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RESUMEN

Se generaron 3 anticuerpos monoclonales 8E8, 3F7 y 1E9 contra el virus dengue 4 cepa H-241. Estos anticuerpos monagel@males most
distintos patrones de reactividad contra los 4 serotipos de dengue y diferentes preparaciones de antigeno del seratifiredortuand
ensayados en varios métodos seroldgicos. El anticuerpo monoclonal 8E8 presentd una especificidad de serotipo (D-2mpdeitdibici
hemaglutinacién), subcomplejo (D-2 y D-4, por inmunofluorescencia) y de complejo por la técnica de inmunoperoxidasa.daie capaz
neutralizar al virus homologo en 80 % y resulto ser el Gnico anticuerpo monoclonal reactivo en la prueba de fijacion dentomglem
anticuerpo monoclonal 3F7 no reaccioné por inhibicion de la hemaglutinacion, reconocié a los serotipos D-1, D-2, D-3 y D-4 por
inmunofluorescencia y sélo al D-1 y D-4 por inmunoperoxidasa mientras que fue incapaz de neutralizar el virus homologie El 1E9
reactivo solo por inhibicion de la hemaglutinacién contra los serotipos D-1, D-2, D-3, y D-4 y neutralizé el serotipo B-4bsTodo
anticuerpos monoclonales fueron capaces de reaccionar contra diferentes antigenos de dengue mediante un ELISA de goble anticuer
y mostraron actividad fluorescente contra el pase 38 en cultivo de rifién de perros Beagle, sin embargo no fueron capanes denea

un antigeno recombinante de D-4.

Descriptores DeCSANTICUERPOS MONOCLONALES/inmunologia; VIRUS DEL DENGUE/inmunologia.

Los anticuerpos monoclonales (AcM)
generados contra el virus dengue han resultado un
medio sensible y eficaz para estudiar los diferentes
determinantes antigénicos. Estas especificidades
antigénicas forman las bases para la clasificacién
seroldgica de los flavivirus mediante fijacion de
complemento (FC), inhibicion de la hemaglutinacion
(IH), inmunofluorescencia (IF) y neutralizacion
(Nt).*® El conocimiento de la localizacion precisa
de sitios antigénicos en las diferentes proteinas
virales mediante AcMs ha permitido definir epitopes
unicos, de complejo y subgrupo especifico ademas

de los mecanismos en los cuales estan involucrados.

Por ejemplo las especificidades de subgrupo han
sido mostradas por ensayos de inmunofluorescencia
y neutralizacion. El mapa de la proteina E de los
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flavivirus ha sido establecido por ensayos de
competenciay se ha determinado la distribucién

de los epitopes incrementadores en varias cepas de
dengue 2 mediante el método de inmunoangatiiin
dependiente de anticuerpo (IDA).

La IDA es un mecanismo regulador de la
severidad de la enfermedad, de importancia
epidemiologica y clinica. La posibilidad de
identificar, con la ayuda de AcMs, los epitopes
determinantes de la inmunoamplificacion han
convertido a éstos en valiosas herramientas para el
estudio del fendmeno de IDA y el sindrome de
choque por dengué.

A pesar de la creacién de nuevas estrategias
para mejorar la tecnologia de hibridori&da
convencional, junto con la aplicacion de técnicas
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moleculares, continla suministrando estos reactivos
especificos de gran utilidad en la identificacion, la
caraterizacion y el diagnéstico de los flavivifds®

En este estudio fueron generados y caracterizados
AcMs murinos contra el virus dengue 4 (D-4V)
con el objetivo de estudiar éstos en la IDA'y su
relacion con cepas de dengue 2.

METODOS
VIRUS Y ANTIGENOS

Células deAedes albopictu€6/36-HT
donadas por el doctor Javier Diaz (Laboratorio
Departamental, Medellin, Colombia) y BHK-21
clono 15 (donada por la Fundacién Rockefeller)
sublinea BHK-21 clono 13 (ATCC, 1992) en medio
MEM que contenia 2 mmol de glutamina 'y 10 %
de suero fetal bovino (SFB) fueron infectadas a
una multiplicidad m=1 con cada una de las cepas
prototipos de los 4 serotipos del virus dengue D1
(Hawaii), D2(NG-C), D3 (H-87), D4 (H-241), para
ser empleadas en enanos de IF% IP.

Los sobrenadantes de las células C6/36
infectadas (Ag celular) fueron clarificados por
centrifugacion a 800 gravedades entre los dias 4 a
7 posinoculacién (segun el serotipo viral inoculado)
y los sobrenadantes cosechados mediante 7 % p/v
de PEG 6 000 BDH (Poole, UK) para ser
purificados en gradiente de sacarosa y estudiados
por ELISA en ensayos comparativos.

Las células de un cultivo primario de rifidn de
perro Beaglé! crecidas en medio Dulbecco
suplementado con 10 % de suero fetal bovino,
fueron inoculadas con el pase 38 del virus D-4 cepa
N-18045 en este sistema.

Las cepas prototipo de los virus del complejo
dengue fueron inoculadas en el cerebro de ratones
lactantes, a partir de los cuales fueron preparadas
suspensiones antigénicas (Ag cerebro) y tratadas
con sacarosa-acetona segun se descrildelad
y CasalsFueron utilizados en los ensayos de ELISA
de doble anticuerpo (ELISA-da) y FC e IH,
respectivamente.

Una suspension viral del D-4 sin tratamiento
con sacarosa/acetona fue utilizada como antigeno
en la obtencion de AcM&1°

PURIFICACION VIRAL

Fue colocado 1 mL de cada suspension viral
precipitada con PEG sobre un colchén de un

gradiente discontinuo de sacarosa 20 %y 50 % p/v
en PBSy centrifugado a 1 500 gravedades durante
2ha4°C.Lafraccion viral (506L) fue colectada
con la utilizacién de una aguja de 23 G (Falconar
AKI. Inmunological studies on the non-structural

1 glycoprotein [NS-1] of dengue 2 virus [PhD
Thesis]. London School of Hygine and Tropical
Medicine. London UK. 1992). Esta preparacion
antigénica purificada (AgP) fue empleada en el
ELISA-da.

GENERACION Y TAMIZAJE DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Las células provenientes del bazo de los ratones
inmunizados fueron obtenidas 3 d después de la
inoculacion final y fusionadas con la linea celular
de plasmacitoma murino P3X63/Ag.8 (ATCC,
1992) en una relacion 10:1 con PEG 1500 Sigma
(St. Louis, MO) siguiendo la metodologia de
Fazekas deSt Grothy Scherdergercon ligeras
modificacioneg®?'Después de la seleccion de los
hibridomas con medio HAT, el sobrenadante de
cultivo fue tamizado mediante un ELISA de tipo
indirecto. Los hibridomas de interés fueron clonados
3 veces por dilucidlimitante y la produccion de los
AcMsin vivose realizé con la inoculacion de casi 1X10
células hibridas en ratones BALB/c previamente
inoculados con 0,3-0,5 mL IP de Pristane Sigma (St.
Louis, MO). El liquido ascitico fueosechado y
clarificado por centrifugado a 800 gravedades durante
10 min y almacenado a -20 tasta su uso.

ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS
ELISA celular

El tamizaje de los AcMs se realiz6 mediante
un ELISA celular (ELISA-c). Se inocularon frascos
de 25 cmiNunclon (Koskilde, Den.) con monocapa
confluente de células C6/36 con el virus dengue 4
cepa H-241 a una multiplicidad de 0,1. Alos 5d
posinoculacién fueron separadas suavemente y
fijadas en placas de ELISA (Dynatech, UK),
tratadas antes con poli-L lisina 0,1 % pl/v,
centrifugadas a 400 gravedades por 5 min e
incubadas 4 °C por 1 h. Posterior a la incubacién
se afiadieron a cada pozo 100 mL de glutaraldehido
0,0025 % durante 15 min a temperatura ambiente.
El blogueo se realiz6 al afiadir 1 % de albdmina



bovina (BSA) y después se adicionaronlDde

los sobrenadantes del cultivo de hibridomas. La
presencia del anticuerpo fue detectada con la adicion
de un anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con
peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO) y revelada con
el uso como sustrato de la ortofenilendiamina
(OPD). Cada muestra fue evaluada a la vez sobre
célulasfijadasC6/36 no infectadas. El valor de
corte estuvo dado por la relacién de las

densidades Opticas de las muestras positivas sobre

las negativas (R=P/N). Un P&3 fue considerado
como positivg??

ELISA de clase y subclase

La determinacion de la clase y subclase de
inmunoglobulina se realizd con léliaacion de un
estuche de reactivos Sigma Immuno Chemicals
ISO-1 (St. Louis, MO). El ensayo fue realizado de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

ELISA doble anticuerpo (ELISA-da)

La especificidad y reactividad cruzada fueron
determinadas por un ELISAaon el uso de un
antisuero anti-dengue (captura) y los antigenosefg
Ag cerebroy Ag P. También fue utilizado un extracto
antigénico de la proteina E recombinante expresada
enPichia pastor# (Muné M. Obtencion de clones
dePichia pastorigransformados con el gen de la
envoltura truncada del virus dengue 4 [Tesis de
Maestria]. Instituto de Medicina Tropical “Pedro
Kouri"). El ensayo fue realizado como se describid
antes. Estos AcM fueron también estudiados en
ensayos de 1P, Nt>2® FC28 IP?7 e IF#
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RESULTADOS

Se escogieron 3 AcM contra D-4 a partir de
los valores obtenidos en el ensayo ELISA-c y
caracterizados por ELISA-da, IF, IH, FC e IP (tablas
1y 2). En estos ensayos se utilizé el AcM producido
in vivo, mientras que los sobrenadantes de los
hibridomas fueron empleados en la determinacion
del isotipo. Se obtuvo IH para los AcMs 8E8 y
1E9, en el primer caso el mayor titulo se obtuvo
para el serotipo D-2 y el 1E9 mostro reactividad
cruzada a los 4 serotipos. EI AcM 3F7 no fue
reactivo para estos ensayos.

La actividad fluorescente determinada en
células C6/36 resulto ser de complejo para el AcM
3F7 mientras que el AcM 8E8 fue subcomplejo
especifico. El patrén de fluorescencia exhibido fue
en forma de focos y en el nivel citoplasmatico. El
resultado obtenido en la prueba de
inmunoperoxidasa mediante células BHK-21y RPB
inoculadas con el pase 3l D-4 N18045
arrojaron un reconocimiento subcomplejo
especifico para el AcM 3F7 y complejo especifico
para el 8E8. Los AcMs 8E8 y 1E9 neutralizaron
el virushomalogo.

El patron de reactividad de estos AcMs por
ELISA-da con el uso de diferentes preparados
antigénicos de los 4 serotipos del dengue fue de
hecho variable (fig.). Todos los AcMs mostraron el
mayor titulo cuando fueron enfrentados al antigeno
celular. Este resultado esta4 de acuerdo con los
obtenidos en ELISA-c, pues éstos fueron
seleccionados después de la fusiéon por este ensayo,
sin embargo el reconocimiento por cada AcM contra
AgP y Ag de cerebro fue diferente.

TABLA 1. Caracteristicas de los anticuerpos monoclonales (AcMs)

anti-D4
SubC Rc-ELISA
AcMs
8E8 lgG2a 4
3F7 lgG1 39
1E9 lgG1 31
SNR -
SRH +

Sub C: subclase de immunoglobulina; Rc-ELISA: relacion celular-
ELISA; SNR: suero normal de ratén; SRH: suero de ratén hiperinmune.
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TABLA 2. Patrén de reactividad serolégica de anticuerpos monoclonales (AcMs) anti-D-4

AcMs IH IF P Nt FC
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D4

8E8 4 32 8 <8 - + + + + + + 80% 40

3F7 - - - - + + + + + 36 % -

1E9 8 64 R 16 - - - - - - - 52% -

SHR 256 1024 128 1024 + + + + + + + 0% &4

SNR - - - - -

10% <4

Titulos expresados como inverso de la dilucién, en Nt fue usada la diluciéon 1:10 del anticuerpo. IH: inhibicion de la mecraglul:
inmunofluorescencia; IP: inmunoperoxidasa; Nt: neutralizacion; FC: fijacion de complemento; SNR: suero normal de ratoar@S&Hraan
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Fig. Patron de reactividad de los anticuerpos monoclonales (AcMs) por Elisa-da.

En todos los serotipos, 8E8 AcM reconocio al
Ag cerebro mejor que al Ag P, mientras 1E9 mostro
altos titulos al Ag P y el 3F7 presento la mayor
reaccion con Ag-cerebro a D-1y D-2, y con AgP
dio mayor respuesta a los serotipos D-3y D-4 que
otros AcMs.

La reaccién cruzada de los AcMs a legrbtipos
del dengue fue variada. EI 8E8 y el 1E9 mostraron
mayor reaccion con D-1 que los otros 3 serotipos,
sin embargo el 3F7 fue mas especifico a D-4y
D-2. Ninguno de los AcMs fue capaz de reaccionar
en ELISA-da con el antigeno D4 recombinante.

DISCUSION

Se describe la generacién de AcMs que
reconocen al virus dengue 4 cepa H-241. Fueron
especificos al complejo dengue por al menos un
ensayo 3 de ellos (8E8, 3F7y 1E9) y s6lo 2 (BE8 y
1E9) fueron neutralizantes.

Los ensayos de IH y Nt han formado las bases
para la clasificacién antigénica de los flavivirus. La
proteina de la envoltura (E) esta relacionada con la
IH, Nty provee evidencias para los determinantes
especificos de tipo, grupo y compléj® Esta



proteina media la unién del virus a los receptores
de la superficie celular y el paso de fusién a8sta.
También induce la formacion de anticuerpos
neutralizantes, protectores y que inhiben la
aglutinacion de eritrocitos.

La complejidad de estas relaciones entre los
flavivirus ha sido enfatizada por la aplicacion de
AcMs especificos a la proteinag®®! Los AcMs
han mostrado relaciones inesperadas entre
miembros del complejo dengue, ademas de grupo
y tipo especifico fue reconocido otro concepto de
subcomplejo especifico para los serotipos (1-4) y
(2-3) del virus dengue, que fueron demostrados
por Gentryy otros?

Estos AcMs mostraron combinaciones distintas
entre IH y Ntlas cuales concuerdan con reportes
previos acerca de estos patrones de comportamiento
respecto a la IH y la Nt i+, Nt+; IH-, Nt+;

IH+, Nt-).*

Los analisis de la proteina E con AcMs
han permitido identifiar 7 epitopes clasificados
en 3 grupos relacionadb&n la misma forma han
sido definidos 3 dominios antigénicos sobrelapados
(1, 1, y M) correspondientes a 3 entidades
estructurales diferent&s3*En el dominio |, el cual
esta relacionado con el dominio antigénico C, han
sido enontrados epitopes de especificidad de tipo y
subtipo. El dominio Il con el dominio antigénico A,
esta caracterizagmr portar epitopes neutralizantes
e inhibidores de la IH ademas de una secuencia
aminoacidica altamente conservada, que explica la
reactividad cruzada de los flavivirus. Por otra parte
su estructura tiene 6 puentes disulfuros por lo que
es muy sensible a las condiciones de desnaturalizacion.
Reportes recient&han encontrado 5 epitopes en el
dominio A arreglados en 3 regiones espaciales
independientes. Estos epitopes fueron destruidos
por reduccion y mostraron su alta sensibilidad a
estas condiciones.

El dominio Il o dominio antigénico B es el
dominio C' terminal”*®y es comun para todos los
flavivirus, ademas de estar involucrado en el
receptor de union a la célula, también en algunas
ocasiones es sensible a las condiciones de
desnaturalizacion por la presencia de un enlace
disulfuro.

El 8E8 y 1E9 fueron positivos por ensayos
seroldgicos al reconocimiento de la proteina E. El
hecho de que los AcMs no pudieron ser
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confirmados por ensayos de inmunodeteccion (datos
no mostrados) sugiere una posible afectacion por causa
de su alta sensibilidad a las condiciones de reduccion.
Mientras el 3F7 fue capaz de reconocer al virus sélo
cuando éste estaba expresado en células RPB o C6/36.
Estos resultados sugieren que el AcM 3F7 podria
identfficar otra proteina viral asociada con la
membrana celular.

La estrategia de la proteina E truncada en el
C’terminal y expresada en diferentes vectores ha
sido descrita antéy/ se ha demostrado en un gran
numero de casos la produccion de anticuerpos
protectores a esta protefiids

La proteina E utilizada en este estudio fue
mutada en su sitio de anclaje cerca del dominio B.
Los AcMs no fueron reactivos cuando se
enfrentaron a la proteina E recombinante truncada.
Es posible que el epitope reconocido por los AcMs
no esté bierconservado o sea inaccesible en esta
proteina a pesar de que estos AcMs fueron generados
a partir del irus dengue serotipo 4. El mismo
resultado se obtuvo cuando el AcM anti-dengue
H3/6 fue utilizado en un ensayo similar, en este
caso, la causa pudo ser porque el AcM H3/6 fue
obtenido contra el virus D2 o cual explica una
reactividad disminuida frente a otros serotipos.

Todos estos resultados sugieren que los AcMs
8E8 y 1E9 deben reconocer la proteina E del virus
dengue y posiblemente un determinante localizado
en el dominio A de esta proteina estructural, de
acuerdo con su reactividad serolégica. EI AcM 3F7
podria reconocer otra proteina que esta expresada
sobre la superficie celular, es posible sea NS-1.

Una respuesta definitiva sobre la especificidad
de estos AcMs puede ser obtenida con el uso de
inmunodeteccidn no reductora y como controles
AcMs anti-NS-1y anti-capsida.
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SUMMARY

These types of monoclonal antibodies 8E8, 3F7 and 1E9 to
dengue 4 virus H-241 strain. These monoclonal antibodies show
various patterns of reactivity to the four dengue serotypes and
different antigen preparations of serotype 4 when they were
tested in various serological methods. The monoclonal antibody
8E8 exhibited a specificity of serotype (D-2 ; by hemagglutination

inhibition); subcomplex (D-2 and D-4 by immunofluorescence)
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and complex (by immunoperoxidase technique). It was able to
neutralize by 80% homologous virus and it turned out to be the
only reactive monoclonal antibody the complement fixation
test. The monoclonal 3F7 did not react to by hemagglutination
inhibition, recognized serotypes D-1, D-2, D&hd D-4 by
immunofluorescence and only serotypes D1 and D4 by
immunoperoxidase technique but it was unable to neutralize the
homologous virus. The 1E9 antibody was reactive to serotypes
D1, D-2, D-3 and D-4 only by hemagglutination inhibition and
neutralized serotype D-4. All the monoclonal antibodies were
able to react to various dengue antigens through an ELISA of
double antibody and showed fluorescent activity agairispass in
Beagle dog kidney culture; however, they could not react to a D-4
recombinant antigen.

Subject headings:ANTIBODIES,MONOCLONAL/immunology;
DENGUE VIRUS/immunology.
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