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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad colorimétrica para la deteccion de la proteina NS1 del virus del

Dengue, asistidas con nanoplataformas metélicas (Fe3Oa).

Objetivos Particulares

e Sintetizar y funcionalizar nanoparticulas de magnetita.

e Caracterizar la composicion de las nanoparticulas de magnetita en las diferentes

etapas de sintesis y funcionalizacion.
e Obtener la proteina NS1 a partir de cultivos de la linea celular U937.DC.SIGN.

e Evaluar la capacidad colorimétrica de las nanoplataformas metalicas de hierro para

la deteccion de la proteina NS1.
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RESUMEN

Introduccion: Actualmente, el diagndstico de la infeccion por el virus del Dengue se basa
en la RT-PCR y otras técnicas seroldgicas, con limitantes econdémicas, de sensibilidad y
especificidad. Ademas, su utilizacién se ve limitada en grandes brotes debido a su elevado
costo y a la baja disponibilidad. El desarrollo de nanoplataformas como sistemas de
diagnostico tiene un uso potencial para este fin.

Objetivo: Evaluar la capacidad colorimétrica para la deteccion de la proteina NS1 del
virus del Dengue, asistidas con nanoplataformas metalicas (FezOa).

Meétodos: Se sintetizaron y funcionalizaron nanoparticulas de hierro (Nps), las cuales
fueron caracterizadas por FTIR, DLS y STEM. Se disefi6 un sistema tipo ELISA
conjugando las Nps con anticuerpos anti-NS1 del Dengue virus. Esta proteina se obtuvo
de los sobrenadantes de cultivos de U937.DC.SIGN infectados con el serotipo 2. La

reaccion positiva se evalud y revel6 por tincion de Perls.

Resultados: Se obtuvieron Nps magnéticas con las caracteristicas de tamafio, forma y
estabilidad apropiadas para el disefio de la nanoplataforma. Sélo las muestras positivas
con la proteina NS1 reaccionaron con el inmunoconjugado Nps-Ab, mostrando un cambio

de color azul caracteristico y reproducible con una diferencia significativa p < 0.001.

Conclusion: Se logré demostrar que las Nps metélicas utilizadas en un sistema
colorimétrico son capaces de detectar la proteina NS1 producida por el virus del Dengue.

La nanoplataforma tiene un uso potencial como herramienta de diagndstico.

Xiii



INTRODUCCION

En afios recientes la incidencia de nuevas enfermedades infecciosas y la reincidencia de
enfermedades que eran consideradas controladas ha tenido un aumento notorio. Estas
infecciones, mejor conocidas como enfermedades emergentes y reemergentes
respectivamente, se definen como infecciones nuevas que surgen en una poblacion o que
ya han existido, pero cuya frecuencia esta aumentando vertiginosamente por nimero de
casos e incluso en un espacio geografico determinado (Guzmaén y col., 2001; Torres-
Galicia y col., 2014). Hoy en dia, sabemos que las interacciones entre multiples factores
naturales y el crecimiento en la poblacién humana generan riesgos, ya que favorecen
situaciones 0 eventos que pueden producir un impacto negativo en la salud de la
poblacién, a lo que se suma la adaptacion y cambios que sufren en su patogenicidad los

microorganismaos.

Entre las enfermedades infecciosas con mayor presencia durante las dltimas
décadas estan las causadas por los virus del género Flavivirus, como la enfermedad febril
y fiebre hemorragica causadas por el virus del Dengue (DENV). Estas enfermedades
infecciosas emergentes son de gran importancia en salud publica a nivel mundial no s6lo
por el aumento en el nimero de casos, sino también por el incremento en la mortalidad de
estos (World Health Organization, 2012). Actualmente el diagndstico del Dengue es una
de las prioridades para los servicios de salud, debido a que es una enfermedad reemergente
y los casos graves de fiebre hemorragica presentan una incidencia cada vez mayor en
regiones tropicales y subtropicales. En estos casos, una identificacion temprana permitiria
una rapida capacidad de respuesta y un tratamiento adecuado, con el fin de ofrecer

mayores posibilidades de recuperacion.

La nanotecnologia, la cual se define como el desarrollo de ciencia y tecnologia a
nanoescala, presenta grandes oportunidades en el area de la investigacion diagnostica. La
principal ventaja de estos nanomateriales es que, al ser reducido su tamafio, las particulas

presentan nuevas propiedades eléctricas, opticas, y magnéticas que difieren de aquellas



del material nativo, dandole nuevas capacidades para su utilizacion en diversas areas
(FECYT, 2009). Trabajos anteriores indican que es factible la utilizacion de Nps para la
deteccion de patdgenos con mayor sensibilidad. En el caso del virus del Dengue, su
deteccion se realiza mediante métodos que tienen un alto costo y tienen un tiempo de
realizacion largo o a través de métodos seroldgicos que presentan problemas en su
sensibilidad. Esto lleva a que muchos de los casos se detecten en periodos muy avanzados,

lo que puede complicar la salud del paciente al no recibir los tratamientos necesarios.

Con base a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue el desarrollar un
nanoconjugado de Nps magnéticas para la deteccion la proteina SN1, mediante
inmunoensayos colorimétricos. Con este trabajo pretendemos establecer un método eficaz

para la deteccion del virus del Dengue en etapas tempranas.



ANTECEDENTES

Dengue Virus

Generalidades del Virus

El virus del Dengue pertenece a la familia Flaviviridae, del género Flavivirus. Esta
conformado por cuatro serotipos, que van de DENV-1 a DENV-4. El virus tiene forma
esférica de envoltura lipidica, con un diametro aproximado de 40-50 nm (Tuiskunen-
Back, 2013). EI genoma viral consiste en una cadena sencilla de RNA de polaridad
positiva y tiene aproximadamente 11000 bases de largo (Paixdo y col., 2017). La proteina
de la nucleocéapside es un polipéptido basico, no glicosilado, asociado con el RNA viral,
que da lugar a ésta, la cual estd rodeada por una bicapa de lipidos con la que interacciona
una proteina glicosilada transmembranal denominada (V3/E, 53-59 kDa). En la bicapa
residen las principales actividades bioldgicas del virus como son: hemaglutinacion,
neutralizacion y su union a receptores celulares (Brathwaite-Dick y col., 2012). El virus
presenta tres proteinas estructurales, conocidas como nucleo (C), premembrana (M) y
envoltura (E), las cuales constituyen la particula viral, pero a su vez presenta 7 proteinas
no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) las cuales estan
implicadas en el ensamblaje y replicacion viral, asi como en la modulacion de la respuesta
de las células del hospedero (Guabiraba and Ryffel, 2014).

Dentro de las proteinas no estructurales se encuentra la proteina NS1, la cual es
altamente conservada en el virus, con un peso aproximado de 48 kDa. Esta se sintetiza
como mondémero, la cual en reticulo endoplasmico forma dimeros por modificaciones
postraduccionales. Posteriormente es procesado en el aparato de Golgi y se secreta en el
espacio extracelular como una particula hexamérica con ndcleos ricos en lipidos que se
mantienen unidos por interacciones hidrofébicas débiles (Edeling y col., 2014). La
proteina NS1 intracelular es fundamental para la replicacion viral, mientras que la proteina
secretada y la unida a la membrana son las causantes de la respuesta inmune. La

glicosilacién de esta proteina es importante para la virulencia, replicacién viral, en la



secrecion eficiente al espacio extracelular y asi como en la evasion de la respuesta inmune.
Esta proteina tiene la capacidad de secretarse en niveles elevados al medio extracelular,
presentando concentraciones acumuladas de hasta 50 pg / mL en sueros de pacientes

infectados con el virus del Dengue (Rastogi y col., 2016).

El principal vector de trasmision del virus del Dengue es el mosquito del género
Aedes aegypti, el cual se concentra a nivel mundial en las regiones tropicales y
subtropicales. Sin embargo, en los Gltimos afios su diseminacién ha abarcado otras areas
mas frias. Esto ha llevado a un aumento de la enfermedad en regiones donde antes no se
presentaba. Los misquitos Aedes aegypti, sobreviven y se reproducen dentro de un rango
de condiciones climéticas Optimas, siendo la temperatura y la precipitacion las mas
importantes. Con el cambio climatico, el aumento evidente de la temperatura afecta su
desarrollo y supervivencia, y aunado a las precipitaciones cada vez mayores influyen en
el transporte y la diseminacion del virus, promoviendo nuevos brotes y el aumento de
casos (McMichael y col., 2008). Segun la OMS los efectos globales del cambio climatico
pueden ser muy negativos, en particular de las enfermedades trasmitidas por vector, ya

que se pueden prolongar las estaciones de trasmisién (WHO, 2018).

Los mosquitos infectan principalmente a los humanos los cuales desarrollan la
enfermedad (Patterson y col., 2016). Las picaduras son provocadas por las hembras
adultas fecundadas, las cuales pican buscando obtener sangre con la cual cumplir los
requerimientos alimenticios para el desarrollo de sus huevos. Estas antes de succionar,
proceden a inyectar saliva la cual contiene sustancias las cuales fungen como lubricantes
y anticoagulantes que ayudan en la extraccion de sangre. El virus se multiplica dentro del
intestino medio y seguido migra a las glandulas salivares de los mosquitos, los cuales se
transmiten a través de ella hasta pasar a torrente sanguineo, donde se multiplican dentro
de las células del portador y se extiende por todo el cuerpo produciendo la enfermedad
(Kantor, 2016).



Inmunopatogénesis del Virus

Actualmente, se han realizado avances significativos en la inmunopatogenia del virus del
Dengue, durante sus infecciones. Donde se ha demostrado que las células dendriticas son
el primer objetivo en humanos, los cuales actian como guardianes del sistema inmune.
Los receptores de lectina de tipo C (CLR) son receptores de reconocimiento del hospedero
Utiles para detectar patdgenos invasores. Diversos integrantes de esta familia se
encuentran expresados en células mieloides, incluyendo los monocitos, macréfagos y
células dendriticas, jugando un papel central en la activacion de la defensa inmune. Hay
una gran evidencia de que la no integrina ICAM-3 especifica de células dendriticas (DC-
SIGN o CD209) proporcionan un puente critico entre la replicacion viral en el vector y la
infeccion del hospedero (Kim y col., 2017). DC-SIGN es una lectina tetrdmera de tipo C
especializada en la captura de patogenos para la presentacion de antigenos y se expresa
constitutivamente en células dendriticas. Durante la infeccion, las particulas virales que
se encuentran en la dermis son internalizadas por las células dendriticas, ya que el virus
tiene la capacidad de infectar estas células para su replicacion, causando su activacion.
Sin embargo, esta activacion contribuye a la propagacion del virus una vez que migra a
los ganglios linfaticos (Guabiraba and Ryffel, 2014).

Una vez infectada, esta célula reduce su capacidad de producir interferén tipo |
(IFN-D), lo que conduce a la pérdida del efecto antiviral promoviendo la propagacion del
virus. De esta forma, el virus genera un efecto antagénico que da lugar a un método de
evasion para el establecimiento de la respuesta inmune (Fernandez-Garcia y col., 2009).
Observando la capacidad antagonista de las proteinas virales, se ha encontrado que la
expresion de las proteinas NS2A, NS4A o NS4B induce el secuestro de IFN-1. Se ha
demostrado que la expresion de estas estas proteinas no estructurales reducen la
fosforilacion de STATL, la cual es clave de la via de transduccion de sefiales de IFN de
tipo I. Ademas de esto, NS4B también produce una disminucién en la expresion de IFN-
B, lo que causa que no se presente la forma activada de STAT-1, de igual manera que las
proteinas NS2A y NS4A también contribuyen a la inhibicion de STAT-1. Por otro lado,



en el caso de la proteina NS5, tiene una afinidad por unirse a STAT-2, la cual provoca su
degradacion en el proteosoma. Esto muestra que desactivar la funcion STAT-1y STAT-
2 son componentes importantes para neutralizacion de la respuesta antiviral durante la
infeccion (Zeidler y col., 2017). A pesar de que la via del complemento es un mecanismo
importante de la respuesta innata, ésta se ve afectada durante la infeccion por Dengue. Las
proteinas virales tales como NS1, tienen la capacidad de unirse a C4, lo que induce su
degradacion, evitan la acumulacion de C4b, y por lo tanto, no se forma C3 convertasa,

evitando dicho mecanismo de defensa (Avirutnan y col., 2010).

Otro de los puntos de defensa durante la infeccion por el virus del Dengue es la
generacion de anticuerpos especificos, mismos que se han utilizado como biomarcador
para el diagnostico. La produccion de anticuerpos contra Dengue es eficaz, pero en el caso
de una infeccion secundaria con un serotipo diferente, puede causar una potenciacion
mediada por anticuerpos, lo que favorece el aumento de la fagocitosis de particulas virales
en los macrofagos y las células dendriticas. Este tipo de infeccion a través del receptor de
Fc tiene la capacidad de suprimir la transcripcion de genes para IL-12, IFN-y y TNF-a.
También suprime la liberacién de NO al bloquear la activacion de STAT-1(Avirutnan y
col., 2010; Wahala and de Silva, 2011; Wang y col., 2017). Esta segunda infeccion puede
ser relacionada o explicada por la teoria del “pecado original”, donde el hospedero es
expuesto en una infeccion posterior con un serotipo diferente, el cual presenta una
proliferacion y activacion de linfocitos de memoria CD8 + especificos para la primera
cepa, mostrando una respuesta cruzada que contribuye al dafio por infeccion secundaria
(Park y col., 2016; Patel y col., 2017; Priyamvada, 2016).

Tambien el sistema inmune presenta una respuesta inmune mediada por células T
en el caso de linfocitos T CD4 +, los cuales son activados por peptidos presentados por el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase Il, los cuales polarizan una
respuesta hacia la eliminacién del patégeno, ya sea hacia Thl, Th2, Thl7 o células T
reguladoras. Pero como ya se menciond, las células dendriticas infectadas no muestran

produccion de IFN-I, lo que significa que las células T virgenes no se pueden activar hacia



Th1ll. Ademas, hay reportes que muestran que las celulas dendriticas infectadas con
DENV2 no pueden inducir la respuesta en células CD4 + y producir IFN-y (Rothman and
Ennis, 1999). En el caso de los linfocitos T CD8 +, se ha descubierto que muy pocos son
especificos y que estan programados para la apoptosis. En el caso de aquellos que son
especificos para las proteinas Dengue, producen naturalmente IFN-y y TNF-a. En el caso
de infecciones secundarias, es evidente la presencia de una activacion de la memoria de
los linfocitos T CD8 + que presenta una reactividad cruzada entre los serotipos (Elong
Ngono y col., 2016). De esta manera, el virus presenta varias formas en que puede evadir
la respuesta inmune. Y asi mismo, las complicaciones que acompafian a la enfermedad
cuando se presenta por 2da vez dependen de los efectos en la memoria celular tras la

primoinfeccion (Figura 1).

Clasificacion de la Enfermedad

La enfermedad por el virus del Dengue se puede presentar de dos formas, mejor conocidas
como Fiebre por Dengue (FD) o Fiebre hemorragica por Dengue (FHD), las cuales se
diferencian por el cuadro clinico al que dan lugar. En el caso de la FD, esta se caracteriza
por la presencia de un cuadro febril agudo con temperaturas que pueden superar los 40°C,
incluyendo una cefalea frontal, dolor retroorbital, mialgias, artralgias y exantema. Este
cuadro clinico de FD, suele confundirse con la leptospirosis, fiebre amarilla, influenza,
entre otros. La infeccidn primaria generalmente se resuelve en una semanay los pacientes
quedan protegidos contra una infeccién del mismo serotipo. Sin embargo, una segunda
infeccion por un serotipo diferente del primero, puede dar lugar a un curso mas grave de
la enfermedad, presentandose en los casos graves de la FHD. Los cuales se caracterizan
por 4 manifestaciones clinicas fundamentales: fiebre alta, fenédmenos hemorragicos,
hepatomegalia y, frecuentemente, insuficiencia circulatoria, causados por una respuesta
cruzada generando una propagacion del virus mayor. Esto es debido a un aumento de la
infeccion favorecida por anticuerpos; es decir, una persona que tiene anticuerpos contra
alguno de los serotipos del virus del Dengue y resulta infectada por uno distinto al

primario, va a desarrollar una formacion de inmunocomplejos (virus-inmunoglobulina)



que facilitan la penetracidn de este en el mononuclear a través del receptor Fc. Generando
una alta replicacion viral y la agresion del virus a muchas células, lo que causa una mayor
permeabilidad vascular, generando hemoconcentracién, hipoalbuminemia y sangrados.
(Halstead and Cohen, 2015; Khetarpal and Khanna, 2016).

Epidemiologia

En las Ultimas décadas ha aumentado en gran medida la incidencia de Dengue en el
mundo. A pesar de que el numero real de casos de Dengue no es insuficientemente
notificado y en muchos de los casos estdn mal clasificados, la estimacion mas reciente
resalta que se producen alrededor de 390 millones de infecciones por Dengue cada afio,
de los cuales solo 96 millones se manifiestan clinicamente (Bhatt y col., 2012; OMS,
2018). En México, los primeros reportes de Dengue se registraron en 1941, cuando se
notificaron 6,955 casos en toda la Republica Mexicana. Posteriormente se reportaron
pocos casos, hasta su desaparicion en 1963 gracias a la campafia de erradicacion del
mosquito Aedes aegypti que mantuvo el Dengue ausente durante 12 afios. Sin embargo,
en 1978 se reintrodujo en México, donde los casos aumentaron a partir de 1980 (Dantés y
col., 2014; Torres-Galicia y col., 2014). En la actualidad el Dengue representa un
problema importante de salud publica en nuestro pais, segun reportes del panorama
epidemiolégico del Dengue, publicado por la Secretaria de Salud, durante el 2016, México
presentd un total de 1,344 casos confirmados, con una letalidad de 34 muertes por cada
100 habitantes, siendo Guanajuato, Nuevo Leon, Veracruz, Chiapas, Jalisco, Sonora y
Puebla los estados que concentran el 69% de los casos. Debido a ésto se ha convertido en
objeto de estudio en nuestro pais (Secretaria de Salud, 2017).
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Figura 1. Diagrama de inmunopatogénesis del virus del Dengue. Se presentan las diversas
vias por la cual el virus del Dengue evita la respuesta antiviral y a su vez se muestran las

diversas acciones presentadas por las células del hospedero ante la infeccion.



Diagndstico del Virus del Dengue

Manifestaciones Clinicas

Durante décadas las manifestaciones clinicas han sido el principal objeto para la deteccion
del virus. Esta infeccion puede ser clinicamente inaparente o puede mostrar una variada
intensidad. Pasado un periodo de incubacion que puede ser de 5 a 7 dias aparecen las
manifestaciones clinicas, aunque un alto porcentaje de las personas infectadas cursan la
enfermedad de manera asintomatica. Las infecciones sintomaticas pueden variar desde
formas leves de la enfermedad, que solo presentan un cuadro febril agudo, que dura de 2
a 7 dias; a otros cuya fiebre se asocia a intenso malestar general, y se incluyen cefaleas,
dolor muscular, asi como dolores articulares. Como se ha mencionado, algunos casos de
Dengue pueden evolucionar a formas graves en las que hay manifestaciones hemorragicas,
pérdida de plasma debida al aumento de la permeabilidad vascular, lo que ocasiona un
incremento del hematocrito, ademas de derrame pleural y derrame pericardico, lo que
puede llevar a un cuadro de shock. EI Dengue es una enfermedad sistémica y muy
dinamica, en la que en pocas horas un paciente puede pasar de un cuadro leve a un cuadro
grave. Al inicio de la fiebre, no es posible predecir si el paciente tendra sintomas o si
evolucionara a una forma grave de la enfermedad. Por lo tanto, los servicios de salud
deben realizar un seguimiento del paciente, y éste junto a su grupo familiar deben estar
atentos a los signos de alarma, hasta al menos 48 horas después de terminar la etapa febril
(Kumar, Abbas y Fausto, 2010).

Pruebas Diagnosticas

Una de las primeras pruebas utilizadas para el diagnostico del virus del Dengue fue el
aislamiento viral. Uno de los sistemas bioldgicos mas empleados para el diagndstico, a
pesar de su baja sensibilidad, fue la inoculacion intracerebral de ratones de entre 1 a 3 dias
de edad (Oliveira y col., 2016). También se han utilizado diferentes lineas celulares de
mamiferos, ambas susceptibles a la infeccion y muerte por el virus, como las células de

rifidn de mono verde africano, conocidas como células VERO (Sucipto y col., 2018), y
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células de rifion de Hamster (BHK21) (Chan y col., 2016). Recientemente, se han
desarrollado otros sistemas mas sensibles a la infeccion por el virus. Estas nuevas
metodologias utilizan lineas celulares del mosquito Aedes albopictus, como las AP61 y
C6\36, las que permiten una alto indice de aislamiento viral (Fallecker y col., 2017). Por
ultimo, se esta estudiando el aislamiento viral mediante la inoculacion intratorécica de

mosquitos, que ha demostrado ser el mas sensible (Secundino y col., 2017).

En cuanto a las técnicas para la identificacion del virus se tiene la
inmunofluorescencia, introducida en los afios 50°s para este fin. Esta técnica se basa en la
unién inmunoldgica de un anticuerpo marcado con un fluorocromo (isocianato de
fluoresceina) a su antigeno homdlogo (Ministerio de Salud, 2013). Por otra parte, a partir
de la década de los 80°s se comenzaron a desarrollar los sistemas inmunoenzimaticos
conocidos como ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), este ha sido de
gran utilidad en el diagnostico seroldgico del virus Dengue. El ensayo cuantificaba los
anticuerpos IgM o IgG anti-Dengue en el suero del paciente. Sin embargo, su principal
limitante eran los falsos negativos asociados a la baja sensibilidad en las muestras de
pacientes con enfermedad inicial. Ademas de requerir una segunda muestra a los 14 a 21
dias después de la primera visita, para medir 1gG y obtener un diagnostico definitivo.
(Thiha and Ibrahim, 2015).

Durante los afios 90, hubo una introduccion rapida de diversos protocolos para la
deteccién del ARN viral mediante la técnica de la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). En su desarrollo se realiza la amplificacion del fragmento genémico que
comprende parte de los genes C-prM. Este fragmento estd envuelto por una secuencia
conservada entre todos los virus del Dengue, que permite la amplificacion gendmica
usando cebadores universales de Dengue. Esta técnica surgio a nivel mundial como un
nuevo estandar oro, ya que tiene un tiempo de respuesta rapido y puede distinguir entre
los serotipos de Dengue. Sin embargo, se requiere equipos sofisticados y personal
experimentado, lo que la hace poco préactica para laboratorios con recursos limitados

(Lopez-Jimena y col., 2018; Najioullah y col., 2014).
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En el afio 2000, se desarrollo el primer ELISA capaz de detectar la proteina no
estructural 1 (NS1). Esta como ya se menciono, se encuentra tanto en la membrana celular,
también una forma hexamérica soluble de NS1, la cual se libera durante la infeccion
Dengue y se acumula en altas concentraciones de hasta 50 pug/mL en suero humano.
Ademas, esta proteina es altamente conservada y se puede detectar desde el dia cero de la
infeccion primaria y secundaria. Por ello, la presencia de NS1 en muestras clinicas
humanas la convierten en un objetivo atractivo para el desarrollo de ensayos de
diagnostico (Pal y col., 2014). Una variacion del sistema son las pruebas de casete, como
lo es Dengue Duo, donde se utiliza membrana de nitrocelulosa en lugar de la placa de
poliestireno, la cual presenta limitante en su sensibilidad (Anexo 11).

EnlaTabla I, se presenta un resumen de las pruebas para el diagnéstico de Dengue.
La confiabilidad del método se ordena a partir del aislamiento viral, su identificacion
genomicay por ultimo la deteccion de antigenos virales y anticuerpos. Sin embargo, desde
el punto de vista de accesibilidad a las poblaciones el orden se invierte (Acosta-Bas and
Gomez-Cordero, 2005). De ahi que, la prueba mas accesible en poblaciones marginadas

es la serologia para la deteccién de anticuerpos IgG e IgM, asi como la proteina NS1.

Actualmente en México, el diagndstico del Dengue se mantiene como una
prioridad, dada la incidencia de esta enfermedad reemergente y el aumento en el nimero
de casos graves confirmados. Hasta el momento RT-PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real) es considerado el estandar de oro en la identificacion del virus,
pero su utilizacién se ve limitada en grandes brotes debido a su elevado costo y a la baja
disponibilidad (Acosta-Bas and Gomez-Cordero, 2005; Ahmed and Broor, 2014).
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Tabla I. Tipos de pruebas diagndsticas del virus del Dengue.

Tipo de . L o
Diagnéstico Muestra y procesamiento Indicaciones Limitaciones
A menudo negativo
durante la presentacion
clinica tardia. Sensible a
Suero u ofra muestra los procedimientos de
. . i Para deteccién temprana, laboratorio y requiere un
RT-PCR clinica (orina, tejido o - . .
- . durante la etapa febril. estricto control de calidad.
liquido cefalorraquideo). X
Solo se realiza en
laboratorios regionales de
referencia. Alto costo.
. P Necesidad de equipo para
Deteccion Suero, orina, I|qU|d0_ Para la deteccion durante la pruebas ELISA.
N cefalorraquideo, frotis . o P s
antigénica de fase sintomatica. Deteccion Sensibilidad menor en
. orales. Prueba , - : L .
la proteina inmunocromatoarafica mas prolongada. Sensibilidad infeccion secundaria y en
NS1 g menor el dia 1. DENV-4.

Deteccion de
anticuerpos
IgM

Deteccion de
anticuerpos
1gG

Aislamiento
del virus

rapida o prueba de ELISA

Suero, orina, liquido
cefalorraquideo, frotis
orales. Prueba
inmunocromatogréafica
rapida o prueba de ELISA

Suero, orina, liquido
cefalorraquideo, frotis
orales. Prueba
inmunocromatografica
rapida o prueba de ELISA

Suero o tejido.

Infeccion primaria elevada 5 y
7 dias después de la
enfermedad. A menudo
detectable solo en la fase
defervescente o incluso
convaleciente. Se deben
realizar pruebas repetidas.

Mas atil como marcador de
infeccion pasada en lugar de
infeccion aguda. Niveles
marcadamente altos pueden
indicar una infeccién
secundaria, pero no deberian
ser el Unico criterio utilizado
para el diagnostico. La
seroconversion es mas
confiable que una sola lectura
aguda para indicar infeccion
aguda

Prueba de investigacion para la
propagacion de la tension
clinica y la caracterizacion
fenotipica. No es tan sensible
como la PCR. No dara un
resultado dentro del marco de
tiempo requerido para la
gestion clinica.

Un aumento inespecifico
de la exposicion previa al
Dengue o flavivirus
relacionados (incluida la
exposicion a la vacuna).
Las pruebas rapidas "no
mostraron un rendimiento
aceptable" en evaluacion
OMS.

Puede confundirse con
una exposicion previa a
flavivirus relacionados
(incluida la exposicion a la
vacuna). Valores de
umbral para niveles que
indican infeccion
secundaria no bien
establecida.

Muchos recursos.
Raramente (til
clinicamente. La mejor
opciodn para la viremia alta
antes del inicio de la
fiebre.
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En el caso particular de México, en 1995 se conform6 la Red para el Diagndstico de
Dengue, integrada por siete Laboratorios Estatales de Salud Publica, los cuales a su vez
Ilevaron a la creacion del Laboratorio de Arbovirus y Virus Hemorragico del Instituto de
Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE). Estos, fungian como laboratorios de
referencia para la identificacion por aislamiento del virus. A finales del afio 2006, se
introdujo la prueba antidengue en formato de ELISA basada en la identificacion de la
proteina NS1. Ademas, era (til para los primeros dias de evolucion de la enfermedad,

aunque se reportaron falsos negativos.

El INDRE, cred un algoritmo de trabajo para el diagnéstico del virus, presentado
en la Figura 2. En este algoritmo se presenta el flujo de trabajo para la deteccion del virus,
el cual consiste en seleccionar cual es la prueba méas adecuada dependiendo del dia en que
se encuentre la infeccion. De 0 a 5 dias del inicio de la fiebre, se procede a la utilizacion
de la prueba ELISA para la deteccion de la proteina NS1, si ésta da positiva se confirma
el caso. Pero en el caso de dar negativo y encontrarse en el periodo de 3 a 5 dias de fiebre
se confirma mediante una prueba para la deteccion de anticuerpos IgM. Por otro lado, en
infecciones mayores a 6 dias se inicia con la deteccion de anticuerpos IgM y en caso de
un resultado negativo se realiza la deteccion de anticuerpos 1gG. De igual manera,
teniendo en cuenta los sintomas y presentando todas las pruebas negativas se realizan
pruebas diferenciales (DGE, 2015).

Mas recientemente, ademas del flujo de trabajo mencionado para los servicios de
salud bésicos, se utiliza otro algoritmo especializado para los laboratorios de referencia
(Figura 3). Como se puede observar el algoritmo inicia con la deteccion del RNA viral
mediante la técnica RT-PCR trioplex en tiempo real, la cual es Util para diferenciacion
diagnostica de Dengue, Zika y Chikungunya. En aquellos pacientes con un resultado
negativo para estos virus, se realiza el descarte con otras enfermedades febriles incluyendo
Malaria, Rickettsia y Fiebre amarilla (SSA and DGE, 2017).
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Figura 2. Algoritmo de diagndstico para la deteccion del virus Dengue para servicios de
salud disefiado INDRE. En la figura se presenta el flujo de trabajo considerando los dias
de infeccion (DGE, 2015).
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Figura 3. Algoritmo de diagndstico para la deteccidén del virus para laboratorios de
referencia disefiado por el INDRE (SSA and DGE, 2017).
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Algunas de las limitantes de la RT-PCR Trioplex es su uso exclusivo en los
laboratorios de referencia, como los laboratorios estatales. En el caso particular de Sonora,
existe un solo laboratorio estatal en la ciudad de Hermosillo que la utiliza. Esto fue
constatado al aplicar una encuesta rapida a tres instituciones publicas (IMSS, ISTESSON
e ISSSTE), asi como tres laboratorios privados (Laboratorios Ramos, San José y Clinica
CIMA). Todas las instituciones son importantes y de reconocido prestigio en la ciudad.
Sin embargo, segun la encuesta, estos laboratorios utilizaban pruebas seroldgicas de
casete, mejor conocidas como Dengue Duo. Estas pruebas detectan la proteina NS1 y

anticuerpos IgG e IgM, y en ninguno de los casos reportaron el uso del RT-PCR Trioplex.

Al revisar las técnicas diagndsticas actuales podemos notar que no todas son
accesibles, ademas existen problemas de sensibilidad, costo y de facilidad de uso. Varios
grupos alrededor del mundo contintan trabajando en el desarrollo de metodologias que
subsanen estas limitantes. Un area de oportunidad es el uso de la nanotecnologia.

Nanotecnologia

Las nuevas tendencias en investigacion de enfermedades infecciosas virales incluyen la
participacion multidisciplinaria de especialistas y el uso de tecnologias emergentes en el
area (Lechuga, 2010). Una de ellas es la nanotecnologia aplicada en las ciencias de la
salud, también Ilamada nanomedicina. Esta ciencia, presenta la posibilidad de trabajar con
nanomateriales aplicados en usos biomédicos, la cual se postula como una de las ramas
de la nanotecnologia que mayor impacto social puede generar por sus importantes
aplicaciones, especialmente diagnosticas y terapéuticas. Estas Nps presentan propiedades
fisicas, tanto eléctricas, Opticas, y magnéticas, que difieren del material en bruto (Yu y
col., 2016). Ademas, presentan la capacidad de aumentar la especificidad de la prueba,
haciendo maés sencillo y economico el método. Se espera que en los proximos afios la
aplicacion de las herramientas nanotecnolégicas que se estan desarrollando actualmente

permitan la deteccion temprana de enfermedades asi como su tratamiento (Verma, 2015).
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La nanotecnologia se define como “el desarrollo de ciencia y tecnologia a niveles
atébmicos y moleculares, en la escala de aproximadamente 1-100 nm. La nanotecnologia
pretende alcanzar un conocimiento elemental del fendmeno o material que se estudia en
escala nanométrica con la finalidad de crear y usar estructuras, que tengan nuevas
propiedades y funciones debido a su tamafio” (Lechuga, 2010). Lo mas interesante de la
nanotecnologia no es la posibilidad de trabajar con materiales a nanoescala, sino el cambio
a veces radical, que sufren las propiedades fisicas y quimicas de la materia. Entre ellas se
encuentran, la conductividad eléctrica, la resistencia, el color, o la elasticidad, entre otras
propiedades, las cuales se comportan de manera distinta a como lo hace el material a

macroescala (Grande, 2007).

Entre los nanomateriales con mayor relevancia en las Ultimas décadas se
encuentran las Nps de 6xidos de hierro, como la magnetita (FesOs) (Angulo y col., 2014;
Arteaga y col., 2017). Estas Nps han sido ampliamente estudiadas debido a sus
propiedades fisicas, que han demostrado gran potencial para aplicaciones biomédicas. La
reduccion del tamafio de las particulas resulta en nuevas propiedades que difieren de
aquellas del material macrométrico (Ramimoghadam y col., 2014). Ademas, otras de sus
propiedades Utiles para fines biomédicos es que, al generar una mayor superficie adquiere
una mayor reactividad debido a que las Nps tienen un mayor namero de sitios superficiales
disponibles para la union con otras moléculas (Lim y col., 2013). Uno de los objetivos de
trabajar a nanoescala en areas de deteccion biomédica es el buscar incrementar la
sensibilidad del sistema. Generalmente los Kits de diagndstico utilizan una deteccién a
micro o macro escala. Pero al trabajar en la nanoescala podemos identificar las
enfermedades en sus estadios iniciales incrementando su sensibilidad ya que requerira de

concentraciones menores del antigeno para su deteccion (Cristea y col., 2017).

El grupo de investigacion en Biofisica Médica del DIFUS, en colaboracion con el grupo
de Nanotecnologia de la UDLAP y miembros de la RED PRODEP Nanomedicina y Salud,
postularon la utilizacion de este nanomaterial para la deteccion de proteinas de Dengue.

Las investigaciones iniciales fueron realizadas por Peter Polesnak y Andrea Diaz Gaxiola
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a cargo de los doctores Miguel Angel Méndez Rojas (UDLAP), Dra. Aracely Angulo
Molina (UNISON) y Dr. Julio Roberto Reyes Leyva (CIBIOR), quienes trabajaron en la
inmovilizacion de anticuerpos especificos contra proteinas del virus de Dengue en Nps de
magnetita (Diaz-Gaxiola, 2016; Polesnak, 2014). Continuando con esta linea de
investigacion e incluyendo los avances de la investigacion en la utilizacion de Nps
magnéticas (Angulo-Molinay col., 2014; Arteaga-Cardona y col., 2016b) nos propusimos
estudiar la capacidad colorimétrica y sensibilidad de nanoplataformas de hierro a base de

magnetita para la deteccion de la proteina NS1 del virus de Dengue.
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MATERIALES Y METODOS

Sintesis, Funcionalizacion y Caracterizacién de Nanoparticulas de Magnetita

Sintesis de Nanoparticulas de Magnetita FezO4

Se realizo la sintesis de Nps de magnetita (Nps FezO4) por coprecipitacion de dos sales de
cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl> - 4 H20, Cat: 2202997, Lot: MKBJ2807, 98%,
SIGMA), y cloruro férrico hexahidratado (FeCls - 6 H2O, Cat: F2877, Lot: WXBB5679V;
98%, SIGMA), con una solucidn de hidroxido de amonio al 25 % (NH4OH, Cat: 221228,
Lot: SHBG1201V, 28-30%, SIGMA) y citrato de sodio como estabilizador (NazCsHsO7,
Cat: 54641, Lot: SLBM1808V, 99%, SIGMA), de acuerdo con lo reportado en la literatura
con algunas modificaciones (Angulo et al, 2014; Arteaga et al, 2016b). Se usaron 1.233 g
(4.562 mmol) de FeClz-6H20 y 0.4261 g (2.143 mmol) de FeCl2-4H,0, con una relacion
molar 2:1, disueltos en 8 mL de agua tridestilada y agitacion intensa. Se coloco en
ebullicién durante 30 minutos, con un sistema de reflujo. Seguido, se agregaron 2 mL de
la solucién de NH4OH al 25 %, y 5 minutos mas tarde, se afiadieron 500 uL de una
solucidn de citrato de sodio de una concentracion de 500 mg / mL. La solucién se dejo
reaccionar por 60 minutos, en las mismas condiciones de ebullicién y reflujo. Posterior a
esto, se realiz6 una separacion de las aguas madres mediante decantacién magnética.
Posteriormente se realizaron lavados con agua tridestilada y luego lavados con etanol en
relacion 1:1 y decantacion magnética. Por Gltimo, fueron puestas a secar a vacio de 80
Kpa, 60 °C, durante 16 horas (Qu y col., 1999; Zhang and Zhang, 2005).

Funcionalizaciéon de Nanoparticulas de Magnetita FesO4 con APTMS

Después de su sintesis, las Nps de FesO4 fueron redispersadas en 15 mL de tolueno anhidro
(Cat: 244511, Lot: SHBC9582V, 99.8 %, SIGMA). Esta solucion se colocé en agitacion
magnética intensa y se agregaron 35 uL. de APTMS ((3-aminopropil) trimetoxisilano, H2N
(CH2)® Si (OCHs)®) (Cat: 281778, Lot: BCBL6126V, 97 %, SIGMA) necesarios para

obtener una solucion con concentracion final de 3 uM (Figura 4). La reaccion se llevo
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acabo a 60 °C por 4 horas, buscando recubrir las Nps de grupos amino terminales, los
cuales fueron utilizados para el acoplamiento del anticuerpo. Posterior a esto, se procedio
a hacer lavados con tolueno para eliminar todo el APTMS que no fue acoplado a la
nanoparticula, luego de lo cual se realizaron lavados con agua tridestilada. Las Nps
funcionalizadas fueron secadas a condiciones de vacio (80 Kpa), a 60 °C por 16 horas,
con el fin de evitar la oxidacion (Li y col., 2014).

Caracterizacion de Nanoparticulas de Magnetita FesO4

Para la caracterizacion, se analizaron tres puntos importantes: tamafio, morfologia y
grupos funcionales. Para analizar el tamafio, se utiliz6 un analizador de distribucién de
tamarfio de particula basado en dispersion dinamica de luz (DLS) en el equipo Microtac,
Nano-Flex Serial W3298 (Lim y col., 2013). Para conocer la morfologia de las Nps, se
utiliz6 microscopia STEM ((Scanning Electron Microscope of Field Emission, model
Nova Nano SEM 200 Mark FEI), a una intensidad de 30 kV (Arteaga-Cardona y col.,
2016b). Y para garantizar la silanizacion de la superficie de las Nps y la presencia de
grupos funcionales que nos permitan acoplar otras moléculas a esta, las muestras se
analizaron mediante analisis de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR). Para esto,
se utilizé el equipo Cary 630 FTIR, Agilent Technologies FT, en el cual se realizd un
barrido de 4000 nm a 400 nm (Angulo-Molina y col., 2014; Arteaga-Cardona y col.,
2016a).

Producciéon de Proteina NS1

Cultivo Celular

Para este estudio, se utilizd la linea celular U937-DC-SIGN (ATCC® CRL-3253 ™) Ia
cuales esta compuesta por monocitos humanos transfectados con el gen de la proteina DC-
SIGN; esta linea celular fue proporcionada por el Dr. Julio Reyes en el CIBIOR (Centro
de Investigacion Biomédica de Oriente, Metepec, Puebla, México). Las células se
cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero bovino fetal y se
incubaron a 37 °C y 5 % de CO..
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Figura 4. Esquema que representa el proceso de silanizacion superficial de la Np de
magnetita.
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Protocolo de Producciéon de Proteina NS1 por Infeccién del Cultivo

Se colocaron células U937.DC.SIGN, en cajas de cultivo de 25 mm?, en condiciones de
crecimiento, hasta llegar a confluencia. A continuacién, fueron contadas en camara de
Neubauer, con el objetivo de conocer la cantidad de virus necesario para la infeccion del
cultivo. Las células fueron centrifugadas en dos tubos a 232.32 x g, 27 °C por 5 minutos
y se resuspendieron en 1 mL de suero RPMI sin suero (centrifuga Allegra X-15R,
Beckman Coulter). Un tubo fue infectado a 1 MOI (Multiplicity of infection) del virus del
Dengue del serotipo 2, de un indculo de concentracion 6x102 UFP/mL, el segundo tubo
fue tratado bajo las mismas condiciones, pero sin ser infectado, con el fin de utilizarse
como control. Se dejaron incubar por una hora a 37 °C y 5 % de CO3, para después a
centrifugar a 232.32 x g, 27 °C por 5 minutos, descartando el sobrenadante. Las células
fueron resuspendidas en RPMI al 5 % SFB, ajustando la cantidad de células a una
concentracion de 1,000,000 células/mL, y se colocaron en cajas de cultivo p25,
incubandose a 37 °C y 5 % de CO2 por 24 horas. Pasado el tiempo, se procedio a
centrifugar a 2845.92 x g, a 27 °C por 5 minutos, donde se recuperé el sobrenadante el

cual contendria la proteina NS1 (Klomporn y col., 2011; Kraus y col., 2007).

Cuantificacion de la Producciéon de Proteina Total

Para conocer la cantidad de proteina total producida en el sobrenadante de la linea celular
U937.DC.SIGN, se procedio a cuantificar mediante el método de Bradford, utilizando el
reactivo Quick Start™ Bradford 1X Dye Reagent (Cat: 500-0205, Lot: 200005735, BIO-
RAD). Para esta prueba se tomaron 5 pL de la muestra y 250 pL del reactivo, el cual se
dejo reaccionar por 15 minutos y su lectura se llevo acabo en lector de microplaca a 570
nm. Se analizé el sobrenadante infectado y sobrenadante control, los cuales se compararon

contra una curva estandar de albumina (Orna and Tsaffrir, 2010).
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Andlisis del Sobrenadante por Electroforesis SDS-PAGE

Teniendo en cuenta que la proteina NS1 en medio extracelular se presenta en forma de
dimero con un peso aproximado de 96 kDa, se procedio a analizar el perfil electroforeético
del sobrenadante celular de las células U937.DC.SIGN en busca de la presencia de dicha
proteina. Para esto, se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE al 12 % en condiciones
reductoras, y analizando el sobrenadante celular infectado de manera nativa y en
condiciones desnaturalizantes. Ademas, como controles se incluy6 sobrenadante celular
preinfectado y sobrenadante celular control. Los geles preparados tuvieron un grosor de
0.75 mm y fueron cargados con 35 pg de proteina. Como referencia, se utilizaron 10uL
de marcador de peso molecular (SDS-PAGE Molecular Weight Standard, Broad Range,
Cat. No. 161-0317). El corrimiento se realizd a 100 volts por hora y media, para después
ser tefiido mediante Azul de Coomassie (He, 2011; Laemmli, 1970). El perfil de bandeo,
abundancia relativa y calculo de masa molecular se realizO mediante el uso de

fotodocumentador (XR + Imaging System, Gel Doc, Molecular Imager, BIO-RAD).

Ensayo de Inmunodeteccidn de la Proteina NS1

Formacion del Conjugado Nps FesOs — Ab

Se evaluaron 3 condiciones de trabajo para el desarrollo del inmunoconjugado (Figura 5),
donde 1 mL de una suspension de Nps FezOas a una concentracion de 4 mg/mL disuelto en
PBS 1X pH=7.3, se mezclé con 20, 40 y 60 pL de una diluciéon 1:30 del anticuerpo
ab41616 (ms mAb [DN2] Dengue virus NS1 glycoprotein antibody, Lot: GR256259-1,
abcam®, concentracion stock comercial de 0.705 mg/mL) (Balmaseda y col., 2003). La
reaccion de conjugacion se llevd acabo por una hora a temperatura ambiente, con
movimiento ocasional. Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados,
decantando magnéticamente y resuspendiendo en 1 mL de PBS 1x. Una vez que se tuvo
el conjugado entre el anticuerpo y las Nps magnéticas, se mantuvo en refrigeracién a4 °C
hasta el momento de su uso, para evitar que el anticuerpo se degrade (Sassolas y col.,
2012).
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en PBS 1X pH=7.3 [DN2] Dengue virus NS1 glycoprotein antibody, Lot: GR256259-1,
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Figura 5. Esquema que representa la conjugacién entre la Np magnética silanizada y el
anticuerpo. Para la formacion del inmunoconjugado, se probaron diferentes cantidades de
anticuerpos antidengue AB41616 a una concentracion inicial del stock comercial de 0.705

mg/mL.
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Preparacion de Microplaca

Para este ensayo, se utilizaron placas de ELISA de 96 pozos de la marca BioLegend (Lot:
B211303), a las cuales se les adicion6 100 puL de una dilucion 1:30 del anticuerpo ab42316
(ms mAb [DN2] Dengue Virus NS1 glycoprotein antibody Lot: GR280343-1, abcam®,
concentracion del stock comercial 1.2 mg/mL) (Balmaseda y col., 2003); la placa se
incubd por 24 horas a 4 °C, realizando 3 lavados con PBS 1X. Los sitios de union
disponibles en la placa se bloquearon con una solucion de blogueo que contenia un 5 %
de albumina, de la cual se colocaron 100 uL en cada pozo Yy se dejo incubar 1 hora, para

posteriormente realizar 6 lavados con PBS 1X (Qu y col., 1999).

Reconocimiento de la Proteina NS1

Se procedi6 a realizar el reconocimiento de la proteina NS1, utilizando el sobrenadante
celular de 24 horas en cultivo de la linea celular U937-DC-SIGN infectado con el virus
de Dengue. Se colocaron 100 pL del sobrenadante diluido 1:5 a cada pozo. Ademas del
sobrenadante infectado se utilizaron los sobrenadantes preinfectado y control, para
observar su interaccion con el sistema. Una vez montada la placa, se dejé interactuar por
1 hora a temperatura ambiente, en agitacion ocasional. Posterior a esto, se realizaron 3
lavados con PBS 1X, con la finalidad de quitar los productos que no se unieron al
anticuerpo (Sassolas y col., 2012). La esquematizacion del ensayo se presenta en la Figura
6.

Reconocimiento de la Proteina NS1 Mediante el Conjugado Nps Fe3z0s@Si-Ab

Para determinar si la proteina NS1 se uni6 al anticuerpo ab42316 pegado a la placa y
revelarlo, se vertieron 100 pL del inmunoconjugado (Nps Fes04@Si-Ab) en cada pozo de
prueba. Se incub6 por 1 h a temperatura ambiente y agitacion ocasional. Al finalizar el
periodo de incubacion se realizaron lavados con PBS 1X, con la finalidad de eliminar
cualquier conjugado que no se hubiera unido a la proteina y evitar falsos positivos (Yeny
col., 2015).
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Figura 6. Esquema de formacién de complejo de inmunodeteccion. (1) Representa la
unién tipo sandwich entre Nps-Ab, la proteina NS1 y el anticuerpo inmovilizado en el
micropozo; ademas se presentan los resultados negativos del método donde (2) el NS1 no
seria reconocida por el complejo SPION; y (3) el caso donde no hay anticuerpo presente

unida a la placa y la nanoparticula no puede unirse.
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Revelado de la Placa

La placa se revel6 mediante la técnica de azul de Prusia (Ilamada también tincion de Perls),
la cual detecta iones Fe®" en tejidos y soluciones. Para la reaccion, se agregaron 100 pL
del reactivo de Perls a cada pozo, se dejo por 30 minutos a temperatura ambiente. Se pudo
observar un cambio de color a los 10 minutos. Ademés de este método cualitativo, se
realizd una medicion de su absorbancia a 450 nm de la placa, mediante un lector de
microplaca Multiskan MCC/340, ThermoFisher Scientific (Ahmed y col.,, 2017;
Dobretsov y col., 2015; Leekha y col., 2016). La tincion de Perls se basa en la interaccion
del ferrocianuro férrico (Reactivo de Perls) con los iones Fe3* presentes en el
inmunoconjugado y que provienen de las Nps de magnetita (Fe30a4), generando un cambio

de color que se observa a simple vista.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de Nps FesOs
Tamafio

La determinacion del tamafo de las Nps es de gran importancia cuando estan planeadas
para usos biomédicos, en particular cuando éstas seran recubiertas con grupos funcionales
que permitiran su interaccion con células, tejidos o componentes organicos. En nuestro
estudio caracterizamos las Nps antes y después de funcionalizar. Para las Nps sin
funcionalizar se determiné por DLS un rango de distribucion de tamafio de 26.9 nm + 8,

y una poblacion monodispersa, y dentro del rango esperado para el estudio (Figura 7a).

En nuestro proyecto, las Nps posteriormente se funcionalizaron, mediante un
aminosilano inmovilizado superficialmente para favorecer la union con los anticuerpos
(figura 4) y formar asi el inmunoconjugado en la reaccion final. Como parte de la
caracterizacion, el estudio del DLS se hizo antes y después del proceso de silanizacion
para conocer el crecimiento en cada parte del proceso. En la Figura 7b se observa que el
tamafo final de las Nps fue de 52.7 nm + 27, con una poblacion monodispersa,
encontrandose aun dentro de los rangos requeridos para usos biomédicos, cumpliendo asi
con las caracteristicas que buscdbamos para nuestro estudio. Las Nps magnéticas con un
didametro de entre 1 y 100 nm han sido ampliamente utilizadas con fines biomédicos.
Ademas, en este rango también se toma en cuenta que la propiedad de superficie-volumen
es inversamente proporcional a su diametro. En este sentido, cuanto menor sea su
volumen, mayor serd la superficie que éstas presenten en comparacion al material
macroscopico. Esto nos es util para una mayor reactividad en su superficie y la union de
otras moléculas tanto organicas como inorganicas (Hufschmid y col., 2016; Lim y col.,
2013; Xie y col., 2016).
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Figura 7. Graficas de distribucion de tamafio de particula por DLS. a) Poblacion
monodispersa de Nps FesOs, 26.9 nm + 7. b) Poblacion monodispersa de Nps
funcionalizadas Fes04@Si, 52.7 nm + 27. Ambas Nps se encontraron dentro de los rangos

recomendados para usos biomédicos.
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Morfologia

Con la finalidad de conocer la morfologia de las Nps y a su vez corroborar el tamafio
estimado de estas, se utilizé microscopia electronica de trasmision y barrido (STEM). A
diferencia de la microscopia de trasmisién (TEM), el STEM tiene la capacidad de
preservar la muestra, ya que detecta los electrones trasmitidos, pero a través de un barrido
en lugar de un haz fijo sobre la muestra, lo que evita su incineracion. Este ensayo reveld
que el material que sintetizamos esta constituido principalmente por Nps esféricas de
aproximadamente 15 nm + 4 (Figura 8). Este resultado estuvo en concordancia con los
obtenidos para la distribucion de tamafio de particula en solucién mediante el analisis de
DLS. Stephen y colaboradores (2011), mencionan que las Nps magnéticas de tamarios
menores de 20 nm, presentan una alta magnetizacion y remanencia igual a cero
(superparamagnetismo), siendo esta una propiedad con gran potencial de uso y la cual

buscébamos para nuestro estudio.

Otros estudios sugieren que las Nps pequefias con una morfologia esférica
homogénea son mas biocompatibles (Ghazanfari y col., 2016). Asi mismo, hay informes
que demuestran que la forma de las Nps puede afectar o beneficiar la interaccion y la
reactividad con otras moléculas con las que pueden unirse. En el caso de las Nps esféricas,
tamafos reducidos promueven un mejor acoplamiento e interaccion, asi como, en Nps
magnéticas con estas mismas caracteristicas se ha observado que presentan momentos
paramagnéticos (Bloemen y col., 2012; Lassenberger y col., 2017; Stephen y col., 2011).
Aunqgue los mecanismos no son claros aun, se cree que estan relacionados con la facilidad
de reaccion de los electrones en las Nps esféricas (Shah y col., 2015). Ademas, una de las
propiedades mas importantes de las Nps esféricas, es dada por una mejor capacidad de ser
funcionalizadas en comparacion de otras morfologias, debido al tipo de acoplamiento que
presentan. Por lo tanto, para el proposito de nuestro estudio, la obtencion de Nps esféricas

de hierro a partir del método de preparacién planteado fue conveniente.
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Figura 8. Microscopia STEM de Nps de FesOa. Se observan nanoparticulas esféricas de
aproximadamente 15 nm + 4, mediante microscopia electronica de transmision y barrido
(STEM).
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Composicion

El analisis FT-IR se realizo para observar los grupos funcionales caracteristicos del
material, siendo el més caracteristico la interaccion de Fe-O a 580 cm™ y sus interacciones
con el agua. Asimismo, este analisis sirvid para corroborar la correcta silanizacion de las
Nps. Trabajos anteriores han reportado la funcionalizacion de las Nps de hierro con
reactivos del tipo de silanos para permitir la union de otras moléculas, asi como la
modificacion de la reactividad superficial. En este caso, lo hicimos para unirlas a
anticuerpos antidengue. La inmovilizacién del grupo silano puede detectarse a través de
la aparicion de una vibracion a 1100 cm™ que corresponde a las vibraciones Si-O-Fe, que
son parte del recubrimiento con APTMS (Angulo-Molina y col., 2014; Mahdavi y col.,
2013). Esta vibracién estuvo presente en el espectro de las Nps como se muestra en la

Figura 9.

La importancia de esta banda radica en que corrobora el recubrimiento de las Nps
por grupos silano y, por tanto, la disponibilidad de terminaciones de tipo amina (-NH>) en
la superficie de la nanoparticula. La importancia del grupo NH2 radica en que permite
formar un enlace, tipo peptidico, con los grupos carboxilos (-COOH) presente en la
fraccion cristalizable (Fc) de los anticuerpos utilizados. Este enlace covalente (-CO-NH-)
a pesar de ser un enlace sencillo, posee una serie de caracteristicas que lo aproximan mas
a un doble enlace gracias a que el nitrégeno es menos electronegativo que el oxigeno. Por
este motivo el enlace es rigido y no presenta giro, lo que provoca que los atomos
implicados se siten en el mismo plano (Benitez y col., 2008). Se ha reportado, que los
grupos silano, ademas de permitir la unién con anticuerpos, también pueden mejorar la

estabilidad de las Nps, evitando la aglomeracion (Li y col., 2014).
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Figura 9. Espectro de infrarrojo que compara las Nps de Fe3O4 sin funcionalizar (linea
superior) y Nps de magnetita funcionalizadas FezO04+@Si (linea inferior). Se muestra la
banda tipica de este compuesto a 590 cm, correspondiente a la tension Fe-O en ambas
muestras, asi como la interaccion a 1100 cm™ correspondiente a Si-O-Fe que forman parte

del recubrimiento de la FesO4@Si.
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Producciéon de Proteina NS1

Para la produccién de proteina NS1 se utilizaron 3,000,000 de células U937.DC.SIGN
resuspendidas en 1 mL de medio RPMI sin suero, infectado con 5 pL de un indculo del
virus (DENV?2), a una concentracion de 6x10% UFP/mL, calculandose a 1 multiplicidad
de infeccion (MOI). Después de seguir el procedimiento indicado en la seccion de
Metodologia y en los Anexos, se obtuvieron 3 mL de sobrenadante donde esta la proteina
NS1, el cual fue conservado a 4 °C hasta su utilizacién. A pesar de que los estudios del
virus del Dengue se basan en cultivos de la linea celular de mosco C6/36, nuestro grupo
de investigacion opto por la utilizacion de la linea celular U937.DC.SIGN. Esto debido a
que esta linea son monocitos humanos, lo cual acercaria al trabajo a un entorno més similar
al que buscamos utilizar, el cual es el suero de pacientes infectados. Basandonos en la
medicina traslacional, buscamos el encaminar el conocimiento de las ciencias basicas para
producir este método y asi abarcar un nuevo enfoque hacia diagnoésticos de la enfermedad
(Becu-Villalobos, 2014).

Cuantificacién de Proteina Total

Una vez realizado el proceso de produccién, se cuantificd la proteina total en el
sobrenadante infectado y sobrenadante control por el método de Bradford. La
concentracion de proteina total fue de 3,544.93 ug/mL y 3,190.26 pug/mL respectivamente
(Anexo 4). Seguido a esto, por diferencia se obtuvo una concentracion de 354.66 pg/mL

de proteina a favor en el sobrenadante infectado, como se muestra en la Tabla II.

Deteccion de la Proteina NS1 por Electroforesis SDS-PAGE

Con el fin de evidenciar la presencia de la proteina NS1 dentro del sobrenadante infectado
de la linea celular U937.DC.SIGN, se procedid a realizar un corrimiento electroforético
SDS-PAGE al 12 %, en condiciones reductoras, no desnaturalizantes (Anexo 5). En el
cual se cargaron 10 L de sobrenadante infectado y sobrenadante control, correspondiente

a 35 ug y 31 ug de proteina, respectivamente.

35



Tabla Il. Cuantificacion de proteinas totales en sobrenadantes de células U937.DC.SIGN.

Muestra Concentracion pg/mL
Sobrenadante Infectado 3544.933
Sobrenadante Control 3190.267

Diferencia* 354.667

* Produccion total de proteina; sobrenadante infectado proviene del cultivo U937.DC.SIGN infectado con

DENV?2 por 24h a 1 MOI; Sobrenadante control fue obtenido de un cultivo similar, pero sin infeccion.
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En la Figura 10, se muestra el perfil electroforético de los sobrenadantes de la linea
celular, donde observa una serie de bandas similares en ambos carriles, a excepcion de
una banda de aproximadamente 90 kDa en el sobrenadante infectado. Esta banda,
corresponde al peso reportado en trabajos previos para la proteina NS1 en su forma
dimérica. La proteina NS1 tiene un peso aproximado de 48 kDa, pero en su forma dimérica
tiene un peso estimado de 96 kDa. El dimero es la estructura tipica de esta proteina, ya
que es la forma méas comin en que es liberada de la célula al medio extracelular. La
presencia de esta banda nos corrobord la presencia de NS1 en el sobrenadante infectado
(Avirutnan y col., 2006; Flamand y col., 1999; Gutsche y col., 2011). Este fue el
sobrenadante que se utiliz6 en todos los estudios posteriores.

Una vez obtenido el perfil electroforético, se realiz6 un andlisis por densitometria
para analizar el porcentaje de dicha banda y determinar la concentracion estimada de
proteina NS1 en el sobrenadante infectado. La banda de 91.6 kDa fue la que difirio entre
las corridas, presentando una densidad de banda de 3.7 %. Teniendo en cuenta la cantidad
de proteina total, se procedi6 a estimar la cantidad de proteina equivalente a esta banda,
obteniendo una concentracion de 131.16 pg/mL, la cual corresponderia a la concentracion
de proteina NS1 presente en el sobrenadante de manera dimérica (Anexo 6). Los

resultados del analisis densitométrico se presentan en la Tabla I11.

Disefio de Nanoplataformas para la Deteccidn de Proteinas NS1

Evaluacién del Sistema

Los estudios preliminares para el disefio de la nanoplataforma utilizada en este trabajo
iniciaron en el 2014 (Diaz-Gaxiola, 2016; Polesnak, 2014). Tomando en cuenta estos
trabajos y para determinar la cantidad adecuada del anticuerpo antidengue para
inmunoconjugarlo con las Nps, se utilizaron tres volumenes del anticuerpo: 20, 40 y 60
pL de una dilucion 1:30 del anticuerpo ab41616, concentracion inicial de la solucion stock

0.705 mg/mL (célculos Anexo 7). Después de montar el ensayo descrito en la metodologia
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y revelar la reaccion final con el reactivo Perls, se observé un cambio de color azul debido
a que el inmunoconjugado fue capaz de interaccionar con la proteina NS1 y qued6 unido
a la placa. Esta inmunodeteccion fue evidenciada con el ferrocianuro potasico del reactivo
de Perls, el cual interactta con el hierro de las Nps que se quedaron unidas al sistema al
reconocer la proteina. En la reaccion se generan depositos de ferrocianuro férrico, siendo
estos los causantes del cambio de color. Ademas, se observé que el cambio de color era
proporcional a la cantidad de anticuerpo utilizada. Para fines de este estudio
seleccionamos el volumen de 60 pL de la solucion de anticuerpo (diluido 1:30), al permitir
la deteccidn a simple vista (Figura 11a). Asimismo, en la segunda fila de la Figura 11a,
no se observd ningun precipitado azul, lo que corrobora que este sistema no generd
complejos con el anticuerpo irrelevante (anti-mouse, goat pAb to Ms IgG (HRP) ab97023

Lot:GR45780-7, abcam®), incluso cuando la proteina y las Nps estaban presentes.

Por otro lado, en la Figura 11b, se muestra el desarrollo del sistema, pero utilizando
el sobrenadante de células no infectadas donde no existe la proteina NS1, en el cual no se
observo ninguna reaccion. Lo anterior demuestra que el conjugado Nps-anticuerpo del
sistema no interactta con la placa en ausencia de reconocimiento de la proteina especifica,

y confirma que el sistema no presento falsos positivos en la realizacion del ensayo.

Ademas, se realizé una magnificacion de los pozos (camara ZEISS Axiocam IC
objetivo 1 X), donde se observo la presencia de depdsitos de ferrocianuro de férrico, los
cuales fueron precipitados a partir de la inmunodeteccion de la proteina del virus, y asi
evidenciando los sitios donde fue detectada (figura 11c). También, se realizé el aumento
de un pozo control, utilizando el sobrenadante de células U937.DC.SIGN no infectadas,
donde no se observo la formacion de precipitados (Figura 11d).
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Figura 10. Electroforesis en gel de poliacrilamida de sobrenadantes U937.DC.SIGN. Se
muestra el perfil electroforético de los sobrenadantes, mostrandose en el carril 1 el
marcador de masa molecular (M), y en los carriles 2 y 3 se presenta el sobrenadante control
y sobrenadante infectado, respectivamente, siendo la banda de 91 kDa la de nuestro

interés.
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Tabla I11. Anélisis densitométrico de sobrenadantes de la linea celular U937.DC.SIGN.

No. Banda kDa SNe SN
% de Banda % de Banda
1 200 3.4 1.0
2 198 1.6 1.0
3 131.9 1.2 2.6
4 91.6 - 3.7
5 55.8 87.3 85.8
6 44.3 1.6 2.5
7 214 2.8 3.3
8 6.5 2.3 0.3

SNC: Sobrenadante Control; SNI: Sobrenadante Infectado.
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a)

Sobrenadante
U937.DC.SIGN
Infectado DENV2

b)

Sobrenadante
US37.DC.SIGN
Control DENV2

d) |

-

Volumenes utilizados del anticuerpo ab41616 diluido 1:30 (ms mAb [DN2] Dengue virus NS1
glycoprotein antibody, Lot: GR256259-1, abcam®, concentracion stock de 0.705 mg/mL).

Figura 11. Evaluacion del disefio del inmunoconjugado para la deteccion de proteina
NS1. a) presenta los resultados de inmunodeteccion evidenciados por la reaccion de Perls,
por cambio de color. Asi mismo, b) muestra la evaluacion del conjugado en ausencia de
la proteina. También se presenta la formacion de los precipitados de ferrocianuro férrico

evidenciando la reaccidn (c), y el sistema en ausencia de la proteina NS1 (d).
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Reproducibilidad del Sistema

Una vez establecidas las condiciones dptimas para el sistema, se procedié a evaluar la
reproducibilidad del ensayo. Esto se realiz6 mediante tres ensayos, con muestras por
triplicado, en el cual se utilizaron como controles el sobrenadante preinfeccion
proveniente del cultivo U937.DC.SIGN, y sobrenadante control (No infectado) . En la
Figura 12, la inmunodeteccion de la proteina NS1 del virus del Dengue se llevoé a cabo de
manera eficiente al utilizar los sobrenadantes infectados y haciendo las pruebas por
triplicado. En todos los ensayos se pudo observar el cambio de color caracteristico a
simple vista. Mientras que en los ensayos donde se utilizaron los sobrenadantes
preinfectado y control, no se presenté dicho cambio de color, corroborando que no se

generaba ningun falso positivo en el sistema.

Asi mismo, con el fin de desarrollar un método cuantitativo ademas del cualitativo
descrito anteriormente (donde se observo el cambio de color a simple vista) se procedio a
medir la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm. Para ello se utilizd el equipo
Multiskan MCC/340, ThermoFisher Scientific. Los datos obtenidos de estos ensayos son
presentados en la Tabla V. A partir de estos datos fue realizada una gréfica en funcion de
su absorbancia, como se muestra en la Figura 12. En ella se observa que existe una
marcada diferencia en los sobrenadantes infectados en comparacion de ambos controles y
sus valores son reproducibles. Ademas, en el sobrenadante infectado se observé una
diferencia estadisticamente significativa con una P < 0.0001, mediante la prueba de

Kruskal-Wallis, tanto sobre el sobrenadante control como el preinfectado (Tabla V).

Posteriormente, a partir de los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis se
procedio a realizar un ensayo de comparaciones multiples de Dunn (Tabla VI). Con este
analisis se observé una diferencia estadisticamente significativa con una P < 0.0001, entre
el sobrenadante infectado y el sobrenadante preinfectado. Asi mismo, se determiné una
diferencia estadistica con una P < 0.01, entre los sobrenadantes infectados y control,
demostrando nuevamente la capacidad de deteccion de la Proteina NS1. En cambio,

cuando se realizd la comparacién de las absorbancias entre sobrenadantes preinfectados y
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sobrenadantes control, no se observé diferencia estadisticamente significativa (P > 0.05).
Este resultado era el esperado, ya que en ambos casos ninguno presenta la proteina NS1,

debido a la falta de infeccion con el virus del Dengue.

Con estos resultados, es evidente que la nanoplataforma desarrollada en este
proyecto permite detectar la proteina NS1 de manera cualitativa y cuantitativa, con un
método colorimétrico. La lectura cualitativa, con la simple observacién de un cambio de
color azul, pueda apoyar el diagndstico. El desarrollo de un sistema de deteccion con estas
caracteristicas pudiera ser de utilidad sobre todo en poblados pequefios y alejados, donde

no se tiene acceso a equipo de laboratorio e incluso ni a los servicios basicos.

Adicionalmente el método fue facil de realizar y no se requiere de condiciones
especializadas para llevarse a cabo. Por otra parte, el uso de estas nanoplataformas resulta
econdmico, ya que al calcular los costos, el precio por prueba resulté de $18.18 pesos
(Anexo 10), lo cual estda muy por debajo del costo por prueba con el kit de Dengue Do
donde también se detecta la proteina NS1 y que tiene un costo de $925.00 pesos. En la
Tabla VI se observa un comparativo mas amplio de costos para otras pruebas diagndsticas

para Dengue.

Debe considerarse que la introduccion de este tipo de pruebas para la deteccién
facil, rapida y econdmica son de amplio interés. Ya que como se menciond inicialmente,
a pesar de que existen métodos exactos y sofisticados, éstos se mantienen restringidos a
laboratorios de referencia, como lo son los laboratorios estatales y de los cuales solo existe
uno por estado. Por lo cual la deteccion del virus, por lo menos en el caso del estado de
Sonora, se ve restringido a las pruebas seroldgicas en la detecciéon de Proteinas NS1 o

anticuerpos IgG o IgM formados por el virus.

Ademas, este sistema que proponemos presenta dos modalidades de lectura, asi
que en casos donde no se cuenten con espectrofotometros su capacidad de deteccion
colorimétrica seria suficiente cuando no se tiene acceso a estos equipos. Un ejemplo son
los pueblos o lugares de la sierra, donde los servicios de salud no son los 6ptimos o no se

encuentran correctamente equipados por falta de recursos.
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Sobrenadante Sobrenadante Sobrenadante
Preinfectado Control Infectado

Figura 12. Evaluacion cualitativa de la reproducibilidad del ensayo de inmunodeteccion
de la proteina NS1. Se presentan los triplicados de los ensayos, donde se observa la
inmunodeteccion de la proteina en todos los pozos del sobrenadante infectado. Asi mismo,

no se presentd ningin cambio en los pozos de sobrenadante preinfectado y control.
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Ensayo de Deteccién de la Proteina NS1

0.20-

xRk

0.15

0.10+

Absorbancia

0.05-

Sobrenadante

Figura 13. Ensayo de reproducibilidad del sistema inmunoconjugado. Absorbancias de
los ensayos de deteccion de la proteina NS1, donde el sobrenadante infectado presenta
una diferencia estadisticamente significativa sobre las demas con una p < 0.001, mediante

la prueba de Kruskal-Wallis.

46



Tabla V. Andlisis estadistico de los ensayos de reproducibilidad de la inmunodeteccion

de la proteina NSL1.

Kruskal-Wallis test

Valor de P

¢Valor de P exacto o aproximado?

Resumen de valor de P

Las medianas varian significativamente (P < 0.05)

NUmero de grupos

Estadistica Kruskal-Wallis

<0.0001

Aproximacion Gaussiana

**k*

Yes

21.84
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Tabla VII. Costos de pruebas comerciales para el diagnostico de Dengue.

Tipo de Prueba

Costo*

Sistema propuesto basado en Fe3Og.

Deteccion de anticuerpos 1gG e IgM.

Deteccidn de antigenos virales (proteina NS1).

Prueba Dengue Duo (deteccion de Ag y Anticuerpos 1gG e IgM).

$18.18
$550.00
$640.00

$925.00

*Costo promedio por prueba.
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CONCLUSIONES

En este trabajo disefiamos, desarrollamos y evaluamos un sistema inmunoconjugado tipo
ELISA de Nps metéalicas capaz de detectar el virus del Dengue, a partir de la identificacion
colorimétrica cualitativa y cuantitativa de la proteina NS1. Lo anterior se comprobd
evaluando diferentes condiciones de trabajo tanto en reactivos, consumibles, muestras y
disefio de nanoplataformas e inmunoconjugados, eligiendo aquellas condiciones que

fueron reproducibles y mas econémicas.

Es importante recalcar que la caracterizacion adecuada de las Nps fue
indispensable para garantizar su reproducibilidad y estandarizacion del método. Otro
punto a favor de este proyecto es que el método se podria utilizar en laboratorios clinicos
de rutina, especialmente aquellos ubicados en regiones con una alta incidencia de Dengue
o0 en aquellos donde no se cuenta con la infraestructura necesaria. Este sistema, ademas

por su rapidez, puede ser Util durante los brotes repentinos del Dengue.

Si bien, existen técnicas con alta sensibilidad y especificidad, aun se requiere
continuar con el desarrollo de técnicas mas economicas, y de facil uso, lo que junto con

un diagndstico temprano sigue siendo indispensable para el prondstico de la enfermedad.

Concluimos que tenemos las bases de un método colorimétrico cualitativo y
cuantitativo de inmunodeteccion para la infeccién por virus del Dengue. Se sugiere

continuar con los estudios en sueros de pacientes infectados.
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APENDICE

APENDICE 1

Cultivo de la Linea Celular U937.DC.SIGN
Material

e Incubadora a 37 °C.

e Cajas de cultivo p25.

e Pipetas seroldgicas estériles de 10 mL.
e Sistema de filtracion.

e Filtros de poro 0.22 pm.

e Campana de flujo laminar.

Medio RPMI

El medio RPMI fue desarrollado por Moore y colaboradores, en el Roswell Park Memorial
Institute, de donde proviene el acrénimo, en Alabama, EE. UU. Esta es una mezcla de
sales enriquecidas con aminoacidos y otros componentes esenciales para el crecimiento
celular. EI medio ha sido utilizado para el cultivo de leucocitos humanos normales y
neoplasicos, asi como el crecimiento de linfocitos humanos frescos. Por esto, es destinado

al cultivo de células humanas y otros animales.

Preparacion. EI medio en polvo es extremadamente higroscopico y debe ser
protegido del medio ambiente. No se recomiendan preparaciones de concentraciones

mayores a las especificadas, debido a la gran posibilidad de formacion de precipitados.

1. Medir aproximadamente el 90 % del volumen a preparar de agua tridestilada.
2. Adicionar lentamente el polvo, agitando vigorosamente.

3. Una vez disuelto, agregar bicarbonato de sodio a una concentracion de 5.6 %/ L.
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4. Adicionar los antibioticos (Penicilina 1 % o Ceftriaxona al 0.2 %).
5. AjustaelpHa7.2—-7.4conHCI 1N.

6. Aforar al volumen deseado y esterilizar por sistema de filtracion.

Nota: El suero es adicionado hasta el momento de la generacion del cultivo.

U937.DC.SIGN

Esta linea celular, es un linfocito humano que en cultivo tiende a crecer en suspension.
Proviene de tejido de derrame pleural, de una enfermedad de linfoma histiocitico, y es
utilizada para estudiar la infeccién por Dengue virus, ya que este virus utiliza DC.SIGN
como factor de unién. Fue desarrollada por la transfeccion de las células U937 con el gen
de la proteina DC SIGN humana (células dendriticas de adhesion intercelular especificas

de células no integrinas).

Procedimiento. Se colocan 10 mL de medio RPMI Suplementado con 10% de
suero fetal bovino, en una caja de cultivo estéril de 25 m?. Seguido, adicionar 0.5 mL de
cultivo en confluencia de la linea celular. La transferencia se realiza en campana de flujo

laminar, en condiciones de esterilidad.
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APENDICE 2

Conteo Celular por Camara de Neubauer

La camara de Neubauer o hematocitometro es utilizada en el area clinica para la cuenta

de células sanguineas, como eritrocitos, linfocitos y plaquetas. Sin embargo, puede ser

utilizado para el conteo de otros tipos celulares, como en este caso, el cual fue utilizado
para el estudio de la linea celular U937.DC.SIGN.

Equipo

Camara de Neubauer Bright Light Hematocytomether.
Microscopio optico.

Azul de tripan.

Tubos eppendorf de 1.5 mL

Micropipeta y puntas estériles.

Procedimiento

1.

2.

Con ayuda de una micropipeta, tomar 10 pL del cultivo celular a analizar y se
agregan a un tubo eppendorf al cual anteriormente se le adiciono la misma cantidad
del colorante azul de tripan, obteniendo una dilucién final 1:2 (factor dilucion).
Agitar el contenido del tubo eppendorf con una micropipeta, y se toman 10 uL
para ser analizados en cdmara de Neubauer dejando que la suspension celular fluya
por debajo del cubreobjetos hasta llenar el area de la cuadricula. Se debe de evitar
que se derrame o entren burbujas en el area de conteo, si esto sucede, se debe de
montar la camara de nuevo.

Una vez montada la cAmara, se deja reposar unos segundos permitiendo que las
células se asienten y se observen en el mismo plano.

Iniciar el conteo de las células contenidas en los cuatro cuadrantes de las esquinas.

El colorante azul de tripan es un colorante que penetra a las celulas muertas, es
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decir a las células no viables, tifiéndolas de color azul. Asi, permitiendo distinguir
entre células viables que no se encuentran tefiidas.
5. El porcentaje de viabilidad se calcula de la siguiente manera:

% de viabilidad = Numero de células viables contadas x 100

Total de células contadas
6. La proliferacion se evalita con el uso de la siguiente formula:
Proliferacion celular = Numero de células contadas x dilucion x 10,000

Numero de cuadros contados

UL

Camara de Neubauer. Fl conteo celular se lleva a cabo en las areas marcadas con “L”.
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APENDICE 3

Protocolo Deteccion de Proteinas Totales por el Método de Bradford

Esta es un método por unién de colorantes, ya que es sabido que en condiciones adecuadas
los grupos acidos y béasicos de las proteinas tienen la capacidad de interaccionar con
grupos organicos de determinados colorantes para generar precipitados con un color
evidente. Para este ensayo, se utiliza el colorante Coomassie Brillant Blue G250. El cual
se fundamenta en la conversion de la forma del colorante, la cual presenta un color naranja,
a una que presenta un color azul intenso cuando los grupos aniénicos del colorante

interaccionan con los grupos amino de las proteinas.

H+ H+
Catidén 2> Neutral 2> Anion
470 nm (Rojo) 650 nm (Verde) 595 nm (Azul)

Materiales

e Lector de microplaca.

e Microplaca de 96 pozos.

e Reactivo de Bradford (Quick Start™, Bradford Protein Assay).

e Estandar de proteinas con concentracion conocida (2.0 mg / mL BSA).
e Solucion de PBS 1X.

Procedimiento

1. Preparacion de la curva estandar. Se prepara a partir de una solucién estandar
de 2.0 mg / mL de BSA, diluciones a concentraciones de 1mg /mL, 500 pug / mL,
250 ug/ mL, 125 pg/ mL y 67.5 pg / mL.
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2. Preparacion de las muestras. Se utiliza la muestra tal y como se tiene, ademas
de realizar una serie de diluciones tales como 1:2, 1:4, 1:8, 1: 16 y 1:32, diluidas
en PBS 1X.

3. Montado. Tanto de las diluciones del estandar como de las muestras, se utilizan 5
ML los cuales son adicionados en el pozo, para posteriormente agregar 250 pL del
reactivo de Bradford y dejar incubar por 15 minutos.

4. Deteccion. Posterior a la incubacion, se procede a realizar la lectura de la
absorbancia mediante el lector de placa, a una longitud de onda de 595 nm. Una
vez obtenidos los datos, se grafica la absorbancia en funcion de mg de proteina, y
se calcula la pendiente de la curva teniendo en cuenta solo los puntos que entran
en el rango lineal. Seguido a esto, se grafican los datos de la muestra y ser

comparadas contra el estandar.
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APENDICE 4

Resultados de Cuantificacion Proteinas Totales por el Método de Bradford

Se presentan los valores obtenidos de la cuantificacion de proteinas totales en el
sobrenadante de células U937.DC.SIGN infectadas y control. En el cual se utilizaron 5

ML de sobrenadante y 250 uL del reactivo de Bradford.

Curva BSA

Conc. 2000 1000 500 250 125 67.5

Muestra 1 1.535 1.174 0.921 0.71 0.59 0.521

Muestra 2 1.52 1.215 0.896 0.725 0583 0.521

Muestra 3 1.585 1.241 0.849 0.69 0.597  0.526

Promedio 1.547 1.210 0.889 0.708 0590 0.523

Prom. - Blanco 1.050 0.713 0.392 0.212 0.093  0.026
Conc. estimada  1962.200 1288.867 646.200 285.533 48.867 -85.800

Absorbancia
= = -
(=3 (-] e (]

=
e

=
(]

CURVABSA

v=0.0003x + 0.068%

RF=0.9612

=
[
o .

0 300 1000 1300 2000 2300
Concentracion pg /mL
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Sobrenadante Infectado

Conc. Sin Dilucion 1:2 1:4 1:8 1:16
Muestra 1 1.478 1.323 0.997 0.807 0.608
Muestra 2 1.566 1.277 1.077 0.791 0.64
Muestra 3 1.557 1.303 1.075 0.815 0.621
Promedio 1.534 1.301 1.050 0.804 0.623

Prom - Blanco 1.037 0.804 0.553 0.308 0.126
Conc. Estimada pug/mL 1936.200 1470.867 968.200 477.533 114.867
Sobrenadante Control

Conc. Sin Dilucion 01:02 01:04 01:08 01:16
Muestra 1 1.506 1.265 1.076 0.752 0.645
Muestra 2 1.543 1.294 1.066 0.742 0.615
Muestra 3 1.562 1.298 0.929 0.77 0.636
Promedio 1.537 1.286 1.024 0.755 0.632

Prom - Blanco 1.040 0.789 0.527 0.258 0.135
Conc. Estimada ug/mL 1942.867 1440.200 916.200 378.200 132.867
PBS Resumen

Muestral  0.495 Muestra  Conc. pg/mL
Muestra 2 0.504
Sobrenadante
Muestra.3 0.491 Infectado 3544.933
Promedio 0.497
Sobrenadante 3190 267
Control

Diferencia* 354.667
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APENDICE 5

Electroforesis SDS-PAGE al 12 %

Materiales

e Marcador de peso molecular (Molecular Weight Standard Mixture, Recombinent).
e Céamara electroforética.

e Campana de extraccion.

e Tubos conicos de 50 mL.

e Tubos eppendorf.

e Micropipeta de volumen variable 100-1000 pL

e Micropipeta de volumen variable 2-20 pL

Gel Separador

Acrilamida 30 % / Bisacrilamida 0.8%............cc.cooceevrineiiiniieinenes 2.00 mL
Trizma-base pH 8.8. .. ..o, 1.25 mL
AQUA UITAPULA. ...t 1.75 mL
Persulfato de amonio..........c.oviuiiiiiii i 17 uL
TEMED. ... 33uL

Gel Concentrador

Acrilamida 30 % / Bisacrilamida 0.8%............cccccceevveiiiiiiieiie e, 325 uL
Trizma-base pH 6.8.......cooiiiii 625 pL
AU UIIAPULA. ...t 1.52 mL
Persulfato de amomnio............cooeiiiiiiiiii e 12.5 uL
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TEMED. ... 2.5uL

Solucion de Corrida 5X

GlICINA. .. 720¢g
THIZMA-DASE... ..ottt 1519
S DS e 50g

Disolver en agua desionizada y aforar a 1L, diluir 1:5 para formar una solucién 1X la cual
se utilizard como solucion de trabajo, ajustar el pH a 8.3 (solo en solucién 1X), estas

soluciones deben ser conservadas en refrigeracion.

Buffer Muestra

Disolver 0.38 g de trizma-base en agua desionizada y ajustar el pH a 6.8, seguido afiadir

los siguientes reactivos en campana de extraccion:

S DS . 109
GLCRIOL. .o 5.0 mL
2 mercaptoetanol. ... ... ... 0.5 mL
Azul de bromofenol...........cooiiiiii 0.5 mg

Aforar a 25 mL con agua desionizada y guardar a -20 °C.

Tincién de Coomasie

Solucion de Coomasie.

Metanol. ... .o e 50% (V/V)
Azul de Coomasie brillante R-250............ccooiiiiiiiiieee e, 0.05 % (P/ V)
ACIAO ACEHICO. ..ot 10% (V/V)
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Agua desionizada...........ooviuiiiiii e 40 %

Solucion destenidora .

MeEtanol. ... ..o 50% (V/V)
ACIAO ACEHICO. ..ot 10 % (V/ V)
Agua desionizada...........ooiiiii 40 %

Solucion destefiidora I1.

MEtanOl. ...t e 50%(V/V)
Acido aCBHICO. ... . ieu i, 7.0% (V/V)
Agua desionizada..........oooiiuiiiiiii e 88 %

Puede almacenarse a temperatura ambiente hasta por un mes.

Procedimiento

1. Se prepara el gel separador en tubo cénico de 50 mL y colocando el TEMED en

campana de extraccion. La solucion debe ser colocada de manera inmediata entre

los vidrios de la cdmara electroforética y esperar de 15 a 30 min hasta su

polimerizacion.

2. Una vez que polimerizo el gel separador, se prepara el gel concentrador de igual

manera en tubo cdnico y se coloca sobre el gel separador, colocando el peine de

1.5 mm para esperar la polimerizacion.

3. Se monta la caAmara electroforética, para posteriormente adicionar la solucion de

corrida y colocar 8 pL de marcador de peso molecular al primer carril de cada gel.

4. Para los carriles siguientes, las muestras deben prepararse con buffer muestra,

colocandose la misma cantidad que se puso de muestra (la cantidad de muestra

debe estimar una cantidad de 10 pg / mL de proteina). Cuando las muestras son
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utilizadas en condiciones desnaturalizantes, estas deben colocarse ya incluyendo
el buffer muestra en agua a 96 °C por 3 min.

5. Colocar las muestras procesadas en el carril correspondiente, el volumen final no
debe de sobrepasar los 20 uL.

6. Las condiciones de corrida deben ser a 120 volts, por aproximadamente hora y
media o hasta que las muestras lleguen a la parte inferior del gel.

7. Unavez terminada la corrida, se retiran los vidrios desprendiendo cuidadosamente
el gel y colocandose en la solucion de Coomasie por no menos de 1 hora.

8. Para evidenciar el perfil, se coloca en la solucion destefiidora | por un tiempo de
20 a 30 minutos.

9. Después es retirada y quitado el exceso para ser colocado en la solucion
destefiidora I1, por unos 20 minutos o hasta que se pierda el color de fondo.

10. Colocar los geles en agua para su observacion y conservacion.

11. Utilizar fotodocumentador para el anélisis del perfil, tales como numero de bandas

y densidad de estas.
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APENDICE 6
Célculos para la Estimacion de la Proteina NS1
Utilizando los resultados del analisis densitométrico y la cuantificacion de proteinas se

realiz6 una estimacion de la proteina NS1, tomando como referencia el porcentaje de la

banda de aproximadamente 90 kDa.

Cuantificacion total de proteina del sobrenadante infectado: 3190.266 pg/mL

Porcentaje de banda 90 kDa: 3.7 %

Tomando en cuenta que 100 % de la densidad corresponderia a la concentracion

total de proteina, se realizd el siguiente calculo:

100 % -> 3190.266 pg/mL

3.7% > X =118.03 pg/mL

Esta fue la concentracién utilizada para los posteriores estudios.
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APENDICE 7

Célculos para la Utilizacion de los Anticuerpos

Para la realizacion del acoplamiento del anticuerpo ab41616 (Ms MAb to Dengue virus
NS1 glycoprotein [DN3] abcam®: Concentracion stock comercial 0.705 mg/mL) a las

Nps se utilizaron 3 concentraciones. Los célculos fueron las siguientes:

Concentracion del anticuerpo: 0.705 mg/mL € Concentracion solucion stock.
Dilucion inicial: 1:30.

0.705 mg/mL * 30 = 0.0235 mg/mL < Concentracion de trabajo.

Para el anticuerpo ab41623 (ms mAb [DN2] Dengue Virus NS1 glycoprotein antibody
Lot: GR280343-1, abcam®, Concentracion stock comercial 1.2 mg/mL). Los célculos

fueron las siguientes:

Concentracion del anticuerpo: 1.2 mg/mL < Concentracién solucién stock.

Dilucion inicial: 1:30.

0.705 mg/mL * 30 = 0.04 mg/mL < Concentracién de trabajo.
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APENDICE 8

Resultados de Analisis Densitométrico

Informacion:

Imager Gel Doc™ XR+

Exposure Time (sec) 0.087 (Auto - Intense Bands)
Dark Type Referenced

Ref. Bkgd. Time (sec) 20

Flat Field Applied (White)

Serial Number 721BR10181

Software Version 5.0

Application Coomassie Blue

Excitation Source White Trans illumination
Emission Filter Standard Filter
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Marcador de Peso Molecular

25007
E 20007
£
2 1500
£
10007
5007
0.00 025 050 R‘ 075
Band No. Band Label Mol. Wt.| Relative Front| Volume (Int)]  Abs. Quant. Rel. Quant. Band % Lane %
(KDa)
1 Myosin 200.0 0.043 1,364,434 N/A N/A 6.9 6.4
2 b- 116.2 0.153 1,927,294 N/A N/A 98 9.0
Galactosidase
3|Phosphorylase 97.4 0.193 2,057,094 NIA N/A 10.4 9.7
b
4 BSA 66.2 0.301 2,878,374 NIA N/A 14.6 13.5
5 Ovalbumin 45.0 0.448 2,605,086 N/A N/A 13.2 12.2
6 Carbonic 31.0 0.686 2,843,446 N/A N/A 14.4 13.4
anhydrase
7 215 0.752 233,286 N/A N/A 1.2 1.1
8 Trypsin 14.4 0.872 2,533,106 N/A N/A 12.8 11.9
inhibitor
9 Lysozyme 6.5 0.973 3,304,000 N/A N/A 16.7 15.5

Sobrenadante Control

Intensity (Int)
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Band No.|  Band Label Mol. Wt.| Relative Front| Volume (Int)| Abs. Quant.| Rel. Quant. Band % Lane %
(KDa)
1 200.0 0.011 734,784 N/A N/A 34 23
2 198.8 0.044 340,560 N/A N/A 16 1.0
3 131.9 0.128 254,646 N/A N/A 1.2 0.8
4 55.8 0.366/ 19,099,095 N/A N/A 87.3 58.6
5 443 0.458 340,044 N/A N/A 16 1.0
6 214 0.753 605,397 N/A N/A 28 19
7 6.5 0.978 494,199 N/A N/A 2.3 15
Sobrenadante Infectado
=
-
&
g
@
E
o
500
0
3
T 1
0.00 025 050 Rf 075 1.00
Band No.|  Band Label Mol. Wt.| Relative Front| Volume (Int),  Abs.Quant.|  Rel. Quant. Band % Lane %
(KDa)
1 200.0 0.026 175,644 N/A N/A 1.0 0.8
2 179.4 0.085 177,489 N/A N/A 1.0 0.8
3 125.0 0.139 475,641 N/A N/A 2.6 2.2
4 91.6 0.210 674,286 N/A N/A 37 3.1
5 52.0 0.393| 15,515,220 N/A N/A 85.8 71.0
6 441 0.461 460,881 N/A N/A 25 2.1
7 20.8 0.762 604,176 N/A N/A 33 2.8
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APENDICE 9

Analisis Estadistico de los Ensayos de Reproducibilidad de la Inmunodeteccion de
la Proteina NS1.

Debido a que los datos eran tres grupos independientes (sobrenadantes preinfectados,

control e infectado), con datos no paramétricos (sesgo (-0.437/0.856) y curtosis

(1.975/2.614)), se procedio a utilizar la prueba de Kruskal-Wallis.

Preinfectado Control Infectado

0.068 0.070 0.128
0.070 0.070 0.134
0.067 0.070 0.122
0.068 0.073 0.123
0.070 0.071 0.170
0.065 0.069 0.140
0.063 0.071 0.158
0.069 0.072 0.142
0.065 0.073 0.133
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Preinfectado Control Infectado
NuUmero de valores 9 9 9

Minimo 0.0630 0.0690 0.1220
Percentil 25% 0.0650 0.0700 0.1255
Mediana 0.0680 0.0710 0.1340
Percentil 75% 0.0695 0.0725 0.1500
Maximo 0.0700 0.0730 0.1700
Media 0.06722 0.0710 0.1389
Deviacion estandar 0.002438 0.001414 0.01604

Error estandar 0.0008127 0.0004714 0.005347
Inferior 95% CI 0.06535 0.06991 0.1266
Superior 95% ClI 0.06910 0.07209 0.1512
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Kruskal-Wallis test

Valor de P < 0.0001

¢Valor de P exacto o aproximado? Aproximacion Gaussiana
Resumen de valor de P falaled

Las medianas varian significativamente (P < 0.05) Yes

NUmero de grupos 3

Estadistica Kruskal-Wallis 21.84

Prueba de comparacién  Diferencia en la suma ¢ Es significativo?

multiple de Dunn de rango P < 0.05? Resumen
Preinfectado vs Control -7.778 No N/A
Preinfectado vs Infectado -17.39 Si *okk
Control vs Infectado -9.611 Si *

*N/A: no aplica
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APENDICE 10
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APENDICE 11

LINEAR Chemicals. s.L.

prolongados. Evitar mdltiples ciclos de congelacién-descongelacion. Antes del
ensayo, atemperar las muestras a temperatura ambiente lentamente y mezclar

c €Aavemente. Las muestras que contengan particulas visibles deben aclararse por
C

Dengue Ag-lgG/IgM cassette

entrifugacion antes del ensayo. No utilizar muestras que con lipemia, hemoélisis
grave o turbidez con el fin de evitar interferencias en la interpretacion de los
Tesultados.

Dengue Ag-lgG/igM
- Prueba rapida para la deteccién y diferenciacion
simultanea de anticuerpos del virus del dengue IgG e
IgM y del antigeno del dengue NS1 (DEN 1,2,3,4) en
suero, plasma o sangre total humana.
ONE STEP

Sdlo para-uso profesional de diagndstico in vitro
T T = Sangre total, se pueden obtener unas gotas de sangre por puncion en la punta
del dedo o venopuncién. Recoger la muestra de sangre en un tubo con tapén
lila, azul o verde (que contiene EDTA, citrato o heparina, respectivamente, en
Vacutainer®). No utilizar sangre hemolizada para la prueba. Las muestras de
sangre total debe ser conservada a 2-8°C si no se ensayan de inmediato. Las
muestras deben ser ensayadas dentro de las 24 horas tras su recoleccion.

FUNDAMENTO
LINEAR Dengue Ag-lgG/IgM es un método de cribado y ayuda en el
diagnostico de la infeccion por el virus del Dengue. C  ualquier uso o
interpretacion del resultado dependera del resto de los resultados clinicos y
del criterio profesional. El resultado debe ser confirmado por un método
alternativo.

EQUIPO ADICIONAL O
Cronémetro.

Dengue Ag-IgG / IgM es un inmunoensayo cromatogréfico de flujo lateral que
contiene dos tiras de prueba (lado izquierdo: Dengue IgG / IgM; lado derecho:
Prueba de dengue Ag). Dengue IgG/IgM, : 1) una almohadilla color burdeos,
que contiene antigenos La tira consiste en: del virus del dengue
recombinantes conjugados con oro coloidal y un anticuerpo control conjugado
con oro coloidal, 2) una membrana de nitrocelulosa que contiene dos lineas
de ensayo (lineas G y M) y una linea control (linea C). La linea G esta pre-
recubierta con anticuerpos para la detecciéon de IgG, la linea M esta pre-
recubierta con anticuerpos para la deteccién de IgM, y la linea C esta pre-
recubierta con un anticuerpo control. Dengue Ag, 1) una aimohadilla de color
burdeos que contiene anticuerpos frente al antigeno de Dengue NS1
conjugados con oro coloidal (conjugados de Ac) y un anticuerpo control
conjugado con oro coloidal, 2) una membrana de nitrocelulosa que contiene
la linea de prueba (linea T) y la de control ( linea C). La linea T esta pre-
recubierta con anticuerpos contra el antigeno NS1, y la linea C esta pre-
recubierta con un anticuerpo control. Los del virus del dengue. anticuerpos
frente a NS1 reconocen los antigenos de los cuatro serotipos Al adiciona la
muestra al pocillo de muestra (S), esta migra por accién capilar. Si el anti-
dengue IgG o IgM, esta presente en la muestra, se unira con los conjugados
Dengue Ag. El inmunocomplejo es capturado por el reactivo recubierto en la
linea G o M, apareciendo un color burdeos en la misma, indicando un
resultado positivo a IgG o IgM anti-virus del dengue. Un resultado positivo
para IgM e IgG es indicativo de una infeccién primaria avanzada o secundaria
temprana agudas.

Si el antigeno NS1 del dengue esta presente en la muestra se une
con los recubierta por los anticuerpos dengue NS1 antigeno formando una
linea T conjugados de Ac. El inmunocomplejo es capturado en la membrana
pre- de color rojo burdeos, indicando un resultado positivo a Ag de dengue
que sugiere la existencia de una infeccién primaria o secundaria agudas.

La ausencia de las lineas G, My T indica un resultado negativo. Cada tira
contiene un control interno (linea C), la cual muestra una coloracién rojo
burdeos por la formacién de inmunocomplejos de anticuerpos control en la
parte izquierda y derecha del panel, independientemente del color en
lasdemas lineas. Si esta linea no se colorea, el resultado de la prueba no es
valido y la muestra debe ser analizada de nuevo con otro dispositivo.

COMPOSICION DE LOS REACTIVOS

4278240

4040 Tubos capilares 5 pL (para Dengue IgG/IgM test) Goteros de
plastico (para Dengue Ag test)

Diluyente de muestra5 mL ALMACENAMIENTO Y
ESTABILIDAD

40 Dengue Ag test device

/Y Conservar a 2-30°C. El dispositivo de ensayo es estable hasta la fecha
de caducidad impresa en el sobre, siempre que se mantenga en el sobre bien
sellado hasta su uso. NO CONGELAR. No usar una vez superada la fecha
de caducidad.

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS
Suero (EDTA, citrato o heparina) o plasma no hemolizado.

Ensayar las muestras tan pronto como sea posible después de su
recoleccion. Si no se ensayan inmediatamente, conservar entre 2°C y 8°C.
Estable 5 dias a 2-8°C o congelar a -20°C para almacenamiento

LINEAR CHEMICALS S.L.

QUALITY SYSTEM u Montgat, Barcelona, SPAIN
CERTIFIED ISO 9001 934 693 435. website www.linear.es
1ISO 13485

TECNICA
Atemperar, a temperatura ambiente (20-30°C) el dispositivo, la muestra
ylo controles antes de su uso.

Sacar el dispositivo de la bolsa sellada, y colocarlo sobre una superficie limpia
y plana. Usarlo lo antes posible. Rotular el dispositivo con la identificacion del

paciente.

1.

2.

Deteccion deland use it as soon as possible.

Deteccion del Dengue Ag

Dengue IgG/IgM

Llenar el tubo capilar con la muestra Be sure to label the device with
specimen’s ID number. Llenar el gotero de plastico con la

sin exceder la linea de muestra
como se indica en la imagen.

Con el tubo capilar en posicion
vertical, dispensar la muestra (5 pL)
en el centro del pocillo de muestra (S)
comprobar que no haya burbujas.
Inmediatamente después agregar 3
gotas (aprox. 90-120 pL) de diluyente
de muestra en el pocillo de buffer (B)
con la botella en posicién vertical

Linea de muestra

5 pL de muestra al pocilla {S)

J

3 gotas de diluyente de muestra al pacillo (B)

3.
a.

Poner en marcha el cronometro.

muestra.

Con el gotero en posicion vertical,
dispensar 1 gota (30-45 pL) de
suero/plasma o 2 gotas (80-100 pL)
de sangre total en el pocillo de
muestra (S) comprobar que no
haya burbujas.

Inmediatamente agregar 1 gota
(30-40 pL) de diluyente de muestra
en el pocillo de muestra (S) con la
botella en posicion vertical.

4 U

1gota de 2 gotas de
suerofplasma
sangre total

al pocillo (5’\1/ al posillo (8}

(" Do

1 gota de diluyente al pocillo (S)

Leer los resultados a los 20-25 minutos. Los resultados positivos pueden
ser visibles a partir del 1 minuto. Los resultados negativos deben ser
confirmados al final de los 25 minutos.

Sin embargo, cualquier interpretacion de los resultados fuera de los 2025
min debe ser considerada invalida y la prueba debe repetirse. Después
de interpretar los resultados, desechar el dispositivo segtn las normas
locales.

Joaquim Costa 18 22 planta. 08390

Telf. (+34) 934 694 990 Fax. (+34)
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LiINEAR Chemicals. s.L.

INVALIDO: Si la linea C no se
colorea, la prueba es invalida,
independientemente de que se
coloree las demés lineas G, Mo T.
Repetir la prueba con un nuevo
cassette.

NEGATIVO: Si solo se colorea
lalinea C. Sin color en las lineas G,
Mo T, indica que ni los anticuerpos
anti-Dengue ni el antigeno NS1 del
virus del Dengue estan presentes.
El resultado es Negativo o No-

DENGUE DENGUE

(" Deweur ) :
iy i |
[ v P
reactivo. — —
POSITIVO:
lgG IgM IgG/igM Ag AgligM AgllgG/igM
Positivo Positivo Positivo Positivo

Positivo
_ y y

-» Dis o D o

Positivo

Las muestras con resultados positivos deben ser confirmadas con métodos alternativos y junto con la sintomatologia clinica antes de
hacer una determinacién diagnéstica.

CONTROL DE CALIDAD
La prueba incluye un control de calidad interno. Cuando la prueba se realiza correctamente aparece una linea roja en el area de
control (C). Esta linea confirma que se ha utilizado el volumen suficiente de muestra y que se siguieron los pasos de procedimiento
correctamente.
Los Controles no estan incluidos en el kit. Las Buenas Practicas de Laboratorio recomiendan el uso de controles externos, positivos
y negativos, para asegurar el funcionamiento adecuado de la prueba

SIGNIFICADO CLINICO

El virus del dengue, es un virus ARN monocatenario positivo, posee cuatro serotipos (DENL, 2, 3, 4). Los virus se transmiten por
mosquitos de la familia Stegomyia, principalmente el Aedes aegypti, y Aedes albopictus. Hoy, mas de 2.5 billones de personas que
viven en &reas tropicales de Asia, Africa, Australia, y América estan en riesgo de infectarse por Dengue. Se estima que100 millones
de casos de fiebre del dengue y 250,000 casos de dengue hemorragico se producen anualmente en el mundo*=,

El método més comlin para el diagndstico de la infeccién por el virus del dengue es la deteccién serolégica. La IgM anti-dengue
comienza a aparecer 3 dias después de la exposicion inicial y permanece aproximadamente 30-60 dias. Los niveles de 1gG anti-
virus dengue se elevan aproximadamente a los 7 dias, alcanza el maximo a las 2-3 semanas y persiste durante toda la vida *®. La
deteccion de antigenos, como el Dengue NS1, liberados durante la replicacién del virus en el paciente infectado, muestra resultados
muy prometedores. Permite el diagnéstico desde el primer dia después de la aparicién de fiebre hasta el dia 9, una vez que la fase
clinica de la enfermedad termina, lo que permite un diagnéstico y tratamiento tempranos’.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS
Desempefio clinico. se ensayaron muestras de pacientes susceptibles con Dengue Ag-IgG/IgM y un EIA comercial. Los resultados
se incluyen en la siguiente tabla:

IgM Test: resultados de 387 muestras:

Dengue Ag-lgG/IgM cassette

IgM EIA Test Positivo Negativo Total
Positivo 121 5 126
Negativo 7 254 261 Total 128 259 387
Sensibilidad Relativa: 96.0%, Especificidad Relativa: 97.3%,
Concordancia: 96.9%
IgG Test: resultados de 441 muestras:
Dengue Ag-lgG/IgM cassette
lgG EIA Test Positivo Negativo Total
Positivo 153 7 160
Negativo 11 270 281 Total 164 277 441
Sensibilidad Relativa: 95.6%, Especificidad Relativa: 96.1%,
Concordancia: 95.9%
Ag Test: resultados de 438 muestras:
— . Dengue Ag-lgG/IgM cassette
Dengue Ag EIA Positivo Negativo Total
Positivo 135 5 140
Negativo 12 286 298 Total 147 201 438
Sensibilidad Relativa: 96.4%, Especificidad Relativa: 96.0%,
Concordancia: 96.1%

Reactividad cruzada: Se ensayaron muestras con enfermedades infecciosas para determinar la reactividad cruzada, de acuerdo
con el procedimiento estandar. Los resultados demostraron que no presenta reaccién cruzada con las siguientes infecciones:

Muestra

N2 de muestras

IgM

19G

Ag

Suero positivo a HBsAg 10 - -
Suero positivo a HAV 10 - -
Suero positivo a HCV 10 - -
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