecanismos: por fusión directa o bien por 

endocitosis mediada por receptor (Lentz, L.T. 1990). En ambos el virión libera su ácido 

nucléico genómico al citoplasma para iniciar los procesos de replicación y traducción 

viral. En el trascurso de estos procesos pueden ocurrir cambios en la morfologia como 

los observados en las células C6/36 (Aedes albopiclUS) infectadas con el VD4, los 

cuales se caracterizan por la aparición de lUla gran cantidad de vesículas con virus 

distribuídas en el citoplasma y por la hípertrofia de las membranas del reticulo 

endoplásmico rugoso, en donde la morfogenesis del virión se lleva a cabo, y es ahí 

también donde el Virus del Dengue adquiere su envoltura al pasar o trasladarse allúmen 

del reticulo endoplásmico rugoso como virión inmaduro (Igarashí, A. 1979). 

La proteína E de envoltura del Virus del Dengue se ha identificado como la proteína 

de unión viral, la cual ha sido amplirnente estudiada. Los trabajos realizados sobre esta 

proteína indican que en un pH fisiologíco se encuentra en forma dimérica pero cuando 

se expone a un pH ácido (6.5) se induce un cambio conformacional irreversible que 

promueve la formación de trimeros y la exposición de dominios hídrofóbicos críticos 

para la fusión de la membrana del virión con la del endosorna después de llevarse a cabo 

la endocitosis mediada por receptor (Helenius, A. 1995). La proteína E de envoltura 

consta de 3 dominios. El dominio A., el cual contiene secuencias muy conservadas entre 

los distintos Flavivirus y se ha propuesto como la parte que tiene la actividad 

fusogénica La importancia biológica del dominio 8 radica en la modulación de la 

patogénicidad in vivo, en donde también se encuentran localizados los sitios antígenicos 

reconocidos por anticuerpos neutraliz.antes. El dominio C es considerado como la región 

más variable entre la Familia de los Flavivirus (Rey, A. F. 1995., Chambers, J.T. 1990). 

Se ha descrito que entre los aminoácidos 281 a 423 de la proteína E de envoltura se 

localiz.an los determinantes de unión a la célula blanco ( Chen, Y. 1996). 
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A pesar de lo mucho que se sabe de esta proteína de unión viral, no se ha logrado 

identificar su receptor celular, aunque se ha podido determinar que es sensible a tripsina, 

lo cual sugiere que su naturaleza es proteica. En este trabajo pudimos determinar que el 

posible receptor para el Virus del Dengue en las células C6/36 también es sensible a 

tripsina ya que la infección en las células tratadas se redujo hasta un 43%, 

probablemente debido a que el receptor viral fue modificado por el tratamiento con ésta 

proteasa. Cuando la incubación del virus se prolongo hasta las 3hr. después del 

tratamiento, la unión del virus no se restableció completamente, sin embargo, a tiempos 

más largos (5hrs.) la recuperación es evidente (Salas, B. comunicación personal) . La 

inhibición de la unión viral debida a proteasas, también ha sido descrita para otras 

células como las células Yero , HepG2 y monocitos (Daughaday, C. 1981. Marianneau, 

P. 1996), correlacionando con nuestros resultados. 

Cuando nosotros incubamos el VD4 en presencia de Anticuerpos IgG anti-VD4 y los 

pusimos en contacto con las células C6/36 lejos de ver una inhibición en la unión , 

observamos un incremento, sugiriendo que en las células C6/36 existe un sitio de unión 

y entrada para los complejos VD4-Anticuerpo IgG. Los complejos virus-anticuerpo se 

unierón eficientemente a las células C6/36 a 37°C, sin embargo no sabíamos si el proceso 

era dependiente o independiente de temperatura. Para determinar la relevancia de la 

temperatura en la unión, los complejos fueron puestos a interaccionar con las células a 

4°C. Debido a que la unión de los complejos a las células no se redujo a 4°C, es posible 

afirmar que la unión es un proceso independiente de temperatura. La entrada del Virus 

del Dengue mediada por anticuerpos ha sido determinada anteriormente por Barth y 

cols. en sus observaciones de Microscopia electrónica en las células C6/36 donde 

encontró que los complejos V02-Anticuerpo intemalizados en las células se localizaban 

en los fagosomas y que dichos complejos eran posteriormente degradados en los 

lisosomas sugiriendo que la infección realizada por esta vía no era exitosa. 

Por otro lado en estudios de Microscopia electrónica realizado por Collins, S. y col. en 

1985, se observó que la entrada del Virus West Nile marcado con JS S (VWN ) a la 

linea celular de macrófagos P388DI se llevaba a cabo en presencia y ausencia de 
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anticuerpos monoclonales anti-VWN a las temperaturas de 37°C y O°c. A una hora 

post-infección a 37°C la mayoría de las partículas virales desaparecen de la superficie 

de la célula tanto en presencia como en ausencia del anticuerpo anti-VWN. Por ensayos 

de binding se demostró que la unión en presencia del anticuerpo fue del 95%, mientras 

que en su ausencia fue sólo del 25%. El aumento en la unión del virus debido al 

anticuerpo posiblemente se relacione con las interacciones del anticuerpo con los 

receptores Fc . A O°C, los virus sólo se observaron a nivel de la superficie celular, y en la 

presencia del anticuerpo, se observaron agregados de partículas virales incapaces de 

entrar a las células (Collins, S. 1985). 

Corno ha sido ampliamente descrito, el Virus del Dengue puede entrar a la célula 

blanco mediante los complejos virus-anticuerpo a través de los receptores Fc presentes 

en la superficie de los macrófagos (Mady, 1. 1991., Littaua., R. 1990.). Sabiendo que los 

receptores tipo Fc juegan un papel importante en la unión y en la entrada de los 

complejos de algunas células, decidirnos analizar su participación en las células C6/36 

bloqueando los con Garnrna-globulina humanas. El que las Garnrna-globulinas no 

redujeran la unión de los complejos nos sugiere que ésta no se lleva a cabo por un 

receptor tipo Fc. Esta afirmación se refuerza aún más, cuando costatamos que la 

molécula implicada en la unión de los complejos a las células C6/36 es sensible a tripsina. 

En resumen, nuestros resultados indican que el Virus del Dengue es capaz de unirse 

a las células C6/36 por 2 mecanismos. El primero, mediado por el contacto entre el 

virus y el receptor sensible a tripsina. El segundo mecanismo, involucra la participación 

de los complejos virus-anticuerpo los cuales se unen por una molécula diferente al 

receptor Fc, y que también es sensible a tripsina. Para el caso de las células C6/36, al 

parecer la molécula o moléculas responsables de la unión de los complejos virus

anticuerpo no es un receptor Fc " Típico" corno el que se encuentra en la superficie de 

las células rnonocíticas ya que nuestros resultados muestran que éste es sensible a 

tripsina , mientras que el receptor Fc presente en los rnonocitos es resistente a la acción 

de ésta proteasa. Por otro lado, los resultados aquí presentados correlacionan con 
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los reportados por Smith, H. en 1993 , donde se demuestra., por ensayos de 

inmunofluorescencia, que las células C6/36 carecen de receptor Fc. El mecanismo que 

permite la entrada de los complejos virus-anticuerpo podría ser un proceso de fagocitosis 

como ha sido sugerido por Bart y cols. (Barth, M. 1992), pero con la salvedad de que 

Barth sugiere que esta vía no seria productiva por la lisis producida en los 

fagolisosomas. En nuestro caso , sabemos que los complejos son capaces de inducir una 

infección productiva. La propuesta de Barth y cols. es que las partículas virales 

acomplejadas con los anticuerpos serian degradadas por las enzimas presentes en el 

fagolisosoma. La forma de explicar que estas partículas pudieran liberarse de la 

degradación es que si los anticuerpos están en una proporción tal que permitan que 

cierta cantidad de partículas virales interactúen con la membrana del fugosoma a través 

de la proteína E, la cual sufre un cambio confonnacional inducido por el pH bajo 

propiciando la fusion de membranas. Esto traeria como consecuencia que el ácido 

nucleíco se libera en el citoplama y por tanto se iniciaria el ciclo replicativo viral. Si la 

proporción de anticuerpos es muy alta, no dejaria disponible a la proteína E para inducir 

la fusión por tanto los virus serian degradados junto con los anticuerpos dentro de los 

fugo liso somas. 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados presentados anteriormente se consideran las siguientes 

conclusiones: 

1).- El receptor viral natural para el Virus del Dengue serotipo 4 presente en las 

células C6/36 (Aedes albopictus), es sensible a la acción de la tripsina 

como el encontrado en las células monocíticas. 

2).- La infección del Virus del Dengue serotipo 4 en las células C6/36 (A edes 

albopictus) también se lleva a cabo en la presencia de anticuerpos (IgG) 

anti-virus, como ocurre en las células monocíticas. 

3).- La unión del complejo VD4-Anticuerpo (IgG) es independiente de temperatu 

ra y es a través de una molécula sensible a tripsina. 

4).- La molécula implicada en la entrada de los complejos virus-anticuerpo no es un 

receptor tipo Fc. 

5).- Por la suceptibilidad a la acción de la tripsina del receptor viral y de la molécula 

que internaliza a los complejos virus-anticuerpo, es posible indicar que ambas 

son de naturaleza proteica. 
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