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Abstracto

La infeccion por el virus del dengue produce una enfermedad febril aguda leve autolimitante, fiebre del dengue
(DF) y una enfermedad grave que pone en peligro la vida, fiebre hemorragica del dengue (DHF) con hemorragia
menor o mayor de diferentes sitios.

Palabras clave: Dengue, Autoanticuerpos, Patogénesis, Autoanticuerpos, Citocinas

1. Introduccion

La infeccion por el virus del dengue produce una leveautolimitacionenfermedadfebrilaguda, dengue (DF) y una
amenaza para la vidaenfermedad grave, dengue, fiebrehemorragica (DHF) con sangradomenor o mayor de
diferentes sitios. los Las caracteristicasprincipales de DHF son el aumento de la permeabilidad capilar
conduciendo a una fuga de plasma extensa que resultaen profunda shock, hematocritoaumentado,
trombocitopenia y alteracionNumero y funciones de los leucocitos. DHF ha sidoclasificadaencuatrogradossegun
la presentacionclinica y hallazgos de laboratorio; el mas suave es el grado I y el elmassevero es el grado IV [1
3]. A pesar de los extensosestudios, La patogenia de la DHF todavia no se comprendecompletamente.
Nosotroshanobservado que los hallazgosmassignificativosenpacientes con DHF grave son altos niveles del
factor citotoxico (hCF) en los sueros y leucocitos de sangreperiférica [4] y un pasar de la respuesta de tipo Thl a
la respuesta de tipo Th2 [5].

Durante la infeccion por el virus del dengue, las células T CD4 § producen una citocinainica, factor citotdxico
(CF), enratones (mCF) y suhomologoen el hombre (hCF). La secuencia amino terminal de mCF no
tienehomologia con ningunaproteinaconocida o citoquinas. mCF y hCFparecen ser patogénesis proteinas
relacionadas, capaces de reproducir DHF-like lesionespatologicasenratones, comoaumento de capilaridad
permeabilidad, edema cerebral y leucocitossanguineoscambios [3,6 ~ 8]. Durante una epidemia extensa de DHF
en el norte de la India durante 1996, la presencia de hCFfuemostradoen el 90% de los 333 pacientes con
cantidades maximasen los pacientesmasseveros con DHF grado IV (9). Mas lejos, cultivo ex vivo de
célulasmononucleares de sangreperiférica de tales pacientesmostraron la produccion de hCF por CD4 i T
células [4,10]. La produccién de mCF / hCF precede a la clinica enfermeda de nratones y hombre [4,7 * 9].

Recientementehemospropuesto un mecanismo para explicar la patogenia de la DHF en la que la hCFjuega un
papel clave [11]. El virus del dengue se replica enmacrofagos e induce rapidamente las células T CD4 § para
producirthCF. hCF induce macrofagos para producirradicaleslibres, nitrito, oxigenoreactivo y peroxinitrito
[12,13]. Los radicaleslibres, ademasmatando las célulasobjetivo por apoptosis, también regulandirectamente
produccion de citocinasproinomaticasinflamatoriasinterleucina (IL) -1K, factor de necrosis tumoral (TNF) -K,
IL-8 e hidrogenoperoxidoen macréfagos. El cambioenrelativo los niveles de IL-12 y TGF-K desplazan una
respuestadominante Thl a una respuestasesgada por Th2 que resultaen una exacerbacion de enfermedad por
dengue y muerte de pacientes. La permeabilidad vascular se incrementadebido al efectocombinado de la
histamina, radicaleslibres, citocinasproinomaticas y la productos de la via del complemento, etc. Asi, la clave el
jugadorparece ser hCF, pero lo que regulasuactividad es desconocido [11].

Los anticuerpos anti-citoquinaspuedenneutralizar los efectosadversos de citoquinas, incluyendohCF [7],
mientras que las no neutralizantestipo de anticuerpospuedecontribuir a una mejororientacion de las citocinas a
las célulasapropiadas [14, 15]. Por lo tanto, los autoanticuerpospueden ser un potenteregulador de la citocina.
funciones El presenteestudiofue, por lo tanto, realizado para investigar los sueros de los pacientes con DF / DHF
para la presencia de autoanticuerposhCF.
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2. Materiales y métodos

Una epidemia extensa de DHF ocurriden el norte India duranteagosto ~ noviembre de 1996. Durante
estaecpidemia Se recogieronmuestras de suero de los pacientes que sufren de una enfermedadtipica de dengue
admitidaen el Gandhi Memorial and Associated Hospitals, Lucknow y the Departamento de Pediatria del All
India Institute of Medical Ciencias, Nueva Delhi. Diagnodstico de la infeccion por el virus del dengue. se
establecié por aislamiento del virus o por deteccion de virus especificos de IgM en los sueros [16]. Los
sueroseran disponible de un total de 136 pacientes para el presenteestudio. Para los controles, 50
individuossanosnormales de la mismaedad, sin antecedentes de ningunaenfermedadfebril u otraen el Se
incluyeron 3 mesesanteriores. Entre los pacientes, 50 fueronclasificadoscomo DF, 10 como DHF grado I, 50
comogrado II, 13 comogrado IIl y 13 comogrado IV, segtn el Criterios de la Organizacién Mundial de la Salud
[17]. Suerosrecogidos de los pacientes y los controles se dividieronenalicuotas y rapidamentecongelado y
almacenado a 360 ° C. Para el estudio actual, los suerosfuerontransportados a Kuwait enhielo seco y
almacenado a 370 ° C hasta que se pruebe.

El ELISA para la deteccion de hCF y suanticuerpo ha sidoestandarizado y descritoanteriormente [18]. Placas de
96 pocillos de fondoplano de poliestireno (Polysorb F96, Nunc, Glostrup, Dinamarca) fueronutilizados. El
hCFutilizadoen el la prueba se purificd de los suerosrecogidos de pacientes con dengue utilizandocromatografia
de intercambioionicoseguido de cromatografialiquida de altaresolucion (HPLC) como se describe [19] Los
anticuerpos contra hCFpurificado por HPLC fueronpreparadoenratones [20]. El anticuerpo anti-hCF (hCFAS)
neutraliza la actividadcitotoxica de hCF in vitro e inhibeAumentoinducido por hCFen la
permeabilidadcapilarenratones y reaccionaronespecificamente con hCFen el oestepruebas de transferencia y
ELISA. Los controles incluidos fueron purificados hCF como control positivo y proteinas heterdlogas como
negativas controles [21-23].

El sandwich ELISA fueoptimizado por un tablero de ajedreztitulacion para ¢ encontrar la cantidadminima de
hCF (en el fasesolida) que reacciond con una cantidadminima de hCFAS. La curva de unién a anticuerposindico
que una concentracion de 300 ng ml31 hCFfuedptimo para recubrir el fasesolida[24]. Estaconcentracion de
recubrimiento de hCFdio un Curva de unién de hCFAS con la unionmaxima del 50% apunte a la dilucién de 1:
500 de hCFAS. En el sistema de prueba las tasas de recuperacionestuvieron dentro del 10% y las variacionesen
el intraensayo y el interensayofueroninferiores al 10%[25]. los ELISA establecido era reproducible y la ciudad
especifica, sensibilidad y precisionfueron 92.5, 90.9 y 91%, respectivamente [dieciséis]. Para controlar las
variacionesdiariasen ELISA, el valores de densidadoptica (OD) de la muestraestandarprobada sin diluir y a 1/10,
1/100 y 1/1000 dilucionesfueronconvertidoenunidadesarbitrarias y utilizado para construir un curvaestandar.
Cadamuestra se diluyé6 10 veces y el la prueba se configuré por triplicado[26]. Los valores OD
obtenidosfueronconvertidoenunidadesarbitrarias ml31 (U ml31) encomparacion con la curvaestandar Los
datoshansidopresentadoscomo U ml31 de hCFAS y analizadoestadisticamenteutilizando Student's prueba t. Se
consider6 un valor P inferior a 0,05 significante[27].

3. Resultados

Los niveles de autoanticuerposhCFenpacientes con diversos los grados de la enfermedad del dengue se
hanpresentadocomovaloresmedios de la arbitraria U mlI31 en la Fig. 1. Enpacientes con levesenfermedad, DF, el
valor medio de los autoanticuerposhCFfue 36 p 20 U ml31, el valor mas alto es 109 U mlI31 en uno paciente.
Los niveles de autoanticuerposhCFdisminuyeronbruscamente con la aparicion de DHF. Enpacientes con DHF
grado I, grado II, grado IIl y grado IV los valoresmediosfueron 14 p 7,10 p 5,6 p 2.5y Sp2 U mi3l (P =
60.001, comoencomparacion con pacientes con DF). Entre los 50 normalessanossuero de control el valor medio
para autoanticuerposhCFfue 2p1 U ml31. Para excluir la posibilidad de detectaranticuerpos no especificosen los
sueros de los pacientes y controlesdebido a la activacionpoliclonal de células B, todas las Lasmuestras se
analizaronen un ELISA paraleloutilizandoovoalbumina. comoantigenoen la fasesolida. Los valores de OD de
todos los suerosenestaspruebasestabancerca de los valores de OD en el blancopozos (datos no mostrados).

El valor medio de autoanticuerposhCFen el control sera plus 3 S.D. fueconsideradocomo el valor 'cut-0;'. UNA
paciente con enfermedad de dengue se consideropositivosi el nivel de autoanticuerposhCFfuemas que el "corte-
o" valor. El andlisis de los datospresentadosen muestra que 48/50 (96%) pacientes con DF fueronpositivos para
anticuerpos contra hCF, mientras que 8/10 (80%) pacientes con grado de DHF I, 27/50 pacientes (54%) con
DHF grado II, 2/13 pacientes (15%) con DHF grado IIl y 1/13 pacientes (8%) con DHF grado IV
fueronpositivos. Por lo tanto, maximapositividadfue visto enpacientes con DF y disminuyogradualmente de
formasmenosseveras a masseveras de DHF.
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Los niveles de autoanticuerposhCFendiferentesgrados de la enfermedad del dengue se analizomas a fondo con
respecto a la duracion de la enfermedaddividiendo a los pacientesentresgrupos, es decir, pacientes con 1 " 4
dias, 5 * 8 dias y s9 dias de enfermedad. Los resultadosmostraron que el porcentaje de muestras positivas en
grupos individuales de pacientesendiferentes Los dias de enfermedadfueron algo similares (Fig. 3A). Sin
embargo, enpacientes con DF, el nivel de autoanticuerposhCFen s9 diasfuesignificativamente mayor (P60.001)
que los niveles a 1 ~ 4 y 5 ~ 8 dias de enfermedad. Por otraparte, los pacientes con DF tenianniveles
significativamente mas altos de autoanticuerposhCF (P60.001) en sus suerosentodos los puntos de
tiempoencomparacion con pacientes con DHF de grados I a IV . Similar, los pacientes con DHF grado I habian
aumentado significativamente niveles de autoanticuerposhCFen sus sueros los dias 1 * 4 y 5 * 8 encomparacion
con sueros de DHF grado I, grado Il y grado IV .

4. Discusion

El hallazgomas significativo del presenteestudio es el presencia de autoanticuerposhC Fencantidadesmaximas y
en un numeromaximo de pacientes con levesenfermedad del dengue (DF). Por otrolado, los niveles de
autoanticuerposh CF y el numero de suerospositivos para los auto anticuerposfueron masbajosenpacientes con
enfermedad grave, DHF grados IIl y IV. Las diferenciasen el nivel de autoanticuerpos entre DF y DHF grados
I y IV fueronal tamente significativos (P = 60.001). Por lo tanto, bajo niveles de autoanticuerposh C
Fcorrelacionados directamente con La gravedad de la enfermedad. Sueros del control saludable normal los
individuosteniancantidadesminimas de autoanticuerposhCF y su valor medio mas 3 S.D. fueutilizadocomo
Valor de corte. Es de destacar que, a excepcion del dengue, hCF / mCF no se detectéoenningunaotrainfeccion.
Mas lejos, la secuencia amino-terminal de mCF no coincide con cualquiercitocina o secuencias de
proteinasconocidasdisponiblesen la base de datos . La hCF es una citocinaproducida por CD4 T
célulasenrespuesta a la infeccion por el virus del dengue. Ha sidopropusoparticiparen la patogénesis de la DHF.
Enen general, se requierencitocinas para una serie de funcionaen el cuerpoperopue deproducirefecto
spatoldgicoscuando estanpresentes enlugares equivocados y enconcen tracionese quivocadas. La presencia de
autoanticuerpos contra un nimero. de citoquinas ha sidoreportado y se sabe que bloquea el actividad de las
citocinas . Los anticuerpos IgG naturales son encontradoen el suero para IL-1K, IL-6, IL-10, interferon (IFN) -
K, IFN-L y GM-CSF, (revisadoen). Pequefiacomplejos entre tales autoanticuerpos y citocinas no activa el
complementosi los anticuerpos IgG4 estaninvolucrados, y no precipitan in vivo, sino que son activoscomoen £
amatoriocomplejos.

Los anticuerpos anti-hCF / mCF producidosenraton esreaccionan especificamente con hCF / mCFen las pruebas
de transferencia Western y ELISA, neutralizar la actividadcitotoxica de hCF / mCF in vitro e inhibe el
aumentoinducido por hCF / mCFen la permeabilidadcapilarenratones y, por lo tanto, proteger a los ratones
contra mCF / hCFinducida Lesionespatologicas de tipo DHF. Ademas, vacunacionactiva de ratonesusandom CF
comoantigeno los protege contra el desafio posterior con mCF. Desafio de tales ratones con una dosis
intracerebral letal del virus del dengue no manifiestasintomasclinicos de la enfermedad. Recientemente, la
producciéon de neutralizacion autoanticuerposhansi  doreportados por vacunacion con IL- 1K.
Estrategiassimilares se estanutilizando con éxitoenvariasenfermedades que utilizan la terapia con anticuerpos
anti-TNF-K . Los autoanticuerpos de citoquinasneutralizane specificamentesucorrespondientescitocinas in vitro
pero in vivo puedenFacilitar las funciones de las citocinasen el cuerpo actuando como portadores
fisiologicosespecificos o protectores de citoquinas o -estabilizadorasfunciones . Por lo tanto, se
puedeargumentar que los autoanticuerposh CFestandirigiendohCF al apropiadocélulas y por lo tanto se
consumen y tienennivelesbajosenenfermedad grave Enotroestudio, realizadoen el mismo conjunto de sueros, los
niveles de hCFfueroninvestigados por ELISA de inhibicion . Los resultadosmostraron los nivelesmasbajos. de
hCFenpacientes con DF y el mas alto enaquellos con DHF grado IV . Una comparacion de la hCF y Niveles de
autoanticuerposhCFen el suero, como se observaen el presenteestudio, se presentaen. El alto autoanticuerpohCF
los nivelesenpacientes con DF estanasociados con el bajosniveles de hCF. Por otrolado, altos niveles de hCFen
los pacientes con DHF grado IV estanasociados con nivelesbajos de autoanticuerposhCF. Por lo tanto, existia
una correlacioninversa entre los dos. Estosresultados y los datosdisponibles comopresenta do anteriormentere
spaldafirmemente la opinion de que la presencia de altos niveles de autoanticuerposhCF, que son neutralizantes,
puedeproteger contra el desarrollo de DHF grave. Estoestaenlinea con las conclusion esextraidas con
autoanticuerpos contra IL-1K enpacientes con poliartritiscronica.

Otrohalla zgointeresante que ha surgido de la El presente estudio es que los niveles de los
autoanticuerposhCFpuedeusarsecomoindicador de pronodsticoenpacientes con enfermedad del dengue Si los
niveles de autoanticuerposhCF son altos enpaciente, lo mas probable es que €l / ellapuedarecuperarse sin DHF
endesarrollo. Sin embargo, los estudios de seguimiento, a diferentes Se necesitanperiodos de tiempodespués del
inicio de la enfermedad clinica. para extender estassugerencias.
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Levels of Autoantibodies in Patients with Dengue Illness

Abstract
Dengue virus infection produces a mild self-limiting acute febrile illness, dengue fever (DF), and a life-
threatening severe illness, dengue haemorrhagic fever (DHF) with minor or major bleeding from different sites.

Keywords: Dengue, Autoantibodies, Pathogenesis, Autoantibody, Cytokine
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