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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE DIVERSOS REACTIVOS COMO CANDIDATOS
PARA SU USO EN UN SISTEMA DE DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE DENGUE
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Introduccion: El dengue es una arbovirosis, transmitida prin-
cipalmente por un vector que es el mosquito Aedes egypti. Exis-
ten cuatro serotipos del virus, los cuales son endémicos en re-
giones tropicales y son de importancia en salud publica ya que
cada afio se reportan cientos y miles de casos. En muchas areas,
varios serotipos del virus cocirculan provocando epidemias su-
cesivas debido a que la proteccion cruzada entre serotipos es de
muy corta duracion.! El virus del dengue pertenece a la familia
Flaviviridae, el genoma codifica tres proteinas estructurales, Core
C, premembrana (prM) y envolutura E y codifica también para
siete proteinas no estructurales NS1, NS2a, NS2b, NIS3, NS4a,
NS4by NS5.2 Los virus son organismos intracelulares obliga-
dosy por lo tanto requieren células vivas en las cuales puedan
replicarse. Existe una gran variedad de métodos y sistemas em-
pleados para el aislamiento viral partiendo de muestras clinicas.
Parael caso del dengue, el método confirmatorio es el aislamien-
to del virus a partir de suero,® se inocula la linea celular y se
observan los efectos citopéaticos especificos para el virus que
implican su replicacion, la presencia del virus se pone de mani-
fiesto a partir de algiin método inmunolégico. Tecnologias mas
recientes permiten poner de manifiesto la presencia de virus por
medio de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) que identi-
fica el genoma del virus. Sin embargo, estas tecnologias requie-
ren infraestructura compleja que la mayoria de los laboratorios
clinicos no tienen instalada y por lo que se han desarrollado
sistemas que involucran anticuerpos monoclonales y/o
antigenos que pueden ser integrados a tecnologias clasicas de
identificacion serolégica* lo que ampliaria la capacidad de cober-
tura para los sistemas de Salud Publica.

Obijetivo: Identificar y/o caracterizar a través de analisis
inmunoquimico diferentes reactivos como candidatos para su
uso en un sistema de diagnostico seroldgico de dengue.

Metodologia: Se proponen dos estrategias para la obtencién
de reactivos que puedan ser incorporados a metodologias para
el diagnostico seroldgico de la presencia del virus. La primeraes
laidentificacion y caracterizacién inmunoguimica de antigenos

recombinantes y derivados de cultivo viral in vitro. Lasegunda
estrategia sera obtener fracciones de la proteina por medio del
método de prediccion de péptidos o epitopos a través de siste-
mas computacionales.

Resultados: El analisis inmunoiquimio de los nueve antigenos
obtenidos se llevo a cabo mediante la técnica de Western blot.
Las bandas que reaccionaron predominantemente con las mues-
tras utilizadas corresponden a proteinas de 37, 54 y 70 KDa. Los
antigenos que discriminan entre muestras negativas y positivas
son: Core-2, DEN-1y DEN-2. Para determinar la utilidad de
los antigenos en el diagndstico de dengue en fase aguda se ana-
lizé su reactividad con muestras de pacientes IgM™*, sélo el
antigeno Core-2 reacciond positivamente con estas muestras,
mientras que el resto de los reactivos presentaron reactividad
cruzada con muestras negativas. Los antigenos que reaccionaron
especificamente con muestras IgG™* fueron el DEN-1, DEN-3y
Core-2. Enel caso de la prediccion de epitopos los resultados
obtenidos del andlisis de la proteina E de los cuatro serotipos
del virus se encontraron varios epitopos que son especificos
para cada serotipo incluso en regiones compartidas, mediante el
uso de las estructuras cristalogréaficas se pudo corroborar la ubi-
cacion de los epitopos predichos con los programas
computacionales disponibles.

Conclusién: Es necesario determinar el limite de detecciony la
especificidad de los antigenos acuerdo con su serotipo mediante
un andlisis méas detallado para su seleccion. Por medio de estas
tecnologias se pueden predecir con mucha certeza distintos de-
terminantes antigénicos que pueden tener multiples aplicacio-
nes como en diagnostico, terapéutica e investigacion.
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