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La frase mas excitante que se puede oír en ciencia, la que 
anuncia nuevos descubrimientos, no es "¡Eureka!" (¡Lo 
encontré!) sino 'Es extraño ...'. 
 

Isaac Asimov 



 

SINTESIS 
 

La tecnología de exposición de péptidos en fagos filamentosos es una alternativa para  

identificar epítopos de las proteínas del virus dengue de potencial uso en el desarrollo de 

vacunas y ensayos diagnósticos. En el presente trabajo, el empleo de esta tecnología 

permitió identificar cuatro mimotopos que simulan epítopos de este virus, basado en el 

reconocimiento por anticuerpos contra el serotipo 3 del virus, presentes en sueros humanos. 

Uno de dichos mimotopos mostró una secuencia aminoacídica similar a una región de la  

proteína no estructural NS3, altamente conservada entre los cuatro serotipos del virus, y una 

de las más potentes inductoras de la respuesta de linfocitos T. Los tres mimotopos restantes 

mostraron similitud aminoacídica con la  proteína no estructural NS4B. Se demostró que el 

mimotopo de NS4B en sus dos variantes peptídicas, acoplado a  la albúmina bovina sérica 

así como en forma de un sistema de péptidos de múltiples antígenos, detectó anticuerpos a 

tres de los cuatro serotipos. Los mayores niveles de detección  se encontraron  al serotipo 3 

del virus, en sueros de pacientes con una infección secundaria, lo cual sugiere la 

potencialidad de los mismos para aplicarse como herramienta diagnóstica para la 

tipificación viral. El sistema de péptidos de múltiples antígenos indujo en ratones una 

respuesta de anticuerpos específica, lo que corrobora el papel de la proteína NS4B en la 

respuesta inmune del hospedero durante  la infección. Se confirmó también que la secuencia 

aminoacídica correspondiente al mimotopo de NS4B, mostró “in sílico” elevada 

probabilidad de  presentarse como epítopo de células T por una proporción de individuos de 

la población cubana y de otras zonas geográficas, todo lo cual apoya la inclusión del mismo 

en el diseño de futuras vacunas de subunidades.   



 

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS  
 
aa: aminoácidos 
ABS: Albúmina Bovina Sérica 
AcM: anticuerpo monoclonal 
ACF Adyuvante Completo de Freund 
ADA Amplificación Dependiente de Anticuerpos 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
AIF: Adyuvante Incompleto de Freund 
ARN: ácido ribonucleico  
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1. INTRODUCCIÓN 

El dengue se considera una de las enfermedades virales de mayor importancia dentro de 

las enfermedades emergentes y re-emergentes transmitidas por mosquitos. Alrededor de 

50- 200 millones de personas se infectan anualmente, de las cuales aproximadamente 

500 000 resultan en casos graves de la enfermedad y 20 000 mueren (1). El virus 

responsable de esta enfermedad se conoce como virus del  dengue y comprende cuatro 

serotipos designados como dengue 1 (DENV-1), dengue 2 (DENV-2), dengue 3 (DENV-

3) y dengue 4 (DENV-4) (2). La infección por cualquiera de los cuatro serotipos del 

virus dengue (DENV 1-4) puede cursar en forma asintomática o expresarse con un 

espectro clínico amplio que incluye la forma grave y la no grave de la enfermedad (3). 

La  respuesta de anticuerpos a dengue usualmente actúa para prevenir o controlar la 

infección, mediando tres funciones fundamentales: la neutralización del virus 

extracelular al bloquear la unión o fusión de la envoltura viral a su receptor en la 

membrana plasmática celular, la eliminación de las células infectadas por el virus, a 

través de un mecanismo de citotoxicidad celular o de citolisis mediada por complemento. 

Sin embargo, los anticuerpos que se originan durante una infección por dengue o por 

otro flavivirus pueden amplificar una siguiente infección con un serotipo diferente de 

dengue, fenómeno este llamado Amplificación Dependiente de Anticuerpos (ADA) (4). 

La presencia de anticuerpos contra las proteínas de los virus del dengue se ha  

demostrado, mediante técnicas como Western Blot y ensayos inmunoenzimáticos de fase 

sólida. Los anticuerpos a la  proteína estructural Envoltura (E)  y a las proteínas no 

estructurales NS3 y NS5 se han detectado  en sueros de  pacientes con  infección  

primaria y secundaria (5). Los pacientes con una infección secundaria producida por 

alguno de los virus del dengue, presentan anticuerpos de tipo inmunoglobulina (Ig) IgG 

con títulos elevados contra muchas otras proteínas virales, incluyendo NS1, Cápsida (C), 

prM y  NS4 (6-8). 
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Durante décadas los anticuerpos monoclonales (AcM) anti-dengue se han  utilizado 

exitosamente como herramientas útiles en múltiples investigaciones. La mayoría de estos 

AcM se han obtenido a través de la tecnología clásica de hibridomas (9) y se han 

evaluado en cuanto a las propiedades de neutralización, amplificación de la infección y 

de protección pasiva (10-15). 

El dengue es una de las enfermedades infecciosas en las cuales la obtención de 

preparaciones de antígenos virales para fines, preventivos, diagnósticos o investigativos, 

se realiza a partir de cultivos celulares infectados o tejidos animales, lo cual implica el 

empleo de animales experimentales así como procesos largos, laboriosos y costosos (16, 

17). Por ello es de gran importancia disponer de nuevas  fuentes alternativas de antígenos 

para el desarrollo de candidatos vacunales y  herramientas para el diagnóstico, y de esta 

forma evitar las principales desventajas relacionadas con la manipulación del virus. 

En la década de los 80 se describió la tecnología de presentación de péptidos y proteínas 

sobre fagos filamentosos (18). Esta tecnología consiste en la modificación por ingeniería 

genética de las partículas virales, de esta forma, cada partícula de fago puede incorporar 

a su material genético genes foráneos de interés, y exponer en su superficie las 

secuencias proteicas codificadas por ellos (fusionadas a proteínas de la cápsida viral) 

(18). Investigaciones recientes han mostrado que los péptidos expuestos en fagos, 

seleccionados empleando anticuerpos producidos contra antígenos relacionados con 

determinada patología, pueden ser una herramienta importante tanto para el diagnóstico 

como para la prevención de enfermedades (19-21). Estos péptidos no necesariamente 

presentan una similitud de secuencia con el antígeno, pero sí suficiente homología 

conformacional para inducir anticuerpos de alta afinidad capaces de unirse a ellos y al 

antígeno natural (22).  

Numerosos grupos de investigadores han dirigido sus trabajos a identificar epítopos del  

virus del dengue a partir de bibliotecas de péptidos presentados en fagos, empleando 
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AcM. Algunos de ellos, (valiosos por su especificidad) se han utilizado exitosamente y 

han permitido la detección de anticuerpos y la tipificación del serotipo de infección a 

partir de muestras clínicas (23-25). En el laboratorio de Arbovirus del Instituto “Pedro 

Kourí” (IPK), existen mimotopos del virus del dengue obtenidos empleando una 

biblioteca de péptidos y  el AcM murino H3-6, el cual  reconoce a  los cuatro serotipos 

del virus dengue. El péptido derivado de esta selección presenta similitud con la proteína 

de la envoltura, y presenta reactividad con anticuerpos  anti-dengue presentes en 

muestras de sueros humanos  y  de ratones inmunizados (Comunicación Personal, Dra. 

Maritza Pupo, Instituto de Medicina Tropical IPK, 2012).   

 El uso de AcMs en esta metodología tiene limitantes (23), los AcMs presentan 

solamente una fracción del total de la respuesta de anticuerpos a un antígeno 

determinado, en cambio los sueros policlonales tienen un amplio repertorio de la 

población  de anticuerpos producidos, lo que incrementa las posibilidades de su 

utilización para la  selección de  mimotopos útiles (26).  

El suero humano es una fuente valiosa de información de los antígenos que han estado 

en contacto con el organismo. Esta información existe en forma de respuesta inmune 

humoral y está dada por los anticuerpos policlonales presentes en el suero, los cuales son 

producidos por diferentes clones de linfocitos B, presentan diferente clase, afinidad y 

reconocen diferentes epítopos (27). 

La utilidad de los sueros policlonales humanos y bibliotecas de péptidos expuestos en 

fagos filamentosos, para la identificación de epítopos específicos se ha validado para 

patógenos causantes de enfermedades infecciosas virales (20, 28-30). Folgori y 

colaboradores en el año 1994 (22) desarrollaron una metodología que facilita la 

selección en estas bibliotecas de los ligandos reconocidos por los sueros de pacientes de 

una determinada enfermedad y que no son reconocidos por los sueros de los individuos 

sanos. Esto es posible ya que a pesar de la diversidad de la respuesta inmune humoral 
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que se genera a un determinado agente etiológico en individuos diferentes,  de modo 

general se producen un conjunto de anticuerpos comunes en la población afectada por 

una misma enfermedad (22).   

Hasta el momento no se ha explotado la obtención de mimotopos del virus del dengue 

empleando sueros humanos y bibliotecas de péptidos expuestas en fagos filamentosos. 

Considerando lo expuesto anteriormente y que su aplicación pudiera constituir una 

vertiente en las investigaciones dirigidas al diseño de un candidato vacunal efectivo, al 

desarrollo de reactivos de nueva generación de uso potencial en técnicas de diagnóstico 

(31, 32), además de permitir definir los epítopos relacionados con la  inmunopatogénesis 

de la enfermedad (33) nos planteamos la siguiente hipótesis: 

1.1. Hipótesis 

El empleo de sueros humanos que contienen anticuerpos específicos al virus dengue  y 

bibliotecas de péptidos presentados en fagos filamentosos, permite identificar 

mimotopos del virus con potencialidad diagnóstica y vacunal.  

1.2. Objetivos 

1.2.1 Objetivo general 

 Identificar mimotopos del virus dengue, a partir de una biblioteca de péptidos 

presentados en fagos filamentosos, utilizando sueros humanos inmunes al 

serotipo 3 del virus. 

1.2.2 Objetivos específicos  

1. Identificar mimotopos del virus del dengue a partir de una biblioteca de péptidos 

presentados en fagos filamentosos. 

2. Determinar la utilidad de los mimotopos identificados para la detección de anticuerpos 

anti-dengue presentes en muestras de sueros humanos. 
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3. Evaluar la respuesta inmune humoral específica inducida en ratones BALB/c por  

variantes peptídicas de los mimotopos seleccionados.  

4. Identificar regiones antigénicas  para células B y epítopos de células T de la proteína 

del virus dengue  correspondiente con el  mimotopo identificado, mediante el empleo de 

programas bioinformáticos. 

          Tareas  

Para cumplimentar los objetivos anteriores nos trazamos las siguientes tareas. 

Objetivo 1. 

 Seleccionar clones individuales de los fagos  reconocidos por anticuerpos 

anti-dengue presentes en sueros humanos, mediante una biblioteca de 

péptidos lineales de 9 aminoácidos (a.a) presentados en fagos filamentosos. 

 Caracterizar los clones de fagos aislados utilizando Líquidos Ascítico 

Hiperinmune (LAH) murinos que contienen anticuerpos contra los cuatro 

serotipos del virus dengue y  otros arbovirus. 

 Definir cuáles clones de fagos presentan los epítopos capaces de competir 

con el virus por su sitio de unión con los  anticuerpos anti-dengue, mediante 

un ensayo inmunoenzimático de fase sólida (ELISA -del inglés- Enzime 

Linked Immunosorbent Assay) ELISA de inhibición.   

 Determinar el reconocimiento de los fagos específicos de virus dengue  con 

un AcM anti-complejo dengue. 

 Analizar la similitud entre las secuencias  de los péptidos expuestos en los 

clones de fago y las proteínas  del virus dengue.  
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Objetivo 2.  

 Diseñar y sintetizar péptidos sintéticos a partir de la secuencia expuesta en 

los clones de los fagos  seleccionados. 

 Determinar la capacidad  de los péptidos sintéticos de detectar anticuerpos en 

el suero de pacientes con diferentes tipos de infección a dengue.  

Objetivo 3. 

 Evaluar  la respuesta de anticuerpos inducida en ratones inmunizados con el  

péptido sintético correspondiente con el mimotopo seleccionado. 

Objetivo 4.  

 Identificar “in sílico” los epítopos B, T y T promiscuos de la proteína del 

virus  dengue  que simulan los  mimotopos identificados.   

 Analizar “in sílico” la cobertura poblacional frente al epítopo seleccionado. 

 

1.3. Novedad científica y valor teórico 

Se describe por primera vez la utilización de sueros humanos positivos a anticuerpos 

contra el virus del dengue para seleccionar mimotopos del virus, a partir de bibliotecas 

de péptidos presentados en fagos filamentosos. 

Se describen secuencias aminoacídicas de las proteínas NS3 y NS4B (NS proteína no 

estructural del virus dengue (del inglés- nonstructural) identificadas empleando sueros 

humanos inmunes al virus del dengue, demostrando la importancia de las mismas en la 

respuesta inmune del hospedero durante la infección viral. 

Se demostró la utilidad del mimotopo de  la proteína NS4B del DENV-3 para la 

detección de anticuerpos  presentes en  sueros humanos inmunes. 

Se presentan nuevos y valiosos aportes al conocimiento de la proteína NS4B, basados en 

los resultados de la inmunogenicidad del mimotopo de  la proteína NS4B, al demostrarse 
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que la respuesta de anticuerpos inducida reconoció, en etapas temprana de la infección, a 

la proteína nativa en cultivos celulares.  

Se identificó la presencia potencial de epítopos B, T y T promiscuos en la proteína 

NS4B, se demostró además, que el epítopo seleccionado –FEKQLGQV- de la proteína 

NS4B tiene elevadas probabilidades de ser presentado por una gran proporción de 

individuos de la población cubana.  

           1.4. Valor práctico 

Los resultados expuestos en esta tesis son de utilidad para  el diseño de candidatos 

vacunales contra el virus del dengue. Al mismo tiempo, este trabajo propone dos 

formatos de  péptidos sintéticos con potencialidades para el diagnóstico de la infección 

por el virus del dengue y aporta una estrategia para la selección de mimotopos 

específicos de DENV-1, 2 y 4 con sueros humanos con presencia de anticuerpos a estos 

serotipos virales.  

Los resultados presentados en esta tesis se obtuvieron a partir del proyecto de 

colaboración: Identification of Dengue Virus Specific Epitopes, llevado a cabo entre  el 

Instituto Finlay y la Universidad de Glasgow (Reino Unido). Estos resultados se han 

presentado en diferentes eventos científicos y han sido publicados en revistas nacionales 

(1) e internacionales (2). 
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2. REVISION BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Características de los virus del dengue  

El virus dengue pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae en la cual se 

agrupan aproximadamente 70 miembros. Existen cuatro serotipos (DENV-1, 2, 3, 4), 

para los cuales se ha descrito una homología de secuencia de alrededor de  un 70 %(2).  

Las partículas maduras del virus  son esféricas, presentan  un diámetro entre 40 y 60 nm 

(34) y contienen una nucleocápsida de 30 nm de diámetro rodeada por una bicapa 

lipídica de 10 nm de espesor (35). El genoma viral consiste en una molécula de ácido 

ribonucleico (ARN) de simple cadena positiva, de aproximadamente 11 kb de longitud y 

4,2 kDa de peso molecular. Posee en el extremo 5’ una caperuza m7G5’ppp5’A y no 

presenta cola poliadenilada en el extremo 3’(34). Contiene un solo marco de lectura que 

codifica para tres proteínas estructurales: cápsida, envoltura y membrana (M). Esta 

última se obtiene durante la maduración de la partícula viral a partir del precursor 

denominado prM y para siete proteínas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B y NS5 (34, 35).  En los extremos 5’ y 3’ presenta secuencias no 

codificadantes que dirigen los procesos de amplificación, de traducción y de 

empaquetamiento del genoma viral  (Figura 1). 

 

Figura. 1. Genoma de los DENV. Tomado de Clyde K y colaboradores, 2006 
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          2.2. Proteínas virales 

                     2.2.1. Proteínas estructurales  

La proteína C tiene un peso molecular de 13,5 kDa y es el primer polipéptido sintetizado 

durante la traducción (35). El carácter altamente básico que posee esta proteína podría 

permitirle interactuar con el ARN que se encuentra en el interior de la nucleocápsida 

para formar un complejo ribonucleotídico. El dominio hidrofóbico en su extremo C-

terminal le sirve de anclaje transitorio a la membrana en el sitio de replicación. Además, 

actúa como transductor de señales de transmembrana para la inserción de la prM dentro 

del retículo endoplasmático rugoso e interviene en el ensamblaje del virión. Este 

dominio hidrofóbico puede ser eliminado por una proteasa codificada por el virus antes 

de completar su maduración, dando lugar finalmente a la proteína C que forma el virión 

maduro (34). 

Durante la maduración y después de la ruptura de la proteína C tiene lugar la escisión 

proteolítica específica del precursor prM glicosilado de 22 kDa, liberándose su extremo 

N-terminal que da lugar a la proteína no glicosilada M de 8 kDa (36). Esta digestión 

parece ocurrir en las vesículas acídicas del post-Golgi y precede a la liberación del virus 

de la célula. La proteína prM es considerada no estructural y se localiza en viriones que 

tienen defecto en la maduración (2).  

La proteína E tiene un peso molecular de 53 a 54 kDa y se encuentra glicosilada en la 

mayoría de los virus de esta familia. Contiene aproximadamente 500 residuos 

aminoacídicos (35) y un dominio N-terminal anclado en la membrana. Presenta en su 

estructura 12 residuos aminoacídicos de cisteína que forman seis puentes disulfuros 

intramoleculares (37). La cadena polipeptídica que conforma el fragmento soluble de la 

proteína E se ensambla en tres dominios: un dominio central en hoja plegada (dominio 

I), una región de dimerización elongada (dominio II) y una tercera región tipo 

inmunoglobulina (dominio III) que constituye el dominio carboxilo-terminal (aa 303- 
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395) (38). De acuerdo a la estructura del virión, el dominio III se encuentra expuesto (39, 

40). La proteína E desempeña un papel esencial en la unión a los receptores celulares, en 

la fusión a las membranas de las células y en el ensamblaje de los viriones, y constituye 

el determinante antigénico principal del virus del dengue (39). Particularmente, el 

dominio III de la proteína E presenta epítopos inductores de anticuerpos neutralizantes 

específicos de serotipo y en él se encuentra el sitio de unión al receptor celular (41). 

                      2.2.2. Proteínas no estructurales 

NS1 es una glicoproteína de 48 kDa de peso molecular, es sintetizada y modificada en el 

retículo endoplasmático rugoso, que se transporta al aparato de Golgi donde completa su 

glicosilación. Puede permanecer intracelular, expresarse en la membrana plasmática o 

ser secretada por la célula. Presenta un mosaico de determinantes antigénicos específicos 

de serotipo, así como de  complejo y grupo. Esta proteína puede intervenir en el 

ensamblaje y la maduración del virión facilitando la conformación apropiada de la 

proteína E (42).  

Algunos autores, basados en la detección de niveles más elevados de NS1 en plasma 

para los casos de fiebre hemorrágica por dengue (FHD) y en su correlación con los 

niveles de viremia, han sugerido la implicación de esta proteína en la patogénesis de la 

enfermedad por dengue(43).  

La región que codifica para la proteína NS2 se divide en NS2A y NS2B. NS2A se ha 

identificado como una proteína hidrofóbica de 20 kDa que se localiza en los posibles 

sitios de replicación del ARN, donde participa en el reclutamiento de las copias de ARN 

necesarias para la replicasa que se encuentra unida a la membrana. Además, presenta 

varios dominios de transmembrana que se requieren para el procesamiento proteolítico 

del extremo C-terminal de NS1(44). NS2B es una proteína hidrofóbica de 14,5 kDa que 

se encuentra asociada a la membrana. El funcionamiento como cofactor en el complejo 

NS2B-NS3 con actividad proteasa requiere de una región de 40 a.a presente en su 
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dominio central conservado. Este complejo es responsable, junto con la peptidasa señal 

del hospedero, del procesamiento de las uniones entre las proteínas no estructurales 

NS2A-NS2B-NS3-NS4A y NS4B-NS5, y de mediar la ruptura proteolítica del precursor 

E-prM-C (34).  

La proteína hidrofóbica NS3 es la segunda proteína en tamaño del virus, con un peso 

molecular de 70 kDa y se encuentra muy conservada en los flavivirus (35). La 

comparación de secuencias nucleotídicas y los análisis bioquímicos de NS3 sugieren que 

es una proteína trifuncional, con actividad proteasa, helicasa y trifosfatasa del ARN. En 

cuanto a su actividad proteasa, NS3 es una proteasa específica de serina que requiere 

tanto de una peptidasa señal del hospedero, como de un cofactor, que es NS2B (34). Se 

ha demostrado que la misma es la fuente principal de epítopos de células T(45). 

La proteína NS4 es modificada postraduccionalmente y se divide en NS4A y NS4B. 

Ambas proteínas son hidrofóbicas y presentan 16 y 27 kDa de peso molecular, 

respectivamente (35). Se plantea que NS4A participa en la replicación del ARN, quizás 

anclando componentes de la replicasa a la membrana celular. NS4B, igualmente puede 

encontrarse en los sitios de replicación del ARN (46). Está involucrada en la 

interferencia con la respuesta tipo I de interferón en células huésped (47). Se ha 

informado NS4B es responsable de  la inducción de inmunomediadores tales como 

Interleuquina (IL) IL6, IL-8, IP-10, el factor de necrosis tumoral α (TNF -del inglés- 

tumoral necrosis factor)  e interferón (IFN) IFN  -γ (48) y  que es una diana para  inhibir 

la infección por el virus del dengue (49). 

La proteína NS5 es la de mayor tamaño de los flavivirus, con 104 kDa de peso molecular 

y se encuentra altamente conservada en los  mismos (35). Es una proteína básica y se ha 

sugerido podría funcionar como  ARN polimerasa dependiente de ARN, lo cual se 

fundamenta en la presencia de una región altamente conservada, característica de este 

tipo de enzima presente en los virus de  ARN de cadena positiva (50). La homología de 
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algunas regiones de NS5, con secuencias características de las enzimas metiltransferasas 

involucradas en la formación de la caperuza del ARN, indican su posible participación 

en la metilación de la caperuza del extremo 5’ del ARN viral (34). 

           2.3. Replicación viral 

Después de la picadura del mosquito Aedes aegypti, y la inoculación del virus dengue a 

través de la piel, éste se replica inicialmente en las células dendríticas con la subsiguiente 

diseminación sistémica y la infección de los macrófagos y monocitos (51, 52).  

El virus dengue entra a las células hospederas por endocitosis mediada por un receptor 

celular (53). Si bien se ha demostrado que el sitio de unión viral se encuentra en el 

dominio III de la proteína E  el receptor celular aún no está definido. Se postula que la 

primera interacción del virus tiene lugar con elementos de unión de baja afinidad 

presentes en la superficie celular que tienen la función de concentrar el virus (53). Entre 

estos elementos se encuentran el heparán sulfato, lectinas de tipo C como DC-SIGN, 

molécula de adhesión intercelular específica 3-no integrina agarradora de célula 

dendrítica (-del inglés- dendritic cell specific intercellular adhesion molecule-3-

grabbing nonintegrin) (54) y un homólogo de DC-SIGN, el L-SIGN, molécula de 

adhesión intercelular específica 3-no integrina agarradora de nódulos linfáticos  (–del 

inglés- lymphnode specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin). Al 

parecer el virus es internalizado por receptores de alta afinidad entre los que se han 

propuesto las proteínas de choque térmico (Hsp –del inglés- heat shock protein), los 

proteoglicanos de heparán sulfato y el receptor de laminina de alta afinidad (55-57).  

Después de la internalización del virus se forman los endosomas, cuyo pH ligeramente 

ácido induce un cambio conformacional en la proteína E que provoca su re-asociación en 

trímeros y la exposición del dominio de fusión (58). Consecutivamente ocurre la fusión 

entre el virus y la membrana del endosoma con la liberación de la nucleocápsida viral al 
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citoplasma celular. La proteína C se disocia del ARN viral y comienza su traducción en 

los ribosomas asociados al retículo endoplasmático rugoso (59). La poliproteína 

resultante es procesada co y postraduccionalmente por proteasas de la célula (peptidasas 

señales) y del virus (complejo NS2B-NS3) para dar lugar a las 10 proteínas virales (34).  

Una vez sintetizado el complejo de replicación viral comienza la síntesis del ARN viral 

en las membranas de la región perinuclear (35, 60). Después de sucesivas rondas de 

transcripción y traducción comienza el ensamblaje de las partículas virales. Para ello, el 

ARN viral se une a la proteína C y luego pasa hacia el retículo endoplasmático rugoso, 

donde la nucleocápsida es envuelta en una bicapa lipídica que contiene a las proteínas 

prM y E, formando heterodímeros prM/E unidos de forma no covalente (2). 

Posteriormente, estas partículas son dirigidas hacia el retículo a través del aparato de 

Golgi, donde el ambiente ácido favorece el clivaje del hetereodímero prM/E por una 

proteasa del hospedero. Como resultado se obtiene la proteína M a partir de la proteína 

prM y se libera la proteína E. Las partículas virales maduras son liberadas de las células 

mediante un proceso de exocitosis a través de vesículas secretorias (61). 

          2.4. Manifestaciones clínicas de la enfermedad  

La infección provocada por cualquiera de los cuatro serotipos del virus dengue puede 

cursar de forma asintomática, conllevar a una enfermedad benigna denominada fiebre 

del dengue (FD), u ocasionar las formas más severas conocidas como FHD o síndrome 

de choque por dengue (SCD) (62, 63). El período de incubación de la enfermedad 

puede variar de cuatro a catorce días, pero generalmente es de cuatro a siete días (64).  

La FD se caracteriza por la presencia de fiebre alta de inicio abrupto, cefalea severa, 

dolor retro-orbital, mialgias, artralgias, rash y en ocasiones se observan manifestaciones 

hemorrágicas leves (65). La FHD se caracteriza por fiebre, trombocitopenia, 

manifestaciones hemorrágicas fuertes y por el incremento de la permeabilidad vascular 
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con extravasación de plasma (66). En el SCD se produce un deterioro súbito del paciente 

luego de una fiebre de corta duración. La temperatura desciende y aparecen signos 

indicadores de insuficiencia del sistema circulatorio (frialdad de la piel, congestión, 

cianosis peri-labial y tensión arterial baja) que desencadenan la muerte del paciente (67).  

El sistema de clasificación actual de DEN no es completamente efectivo y útil. Con la 

extensión del DEN a nuevas regiones se han observado  manifestaciones clínicas que 

contrastan con las encontradas en los niños del sudeste asiático (Tailandia) en la década 

del sesenta, las cuales forman la base de la clasificación de la Organización Mundial de 

la salud (OMS) (68). 

Desafortunadamente, existe  entrecruzamiento entre las manifestaciones clínicas y los 

exámenes de laboratorio de la FD y la FHD. Es así que últimamente se ha hecho énfasis 

en desarrollar algoritmos simples y reproducibles, los cuales sean aplicables al 

diagnóstico, definición de casos y manejo del DEN. Estos algoritmos están basados en 

estudios clínicos de múltiples países endémicos en diferentes grupos etáreos. 

Actualmente la nueva clasificación  se esta evaluando en 18 países  para su validación y  

la misma establece dos formas de la enfermedad, dengue (con y sin signos de alarma) y 

dengue grave (69, 70) (Anexo 1).  

          2.5. Situación epidemiológica y epidemias de dengue en Cuba 

El dengue afecta a numerosos países de las zonas tropicales y subtropicales del planeta. 

La enfermedad ha sido reconocida en más de 100 países y es endémica en África, el 

Mediterráneo Oriental, el Sudeste Asiático, el Pacífico Occidental y en América (69). 

Anualmente se reportan entre 50 a 100 millones de casos de FD y entre 250  000 a 500  

000 enfermos de FHD/SCD en el mundo (1).  

La primera epidemia de dengue en Cuba, después de la segunda mitad del siglo pasado, 

ocurrió por el virus DENV-1 entre los años 1977-1979 (71). En 1981 ocurrió otra 
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epidemia provocada por el virus DENV-2 y apareció por primera vez en el país y en 

América la FHD (72). En el período comprendido entre 1986 hasta 1996 no hubo 

transmisión de dengue en el país, sin embargo en 1997 volvió a detectarse el virus 

DENV-2 en el municipio de Santiago de Cuba (73).  

En el año 2000 ocurrió un pequeño brote de dengue en la entonces provincia de Ciudad 

de la Habana, donde se aislaron como causantes a los serotipos 3 y 4 (74). Más tarde, 

entre los años 2001-2002 se produjo otra epidemia en Ciudad de la Habana que tuvo al 

virus DENV-3 como agente etiológico (75). 

Después de la última epidemia ocurrida en el período 2001-2002, han ocurrido brotes de 

dengue en diferentes regiones del país, todos de corta duración. En las mismas se 

aislaron los serotipos DENV-3 y DENV-4 (Comunicación Personal Dra. María G 

Guzmán, Instituto de Medicina Tropical “IPK”, 2012).  

         2.6. Papel de la respuesta inmune contra el dengue en la patogenia de la  

enfermedad  

La respuesta inmune contra el virus del dengue está implicada, además, en la patogenia 

de la FHD/SCD. En este sentido, existen varias hipótesis que tratan de explicar la 

participación de los diferentes elementos de la respuesta inmune en el incremento de la 

carga viral en sangre, descrito en los pacientes que desarrollan las formas severas de la 

enfermedad (76, 77). 

                     2.6.1. Papel de los anticuerpos en la patogenia de la infección por 

dengue 

La ADA es un fenómeno serológico demostrado in vitro donde la infección viral de 

células susceptibles es modificada por la adición de anticuerpos que reconocen al virus. 

Durante la infección primaria por un serotipo determinado se originan anticuerpos 

capaces de neutralizar a los virus homólogos y por tanto proteger al individuo a largo 
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plazo; pero igualmente se originan anticuerpos neutralizantes heterólogos de corta 

duración responsables del efecto ADA. Estos anticuerpos heterólogos formados durante 

la infección primaria en concentraciones subneutralizantes son capaces de reconocer 

epítopos presentes en el virus que ocasiona la infección secundaria, formando complejos 

inmunes que facilitan la entrada del virus a las células susceptibles a través de los 

receptores celulares Fc presentes en las células B, en las células dendríticas y en los 

monocitos-macrófagos, todas dianas de la infección por el virus del dengue (4).  

La importancia de la ADA en el desarrollo de las formas severas de la enfermedad del 

dengue ha sido sustentada fundamentalmente por  estudios seroepidemiológicos (78).  

El fenómeno de la ADA se había asociado anteriormente de forma exclusiva a los 

anticuerpos inducidos por la proteína E (53). Sin embargo, posteriormente se demostró 

que los anticuerpos contra la proteína prM pueden mediar la ADA e incluso se evidenció 

una vía de amplificación independiente de los receptores para Fc, mediada por la unión 

específica dual de los anticuerpos anti-prM a los antígenos propios (como la proteína de 

choque térmico 60) y a la superficie del virión (79). Por otra parte, se demostró la 

participación de las células dendríticas maduras en la ADA, en las que la amplificación 

se correlacionó directamente con los niveles de expresión de los receptores para Fc y de 

forma  inversa con la expresión de DC-SIGN (80). 

También se sugiere que la ADA puede ser inhibida por la acción del factor C1q del 

complemento de manera dependiente de las subclases de inmunoglobulinas que se unen 

con mayor avidez al mismo (81). 

                      2.6.2. Factores del hospedero relacionados con la patogenia de la 

infección por dengue 

Kourí y cols en 1987 (82) plantearon una hipótesis integral para explicar el desarrollo de  

las formas severas de la enfermedad en la que se incluyen los factores de riesgo 

individual relacionados con la existencia de anticuerpos contra los virus del DEN, la 
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edad, el sexo, la raza y las enfermedades crónicas como el asma, la diabetes y la 

siclemia; factores de riesgo epidemiológico relacionados con el vector (capacidad de ser 

transmisor y alta densidad), el intervalo entre infecciones y la amplia circulación viral; y 

factores relacionados con el serotipo y la virulencia del agente. Esta hipótesis plantea 

que la presencia de los factores de riesgo individual en el contexto de los factores 

epidemiológicos y virales posibilita la ocurrencia de una epidemia de FHD/SCD. 

En varios estudios se relaciona también el genotipo del individuo con la  susceptibilidad 

ante el desarrollo de la enfermedad por dengue, incluyendo el polimorfismo de los genes 

para los antígenos de leucocitos humanos del Sistema principal de Histocompatibilidad 

(HLA –del inglés- human leucocyte antigen) (83-85) y de otros genes no HLA (86-88). 

                   2.6.3. Papel de la respuesta mediada por células T en la patogenia de la 

infección secundaria por dengue 

La hipótesis acerca de la implicación de los linfocitos T en el desarrollo de la FHD 

plantea que tras la infección secundaria heterotípica se activan principalmente los clones 

de células T de memoria estimulados en respuesta a la infección primaria, los que 

generan la producción de una serie de citoquinas inflamatorias que participan en el 

desarrollo de la FHD/SCD (89). Más tarde se demostró que efectivamente las células T 

de reactividad cruzada activadas durante la infección secundaria reconocen epítopos con 

diferencias de pocos aminoácidos entre los cuatro serotipos del DEN y que después de la 

activación sufren el proceso de apoptosis en el período agudo de la enfermedad. Estos 

linfocitos T de memoria no son capaces de proliferar ni de secretar INF-γ, por lo que se 

retarda la eliminación del virus y se incrementan los títulos virales (90, 91). Estos 

linfocitos T de memoria se detectaron luego de más de 20 años después de la infección 

primaria por DENV-1 o DENV- 2 (92). 
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                      2.6.4. Papel de las citoquinas en la patogenia de la infección por 

dengue 

La liberación de citoquinas inflamatorias y de otros mediadores químicos está implicada 

en el incremento de la permeabilidad vascular en la FHD (93). 

La IL-12 tiene un efecto marcado en la diferenciación hacia células Th1 (Th: Linfocito T 

auxiliador, del inglés T helper cells), mientras que su ausencia cambia el balance hacia la 

producción de citoquinas de tipo Th2 (94). En un estudio realizado para investigar el rol 

de esta citoquina en la inmunopatogenia, se encontraron niveles elevados de la misma en 

pacientes con FD, mientras que no se detectó la presencia de IL-12 en los los pacientes 

de  FHD  (95). 

Las células T reguladoras también están implicadas en la severidad de la enfermedad 

(96), lo que se corresponde con el incremento en los niveles de IL-10 y de TGF-β 

observado en los pacientes con FHD (97, 98).  

La IL-8 se asoció con el incremento de la severidad de la enfermedad y los casos fatales 

(99). Esta citoquina promueve la activación de los neutrófilos (100), que una vez 

activados participan en el daño endotelial a través de la liberación de proteínas como la 

elastasa. El TNF-α puede inducir directamente la muerte de las células endoteliales 

infectadas con el virus DEN y como consecuencia el daño endotelial y la hemorragia 

(101).  

La IL-6 también se encontró en cantidades elevadas en los pacientes que desarrollan 

FHD/SCD (102) y se demostró que ésta puede incrementar la permeabilidad de las 

células endoteliales(103). Las células dendríticas maduras que median la ADA secretan 

cantidades elevadas de IL-6 y  TNF-α (104). 

          2..7. Diagnóstico  

El diagnóstico de laboratorio del virus dengue puede realizarse a través del aislamiento 

del virus, la detección del genoma, de antígenos virales, y anticuerpos a estos antígenos. 
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La serología, es la más ampliamente aplicada en el diagnóstico y en la vigilancia sero-

epidemiológica (105). 

El aislamiento del virus suele realizarse a partir de los sueros colectados en la fase aguda 

de la enfermedad o de los tejidos (hígado, bazo, linfonodos, pulmón o timo) obtenidos de 

la necropsia. Para el aislamiento se inocula la muestra en líneas celulares de mosquito o 

por inoculación directa en el mosquito y líneas celulares de mamíferos con alta 

sensiblidad. La inoculación intracerebral en ratones lactantes es el método más antiguo y 

menos sensible para el aislamiento viral. Un ensayo de inmunofluorescencia (IF) con 

anticuerpos serotipo-específicos permite la identificación del virus. La reacción en 

cadena de la polimerasa (RCP) o el ensayo inmunoenzimático tipo ELISA  también 

pueden ser empleados (106).  

Detección de antígeno: Se ha demostrado que la detección de la proteína NS1 mediante 

técnicas de ELISA puede emplearse como un marcador de diagnóstico durante la fase 

temprana de la infección. Por otro lado, las técnicas inmunohistoquímicas son útiles para 

la detección del  antígeno en las muestras de tejido de los casos fatales (107). 

Detección del Genoma: Mediante el uso de la RCP puede detectarse el ARN viral 

directamente de muestras clínicas como: el suero, el plasma, o los tejidos. En la 

actualidad la RCP en tiempo real está sustituyendo a la RCP convencional por su elevada 

sensibilidad y rapidez (108, 109). 

Diagnóstico serológico: Durante una infección primaria del virus, los anticuerpos IgM se 

detectan 5 a 6 días después del inicio de la fiebre, y persisten entre 30 y 60 días. La IgG 

se hace detectable al noveno a décimo día después del inicio de la fiebre. Por el 

contrario, en una infección secundaria, hay un rápido aumento de la IgG (1 o 2 días 

después del inicio de la fiebre) (110). Para definir serológicamente el serotipo infectante 

es necesario determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes por un ensayo de 

reducción del número de placas (110). 
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2.8. Vacunas   

La obtención de una vacuna contra el dengue enfrenta algunos obstáculos, entre ellos 

esta la falta de un modelo animal que desarrolle la enfermedad como el humano para 

evaluar la protección, la dificultad en lograr una respuesta balanceada de 

inmunogenicidad a los 4 serotipos y el correlato de protección aún no establecido (111). 

Una vacuna ideal para esta enfermedad debería tener las siguientes características: 

contener los 4 serotipos del virus, tener un buen perfil de seguridad, y una respuesta 

balanceada de inmunogenicidad  (para los 4 serotipos) y de reactogenicidad. Esquema de 

inmunización corto (ej. 1 ó 2 - dosis de vacuna a intervalos breves) que hiciera práctica 

su utilización, incluso para el control de brotes. Debe ofrecer una protección duradera, y 

ser de fácil aplicación, transporte y almacenamiento. Accesibilidad en costos para su 

implementación y sustentabilidad en calendarios nacionales de vacunación (111). 

De un modo general, los esfuerzos actuales en investigaciones en vacunas contra el 

dengue se han enfocado principalmente en los modelos de vacunas vivas atenuadas, 

inactivadas y a sub-unidades (112). 

El candidato en desarrollo que se encuentra en etapa más avanzada está basado en la 

quimerización del virus vacunal atenuado contra la fiebre amarilla (cepa 17D) al cual se 

le insertan genes que codifican proteínas del virus salvaje del dengue. Actualmente esta 

vacuna completó la fase I de investigación clínica en EEUU, Australia, Asia y América 

Latina y se están llevando a cabo diversos estudios fase II en poblaciones endémicas de 

diversos países de Asia y América Latina, tanto en adultos, adolescentes y niños desde 

los 12 meses a los 45 años de edad con un esquema de 3 dosis, por vía subcutánea. Los 

resultados en cuanto a seguridad y seroconversión obtenidos hasta la fecha, respaldan la 

continuación del programa de desarrollo de esta vacuna y la preparación para iniciar 

estudios fase III de eficacia en 2011 en varios países endémicos de América Latina y 

Asia (111). 
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La estrategia desarrollada por investigadores cubanos se basa en el desarrollo de una 

vacuna de sub-unidades, que contiene la proteína de fusión del DIII de la envoltura y la 

cápsida del DENV-2, expresadas en E. coli. Los estudios realizados hasta el momento de 

las variantes evaluadas en distintos modelos animales muestran resultados alentadores en 

cuanto a una respuesta inmunológica tanto humoral como celular (112). 

           2.9. Tecnología de exposición de péptidos en fagos filamentosos 

                      2.9.1. Características fundamentales de los fagos filamentosos 

Los fagos filamentosos (M13, fd, f1) son partículas largas, de aspecto filamentoso con 

un peso molecular de 12x106 Da. Su genoma está compuesto por una molécula de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) circular de simple cadena, que tiene una longitud de 

alrededor de 6 400 nucléotidos e incluye 9 genes que codifican para diez proteínas, 

debido a que uno de sus genes, el 2, codifica para dos proteínas: la PII y la PX. Estas 

proteínas se clasifican en tres grupos: las de la cápsida (PIII, PVI, PVII, PVIII y PIX), 

las que participan en la replicación (PII, PV y PX) y las que intervienen en la 

morfogénesis (PI y PIV). La molécula de ADN está rodeada por una cubierta proteica de 

6 a 10 nm de diámetro y 900 nm de largo, formada por, aproximadamente, 2 700 copias 

de la proteína mayoritaria PVIII y 5 copias de cada una de las proteínas minoritarias, 

agrupándose PIII y PVI en un extremo y PVII y PIX en el otro. La partícula viral no 

contiene lípidos ni carbohidratos (113). 

Los fagos filamentosos infectan bacterias Gram negativas, que expresan el pili F en la 

superficie celular. Estos bacteriófagos coexisten con el hospedero en un estado 

permanente de infección y no producen la lisis o muerte de la célula hospedera, la cual, 

una vez infectada, permanece aparentemente intacta, aunque su crecimiento se retarda 

con respecto a células no infectadas (113). 
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                     2.9.2. Exposición de bibliotecas de péptidos en fagos filamentosos 

El desarrollo de la tecnología de exposición de péptidos en fagos filamentosos se basa en 

la capacidad de estos fagos de exponer en su superficie secuencias peptídicas foráneas 

fusionadas a las proteínas de la cápsida viral. La secuencia nucleotídica correspondiente 

a estos péptidos se inserta dentro del gen que codifica para alguna proteína de la cápsida 

del fago y de esta forma se expone el péptido de interés en la superficie viral. Si se 

insertan oligonucleótidos sintetizados al azar, las partículas virales que se obtienen 

exponen una biblioteca de péptidos, formada, al menos en teoría, por todas las 

combinaciones posibles de aminoácidos que pueden darse para una talla determinada de 

los péptidos (114). Las proteínas virales más empleadas con este propósito han sido PIII 

y PVIII (115) aunque se han  reportado  como fusión a la PVI (116).  

Las secuencias peptídicas expuestas en la superficie de las partículas virales son 

fácilmente accesibles y potencialmente capaces de unirse de manera específica a los 

anticuerpos (monoclonales o policlonales), receptores, enzimas, células, etc. y por lo 

tanto pueden ser seleccionados sobre la base de dicha afinidad. La secuencia de un 

péptido de una biblioteca escogido por una determinada propiedad, puede ser fácilmente 

deducida de la secuencia nucleotídica del fago que lo expone (18, 117-119). De ahí que 

las bibliotecas de péptidos expuestos en fagos filamentosos constituyan una fuente de 

ligandos peptídicos con diferentes actividades biológicas (31, 114). 

Para péptidos pequeños (hasta seis a.a) se emplean fagos recombinantes, o sea fagos que 

exponen todas las copias de PIII o PVIII con un péptido foráneo fusionado. Para 

péptidos mayores es necesario utilizar partículas híbridas, en las cuales la cápsida viral 

está formada por una mezcla de PIII o PVIII nativas y recombinantes (115). Las 

estructuras peptídicas expuestas en fagos pueden ser lineales o cíclicas (115). La 

ciclización de los péptidos se lleva a cabo incluyendo cisteínas en diferentes regiones de 
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las secuencias de interés con el objetivo de formar puentes disulfuros y de esta manera el 

péptido es presentado en forma de lazo (120). También se han construido bibliotecas de 

péptidos restringidos conformacionalmente insertando las estructuras peptídicas de 

interés dentro de la secuencia de una proteína cuya conformación sea restringida, de 

manera que funcionen como un andamiaje que limite el número de conformaciones que 

pueda adoptar dicho péptido (121).  

                     2.9.3. Aplicaciones de la tecnología de exposición de péptidos en fagos 

filamentosos para el diseño de vacunas  y como  herramienta de diagnóstico 

La tecnología de exposición de péptidos en fagos filamentosos para el desarrollo de 

vacunas tiene un amplio rango de aplicaciones incluyendo el uso directo de los fagos 

como inmunógenos, la identificación de mimotopos y la especificidad antigénica de las 

células T (122). 

Estudios de inmunogenicidad en diferentes modelos animales, empleando fagos 

portadores de mimotopos, han demostrado la generación de respuesta inmune específica 

contra la secuencia peptídica expuesta en el fago (28, 123). Una de las aplicaciones más 

importante de la tecnología de exposición de péptidos en fagos filamentosos es la 

identificación de péptidos que actúen como miméticos inmunogénicos y sean capaces de 

inducir una respuesta de anticuerpos “in vivo” similar o idéntica a la utilizada para la 

selección del mimotopo(32).       

La capacidad de un péptido de simular el comportamiento de un antígeno natural debe 

considerarse en dos niveles: simulación antigénica y simulación inmunogénica. Un 

péptido tiene la propiedad de simulación antigénica cuando es capaz de interactuar 

específicamente con  el sitio de unión funcional al antígeno presente en el anticuerpo 

(paratopo) y de competir con el antígeno natural por su unión. Esto es lo que permite que 

un péptido de una biblioteca sea seleccionado con un anticuerpo determinado. Un 
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péptido tiene la propiedad de simulación inmunogénico cuando adicionalmente simula o 

mimetiza el comportamiento inmunológico del antígeno original, denominándose 

entonces mimotopo inmunogénico. Esta condición es necesaria cuando la finalidad del 

trabajo es la utilización del péptido identificado como un candidato vacunal (124, 125). 

Aunque muchos de los trabajos publicados describen la selección de mimotopos 

empleando AcM (19), los anticuerpos policlonales provenientes del suero de pacientes 

también han sido empleados exitosamente para identificar mimotopos de agentes 

etiológicos involucrados en el desarrollo de una enfermedad (30) y posteriormente 

evaluar la inmunogenicidad de los mismos, ya sea en el ambiente del fago o utilizando 

derivados sintéticos de la secuencia expuesta en el mismo (126). 

Los péptidos mimotopos han sido objeto de estudios intensos en la búsqueda de nuevas 

herramientas para el diagnóstico (31). Diversos formatos de péptidos sintéticos o como 

estructuras peptídicas presentados sobre la superficie de los fagos han resultado útiles 

para evaluar esta aplicación (26, 29, 127). El uso de los fagos presenta como principal 

ventaja  que el proceso de producción  es  muy rápido, barato y reproducible. Las 

estructuras peptídicas expuestas en fagos filamentosos son estables con una elevada 

especificidad y sensibilidad por el  anticuerpo de interés. Es por eso que la posibilidad de 

utilizar los  fagos directamente como herramientas para el diagnóstico, expande la 

disponibilidad de un mayor número y diversidad de moléculas (128). 

De igual forma, se han empleado los péptidos aislados por la tecnología de presentación 

sobre fagos filamentosos como una fuente alternativa de antígenos en inmunoensayos en 

fase sólida tipo ELISA (123). Los péptidos sintéticos tienen generalmente como 

inconveniente el tamaño pequeño, lo cual trae aparejado una pobre capacidad de 

adherirse a las superficies sólidas resultando ineficaces. Para  evaluar su utilidad como 

herramienta  diagnóstica muchos de ellos se han fusionado a moléculas proteicas  
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portadoras (129) o se ha recomendado su uso como MAP (Sistema de péptidos de 

múltiples antígenos - del inglés- Multi Antigen Peptide). Los MAP están formados por 

un núcleo ramificado sobre el que se sintetizan  copias del péptido correspondiente.  De 

esta forma se convierten en antígenos útiles para inmunoensayos en fase sólida y 

mantienen su capacidad de unión mejorando la sensibilidad del método  diagnóstico 

(130).   

          2.10. La tecnología de presentación o exposición de péptidos en fagos 

filamentosos  en virus dengue  

La tecnología de presentación o exposición de péptidos en fagos filamentosos  ha 

permitido la identificación o selección de secuencias de péptidos que mimetizan epítopos 

del virus dengue. Existen dos estrategias experimentales para este fin, emplear como 

fuente de anticuerpos,  AcM dirigidos contra algún antígeno de interés o sueros de 

individuos con una determinada enfermedad (126).  

Los primeros acercamientos en dengue  fueron para el mapeo epitópico de cuatro AcM 

específicos de serotipos, [15 F-3 (DENV-1), 3H5-1 (DENV-2), 5D4-11 (DENV-3), 

1H10-6 (DENV-4)]. Después de tres pasos de selección, se aislaron 24 clones  reactivos 

al AcM 15F3.  En el 45 %  de ellos se obtuvo  la  secuencia -HRYSWK- que 

corresponde a los residuos 111 -116 de la proteína NS1.  Esta misma secuencia en un 

formato de MAP de ocho ramas  mostró ser específico de serotipo DENV- 1 en un  

ensayo de competencia tipo ELISA (131). 

En un segundo estudio, el AcM 15F3 DENV-1 se enfrentó a una biblioteca de 12 

aminoácidos. En esta ocasión se confirmó que la secuencia motivo se localiza entre los 

residuos 111 y 116 de la proteína NS1, es  serotipo específico 1, y además resultó capaz 

de detectar anticuerpos  en 20 muestras de pacientes confirmados con enfermedad del 

dengue. Adicionalmente, se demostró que la presencia de una histidina en la posición 

111 de  esta región influye en  la actividad de unión al anticuerpo (23). 
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En el año 2003 y por el mismo grupo de investigadores, se obtuvo un nuevo AcM  contra 

DENV- 2, denominado D216-1Ab 4. El Ab4  demostró  reconocer la proteína NS1 por 

ELISA, IF y análisis de inmunodetección y ser específica de serotipo 2. El mapeo 

epitópico del Ab4 con una biblioteca resultó que reconocía un nuevo epitopo de la 

proteína NS1 y reveló una vez más que, el residuo de histidina es responsable de la 

unión con el anticuerpo. Este epítopo,  en forma de péptido MAP de ocho cadenas, 

compitió con el antígeno NS1 del virus DENV-2 y también reconoció muestras de 

sueros de animales previamente inmunizados con el virus dengue serotipo 2. Este mismo 

péptido no reaccionó con los restantes  serotipos del virus dengue (24). 

En una investigación reciente, se seleccionaron siete epítopos de células B de la proteína 

NS1 usando un suero policlonal obtenido tras la inmunización de conejos Nueva Zelanda 

con la proteína recombinante  NS1 de DENV-2. En esa ocasión,  con el uso de 

herramientas bioinformáticas se seleccionaron dos secuencias, denominadas PA10 y 

AA10,  específicas del serotipo 2 que además resultaron ser capaces de competir con 

porcientos de inhibición desde 22 a 55 % (132). 

La proteína NS1 ha sido uno de los blancos más analizados, empleando AcM y  algunos 

de los péptidos identificados están en uso de forma exitosa, como herramienta de 

diagnóstico para la detección de anticuerpos  (23).  

Por otra parte, varios  trabajos se han centrado, naturalmente, en la proteína E la cual 

porta los principales determinantes antigénicos del virus. Para la  identificación de 

epítopos se han utilizado AcMs obtenidos contra esta proteína y que son serotipo-

específicos (13, 133)  

Thullier y colaboradores en el año 2001 (134) utilizando el AcM 4 E11, obtenido contra 

DENV-3, seleccionaron fagotopos (bacteriófagos que exponen un epítopo) a partir de 

dos bibliotecas de 9 a.a expuestas en pVIII, una de las cuales era  una biblioteca de 

insertos constreñidos. Los fagos seleccionados comparten tres de los nueve a.a entre el 
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residuo 306-314 de la secuencia de la proteína E. El clon del fago, C1 mostró la 

reactividad más elevada frente al AcM 4E11, al igual que el péptido sintético derivado 

de dicho fago. Por otro lado, el C1 fue capaz de inducir una respuesta de anticuerpos en 

ratones que, aunque no resultó capaz de neutralizar a los cuatro serotipos del dengue, sí 

bloqueó la entrada del virus del dengue a la célula vía receptor heparan sulfato. 

De los múltiples AcMs anti-proteína E, dos neutralizantes y específicos a DENV-1 

(DA67 y DA11 13), fueron  directamente adsorbidos sobre una superficie sólida y 

sometidos a un proceso de selección con una biblioteca de péptidos de 12 a.a.  En el 

primer caso, con el AcM DA67 se seleccionaron 15 clones de fagos y con el  segundo, el  

DA11 13 reaccionaron 36 clones, que a sus vez  inhibieron la unión de la proteína E con 

sus respectivos AcM.  Los clones inmuno-reactivos reconocieron la presencia de  

anticuerpos en ochos muestras de sueros de paciente confirmados positivos de infección 

por DENV-1, sin embargo estos mismos clones no fueron capaces  de reconocer 

muestras positivas al  DENV- 2 (25).  

El AcM anti-E H3-6,  reconoce los 4 serotipos del virus dengue, y ha resultado útil  para 

el diagnóstico y la investigación (11).  En este sentido se han  desarrollado estudios en la 

selección de fragmentos de antígenos virales utilizando una biblioteca de péptidos 

aleatoria y el AcM H3-6, como molécula selectora. Después de varios ciclos de selección 

por afinidad e inmuno-identificación se seleccionaron 9 clones de fagos reconocidos por 

el H3-6. El análisis de las secuencias peptídicas presentadas sobre los fagos evidenció la 

existencia de similitudes que condujeron a la identificación de secuencias consenso que 

podrían mediar la interacción con el anticuerpo (Comunicación Personal Dra. Maritza 

Pupo, Instituto de Medicina Tropical “IPK”, 2012).   

La presencia de  secuencias de la proteína  prM de dengue en las futuras vacunas es 

interesante, por la alta reactividad cruzada y la ADA en este caso específicos a prM que 

se encuentran en la respuesta inmune anti-dengue en humanos (135).  
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El AcM anti- prM 70-21, que reconoce a todos los serotipos del complejo dengue, es no 

neutralizante y amplificador de la infección por virus dengue. El mapeo del epítopo 

reconocido por el AcM 70-21 usando una biblioteca de 7 a.a dió como resultado diez 

clones de fagos con una significativa unión al AcM. Los anti-sueros de los ratones 

inmunizados mostraron ADA en células BHK- 21 y el péptido sintético del fago 

seleccionado fue reconocido por un número importante de muestras de suero  de 

pacientes con la forma severa de la enfermedad (136).  

Una biblioteca de anticuerpos tipo Fab humano dirigida contra los cuatro serotipos  del 

virus dengue,  permitió aislar al  anticuerpo D29 que presentó amplia eactividad cruzada, 

prM específica. Este anticuerpo es capaz de restaurar la capacidad de infección de las 

partículas virales inmaduras (imDENV) y no infecciosas en células K562. Una biblioteca 

de 12 a.a  se empleó para realizar el mapeo epitópico del  D29-Fab. Sorprendentemente, 

D29 reconoce dos epítopos (P3 y P9),  un epítopo accesible en prM como el epítopo de 

unión principal, y un  epítopo críptico sobre la proteína E situado en la unión de los 

dominios antigénicos DI / DII, que imita el epítopo prM y aunque inaccesible a la unión 

de anticuerpos en una partícula de virus nativo, puede llegar a ser expuesto si la proteína 

E no está correctamente plegada. Ambos epítopos son altamente conservados a través de 

los cuatro serotipos virales, así como en otros dos flavivirus, virus de la Encefalitis 

Japonesa (VEJ) y el virus del Nilo Occidental (VNO); pero presenta  divergencias en el 

virus de la Fiebre Amarilla y virus de la encefalitis transmitida por garrapatas. Estos 

hallazgos sugieren que la generación de anticuerpos anti-prM que amplifiquen la 

infección por el virus no puede evitarse por completo, incluso con las estrategias de 

inmunización que emplean la proteína E completa  o subunidades de la misma (33).  

En la búsqueda de nuevas herramientas para el estudio de los procesos involucrados en 

el mecanismo de replicación del virus dengue así como para el desarrollo de alternativas 

para el diagnóstico, se han obtenido AcMs contra proteínas no estructurales como la NS3 
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(137). Se identificó un epítopo de células B utilizando una biblioteca  de 7 a.a expuesta 

en fagos y el AcM  neutralizante 4F5,  desarrollado contra la proteína NS3 del DENV-2. 

Los resultados de los trece clones seleccionados  indicaron que el péptido se encuentra 

entre los residuos 460 a 469 (U460-469 RVGRNPKNEN) de la proteína NS3 de DENV-

2. El ensayo de inhibición competitiva con el antígeno viral, reveló la especificidad del 

epítopo identificado. La inmunización con el péptido sintético provocó un alto nivel de 

anticuerpos en ratones BALB/c, y la IF mostró que dicha respuesta es específica (138).  

Los AcM obtenidos contra el virus dengue han sido los de mayor atención para la 

identificación y caracterización de determinantes antigénicos de proteínas virales 

diversas mediante  pesquisas de bibliotecas de péptidos. Estos resultados han permitido 

contar con nuevos y valiosos péptidos que pueden tener varias aplicaciones entre las que 

se incluyen  el diseño de candidatos vacunales, el desarrollo de reactivos de diagnóstico, 

el diseño de moléculas que actúen como antivirales importantes y  el estudio de la 

patogénesis (23, 134). También los mimotopos han irrumpido en otros campos de la 

investigación como la biología del fenómeno de ADA (136).   

          2.11. Péptidos sintéticos 

Los péptidos sintéticos  son una elección atractiva para reemplazar  antígenos virales en 

el diseño de candidatos vacunales y para el desarrollo de ensayos  de diagnóstico (17, 

139).  

Las vacunas mayoritariamente aprobadas para su uso en humanos se obtienen de manera 

convencional, y consisten en el agente infeccioso muerto o atenuado. Una alternativa a 

las vacunas convencionales pudiera ser el uso de las vacunas de subunidades, 

específicamente las basadas en péptidos sintéticos. Este tipo de vacuna tiene tres ventajas 

fundamentales sobre las vacunas convencionales: (I) son seguras debido a su naturaleza 

no replicativa, (II) presentan alta pureza y una estructura definida y (III) son resistentes a 

la desnaturalización y por tanto, pueden ser almacenadas y transportadas sin  necesidad 
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de refrigeración. Entre sus desventajas están: que necesitan de adyuvantes para inducir 

una respuesta inmune óptima lo que puede incrementar la reactogenicidad, y  se 

requieren múltiples dosis para lograr una inmunidad de larga duración (140). 

Diversas estrategias han sido desarrolladas para mejorar la inmunogenicidad de los 

péptidos y obtener respuestas de anticuerpos neutralizantes, así como protectoras, entre 

las que se encuentran: la conjugación de péptidos a proteínas portadoras (141), y la 

formulación MAP al emplearlos como inmunógenos (142).  

Tradicionalmente las vacunas se han diseñado para inducir respuestas de anticuerpos, 

con altos títulos circulantes contra el patógeno de interés. Con los nuevos conocimientos 

de la interacción hospedero-patógeno, se ha hecho evidente que la inducción de la rama 

celular de la respuesta inmune es crucial para la eficacia de las vacunas contra patógenos 

intracelulares y así  proporcionar la ayuda adecuada para la inducción de anticuerpos. 

Una de las actuales estrategias en el diseño de las vacunas peptídicas y así mejorar su 

inmunogenicidad se concentra en la incorporación de epítopos de células T  a los 

candidatos peptídicos o la fusión entre ambos tipos de epítopos  B y T(143).  

Se han evaluado numerosas formulaciones que con el objetivo de inducir protección 

contra inmunógenos peptídicos se coadmisnitran con adyuvantes (144, 145). Los 

adyuvantes aumentan la amplitud y profundidad de la  respuesta inmunológica de 

péptidos débilmente inmunogénicos. Sin embargo pocos adyuvantes están autorizados 

para su uso en humanos (146).   

Otra opción para  incrementar la inmunogenicidad es la incorporación de péptidos a 

liposomas, el uso de la forma lipidada de los inmunógenos peptídicos y la encapsulación 

de los inmunógenos peptídicos en microesferas de polímero.  Estas variantes de péptidos 

pueden provocar respuestas inmunes tanto humorales como celulares (147 -149). 

El aumento de la longitud del péptido puede ser otro aspecto a considerar en el contexto 

de la inmunidad protectora (150). 
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Los péptidos sintéticos son altamente  valiosos por  su especificidad y sensibilidad en  

ensayos inmunoenzimáticos para el diagnóstico de enfermedades infecciosas virales y 

algunos de ellos están siendo utilizados con este fin de forma exitosa (151-153). Entre 

las principales ventajas de  los péptidos sintéticos como sustitutos de antígenos para el 

diagnóstico son la simplicidad de su empleo,  seguros, químicamente bien definidos, y 

baratos (149).  

En los finales de la década de los 80  surgieron las construcciones MAP (154). Este 

sistema de péptidos posee una serie de ventajas, ya que presentan múltiples sitios de 

contacto y por tanto aumenta  la superficie de unión a la fase sólida y brinda una unión 

más fuerte con el anticuerpo,  incrementando  las propiedades antigénicas e 

inmunogénicas del péptido (130). El uso de MAP como antígenos para inmunoensayos 

en fase sólida, es una herramienta prometedora para el diagnóstico serológico en los 

individuos vacunados o infectados naturalmente. Mejora la detección precoz de 

anticuerpos de baja afinidad, tales como los de isotipo IgM, durante la fase temprana de 

las  infecciones (155). 

                   2.11.1 Empleo de los péptidos en dengue.   

Las proteínas no estructurales NS1 y NS3 del virus del dengue están involucradas en la 

respuesta inmune durante la infección natural en el hombre. En un trabajo publicado por 

García y colaboradores en 1997 (156), se observó el reconocimiento por parte de sueros 

de pacientes con infección primaria y secundaria a cinco péptidos de la proteína no 

estructural NS1 y un péptido de NS3 del DENV-4, lo que sugiere que estos epítopos se 

encuentran expuestos durante la infección natural por dengue. 

A partir de este estudio,  un grupo de 15 péptidos sintéticos de epítopos de células B de 

la  proteína NS1, pero del DENV-2, se analizaron mediante ELISA y se  demostró  la 

presencia de respuesta de anticuerpos a estos péptidos en sueros de pacientes con 

antecedentes de infección por virus dengue y el VEJ. El péptido correspondiente a los 
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primeros 15 a.a, resultó inmunodominante reaccionando solamente con sueros de FD y 

fue negativo frente a los  sueros de  los pacientes con VEJ.  Anticuerpos contra  los 

cuatro serotipos reaccionan con el péptido seleccionado como inmunodominante y 

pueden  ser detectados tan pronto como a los dos días del comienzo de los síntomas de la 

enfermedad. En este propio estudio  se demostró un reconocimiento cercano al 45% en 

muestras de pacientes con infección primaria, secundaria y con la forma severa de  la 

enfermedad (157). 

Anandarao y colaboradores en el año 2005, identificaron péptidos de las proteínas C y  

NS4A del serotipo 2 del virus dengue,  empleando programas para la predicción de 

epítopos B. Se sintetizó un total de 90 péptidos que reaccionaron con los LAH del 

serotipo homólogo; pero no reaccionaron con los desarrollados a otros flavivirus como 

Fiebre amarilla y VEJ. Las construcciones ensayadas de ambas proteínas mostraron 

reactividad positiva con muestras de sueros de pacientes con historia de infección por 

dengue. Estos resultados constituyen la  primera evidencia de la  presencia de 

anticuerpos contra NS4A en muestras humanas  de pacientes con historia de dengue (8). 

El dominio III de la proteína E es inductor de una respuesta de anticuerpos neutralizantes 

específica de serotipo, la identificación de epítopos, que sean reconocidos por el sistema 

inmune del hospedero y sean capaces de inducir una respuesta inmune protectora es un 

paso primordial en la obtención de un candidato vacunal. En este sentido, Amexis y 

colaboradores en el 2007 (158) identificaron epítopos de células B con potencialidad 

antigénica empleando métodos computacionales de predicción. Se diseñaron 11 péptidos 

tipo  MAP y dos de ellos se conjugaron a KLH (hemocianina de lapa, del-inglés- 

Keyhole limpet hemocyanin). Los ratones inmunizados con estas formulaciones 

indujeron anticuerpos anti-péptidos   y de ellos  sólo 7 mostraron títulos  neutralizantes  

serotipo-específico, comparables con los encontrados al estudiar otros candidatos 

vacunales, ya sean de tipo atenuado o recombinante.  
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En el año 2009, con la aplicación de los métodos computacionales para la identificación 

de epítopos, se diseñaron 95 construcciones peptídicas de la proteína E del DENV-3, de  

las cuales once reaccionaron con una mezcla de sueros de pacientes con historia de 

infección de DENV-3, y tres de estos péptidos reconocieron los sueros correspondientes 

a los serotipos DENV-1 y DENV-2. Estudios con el  serotipo DENV-4 no fueron 

incluidos al no existir disponibilidad de muestras de este serotipo. La evaluación de 5 

variantes de péptidos en ratones indujo una respuesta de anticuerpos neutralizantes y 

respuesta de células T específica a los cuatro serotipos (159).  

Otros autores desarrollaron  péptidos que contenían el dominio III de la proteína E del 

DENV- 2 acoplados a KLH.  Los anticuerpos inducidos por estos péptidos  protegieron a  

los ratones frente al reto viral homólogo y originaron anticuerpos neutralizantes además 

de inducir una marcada respuesta  mediada por células (160). 

Numerosos hallazgos  han demostrado que la proteína prM no sólo juega un papel crítico 

en el ensamblaje y la maduración del virión, sino que también participa en el fenómeno 

de la ADA (79). Un análisis de predicción de regiones antigénicas para células B y 

epítopos de células T de la  proteína prM  obtuvo tres  secuencias aminoacídicas de 

interés. Utilizando como base dichas secuencias se sintetizaron 5 péptidos,  4 

correspondientes al segmento pr y un último a la proteína M. La respuesta de anticuerpos 

anti-péptido en suero de ratones inmunizados mostró altos títulos.  Adicionalmente 

dichos péptidos,  enfrentados a un panel de  118  muestras de suero de pacientes,  

brindaron porcentajes de positividad entre un  50 a 80 %. Dos de los péptidos 

presentaron capacidad neutralizante y se detectó una respuesta linfoproliferativa 

significativa al virus dengue en los linfocitos de ratones inmunizados con los mismos 

(161). 

Se describen epítopos T  a lo largo de toda la poliproteína de los virus del dengue.   

Recientemente,  22 epítopos de células T con  una alta afinidad por alelos HLA  –del 
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inglés- human leucocyte antigen-  de clase I (H-2Kd, H-2dd, alelos H-2LD) o de clase II 

(alelos IAD) y conservados entre los cuatro serotipos del virus, fueron predichos a partir 

de secuencias de la poliproteína del virus de dengue. Algunos de estos epítopos se 

identificaron en las siguientes proteínas: NS5: 7,  E: 5, NS4A: 4, NS3: 2 y uno de NS1, 

NS2B y NS4B. Los ratones inmunizados con estos candidatos desarrollaron una 

respuesta elevada de anticuerpos tipo IgG. De los 5  péptidos  correspondientes a la 

proteína E solo uno presentó actividad neutralizante.  Nueve péptidos indujeron una 

respuesta  celular de linfocitos T CD4 + y CD8 + (162). 
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3.   MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Medios de cultivos y soluciones 

Medio de Crecimiento: Medio Mínimo Esencial (MEM, Gibco, EUA), suplementado 

con 1% de aminoácidos no esenciales (100X), 2mM de glutamina, antibióticos 

(penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 μg/mL) y 10 % de suero fetal bovino 

inactivado (SFBI) por calor (30 min. a 56°C).  

Medio de Mantenimiento: Medio de crecimiento con 2 % de SFBI 

Medio de cultivo líquido Luria Bertani (LB): 5 g/L de cloruro de sodio, 16 g/L triptona, 

10 g/L de extracto de levadura, pH 7,0-7,5.  

Medio de cultivo sólido LB: medio líquido de cultivo LB  con agar bacteriológico, 15 

g/L. 

SSTF: solución salina tamponada por fosfato compuesta por cloruro de sodio 140 

mmol/L, cloruro de potasio 2,6 mmol/L, dihidrógeno fosfato de potasio 1,5 mmol/L, 

hidrógeno fosfato de sodio 8,5 mmol/L, pH 7,4.  

Solución de recubrimiento: 35 mM NaHCO3, Na2CO3  14 mM  pH 9.6. 

Solución fosfato-citrato: ácido cítrico 24 mmol/L, hidrógeno fosfato de sodio 53 

mmol/L, pH 5,5.  

Solución sustrato: 500 μg/mL de ortofenilendiamina (OPD) y 0,015% de peróxido de 

hidrógeno diluidos en solución fosfato-citrato. 

3.2 Líneas celulares  

C6/36 HT: células de mosquito Aedes albopictus, obtenida a partir de la línea celular 

C6/36 y donada al Laboratorio de Cultivo de Células, del Departamento de Virología, 

del Instituto de Medicina Tropical, IPK por el Dr. Javier Díaz (Laboratorio 
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Departamental de Medellín, Colombia). Las células se mantuvieron en medio de 

crecimiento a 33°C en atmósfera de CO2 al 5 %,  a una razón de pase semanal de 1:6.  

3.3. Microorganismos  

Fago filamentoso salvaje  M13 K07 (Pharmacia, Suecia).   

Cepa de Echerichia coli TG1 (K12_(lac-pro), supE, thi, hsdD5/F’ traD36, proA+B+, 

lacIq, lacZ_M15 (Pharmacia, Suecia)  

Clon de fago # 50 obtenido de una selección con el AcM H3-6 y una  biblioteca lineal de 

péptidos  fusionados a la proteína pVIII de la cápsida del fago. 

Cepa 116/00 correspondiente al serotipo 3 del virus dengue, con las siguientes  

características:  historia de cinco pases  en células C6/36 HT (5p C636) y un pase en 

células Vero (1p Vero) con título de 1,2 x 105 unidades formadoras de placas (UFP) 

UFP/mL determinado por el método de placas (163). Esta cepa se  aisló  durante el brote 

epidémico de DENV-3 del año 2000 (75).  

3.4. Anticuerpos 

AcM de ratón H3-6 que reconoce a los cuatro serotipos del virus dengue, del Laboratorio 

de Arbovirus, del Departamento de Virología, del IPK. El AcM H3-6 fue purificado por 

cromatografía de afinidad utilizando  una  columna de proteína A acoplada a  Sepharose 

4 Fast Flow (Pharmacia-170974-01) y se procedió a su concentración utilizando un 

equipo de ultrafiltración Centripep Centrifugal Filter Devices con membrana YM-10 y 

resulto en  una concentración de 1,10 mg/mL. 

El suero policlonal dirigido contra la proteína NS4B fusionada a Glutation S transferasa 

(GST), obtenido en conejos raza Nueva Zelanda fue donado por el Dr. Ralf 

Bartenschlager, del Departamento de Virología  Molecular,  Universidad de Heidelberg,  

Alemania (164). 
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LAH producidos en ratones BALB/c contra los cuatros serotipos del  dengue: DENV-1, 

DENV- 2, DENV-3, DENV-4. Se incluyó también el virus de la encefalitis equina del 

este (EEE), VNO y un Líquido ascítico negativo (LAN), como control. Todos los LAH  

se obtuvieron en el Laboratorio de Producción del Departamento de Virología del IPK. 

3.5. Biblioteca J404 de péptidos expuestos en fagos filamentosos.  

Se utilizó una biblioteca de péptidos expresada en fagos filamentosos (J404) derivada del 

vector M13mp18, donada por el Dr. Jim Burrit (Universidad del Estado de Montana, 

Estados Unidos). Esta es una biblioteca lineal de péptidos al azar que contiene 5x108 

fagos únicos, donde cada uno expresa una secuencia nonapeptídica diferente fusionada al 

extremo amino-terminal de la proteína pIII de la cápsida del fago. La biblioteca J404 

tiene la ventaja que presenta muchas copias de la forma replicativa, y un gen de 

resistencia a la kanamicina que permite la selección de las colonias de E.coli infectadas 

por el fago (165).   

3.6. Péptidos. 

Péptido E: Péptido lineal de 9 a.a, que contiene la secuencia aminoacídica del clon de 

fago # 50 obtenido de una selección con el AcM H3-6 y una  biblioteca lineal de 

péptidos  fusionados a la proteína pVIII de la cápsida del fago. Este péptido pertenece al 

Laboratorio de Arbovirus del Departamento de Virología del IPK. 

MAP 46-56: MAP no relacionado utilizado como control negativo. MAP heterodimérico 

de cuatro ramificaciones que contiene la secuencia de los mimotopos del Virus de la 

Hepatitis A (VHA) (166).    

3.7. Aspectos éticos  de la investigación 

Todo el procedimiento experimental que se expone en el presente trabajo se ha  

formulado en Proyectos de Investigación aprobados por el Comité de Ética del IPK, que 

actúa en conformidad con las leyes y reglamentos vigentes dictados por el MINSAP y el 

CITMA, el cual contempla los principios enunciados en la Declaración de Helsinki de la 
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Asociación Médica Mundial para las investigaciones médicas en  humanos (167). Se 

respetó la confidencialidad de la información de los individuos estudiados, y las 

muestras obtenidas sólo se utilizaron en las investigaciones para las cuales se previeron 

originalmente. Se muestra en la sección de Anexos (Anexo # II) el modelo de 

consentimiento informado del estudio.  

3.8. Muestras serológicas para la selección y evaluación del mimotopo. 

Para este estudio se utilizaron  muestras de sueros pertenecientes al Banco de Sueros del 

laboratorio de Arbovirus, del Departamento de Virología del IPK, Habana,  Cuba. Todas 

las muestras se colectaron  de adultos. La confirmación del diagnóstico se realizó 

mediante la detección de anticuerpos IgM anti-DEN.   

Para el paso de selcción e identificación se emplearon muestras de sueros positivas a la 

presencia de anticuerpos anti-dengue 3, clasificados como sueros primarios. 

 Los sueros utilizados para la evaluación del mimotopo se agruparon de la forma 

siguiente: 

Grupo A: 28 muestras de sueros colectados entre el 5to y 7mo día de comienzo de la 

fiebre, de individuos inmunes al serotipo DENV-1 (n = 10), DENV-3 (n = 10) y DENV-

4 (n = 8), los cuales se utilizaron para probar la especificidad del mimotopo.  

Grupo B: 20 muestras de sueros obtenidas  entre el 5to y 7mo día de comienzo de la 

fiebre,  de ellas 10 clasificadas como  infección primaria y 10 como infección 

secundaria.  

Grupo C: Sueros colectados durante la fase convaleciente, 2 meses posteriores del inicio 

de los síntomas, con previa clasificación de los mismos en primarios (13) y  secundarios 

(15). 
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Ambos grupos de muestras (B y C) pertenecen a individuos con una infección 

confirmada por el virus dengue durante la epidemia de DENV-3 ocurrida en el 2001-

2002 (75).  

La clasificación de la infección en primaria o secundaria de los sueros de pacientes  

convalecientes  de dengue  se realizó mediante el Método de ELISA de Inhibición (MEI) 

desarrollado en el Laboratorio de Arbovirus del IPK (168)  

Toda muestra de suero con niveles de anticuerpos de tipo IgG anti-virus DEN, con un 

titulo ≥20 se consideró indicativo de una infección primaria y con un título de 

anticuerpos IgG anti-virus ≥ 1/1280 se consideró como un caso de infección secundaria. 

La presencia de anticuerpos neutralizantes a cada serotipo viral se detectó a través del 

ensayo de neutralización por reducción del número de placas (163). 

Grupo D: Se utilizaron como controles negativos muestras de suero de adultos sanos del  

Banco Nacional de Sangre, con anticuerpos IgM negativos al virus dengue. 

Para la detección de anticuerpos IgM se empleó la técnica de ELISA de captura de IgM 

y desarrollada en el laboratorio de Arbovirus del IPK(169). 

 3.9. Selección por afinidad.  

La metodología seguida para identificar mimotopos del virus dengue empleando 

anticuerpos policlonales del suero es esencialmente similar a la descrita por Folgori y 

colaboradores en 1994 (22), con algunas modificaciones. Brevemente, microperlas 

magnéticas con 100 µL de un anticuerpo anti- IgG humana obtenido en ratón (MACS, 

Miltenyi Biotec, Reino Unido) se bloquearon con SSTF/0.1% Albúmina Bovina Sérica 

(ABS) durante toda la noche a 4oC agitándose suavemente. Después del bloqueo, las 

microperlas magnéticas se incubaron toda la noche a 4oC con 30 L del suero (S982) 

positivo a anticuerpos contra el serotipo 3 del virus del dengue, y se unieron a una 

columna magnética (Magnetic cell separator MiniMACS, Miltenyi Biotec, Reino 

Unido).  Las perlas se lavaron cuatro veces con SSTF /0.1% Tween 20. Posteriormente, 
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las microperlas se liberaron de la columna y se bloquearon con un exceso de partículas 

de fago M13K07 salvaje (tratado con luz ultravioleta) durante 4h a 4oC. A continuación, 

se incubaron con 1012 unidades formadoras de colonia (UFC) de la biblioteca J404  toda 

la noche a 4oC, agitándose suavemente. Las perlas  se aplicaron nuevamente a la 

columna magnética y se lavaron 6 veces con SSTF-T/0.1% Tween 20. Después del 

lavado,  los fagos adsorbidos se eluyeron con 0.1 M de glicina HCl, pH 2.2 durante 10 

minutos  y el eluato se neutralizó de inmediato  con Tris HCl 1M pH 9.1. Los fagos 

eluídos se amplificaron en células de E. coli cepa TG1. De los fagos se extrajeron 10 µL 

para realizar una titulación (170), brevemente, diluciones en base 10 del fago eluído se 

incubaron v/v con E. coli cepa TG1 en fase exponencial de crecimiento y se incubó 

durante 30 min a 37ºC sin agitación, al cabo de este tiempo las bacterias infectadas con 

el fago se sembraron en placas que contenían LB sólido y kanamicina (75 g/mL), se 

incubó a 37ºC durante 16-24 h y las colonias se contaron. 

3.9.1. Inmunoidentificación de colonias  

Se realizó según Felici y colaboradores, en 1996 (171), se colocaron discos de membrana 

de nitrocelulosa durante 4h a temperatura ambiente (TA) sobre placas que contenían 

aproximadamente 100 colonias de E. coli TG1 infectadas con los fagos seleccionados. 

Las  membranas se incubaron con SSTF/0.1% Nonidet P40 (N) v/v (SSTFN) y 5% leche 

descremada (SSTFN/M) por 2h a TA, cambiando la solución 4 veces. Un segundo suero 

(S219) positivo a anticuerpos contra el serotipo 3 del virus del dengue, dilución 1/50 en 

SSTFN/M se adsorbió por 2h a TA con extracto de E. coli TG1 y fago salvaje M13K07 

tratado con luz ultravioleta. Dicho suero se añadió a los discos de nitrocelulosa y se 

incubó durante toda la noche a 4oC agitándose suavemente, seguido de 10 lavados con 

SSTFN. Las membranas lavadas se incubaron con un anticuerpo anti- IgG humano 

conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma - Aldrich, Reino Unido) a una dilución de 

1:5000 en SSTFN/M durante 4h a 4oC. Posteriormente se lavaron con SSTFN y la 
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reacción se desarrolló por 5 minutos en presencia de nitroazul de tetrazolio/ 5-bromo-4-

cloro-3-indolil fosfato (NBT/BCIP) (Pierce, Reino Unido). 

3.9.2. Selección de fagos empleando ensayo de transferencia por ranuras (Slot-Blot).  

El ensayo se realizó según lo descrito por Prezzi y colaboradores, en 1996 (28).  Las 

colonias identificadas como positivas  se inocularon en  tubos que contenían 1 mL de 

medio LB líquido. Después de una incubación a 37oC durante toda la noche se centrifugó 

a 6000 g, durante 10 min. a 4oC. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo de cultivo 

con 1 mL de medio LB líquido, incubándose durante 20 min. a 70oC y centrifugado a 

6000 g, 30 min. a 4oC. El sobrenadante de los clones de fago y M13K07 (control 

negativo) se titularon y su concentración se ajustó a 7.5x107 UFC/mL. Se aplicaron  50 

L de cada muestra a una membrana de nitrocelulosa en un equipo de Slot-Blot. Las 

membranas se bloquearon con SSTFN/ M  durante 2h a TA cambiando la solución 4 

veces. Los pasos siguientes se llevaron a cabo según el procedimiento descrito en el 

acápite anterior, pero en este caso se emplearon tres sueros negativos a anticuerpos anti- 

DENV  y tres positivos con altos niveles de anticuerpos totales contra el virus y 

diferentes a los dos empleados en los pasos anteriores.  

3.10. Caracterización de la especificidad de los clones de fagos seleccionados 

Cada clon de fago seleccionado se amplificó y purificó mediante  precipitación con 

polietilenglicol 8000/NaCl (172). Los clones y el fago M13K07 salvaje (control) se 

titularon y su concentración se ajustó a 2.5x1012 UFC/mL para su posterior uso en los 

diferentes ensayos de caracterización. 

3.10.1. Reactividad de los clones de fago frente a LAH  

Para confirmar la reactividad específica con anticuerpos del virus del dengue, los clones 

de fagos seleccionados, se evaluaron con LAH contra los cuatro serotipos del dengue, 

VNO, virus de la EEE, y LAN como control, utilizando un ELISA descrito por Folgori y 
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colaboradores, en 1994 (22) con algunas modificaciones. Brevemente, las placas de 96 

pocillos (Maxisorp, Nunc, Reino Unido) se recubrieron con 100 µL/ pozo de 109 

UFC/mL de cada clon de fago purificado, incluyendo el fago salvaje M13K07 como 

control, en solución de  recubrimiento.  Las placas se incubaron toda la noche a 4oC, se 

lavaron 4 veces con SSTF- T 0,05% de Tween 20 (SSTF-T) y se bloquearon con SSTF-

T/3% ABS durante 1 h a 37oC. Posteriormente se añadieron 100 μL/pozo de cada LAH 

diluidos 1/100, 4h a TA. Las placas se lavaron cuatro veces con SSTF-T  y se añadió el 

anticuerpo anti-IgG de  ratón  conjugado a peroxidasa de rábano picante (HRP) (Sigma - 

Aldrich, Reino Unido) a una dilución de 1:5000 en SSTF. Después de 1 h a 37o C, se 

lavaron cinco veces y se incubaron con solución sustrato durante 15 minutos a TA. La 

reacción se detuvo con ácido sulfúrico 0,1 M. Las absorbancias a 492 nm se 

determinaron mediante  un lector de ELISA automático (Dinex Technologies, Reino 

Unido). Para cada LAH se evaluaron los valores promedio de dos experimentos 

independientes. Los valores se consideraron positivos cuando la relación de la 

absorbancia de los clones de fago analizados (P) y el M13K07 como control (N) (P/N) 

fue > 2 y que además, este valor de relación, sea dos veces el valor de la relación P/N del 

LAN (control del ensayo). Aquellos clones con una relación de P/N del LAN mayor de 2  

fue considerado no relacionado. 

3.10.2. Ensayo de inhibición competitiva de los fagos seleccionados 

La capacidad de los  clones de fagos seleccionados para competir con el virus del dengue 

por la unión a los anticuerpos presentes en el suero de los  pacientes con dengue, se 

evaluó empleando para ello el MEI  desarrollado en el Laboratorio de Arbovirus del IPK 

(168). El título de anticuerpos anti-dengue DEN 1, 3 y 4 de los sueros positivos y tres 

negativos se midió antes y después de la adsorción de los mismos con cada uno de los  

fagos y el fago salvaje M13K07 (108 UFC de cada fago en 50 µL SSTF + 50 µL de suero 

diluido 1/10).  
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La fórmula utilizada para calcular el porcentaje de inhibición de unión de los anticuerpos 

anti-virus de dengue al virus  debido a la adsorción de los mismos por los clones de fago 

fue la siguiente:  

% de inhibición = Densidad óptica, (D.O) 

 1 – D.O muestra de suero antes de la adsorción con los clones de  fagos  x 100 

          D.O  muestra de suero después de la adsorción con  los clones de  fagos 

3.10.3. Reactividad de los clones de fagos con el AcM H3-6. 

Las placas de 96 pozos (Maxisorp, Nunc, Reino Unido) se recubrieron con el AcM  H3-

6  a 10 μg/mL en solución de recubrimiento (23). Las placas se incubaron durante la 

noche a 4 °C, luego se lavaron tres veces con SSTF-T  y se bloquearon con SSTF/ M 

durante 1 h a  37°C. Posteriormente se añadieron cada una de las preparaciones de los 

clones de fagos y los controles  y se incubaron durante 4 h a TA.  Se añadió el AcM anti-

M13 (dirigido contra la proteína pVIII del fago) conjugado a HRP  (Amersham 

Pharmacia Biotech, Reino Unido), diluido 1:5000 en SSTF/ M, se incubó 1 h a 37° C y 

los pasos siguientes del sustrato y la determinación de la absorbancia se realizaron como 

se describió en el acápite 3.10.1.  

Controles de los ensayos: El fago M13K07 (control negativo) y el clon de fago # 50 

obtenido de una selección con el AcM H3-6 (control positivo). 

Los valores se consideraron positivos cuando la relación de la D.O de los clones de fago 

analizados (C) y el M13K07 como control (N) (C/N) fue > 2. 
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3.11. Análisis de la secuencia  aminoacídica de los péptidos expuestos en los  fagos 

seleccionados.  

Las bacterias E. coli de la cepa TG1 se infectaron (en fase exponencial de crecimiento) 

con los clones de fagos seleccionados previamente y se sembraron en placas de cultivo 

que contenían medio LB sólido con kanamicina (Sigma-Aldrich, Reino Unido) a 75 

g/mL. Las colonias aisladas se sembraron en medio LB líquido conteniendo 

kanamicina (75 g/mL) durante toda la noche para proceder a la purificación del ADN 

de los clones de fago mediante el estuche comercial de purificación Miniprep (QIA prep 

Spin, Miniprep KIT, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del fabricante.  

El ADN de los fagos se secuenció empleando un cebador de 27 nucleótidos específico 

del gen III descrito por Burrit y colaboradores, 1995 (173), utilizando el servicio de 

Macrogen, Inc (Korea). Las secuencias aminoacídicas se dedujeron usando el programa  

GENERUNNER.  Las secuencias peptídicas expresadas en el fago se alinearon 

utilizando los proteomas de los cuatro serotipos del virus dengue así como las secuencias 

aminoacídicas de cepas de dengue del serotipo DENV- 3 disponibles en las bases de 

datos  BLAST (174).  

La secuencia aminoacídica de la  proteína  del virus dengue  correspondiente con el  

mimotopo identificado,  se obtuvo de la Base de Datos Secuencias de Referencia 

(RefSeq) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/) del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih) (175). El  número de acceso para la 

cepa D3 Martinica 1243/99 es Q6YMS3.  

3.11.1. Predicción de epítopos B 

La predicción de epítopos B se realizó con una combinación de los servidores  BcePred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred) y ABCpred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred) (176).  
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Para el servidor BcePred, teniendo en cuenta que el mismo posee diferentes valores de 

corte para cada una de las propiedades físico-químicas seleccionadas, a partir de las 

cuales los péptidos predichos se consideraron como epítopos, se determinó un índice de 

2,38%. Para el servidor de ABCpred se seleccionaron epítopos de células B de 9 

aminoácidos de longitud con un índice de 0,5%.   

3.11.2. Predicción de epítopos T  

La predicción de epítopos T se realizó a través del servidor HLAPred 

(http://www.imtech.res.in/raghava/hlapred/) (177), diseñado por el Centro de 

Bioinformática del Instituto de Tecnología Microbiológica de la India. Los epìtopos T 

promiscuos para moléculas  HLA clase I se identificaron con el servidor  ProPred1 

(http://www.imtech.res.in/raghava/propred1/ (178) y para HLA clase II se utilizó el 

servidor ProPred (http://www.imtech.res.in/raghava/propred/index.html) (179). Los 

valores de corte utilizados fueron los predeterminados por ambas herramientas 

bioinformáticas.  

La predicción de epítopos T se realizó para alelos de las  moléculas HLA-I y HLA-II, 

teniendo en cuenta los reportes de la distribución de estos alelos en una muestra  de  la 

población cubana de Ciudad de la Habana (180).         

3.11.3. Estudio de la presentación del epítopo de células T correspondiente con el  

mimotopo identificado  por una muestra de la población cubana  

Para conocer la cobertura poblacional frente al epítopo seleccionado se utilizó el servidor 

Population Coverage http://tools.immuneepitope.org/tools/population/iedb_input). 

Como referencia se utilizaron estudios de la distribución de HLA en muestras de 129 

individuos sanos (donantes de sangre) de la población cubana de Ciudad de la Habana, 

para alelos de HLA clase I (180). Los resultados se expresaron como el porciento de la 

población con potencialidad para presentar el epítopo seleccionado.  
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Empleando el epítopo seleccionado, se realizó además la predicción teórica de la 

presentación para alelos clase I de HLA de las poblaciones de Brasil, México, y Malasia, 

aplicando el programa de cálculo de cobertura  poblacional (181).  

3.12. Síntesis de péptidos mimotopos de dengue y conjugación a la proteína 

portadora  

La secuencia aminoacídica de los péptidos expuestos en los clones de fagos 

seleccionados se utilizó para la síntesis de péptidos. A uno de ellos se le adicionó una 

cisteína en su carboxilo-terminal, para la conjugación a la proteína ABS. Dicho péptido 

se nombró péptido P1 conjugado a ABS.  

El otro péptido se sintetizó como un MAP de dos ramificaciones, para ello al carboxilo 

terminal de cada MAP se añadió un residuo de cisteína por donde se estableció una 

unión por puente disulfuro dando lugar al MAP homodimérico de cuatro ramificaciones 

(Figura 2). La síntesis se desarrolló manualmente en fase sólida empleando la estrategia 

Fmoc/tBu (182). Los MAP de dos ramificaciones se purificaron por cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC) y se sometieron a un proceso de dimerización. La 

formación del homodímero se confirmó mediante análisis por espectrometría de masas 

de ionización por electrospray  (ESI-MS). El MAP de cuatro ramificaciones se purificó 

por HPLC. A dicho péptido se le denominó MAP P1.   

Todos los formatos peptídicos se sintetizaron  por el Laboratorio de Péptidos Sintéticos, 

de la División de Química-Física, del CIGB,  La Habana, Cuba.   

 

Figura 2. MAP que contiene la secuencia del péptido.mimotopo de DENV, MAP P1. 
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Concentración de proteínas. La determinación de la concentración de proteínas se realizó 

mediante el método del ácido bicinconínico (BCA™ Protein Assay (Pierce, Reino Unido 

UK) (183).  

3.13. Evaluación de la antigenicidad 

3.13.1 Caracterización antigénica de los clones de fagos y de dos construcciones 

peptídicas de mimotopo de dengue empleando un  suero policlonal  anti-NS4B.  

El volumen del ensayo fue de 100 µL por pocillo. Placas de 96 pocillos (Maxisorp, 

Nunc, Reino Unido) se recubrieron con los fagos purificados que expresan los 

mimotopos de dengue a una concentración de  108 UFC/ pozo (22), MAP P1 (5µg/mL) y 

P1 conjugado a ABS (20µg/mL) (155) en solución de recubrimiento durante 16 h a 4°C.  

Las placas se lavaron tres veces con SSTF-T  y se bloquearon con SSTF-T/M  durante 1 

h a 37 °C. El suero policlonal anti-NS4B específico se diluyó a 1:500 en SSTF-T/ M y se 

añadió a las placas incubándose durante 1 h a 37 º C. Las placas se lavaron cuatro veces 

con SSTF-T y se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo conjugado a 

HRP (Sigma-Aldrich, Reino Unido) durante 1 h a 37 º C.  Posteriormente, las placas  se 

lavaron y se incubaron con solución sustrato durante 15 minutos a TA. La reacción se 

detuvo con ácido sulfúrico 0,1 M y se leyó la absorbancia a 492 nm en un lector de 

placas ELISA. Todas las muestras se evaluaron por duplicado y los resultados se 

expresaron como valores medios de absorbancia. 

Controles negativos  de los ensayos: Fago M13K07, el clon de fago # 50 y  el MAP 46-

56. 

Se consideraron positivos aquellos clones de fagos y  péptidos  que mostraron un valor 

de absorbancia superior a dos veces el valor de la absorbancia producida por los 

controles del ensayo.  
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3.13.2. ELISA indirecto para la detección de los anticuerpos anti- NS4B en sueros  

humanos empleando dos  construcciones peptídicas. 

Para determinar si la construcción peptídica del mimotopo identificado era adecuada  

para ser reconocida por los anticuerpos presentes en las muestras de sueros inmunes, se 

realizó un ELISA con las muestras de los sueros  pertenecientes al grupo A. Los péptidos  

empleados para el ensayo se utilizaron a la misma concentración de recubrimiento 

expuesta en el acápite anterior y las placas de microtitulación se incubaron durante la 

noche a 4ºC. Al día siguiente, se lavaron con SSTF-T y  se bloquearon SSTF-M  durante 

1h a 37ºC. Posteriormente, se añadieron 100 μL/pozo de las muestras de suero diluidas 

1/20 en SSTF-M  y se incubaron durante 2 h a 37ºC. Las placas se lavaron 4 veces con 

SSTF-T, se incubaron 1h a 37ºC con 100 μL/pozo de un anticuerpo anti-IgG humano 

conjugado a HRP (Sigma-Aldrich, Reino Unido) diluida 1: 20 000 en SSTF-T/M, 

posteriormente se lavaron y se añadió el sustrato para el desarrollo de la reacción a TA 

durante 20 minutos en la oscuridad. La reacción se detuvo con 100μL de ácido sulfúrico  

0,1 M por pocillo y se midió la absorbancia a 492 nm mediante un lector de ELISA 

(Dynex Technologies, Reino Unido). Como control negativo se utilizó una mezcla de los 

sueros del grupo D. Cada ensayo se realizó dos veces. Como control del ensayo se 

empleó el MAP 46-56. 

Criterio de positividad. Para comparar los resultados del formato peptídico P1 conjugado 

a ABS y el MAP P1, se calculó la relación S/NO, donde S es la D.O obtenida en la 

muestra y NO es la media de los valores de DO del control negativo. Una relación ≥ 2 se 

consideró como  positiva.  

La construcción peptídica seleccionada se empleó en un ELISA con los grupos B y C de 

las muestras de sueros humanos, siguiendo el protocolo descrito anteriormente, Como 

control del ELISA se incluyó el péptido E como antígeno de captura para detectar 
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anticuerpos anti-dengue en la fase convaleciente de la enfermedad. La relación S/NO se 

utilizó como el valor de corte para la selección de una muestra de suero como positiva.  

3.14. Esquema de inmunización  

Animales de experimentación. 

En todos los ensayos se emplearon animales de experimentación provenientes del Centro 

Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB) avalados por un 

certificado de calidad. La dieta suministrada consistió en pienso y agua ad libitum. Se 

garantizaron las condiciones higiénicas sanitarias y las medidas epizootiológicas 

correspondientes para asegurar el buen estado de salud de los animales.    

Se inmunizaron 10 ratones BALB/c, machos, de 6 y 8 semanas de edad, con 50 g del 

MAP P1 emulsionados 1:1 con adyuvante completo de Freund (ACF) y se 

reinmunizaron con 50 g del antígeno emulsionado 1:1 en adyuvante incompleto de 

Freund (AIF) a los días 14, 35 y 56 días (161). El grupo control se inmunizó con SSTF 

incorporados en los adyuvantes ACF y AIF. El volumen de inmunógeno administrado 

fue de 200 μL por vía intraperitoneal. Las muestras de suero se colectaron del plexo 

retroorbital antes de la primera inmunización (suero preinmune) y 14 días después de 

cada una de ellas y se conservaron a -20°C hasta su utilización para la evaluación de la 

respuesta inmune humoral.  

Todos los experimentos en animales se llevaron a cabo de acuerdo con los 

requerimientos legales de las autoridades nacionales conforme a los principios éticos 

mundialmente aceptados según la Guía para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio, dictada por la Comunidad Económica Europea  (184). 
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3.15. Ensayos para la evaluación de la respuesta inmune humoral en ratón.  

3.15.1. ELISA indirecto  para la detección de los anticuerpos anti-MAP  en los 

sueros de ratones inmunizados.  

La detección de anticuerpos anti-péptido se realizó de forma similar a lo descrito por 

Sánchez Burgos y colaboradores, 2010 (162),  placas de poliestireno de 96 pozos 

(Maxisorp, Nunc) se recubrieron con el péptido MAP P1  (10g/mL) a razón de 100 μL 

por pozo y se incubaron a 4 ºC durante toda la noche. El bloqueo de las placas se realizó 

con SSTF-T 3% ABS  a 37ºC durante 1 hora. Luego de tres lavados con SSTF-T, se 

añadieron los sueros de los ratones inmunizados con el antígeno peptídico  a una  

dilución  de 1/50 y se incubaron a 37 0C por 2 h, posteriormente las placas se lavaron 

nuevamente.  A continuación las placas se incubaron a 37 0C por 1 h con un anticuerpo 

anti-IgG de ratón conjugado a HRP (Sigma-Aldrich, UK/ Estados Unidos); diluido 1/5 

000 en SSTF-T a razón de 100 μL por pozo. Después de tres lavados, se añadieron 100 

μL/pozo de la solución sustrato, y las placas se incubaron a TA durante 30 minutos. La 

reacción se detuvo con 50 μL por pozo de ácido sulfúrico 0,1 M  y se determinó la 

absorbancia a 492 nm.  

Como control del ensayo se empleó el péptido E como un antígeno de captura no 

relacionado (control negativo). Cada inmunoensayo se realizó dos veces.  Todas las 

muestras de suero se analizaron por duplicado y  la media de los valores se utilizó para el 

análisis.  

Criterio de positividad: Los resultados se expresan como la relación de las DO (492 nm) 

de  sueros inmunes / de sueros preinmunes. Una relación de ≥ 2 con respecto al grupo 

control se determinó como el valor de corte para considerar la muestra de suero positiva. 

El perfil de las subclases de anticuerpos  IgG (isotipos IgG1 e IgG2a) de los anticuerpos 

producidos contra el MAP P1 se determinó  empleando un ELISA de manera similar al 

descrito previamente, pero a partir de mezclas de sueros de cada grupo de ratones 
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lámina se añadieron 15μL de suero de ratón inmune  diluido 1:20 en SSTF. Después de 

una incubación de 30 min  a 37oC y 3 lavados con SST se añadió un anticuerpo anti-IgG 

de ratón marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) (SIGMA, Estados Unidos ) a 

una dilución 1/40 en SSTF. Se incubó nuevamente como se ha descrito, y se adicionó 

una solución de Azul de Evans a cada lámina. Finalmente, las láminas se observaron en 

el microscopio de fluorescencia  (Leitz Wetzlar, Alemania). 

Como control positivo se utilizó un suero policlonal específico a la proteína  NS4B del 

virus dengue (164): en este caso  se utilizó  como  anticuerpo secundario un  anti-IgG de 

conejo conjugado a FITC (Sigma, Estados Unidos) diluido 1:40 en SSTF. Se utilizaron 

como controles negativos los sobrenadantes colectados de células no inoculadas y una 

mezcla  de  sueros de los ratones preinmunes. 

Todas las fotografías se tomaron con la ampliación  400x. 

3.16. Análisis estadístico 

En todos los análisis estadísticos realizados se utilizó el paquete estadístico GraphPad 

Prism (San Diego, CA, USA, http://www.graphpad.com). Dichos análisis se aplicaron a 

la evaluación de dos construcciones peptídicas del mimotopo identificado para la 

detección de anticuerpos anti-dengue en muestras humanas  y al estudio de la respuesta 

de anticuerpos anti-péptido inducida por el  inmunógeno sintético MAP P1. La  

normalidad de los datos fue comprobada mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov 

con Dallal-Wilkinson Lillie y la homogeneidad de varianza mediante la prueba de 

Bartlett. 

Los datos que no mostraron una distribución normal, fueron analizados mediante  la 

prueba  no paramétrica Wilcoxon- Mann-Whitney, el nivel de significación en todos los 

análisis fue del 95%  (p<0.05). 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Selección de los fagos portadores de péptidos miméticos del virus dengue. 

La tecnología de presentación de péptidos sobre fagos filamentosos constituye una de las 

vías más rápidas y eficientes para la  identificación  de mimotopos antigénicos del 

antígeno original, o sea, de estructuras peptídicas que simulan las propiedades de unión 

del antígeno natural con el anticuerpo que se generó (187). La pesquisa de bibliotecas de 

péptidos, se lleva a cabo tanto con AcM dirigidos contra antígenos de patógenos, como 

con sueros de interés. Cuando se utilizan sueros provenientes de individuos aquejados de 

alguna enfermedad es posible identificar mimotopos de epítopos que se expresan por el 

agente etiológico de la enfermedad durante el curso de la misma y que son capaces de 

generar una respuesta inmune. También es posible, la identificación de los péptidos 

implicados en la generación de la respuesta inmune protectora conferida por una vacuna 

eficaz si se realiza la pesquisa de la biblioteca con sueros de individuos inmunizados con 

dicha vacuna (126). 

La aplicación de esta tecnología  ha permitido el aislamiento de mimotopos  de algunos 

patógenos virales. Entre estos se encuentran los mimotopos del  virus de la hepatitis B, C 

y A (22, 28, 166), del virus de la rabia (30), virus Epstein–Barr (188), VNO  (189) y 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana (20), cuyas propiedades los han convertido en 

candidatos para el desarrollo de nuevas formulaciones vacunales  y de nuevos métodos 

de diagnóstico.   

Este enfoque se ha utilizado previamente para identificar mimotopos específicos de 

serotipo de los virus del dengue utilizando AcM de ratón (23, 25, 131, 134, 136, 138). 

Esta metodología también se ha empleado, para la obtención de anticuerpos 

recombinantes anti-dengue, a partir de bibliotecas de anticuerpos sobre fagos 

filamentosos (190, 191). 
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(grupos inmunizados y control).  Se utilizaron los correspondientes anticuerpos de cabra 

específicos de cada  isotipo murino  (Sigma, Estados Unidos ) y la reactividad se reveló 

con un conjugado anti- IgG de cabra obtenida en conejo (Sigma, Estados Unidos ). 

Criterio de positividad: Los valores de absorbancia  superior a dos veces el valor de la 

absorbancia producida por el suero preinmune. 

3.15.2. ELISA para la detección de los anticuerpos IgG totales anti-dengue en el 

suero de los ratones inmunizados. 

Para la evaluación de la respuesta anti-viral se empleó el ELISA descrito por Gil y 

colaboradores., 2009 (185). Se evaluaron las diluciones en base 2 de las muestras de  

sueros de los animales inmunizados con el MAP P1.  Las DO (492nm) se analizaron 

para determinar las diferencias en los niveles de anticuerpos anti-virales después de la 

última inmunización.  

Criterio de positividad: Los valores de absorbancia superior a dos veces el valor de la 

absorbancia producida por el grupo control.  El título de anticuerpos de cada suero se 

expresó como la máxima dilución del mismo que mostró un valor positivo. 

3.15.3. Ensayo de Inmunofluorescencia. Cinética de expresión de la proteína NS4B  

mediante IFI. Evaluación de la funcionalidad de la respuesta humoral  

Se inocularon células C6/36-HT en monocapa confluente (sembradas en placas de 

cultivo de 24 pozos) con 100 μL de la cepa 116/00 (5p C636, 1p Vero), DENV-3,  a una 

multiplicidad de infección de 0.01. La adsorción viral se favoreció por el método de 

centrifugación rápida (186). Posteriormente, se añadió 1mL de medio de mantenimiento 

y las células se incubaron a 33°C.  Se colectaron células inoculadas desde las 10 h hasta 

las 48 h post-infección (pi). Las células se lavaron por centrifugación a 1500 g, durante 

10 min a 4ºC y se resuspendieron en SSTF a razón de  105 cels/mL. Se añadieron 

15µL/pozo de la suspensión en cada lámina para fijarlas con acetona fría por 10 min. Las 

láminas se conservaron a -70°C hasta el momento de la IFI. Sobre cada pocillo de la 
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La estrategia del presente trabajo consistió en aplicar esta metodología para la selección 

de fagos miméticos de los virus dengue empleando por primera vez  sueros humanos 

como fuente de anticuerpo, para lo cual se inició la selección de afinidad con 1012 

UFC/mL   de la  biblioteca de péptidos expuestos en fagos filamentosos, J404 y un suero 

con anticuerpos anti-DENV3 (suero S982).  De los fagos adsorbidos,  2x 104 UFC/mL se 

eluyeron.  La primera y única ronda de selección por afinidad se amplificó a 2.5x1012 

UFC/mL,  y se realizó directamente la inmunodetección de colonias y empleando un 

suero positivo (S219) diferente al empleado en la selección  y además un  suero 

negativo. Realizar múltiples pasos en la selección  no necesariamente favorece el 

enriquecimiento de los fagotopos específicos en detrimento de los no específicos, debido 

a que en el suero pueden existir anticuerpos no específicos de la enfermedad que 

pudieran seleccionar fagotopos irrelevantes y no deseados (171), de ahí que se 

recomienda reducir el número de rondas de selección al mínimo (en muchos casos una 

ronda es suficiente).  

Para la selección de los clones de fagos específicos a DENV se emplearon diferentes 

sueros, según recomiendan Folgori y colaboradores, (22) y Prezzi y colaboradores, (28), 

ya que emplear diferentes combinaciones de sueros en los procesos de selección,  

aumenta la probabilidad de identificar un mayor número de epítopos virales diferentes 

Para la identificación de los positivos, se recomienda evaluar por tamizaje una gran 

cantidad de los clones seleccionados (22), por lo antes expuesto, los 84 clones de fago 

que resultaron positivos en la inmunodetección de colonias (50% de las colonias 

evaluadas) se evaluaron posteriormente mediante Slot Blot empleando 3 sueros positivos 

y negativos. Este paso, facilitó la selección de los clones antes de la evaluación con un 

panel de sueros, disminuyendo el laborioso trabajo de seleccionar por ELISA  un gran 

número de clones no específicos. De esta manera, se obtuvieron 17 clones de fagos 
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positivos de un total de 84 clones identificados previamente. Estos clones no 

reaccionaron con los sueros negativos.  

En el presente trabajo se comprobó la utilidad de la biblioteca de péptidos presentados en 

fagos filamentosos J404, como fuente de epítopos, la cual se ha aplicado exitosamente  

para la identificación de péptidos que semejen la estructura antigénica de epítopos de 

VHA (166).   

El complejo dengue se encuentra formado por  cuatro serotipos diferentes que están 

antigénicamente relacionados, por lo tanto en nuestro caso al emplear sueros humanos de 

individuos inmunes al serotipo dengue 3 en la selección, es necesario contar con  

anticuerpos policlonales contra los cuatro serotipos. Teniendo en cuenta que disponer  de  

un panel  de sueros con anticuerpos anti-dengue serotipo específico resulta difícil, se 

realizó una modificación del método de evaluación de los fagos seleccionados, que 

consistió en utilizar los anticuerpos policlonales de captura diferentes a los de la 

selección. Se empleó un sistema de identificación de los fagos positivos con LAH 

producidos en ratones BALB/c contra los cuatros serotipos del dengue, de este modo fue 

posible evaluar la inmunorreactividad específica de los 17 clones de fagos mediante 

ELISA en el cual la superficie de las  placas se sensibilizó con los clones de los fagos 

purificados. Los resultados del reconocimiento de los 17 clones de fagos seleccionados 

por  LAH de cada serotipo de dengue, se muestran en la Figura 3.  
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B) 
Figura 3. Especificidad de reconocimiento de los clones de fagos seleccionados con LAH contra los 
cuatros serotipos del virus dengue (ELISA). A) Ocho clones de fagos y el control negativo M13 B).  
Ocho clones de fagos y el control negativo M13. M13: Fago salvaje M13K07 Se consideraron 
positivos aquellos fagos con un valor de absorbancia,  superior a dos veces el valor de la absorbancia 
producida por el mismo fago frente al LAN. 
 

Para los clones de fagos 2, 15, 24, 34, 35, 37, 79 y 84  se observó una 

inmunorreactividad superior  a los LAH  contra los cuatro serotipos (Tabla 1). El mejor 

reconocimiento se obtuvo para LAH contra el virus del dengue 3. El uso de sueros 

provenientes de pacientes que presentaban anticuerpos  anti-DENV-3 en el proceso de 
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selección,  podría explicar el reconocimiento óptimo de los clones de fagos por LAH 

contra el DENV- 3. 

Tabla. 1. Reactividad de los LAH contra los cuatros serotipos del virus dengue con 

los clones de fagos seleccionados por ELISA a. 

 
Clon  
de fago 

LAH 
DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 VNO EEE LA Normal 

2 1,23 3,00 3,36 0,88 0,61 1,20 1,28 

4 0,61 1,37 1,53 0,43 0,94 1,14 1,09 

5 0,59 1,15 1,32 0,50 1,15 1,30 1,11 

6 0,72 1,54 1,58 0,49 0,67 1,14 1,16 

8 1,70 5,80 6,56 1,95 2,05 1,31 2,08 

15 1,18 2,32 2,76 0,90 1,03 1,04 1,00 

16 1,15 1,43 1,28 0,47 0,97 1,29 1,03 

24 1,42 2,78 3,92 0,93 1,42 1,37 1,73 

26 1,09 1,23 2,07 0,80 1,89 1,40 2,08 

27 1,14 1,62 1,76 0,57 1,49 1,39 1,24 

34 1,31 4,10 5,75 1,37 1,42 1,09 1,55 

35 1,31 2,42 3,21 0,78 1,34 1,31 1,48 

37 1,24 2,82 3,91 0,84 1,21 1,36 1,85 

64 1,22 2,29 2,99 0,78 1,32 1,35 2,23 

78 1,22 2,26 2,69 0,70 1,16 1,63 1,68 

79 2,69 3,10 5,17 2,56 1,21 1,15 1,70 

84 1,57 3,46 4,30 1,48 1,81 1,38 1,71 

* Los resultados son expresados como la relación  (P/N), donde  la absorbancia de cada clon de fago  
es (P) y  la absorbancia del Fago M13 es (N). Se consideraron  positivos aquellos clones cuya  relación 
fue ≥ a 2 y que además fuera dos veces mayor que la del LAN.  Los valores sombreados se consideran 
resultados positivos.  
 

Los 17 clones de  fagos seleccionados se evaluaron con el LAH contra los virus de 

EEE y  VNO, con el objetivo de extender el análisis de la reactividad cruzada contra 

otros flavivirus y el LAN como control de la especificidad. Los resultados de la 
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Tabla 1 demuestran que ninguno de estos clones de fagos presentan reactividad cruzada 

con el LAH contra EEE, en cambio  los clones de fagos 8 y 26 mostraron reactividad con 

el LAH contra VNO. Los clones 8, 26 y 64 fueron eliminados del estudio por presentar 

reactividad con el LAN usado como control.  No se detectó reconocimiento específico al 

LAN en los ocho clones de fagos seleccionados.    

El hecho de que los clones sólo reaccionaron con LAH contra el dengue y que la mayoría 

no reaccionaron con el LAH contra el VNO y EEE sugiere que no comparten epítopos 

con estos arbovirus,  si bien varios de los virus que pertenecen al género Flavivirus 

(virus de la fiebre amarilla, VEJ, VNO, virus de San Luis) comparten entre ellos y con el 

virus dengue epítopos que los relacionan antigénicamente (2), los cuatro virus del 

complejo dengue presentan una mayor identidad de secuencia aminacídica entre sí que 

con el resto de los flavivirus (34). Era de esperar entonces que los fagos seleccionados no 

reconocieran al LAH del VNO, convierténdoles en blancos atractivos para fines de 

diagnóstico para dengue. 

La reactividad de estos 17 clones de fagos con los diferentes LAH mediante ELISA, 

permitió  seleccionar ocho fagotopos específicos del DENV-3 y cuatro de DENV-2 y, los 

cuales continuaron al  paso de identificación. 

4.1.2 Ensayo de competencia de los fagos seleccionados 

El ensayo de competencia utilizando un péptido que simula funcionalmente al epítopo 

nativo, nos permite demostrar como el peptido empleado puede desplazar al antígeno 

natural, al unirse al paratopo del anticuerpo específico y lo cual puede ser demostrado 

mediante un ensayo  en el que se empleen ambos (32).  

La reacción de los ochos clones de fagos con los anticuerpos anti-DENV- 3 presentes en 

los sueros humanos evaluados se muestra en la Tabla 2  y se expresa como el porcentaje 

de inhibición de la unión de los anticuerpos anti-DENV-3 al virus, en comparación con 

el suero no adsorbido.  
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Tabla 2. Ensayo de competencia con los sueros colectados de los individuos inmunes a 

DENV-3  

Clon de fago 
Porcentaje de Inhibición  (%)* 

Sueros Positivos a Acs contra DENV- 3 
Suero 1 Suero 2 Suero 3 

2 21,73 4,55 9.86 

15 6,37 4,08 7,98 

24 1,34 1,01 0 

34 1,17 0,67 3,2 

35 4,24 8,99 3,58 

37 16,61 13,80 9,36 

79 -8,90 -13,79 0,81 

84 -5,57 -9,92 -2,54 

M13 0,84 -14,02 -8,52 

* El porcentaje de inhibición de la unión de anticuerpos humanos anti-dengue al virus, por los clones 
de fagos  seleccionados. Se  calculó como: 
1 – D.O muestra de suero antes de la adsorción con los clones de  fagos        x 100 
      D.O muestra de suero después de la adsorción con  los clones de  fagos 

         M13 = Fago  salvaje M13K07  
 

De los ochos fagos, solo los clones 2, 15, 35 y 37 mostraron  porcientos de inhibición de 

la unión de los anticuerpos anti-DENV- 3 al virus en los sueros evaluados, mientras que 

este efecto no se evidenció en ninguno de los restantes clones de fagos. 

A partir de estos resultados, los cuatro clones seleccionados se evaluaron con anticuerpos 

anti-DENV- 1, anti-DENV-3  y anti-DENV-4 presentes en los sueros humanos. En la 

Tabla 3 se muestra que los mayores  porcentajes de  inhibición se presentaron con el 

anti- DENV -3, lo que apoya la presencia de péptidos que imitan epítopos específicos de 

serotipo 3 del dengue en los cuatro fagotopos en estudio. Resultados similares se 

obtuvieron por otros autores al evaluar fagotopos que mimetizaban antígenos específicos 

de serotipo (24). No se detectó reacción con los sueros usados como controles negativos. 
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Tabla. 3 Ensayo de competencia con los sueros colectados de los individuos inmunes 

con anticuerpos  anti-dengue  

 

Clon de fago 
Porcentaje de Inhibición  (%)* 

Suero positivo Suero negativo 
DENV- 1 DENV- 3 DENV- 4 M30 M37 

2 17,2 27,08 13,3 1,033 1,069 

15 16,8 33,12 13,8 -7,20 -9,0 

35 1,8 35,5 15,9 2,04 8,81 

37 -6,5 32,9 25 0,13 0,757 

M13 -10,02 0,84 -5,52 0,33 -0,78 

* La inhibición de la unión de los anticuerpos anti-dengue al virus del dengue se expresa como el 
porcentaje de inhibición.El porcentaje de inhibición de la unión de los anticuerpos humanos anti-
dengue al virus, por los clones de fagos  seleccionados, se  calculó como:  
1 – D.O muestra de suero antes de la adsorción con los clones de  fagos        x 100 
      D.O muestra de suero después de la adsorción con  los clones de  fagos 
 

Yao y colaboradores en el año 1995 (131) describieron que el péptido NS1 (HKYSWK) 

de DENV-1, sintetizado como un MAP de ocho ramificaciones, inhibió la unión del 

AcM  15F3-1 al virus, con porcientos de inhibición que fluctúan entre 20 a un 70 %. Wu 

y colaboradores en el año 2003 encontraron que los fagos portadores de los mimotopos 

de las regiones comprendidas entre los a.a  36-45 y 187-196 de NS1 compitieron por 

unirse a anticuerpos con porcientos de inhibición de 22 a 55 %. Dichos anticuerpos 

procedían de un suero policlonal producido contra la proteína NS1 de la cepa Nueva 

Guinea C de DENV-2 (24). Los resultados obtenidos en el presente trabajo mediante un 

ensayo de competencia, en el cual se emplearon tanto el virus como los sueros positivos,  

fueron similares a los obtenidos por estos autores, con un rango entre un 27 y 35 % de 

inhibición de la unión.  

Los ensayos competitivos son particularmente útiles en casos como este, donde un gran 

conjunto de sueros de la entidad estudiada no está disponible, o cuando no es posible 

secuenciar todos los clones seleccionados (32). En este estudio cuatro clones de fagos 
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fueron capaces de unirse al paratopo de los anticuerpos presentes en los sueros 

desplazando al virus por la unión a los mismos,  demostrando que los péptidos expuestos 

en estos clones mimetizan epítopos de dengue.  

4.1.3 Reactividad de los clones de los fagos seleccionados con el AcM H3-6  

El AcM H3-6 es un AcM  de ratón que reconoce los cuatro serotipos del virus dengue, y 

que no presenta reactividad cruzada con otros flavivirus (13). Este  AcM se ha empleado 

previamente como molécula selectora para la selección de mimotopos del virus del 

dengue, utilizando una biblioteca de secuencias al azar de péptidos de 9 aminoácidos. Al 

contar con clones de esta selección, se diseñó como parte del presente trabajo un sistema 

de ELISA que pudiera demostrar la presencia de epítopos  que  correspondieran  al virus 

dengue.  Para ello, se utilizó  el AcM H3-6 como anticuerpo de captura y se evaluó la 

inmunoreactividad de los cuatro clones de fagos seleccionados por el ensayo de 

competencia. En la figura 4, se muestran los resultados de la evaluación de dichos clones 

frente al AcM H3-6, los cuales resultaron  negativos y demostraron que ninguno de estos 

clones de fagos presentan péptidos reconocidos por el AcM H3-6. Se observó un 

reconocimiento elevado del clon de fago # 50 al H3-6, incluido como control positivo, lo 

que evidencia que este clon expone péptidos que son reconocidos por  el AcM (Figura 

4). Este mimotopo tiene similitud con la secuencia aminoacídica correspondiente al 

segmento entre los a.a 393 y 401 de la proteína E. Esta región antigénica coincide con 

los hallazgos de Falconar y colaboradores, en el año 2008 (192) donde el AcM 3A8.1 

generado contra la cepa PR159 del DENV-2 desarrolló una fuerte reactividad con un 

péptido sintético correspondiente a dicho segmento de la proteína E.  
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Figura 4. Reactividad específica del AcM H3-6, anti-complejo del dengue con los clones de fagos 
seleccionados por ELISA. Se recubrieron placas de ELISA con el AcM H3-6 y se incubaron con las 
preparaciones de fagos diluidas (109 fagos/mL para los todos los clones). Los fagos unidos se 
detectaron con el AcM anti-M13 conjugado a peroxidasa. Los resultados son expresados como la 
relación  (C/N), donde  la absorbancia de cada clon de fago  es (C) y  la absorbancia del Fago M13 es 
(N). Se consideraron  positivos aquellos clones de fagos cuya  relación fue ≥ a 2 
 

Considerando que ninguno de los cuatro clones fue reconocido por el AcM H3-6, denota 

que los mismos no presentan péptidos que imitan  epítopos específicamente de la 

proteína E del virus dengue.  

De este modo fue posible contar con un sistema de ELISA útil para la evaluación de la 

inmunoreactividad de los cuatro clones de fagos seleccionados. 

 4.1.4 Análisis de la secuencia  aminoacídica de los péptidos expuestos en los  fagos 

seleccionados 

El análisis de las secuencias mostró que los clones de fagos 2, 15, 35 y 37 comparten 

varios aminoácidos con regiones de las proteínas NS3 y NS4B de cepas de los cuatro 

serotipos del virus del dengue. No se encontró similitud con las restantes  proteínas del 

virus del dengue. 

Las secuencias expuestas en los fagos 2, 15 y 35 mostraron similitud de aminoácidos con 

la proteína NS4B del virus dengue (Fig. 5A, con 4 residuos en la región aa 164 al 172  

para los serotipos DENV-1, 2 y 3, y entre los residuos 161 al 168  para DENV- 4).  
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La secuencia expuesta en el fago 37 mostró similitud continua de a.a con dos regiones de 

la proteína NS3,  5 residuos en la región aa 425 al 432  y 5 residuos en la región aa 537 

al 544 (Fig. 5B). 

A través de la tecnología de presentación de péptidos en fagos filamentosos y con el 

empleo de sueros humanos inmunes a Dengue ha sido posible, en el presente trabajo, 

obtener péptidos mimotopos de células B de las  proteínas no estructurales NS3 y NS4B 

de los cuatro serotipos del virus del dengue. 

A) 

 

B) 

 

Figura.5 Secuencias de aminoácidos de los mimotopos y alineamiento con 
la poliproteína de la cepa Martinica del serotipo 3 del virus dengue. (A) Alineamiento de los 
mimotopos 2, 15 y 35 con la proteína NS4B.  (B) Alineamiento del mimotopo 37 con la proteína NS3. 
Los alineamientos en ambos casos fueron similares para los restantes serotipos. 
 

El clon de fago 37 expone un péptido similar a dos regiones de la proteína NS3 de los 

cuatro serotipos del virus. Este péptido comparte  cinco residuos de a.a entre la región  
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537 al  547, la cual está altamente conservada con un  80% o más de identidad entre un 

total de 44 cepas de todos los serotipos  y no compartida  con otros flavivirus (193), lo 

cual confirma los resultados obtenidos con este clon respecto al reconocimiento con los 

LAH.  

Dicho clon, también mostró similitud con cinco residuos de aminoácidos en la región 

comprendida entre los a.a 421 al 481 de la proteína NS3. Estudios recientes describen la 

secuencia identificada como una de las más potentes inductoras de la  respuesta de 

linfocitos T, en los pacientes infectados con el virus del dengue (45).  

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran la identificación por primera vez de 

mimotopos de la proteína NS3 utilizando sueros humanos positivos a dengue. El empleo 

de sueros humanos en la selección permitió identificar determinantes antigénicos de 

dicha proteína, que pudieran ser inmunológicamente relevantes para el hospedero. 

Confirmando, además, lo encontrado en la literatura que la proteína NS3  es capaz de 

inducir una respuesta de anticuerpos protectora (14).  

Los tres clones de fagos obtenidos, 2, 15 y 35  exponen  la misma secuencia de 

aminoácidos (FERVPGEV), es posible que por esta razón estos clones de fagos en el 

ensayo de competencia mostraron reactividades similares con los sueros de los pacientes 

(Tabla 3). El hecho de encontrar la misma secuencia de a.a en los tres clones de fagos  

pudiera ser debido a que durante el paso de amplificación, los fagotopos seleccionados 

presentan diferentes niveles de crecimiento, lo que hace que en ocasiones el mayor 

porciento de los fagos cultivados sea más bien por la  selección biológica que por la de 

afinidad (22). Este péptido comparte homología parcial con la proteína NS4B del virus 

dengue. Aunque esta proteína no está considerada dentro de las principales dianas virales 

implicadas en la respuesta de anticuerpos al virus del dengue, este mimotopo se 

identifico con sueros humanos que presentaban anticuerpos anti-dengue, lo cual sugiere 

que simula un epítopo inmunológicamente importante durante la infección. Este 
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resultado confirma un informe que describe una respuesta consistente de anticuerpos a la 

proteína NS4B, en el 78% de las muestras de pacientes con infección aguda de dengue, 

estudiadas por Lázaro y colaboradores en el año 2008 (194).  

Por lo que los dos péptidos miméticos de determinantes antigénicos de NS3 y NS4B se 

podrían utilizar para el desarrollo de sistemas de diagnóstico y para la formulación de un 

candidato vacunal contra el dengue.  

Varios estudios se han realizado para caracterizar la proteína NS3 del virus dengue; sin 

embargo, la proteína NS4B,  ha sido poco estudiada. 

La proteína NS4 forma parte del  complejo enzimático de replicación del ARN en los 

flavivirus,  pues interviene en la trascripción y traducción del genoma viral.  NS4B se 

deriva de esta proteína y puede encontrarse dispersa en la membrana, posiblemente en el 

núcleo (164). La NS4B bloquea la transducción de señales inducidas por IFN alfa/ beta 

aparentemente por disminuir la fosforilación o favorecer la degradación de las proteinas 

transductoras de señal y activadoras de la transcripción STAT1/STAT2  -del inglés- 

Signal Transducers and Activators of Transcription.  El procesamiento  secuencial de la 

proteína NS4AB por las proteasas virales y celulares es necesario para iniciar esta 

función antagonista (47). Kelley y colaboradores en el año 2011(48)  describieron  esta 

proteína como inductora de niveles significativamente altos de inmuno-mediadores 

asociados al riesgo de la forma severa de la enfermedad. Así mismo, esta proteína  es un 

blanco importante para inhibir la infección por el virus (49).   

Por la importancia que puede tener la proteína NS4B como diana de la respuesta inmune 

al virus dengue y el poco conocimiento que existe de la misma, se decidió continuar este 

estudio con el mimotopo de NS4B y  evaluar la antigenicidad e inmunogenicidad en 

ratones BALB/c mediante la utilización de variantes de péptidos sintéticos. 
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4.2. Reconocimiento del mimotopo  NS4B  por anticuerpos 

4.2.1 Comparación de la antigenicidad del mimotopo en diferentes formatos 

antigénicos  

El péptido sintetizado comercialmente (CIGB, Cuba) se obtuvo con más del 95% de 

pureza. Se nombró NS4B, en dependencia de la proteína del virus con la cual mostraron 

similitud los clones de fago 2, 15 y 35. El péptido conjugado a la proteína portadora 

ABS se nombró,  NS4B conjugado a ABS. 

En la síntesis del MAP homodimérico de cuatro ramificaciones se empleó el péptido 

mimotopo NS4B, el mismo se nombró MAP NS4B y se obtuvo con un 97,28 % de 

pureza. La masa molecular determinada experimentalmente por ESI-MS (4552,65 Da).  

Se realizó un ELISA para evaluar la capacidad de unión de los fagotopos, 2, 15 y 35,  del 

MAP NS4B y de NS4B conjugado a ABS frente al suero policlonal específico contra la 

proteína   NS4B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Reactividad del antisuero policlonal NS4B con los fagos portadores de mimotopos de la 
proteína NS4B del virus dengue por ELISA Se recubrieron placas de microtitulación con las 
preparaciones de los fagos diluidas (109 fagos/mL para todos los clones). Se incubaron con un 
antisuero policlonal NS4B y los anticuerpos  se detectaron con el anticuerpo anti- IgG conejo  
conjugado a HRP. Se incluyó como control negativo el clon # 50 de fago obtenido por selección con 
el AcM H3-6. Se consideraron positivos aquellos clones de fagos que mostraron un valor de 
absorbancia superior a dos veces el valor de la absorbancia producida por el fago salvaje M13.  
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Como se muestra en la Figura. 6 todos los clones de los fagos correspondientes al 

mimotopo NS4B  fueron reconocidos específicamente  por el antisuero policlonal NS4B,  

lo que indica que el péptido expuesto mimetiza al antígeno natural, en este caso la 

proteína NS4B.   

Al valorar los dos formatos peptídicos, ambos  presentaron inmunorreactividad con el 

antisuero policlonal (Fig 7). El sistema de MAP se ha utilizado para mejorar la 

antigenicidad de las secuencias peptídicas dada su naturaleza multimérica. Esta 

alternativa permite superar la capacidad de unión de los péptidos a la superficie de la 

placa de microtitulación y aumenta la sensibilidad de la detección (155). 

En contraste, el péptido sintético MAP46-56, usado como control en el ensayo,  no fue 

reconocido por este suero policlonal específico (Fig.7), comportamiento similar al 

encontrado con el  fago salvaje  M13K07 (Fig.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reactividad del antisuero policlonal NS4B con los péptidos mimotopos de la proteína NS4B 
del virus dengue por ELISA. Se recubrieron placas de ELISA con el MAP NS4B y el péptido  NS4B 
conjugado a  ABS. Se incubaron con antisuero policlonal anti-NS4B y los anticuerpos  unidos se 
detectaron con el el anticuerpo anti- IgG conejo  conjugado a HRP. Se incluyó como control negativo 
el MAP 46-56. Se consideraron positivos los formatos peptídicos que mostraron un valor de 
absorbancia superior a dos veces el valor de la absorbancia producida por el  péptido MAP 46-56.  
 

El criterio esencial para que se produzca la unión efectiva de un anticuerpo a un péptido, 

es que la complementariedad entre el sitio de combinación del anticuerpo y la superficie 

M
A
PN

S
4b

N
S4

b-
B
S
A

P
ép

tid
o 
co

nt
ro
l

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

A
b
s
o
rb

a
n
c
ia

 4
9
2
 n

m



 68

molecular del péptido al que éste se une, se mantenga en relación con la forma y la carga 

eléctrica. De ahí que un péptido al que se acople un anticuerpo puede definirse como un 

mimotopo,  aun cuando él no sea una reproducción exacta del epítopo y no se conozca su 

secuencia de aminoácidos (195).  

Se ha demostrado  que la antigenicidad y la inmunogenicidad de un péptido mimotopo 

podrían variar cambiando el contexto molecular en el que el péptido se identificó por 

primera vez (196). El mimotopo NS4B mostró su capacidad de unirse a un antisuero 

específico en un contexto diferente al del fago filamentoso. El poder de la tecnología de 

exposición de péptidos en fagos filamentosos consiste en reducir los antígenos proteicos 

complejos a pequeñas estructuras peptídicas que retengan las propiedades biológicas de 

dichos antígenos de forma tal que se comporten como sustitutos de los mismos (114).  

Al evaluar el reconocimiento específico con el anticuerpo policlonal contra la proteína 

NS4B los valores de absorbancia obtenidos con el ELISA de fagos fueron superiores, sin 

embargo es necesario obtener preparaciones de bacteriófagos altamente purificados y  

libres de contaminantes, cuando van a ser utilizados como sustitutos de antígenos o  para 

estudios de inmunogenicidad (126). Tomando en consideración los elementos anteriores 

y el hecho de que existía la disponibilidad de las variantes peptídicas del mimotopo 

NS4B para posteriores evaluaciones, se continuó el estudio con estos formatos  y así 

superar las principales desventajas asociadas con la purificación de los fagotopos. 

4.2.2 Comparación de la antigenicidad del MAP NS4B  y el péptido   NS4B conjugado 

a  ABS empleando sueros humanos 

Se han obtenido resultados contradictorios con respecto a la antigenicidad  de los 

péptidos, debido a que los mismos pueden adoptar diferentes conformaciones al ser 

empleados en inmunoensayos. Estas diferencias se han descrito al usarlos como péptidos 

libres en solución, conjugados a proteínas, y MAP,  entre otras.  Por otra parte, la 

conformación peptídica particular que preferiblemente reconocen los anticuerpos, no es 
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posible predecirla, por lo cual, para emplear péptidos como antígenos de recubrimiento 

en ensayos inmunoenzimáticos, es indispensable evaluar su antigenicidad en diferentes 

formatos (125). Por lo tanto, para comprobar la capacidad del mimotopo de ser 

reconocido por los anticuerpos presentes en muestras de sueros inmunes, era necesario 

conocer cual de las construcciones peptídicas  MAP NS4B y  NS4B conjugado a ABS, 

podía ser mejor como antígeno de recubrimiento en un ensayo tipo ELISA. Para ello se 

enfrentaron ambos formatos a muestras de sueros de DENV-1, DENV-3 y DENV-4. No 

se incluyeron sueros de individuos inmunes a DENV-2,  debido a la falta de 

disponibilidad en el momento del estudio. 

El mimotopo NS4B en sus dos formatos  presentó los niveles más altos de positividad 

con las muestras de DENV -3 (Fig 8). 

 

Figura 8. Comparación de la reactividad de anticuerpos anti-dengue en muestras de  sueros humanos: 
(A) con un MAP del mimotopo NS4B (B). y el mimotopo conjugado a una proteína portadora BSA 
En el ensayo se emplearon muestras de sueros,  positivas a anticuerpos contra DENV- 1, DENV-3, 
DENV-4 y una mezcla de suero negativas a anticuerpos anti-dengue, control negativo. El MAP 46-56 
se incluyó como MAP no relacionado. Los resultados se expresan como la relación  de las DO y se 
presentan como muestras individuales n=10. Formula de la relación= M/ C donde M es la DO de la 
muestra positiva y C es la DO obtenida en  la muestra control negativo.  El valor de corte es cuando la 
relación  M/C ≥ 2  y  se señala con una línea horizontal. Las diferencias se indican en la figura como 
p<0.05*. 
 

 

A)                                                                            B)      

*
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Como se ilustra en la Figura 8, se encontraron diferencias significativas  en los niveles 

de anticuerpos detectados en el suero de los pacientes infectados con DENV-1 y DENV-

4  con respecto a  DENV-3 en las construcciones peptídicas estudiadas (p ≤ 0,05),  

mediante la prueba de Mann Whitney. No hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre las muestras analizadas de DENV-1 y  DENV-4, para ambas 

construcciones. Ambos antígenos fueron  reconocidos por el  37, 5 % de los sueros 

positivos de DENV-4, sin embargo los sueros con anticuerpos anti-DENV-1 mostraron 

las más bajas reactividades (10%) (Figura 8).     

Un anticuerpo contacta con el antígeno por las regiones hipervariables también 

conocidas como regiones determinantes de la complementariedad, (CDR –del inglés- 

Complemetary Determinant Region), de las cadenas ligeras y pesadas de las 

inmunoglobulinas. En el potencial de unión de una inmunoglobulina con el antígeno 

intervienen aproximadamente de 50 a 70 residuos de a.a, distribuidos en las 6 regiones 

CDR (3 de cada cadena), aunque se conoce que dicha unión implica verdaderamente 

entre 10 y 20 a.a del CDR de cada paratopo individual con un número similar de a.a del 

epítopo del antígeno. De ahí que un grupo importante de residuos aminoacídicos del 

CDR también pueden reaccionar con aquellos aminoácidos que suministran el andamiaje 

de la unión y que tienen semejanzas con los que dieron lugar a la inmunoglobulina (27). 

Esto pudiera explicar el mejor reconocimiento con sueros de DENV-3, un menor 

reconocimiento de los anticuerpos anti- DENV-4 y muy poco de los anticuerpos anti -

DENV-1. El mimotopo de la proteína NS4B del dengue se seleccionó con sueros anti-

DENV- 3. Como muestra la figura 9 este mimotopo presento homología parcial con la 

región entre los a.a (164-172) de la proteína NS4B de los cuatros serotipos, epítopo que 

dio lugar a las anticuerpos. Para DENV-1 en el residuo 172 se encuentra una 

Isoleucina172 y el resto de los serotipos en este residuo incluyen la Valina 172,  si tenemos 
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en cuenta que el tamaño de la isoleucina es mayor, este cambio de a.a pudiera estar 

influyendo  igualmente  en  esta diferencia del reconocimiento para el serotipo DENV-1. 

Péptido presentado en los fagos 2,15 y 35    FERVPGEV   

NS4B Dengue 1            ….. 160YDAK    FEKQLGQI    MLLILC  

NS4B Dengue 2           ….. 160 YDPK     FEKQLGQV  MLLVLC 

NS4B Dengue 3            …..159 FDSK     FEKQLGQV  MLLVLC 

NS4B Dengue 4            …..156YDPK     FEKQLGQV   MLLVLC  

 
 
Figura. 9. Alineamiento del péptido mimotopo expuesto en los clones de los fagos 2,15 y 35  con la 
proteína NS4B de los cuatros serotipos del virus dengue. 
 

 La complementariedad entre el paratopo y el epítopo esta determinada por uniones 

físico químicas: puentes de hidrogeno, hidrofobicidad, enlaces electrostáticos y fuerzas 

de van der Waals. Es un hecho que este reconocimiennto no ocurre solamente a nivel del 

residuo aminoacídico completo, sino que implica átomos individuales de cada residuo 

(27). De esta misma manera, pudiera estar influyendo en este resultado  el hecho que los 

residuos de a.a no homólogos del mimotopo de esta región de NS4B a su vez muestran 

similitudes en sus propiedades físico-químicas. 

Estos datos se correlacionan con estudios realizados por varios autores donde 

identificaron mimotopos específicos de serotipo utilizando la tecnología de presentación 

de  péptidos en fagos, pero dichos mimotopos tuvieron dificultades para distinguir entre 

los otros serotipos (23, 24, 131). Teniendo en cuenta lo anterior y los resultados del 

presente trabajo, la evaluación de un panel de sueros inmunes con anticuerpos a DENV-

2 permitirá definir el reconocimiento serotipo específico del mimotopo y su 

potencialidad como herramienta para la tipificación en el diagnóstico.  

Estudios comparativos entre  los MAP y los péptidos lineales muestran que el arreglo 

multimérico de los MAP permite superar la dificultad de los péptidos lineales para unirse 

a las superficies sólidas, resultando en una mejor capacidad de unión a dichas superficies 
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y por tanto, en un aumento de la sensibilidad en comparación con sus respectivos 

monómeros, por lo cual  se han podido detectar concentraciones bajas de anticuerpos 

presentes  en el suero (155, 197).  

Los niveles de anticuerpos detectados cuando se empleó el MAP como antígeno de 

recubrimiento resultaron mayores que al  emplear el péptido lineal conjugado a ABS; 

discrepando con resultados obtenidos por varios autores cuando han usado la 

conjugación del antígeno o péptidos a la proteína ABS para la detección serológica de la 

infección por el virus del dengue (129).   

De lo anterior podemos afirmar que ambas construcciones peptídicas resultaron útiles, 

siendo el MAP el mejor formato, por lo cual se seleccionó  para continuar el estudio con 

un mayor número de muestras pertenecientes al serotipo 3. 

4.2.3 Reconocimiento del MAP NS4B por los anticuerpos producidos contra el virus 

en pacientes con  diagnóstico de dengue.  

El uso de los MAP se ha extendido para un diverso número de antígenos, con 

prometedoras aplicaciones en la medicina y la biología. Se ha planteado que los MAPs 

son capaces de unir una cantidad significativamente mayor de anticuerpos, y esto puede 

estar favorecido debido a que en la estructura del MAP el péptido antigénico representa 

más del 80% de la misma. El  aumento del peso molecular y la repetición de la estructura 

del péptido en el MAP ha demostrado que mejora el reconocimiento de las células B y la 

especificidad del anticuerpo por el antígeno natural (130). Lázaro y colaboradores, en el 

año 2008 (194) desarrollaron el único estudio encontrado en la literatura revisada y que 

antecede al nuestro,  donde se describe la presencia de anticuerpos a NS4B en muestras 

de pacientes con infección  por DENV utilizando  una proteína recombinante. Cuando se 

estudia la  respuesta de anticuerpos a dengue se debe tener en cuenta fundamentalmente 

la dicotomía entre una infección primaria y una infección secundaria (198). Varios 
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autores han encontrado una prevalencia de anticuerpos frente a diversas proteínas no 

estructurales del dengue  generalmente más alta en la infección secundaria (5-7, 76) y la 

infección secundaria constituye el factor de riesgo principal para el desarrollo de las 

formas severas de la enfermedad (78). Para estudiar si los anticuerpos anti-NS4B 

presentes en el suero se pueden relacionar con la etiopatogenia de la enfermedad, se 

evaluaron muestras de suero empleando el MAP NS4B.  Se analizaron  un total de 48 

muestras de suero no pareadas que pertenecían a pacientes inmunes a DENV-3,  con 5 a 

7 días de iniciado los síntomas y postconvalesciente de 2 meses, clasificados como  

infecciones primarias y secundarias.  

En la Figura 10 se muestra que los sueros de pacientes con infección secundaria y de 5 a 

7 días de comenzados los síntomas reaccionaron mejor con el MAP NS4B, estos 

resultados son coincidentes con los  trabajos  que describen una respuesta de anticuerpos 

a proteínas no estructurales  mayor en las  infecciones secundarias que en las infecciones 

primarias (7). Además se ha observado, que en las infecciones secundarias  se detectan 

altos niveles de anticuerpos IgG en la fase aguda, los cuales se incrementan en las 

siguientes 2 semanas (199).  

El MAP NS4B fue reconocido por el 92,3 % de los sueros clasificados como primarios y 

con el 100 % de los secundarios, de individuos en  fase  convalesciente (Fig. 10), y se 

confirma  que los niveles de anticuerpos de tipo  IgG específica  permanecen elevados 

durante varias semanas. 
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Figura. 10. Reactividad de  los sueros positivos al MAP NS4B, en casos primarios (P) y secundarios 
(S). En el ensayo se emplearon muestras de sueros de pacientes con 5 días y  de dos meses de inicio de 
los síntomas y positivas a anticuerpos contra  DENV-3. El péptido E se incluyó como control positivo  
Los resultados se expresan como la relación de  M/ C donde M es la DO de la muestra positiva y C es 
la DO obtenida en  la muestra control negativo.  El valor de corte es cuando la relación  M/C ≥ 2 
 

Anandarao y colaboradores en el 2005 (8) encontraron la presencia de anticuerpos tipo 

IgG específicos a  NS4A de DENV en el  suero de pacientes con DENV-2, utilizando 

péptidos sintéticos como antígenos de captura. Estudios previos han descrito 

aproximadamente un 50% de seroprevalencia de anticuerpos anti-NS4A en la infección 

secundaria (6). Los resultados del presente estudio correlacionan, por primera vez, la 

presencia de  anticuerpos tipo IgG anti-NS4B en  pacientes con infección primaria y 

secundaria a dengue, usando un MAP del mimotopo identificado como antígeno.  

El péptido E (utilizado como control positivo del  ELISA) presentó los niveles más 

elevados de reactividad para las muestras estudiadas, colectadas dos meses después del 

desarrollo de la enfermedad  (Fig.10). Dicho péptido se identificó con el AcM H3-6, el 

cual tiene similitud con la secuencia correspondiente al segmento entre los a.a 393 y 401 

de la proteína  E, considerada la proteína inmunodominante del virión (112). 

La identificación de anticuerpos se ha convertido en uno de los enfoques más prácticos 

en  el diagnóstico del dengue. La mayoría de los métodos de detección de anticuerpos se 

basan en el uso de antígenos completos del virus del dengue. Los antígenos implicados 

en este tipo de ensayo son  los de cerebro de ratón lactante (CRL) o cultivo celular. Para 
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su preparación se necesitan laboratorios con condiciones para el cultivo celular o 

animales de laboratorio,  lo cual los convierte en un  reactivo limitante y costoso. Estos 

extractos crudos de CRL presentan numerosos antígenos no específicos que no solo 

comprometen la sensibilidad y la especificidad de los ensayos sino que, además, se 

asocian con el peligro de riesgo  biológico (17). Estas dificultades han aumentado el 

interés en el desarrrollo de antígenos recombinantes y péptidos sintéticos con la finalidad 

de incrementar la especificidad del diagnóstico basado en la detección de anticuerpos y 

que además  sean económicos, rápidos y fáciles de ejecutar. Los avances en el campo de 

los péptidos sintéticos han aumentado su interés en sus aplicaciones como formulaciones 

terapéuticas o profilácticas y para el desarrollo de métodos de diagnóstico para el virus 

del dengue (159). El uso de péptido epítopo en el diagnóstico tiene múltiples ventajas, 

que incluyen la definición química, seguridad, bajo costo, facilidad de fabricación y 

almacenamiento (125). 

Otro aspecto importante, es la ventaja que ofrece el hecho de utilizar directamente las 

construcciones peptídicas para el paso de recubrimiento en los ensayos tipo ELISA que 

se emplean para el diagnóstico serológico de la infección por dengue. Estos ensayos 

utilizan anticuerpos fijados a la fase sólida de la placa para capturar el antígeno que debe 

ser reconocido por los anticuerpos presentes en la muestra a evaluar, lo cual aumenta un 

paso de reacción en el mismo (168).   

La disponibilidad de bibliotecas de péptidos presentados en fagos ha proporcionado una 

poderosa herramienta para la selección de secuencias que imitan las propiedades de 

unión de los epítopos de antígenos naturales (mimotopos). En el presente estudio 

péptidos sintéticos derivados del mimotopo NS4B detectaron anticuerpos específicos de 

antígeno en el suero. Los mimotopos han generado grandes expectativas cuando se han 

utilizado en ensayos indirectos tipo ELISA para la detección de anticuerpos IgG e IgM. 

A pesar de que las  secuencias aminoacídicas del epitopo de NS4B son similares entre 
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los cuatro serotipos, el mimotopo mostró un  patrón de serotipo individual del virus 

(DENV-3) lo cual sería valioso en estudios epidemiológicos y en el diagnóstico del 

dengue. Este resultado avala lo obtenido por varios autores  (23, 132, 134, 136, 138).  

En resumen, en la evaluación del reconocimiento del mimotopo NS4B por anticuerpos 

producidos contra el virus dengue presentes en muestras de individuos inmunes, los 

mejores resultados se presentaron con DENV-3, en infección secundaria y aguda.  

4.3. Evaluación de la capacidad inmunogénica del MAP NS4B.  

Se inmunizaron ratones BALB/c con ACF y AIF con el objetivo de evaluar la 

inmunogenicidad del  MAP que contiene el mimotopo de  NS4B. El empleo de los 

adyuvantes tuvo como propósito la inducción de una respuesta inmune que permita 

demostrar la potencialidad de este mimotopo.  

La inmunogenicidad del mimotopo se analizó primeramente mediante un ensayo ELISA, 

con la medición de los niveles de anticuerpos IgG totales anti-péptidos en los sueros 

colectados de los ratones inmunizados. Los sueros se ensayaron de forma individual 

utilizando como antígeno de captura el MAP NS4B. La respuesta de anticuerpos 

antipéptido se muestra en la Figura 11. Como se puede apreciar se constatan diferencias 

estadísticamente significativas (p<0,01), los niveles  de anticuerpos anti-péptido MAP 

NS4B fueron mayores que los del grupo control después de la cuarta dosis. El grupo 

control inmunizado con SSTF no desarrolló anticuerpos anti -NS4B en el tiempo 

evaluado.   

Adicionalmente,  se incluyó el péptido E como control negativo del ensayo, y en este 

caso no se observó reactividad, lo cual permitió descartar la posibilidad de un 

reconocimiemto inespecífico de los anticuerpos presentes en el suero de los ratones 

inmunizados con el MAP NS4B. 
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Figura. 11. Respuesta de anticuerpos anti-péptidos inducida al día 56 por el MAP NS4B. Los ratones 
recibieron cuatro dosis de 50 μg del antígeno MAP NS4B. Los sueros se colectaron al día 0 y a  los 15 
días después de la cuarta dosis. Los Acs IgG se detectaron por ELISA y los sueros se utilizaron a una 
dilución fija de 1:50. Los resultados se expresan como la relación entre las DO del  día 56, sobre la 
DO de los sueros pre-inmune para cada grupo +/- Desviación estándar. El valor de corte es una 
relación ≥ 2.0. Análisis estadístico: Prueba de Mann Whitney. Las diferencias se indican en la figura 
como p<0.05*. 
 

Varios trabajos abordan el uso de variantes peptídicas de proteínas virales del DENV 

principalmente, dominio III de la E,  prM y proteínas no estructurales como, NS5, NS1, 

NS2a, NS3 y NS4A como inmunógenos (8, 158-162). La mayoría de estas 

formulaciones no solo indujeron anticuerpos anti-péptidos sino también mostraron 

títulos neutralizantes específicos de serotipo DENV comparables con otros candidatos 

vacunales de tipo atenuados o proteínas recombinantes.  

En cuanto a la respuesta anti-viral,  no se detectaron anticuerpos IgG totales específicos a 

DENV- 3 mediante ELISA en los sueros de  los animales inmunizados con el MAP 

NS4B, después de la cuarta inmunización. Los títulos inducidos por DENV-3 en los 

ratones para obtener LAH, usado como control positivo, resultaron elevados. La 

ausencia de  anticuerpos anti-DENV-3, puede deberse a que para la evaluación de este 

tipo de  respuesta se emplean cepas de DENV multiplicadas  en CRL  y a pesar de que 

dichas mezclas antigénicas están  formadas por la mayoría de las proteínas del virus, es 

posible que la proteína  NS4B se presente  en baja  proporción.  
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La proteína NS4B participa en la replicación del ARN viral, y se expresa en las primeras 

etapas del ciclo de vida del virus en la célula hospedera.  Puede encontrarse en los sitios 

de replicación del ARN  asociada a las membranas celulares específicamente del retículo 

endoplasmático rugoso. Este hecho ha sido demostrado satisfactoriamente mediante la 

técnica de inmunofluorescencia en diferentes sustratos celulares (164). Con estas 

consideraciones, nos propusimos realizar un estudio para determinar la cinética de 

expresión de la proteína NS4B en células de mosquitos, C636 HT durante la infección 

por virus del dengue.  Las células C636 HT se infectaron con la cepa DENV-3 116/00 en 

un intervalo de tiempo entre 10 a 48 h post-infección, la expresión se detectó  empleando 

una mezcla de sueros de los ratones inmunizados con el MAP NS4B. A las 10 h post-

infección (pi) se observó una ligera fluorescencia en el citoplasma (Fig. 12A), mientras 

que la señal se hizo más intensa con un  punteado en la región perinuclear del citoplasma 

principalmente a las 12h pi (Fig12B). Entre las 16 y 20h (Fig.12C) después de la 

infección las células presentaron un patrón de tinción fuerte en el citoplasma, y alcanzó 

su mayor  intensidad a las 24h pi (Fig. 12D). La intensidad de la señal  disminuyó a 

partir de las 48h pi (Fig. 12E). El uso del suero policlonal con altas concentraciones de 

anticuerpos contra NS4B como control, permitió la identificación del antígeno viral en 

un corto período de tiempo (Fig. 12G). No se observó inmunofluorescencia en las 

células C6/36-HT no infectadas (Fig 12F). Estos resultados, confirman los hallazgos 

previos de Miller y colaboradores (164), en los que la proteína NS4B se expresa en las 

etapas tempranas de la replicación viral en células de Hepatoma Humano, Huh-7 y en 

células de riñón de mono verde africano, Vero.  

Similar a lo demostrado por estos autores, también encontramos que la proteína viral se 

localizó en la región alrededor del núcleo de las células infectadas, probablemente 

asociada a membranas producidas en el proceso de infección viral, con la mayor 

expresión a las 12 horas. 
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Figura 12. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de las células C6/36 HT inoculadas  con virus dengue 
3. Las células infectadas reaccionaron con el suero de los ratones  inmunizados con  50 μg del 
antígeno MAP NS4B y un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a isotiocianato de fluoresceína. En 
la presente figura se muestran los resultados de la IFI de las células 10h (A), 12h  (B), 20h (C), 24h 
(D), y 48 h p.i. (E), Control negativo, células C6/36 HT no infectadas (F). Control positivo, antisuero 
policlonal contra la proteína NS4B (G). Magnificación 400X.  
 

En el presente trabajo, se determinó la especificidad de la respuesta inducida por el MAP 

NS4B mediante una IFI, a las 12 horas posteriores a la infección con el virus, tiempo 

máximo de expresión de la proteína. Se detectó inmunofluorescencia en cuatro sueros de 

los 5 ratones inmunizados en comparación con los sueros de ratones pre-inmunes (figura 

13, Anexo III). No se detectó fluorescencia en el suero obtenido a partir de los animales 

inmunizados con SSTF incorporados en los adyuvantes ACF y AIF, en células C6/36 HT 
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infectadas. Estos resultados muestran que el MAP NS4B indujo una respuesta específica  

a virus dengue en ratones BALB/c, 56 días después de la inmunización.   

Es de aceptación general que altos títulos de anticuerpos antipéptidos, presentarán 

reactividad cruzada con la proteína nativa si la conformación del péptido que se emplea 

como inmunógeno es semejante a la del segmento correspondiente en la proteína nativa 

(125). Con los resultados anteriores, se puede afirmar que el MAP NS4B se comportó 

como un mimotopo inmunogénico de DENV en un contexto diferente al del fago y 

estimuló  una respuesta inmune humoral específica.   

En el caso de este virus, es necesario lograr un candidato vacunal que induzca protección 

contra los 4 serotipos, lo cual reviste extrema importancia, aunque en este primer 

acercamiento solo se evaluó la respuesta inducida con el serotipo 3 del virus como 

antígeno mediante IFI. Es importante tener en cuenta que  esta pequeña región de la 

proteína NS4B es altamente conservada entre los cuatro serotipos del dengue (Fig. 9), 

por lo que es posible encontrar un comportamiento similar para los restantes serotipos. 

 
En el presente trabajo se determinó mediante ELISA, el perfil de las subclases de IgG de 

los anticuerpos producidos contra el MAP NS4B, a partir de la mezcla de los sueros de 

los ratones inmunizados y del grupo control.  

Como se muestra en la figura 14, a diferencia de lo observado con  los niveles de 

anticuerpos del subtipo IgG1, los del subtipo IgG2a fueron elevados y al compararlos 

con los niveles de los controles (preinmune) fueron significativamente mayores 

(p=0,004). 
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Figura 14. Perfil de subclases tipo IgG1 e IgG2a de los anticuerpos anti-péptidos inducidos al día 56 
por el MAP NS4B. Se evaluaron mezclas de las muestras de sueros de los ratones. Los Acs IgG se 
detectaron por ELISA. Los resultados se expresan como la media de tres determinaciones +/- 
Desviación estándar. Análisis estadístico: Prueba de Mann Whitney. Las diferencias se indican en la 
figura como P<0,01 ** y ns: no existencia de diferencias. 
 

Dadas las diferencias estadísticamente significativas obtenidas al comparar los  niveles 

del subtipo IgG1 e IgG2a en la respuesta contra MAP NS4B, se esperaría  la inducción 

de un patrón de respuesta Th1, esta respuesta sería deseable, ya que este isotipo murino 

(IgG2a) se ha relacionado particularmente como eficaz para el control de la infección 

viral, contribuyendo a la protección contra el dengue, mientras que la respuesta  de tipo 

Th2  influye en  el desarrollo de la forma severa de la enfermedad (89). 

El IFNγ es un marcador de las células de fenotipo Th1, las cuales se asocian a la 

respuesta inmune contra patógenos intracelulares. Se describe por varios autores,  una 

relación entre elevados niveles de IFNγ y la gravedad de la enfermedad (200, 201), 

aunque también ha sido demostrado, su papel en el control de la infección (202, 203).  

Los resultados obtenidos confirman lo previamente demostrado para  un péptido de la 

proteína NS4 identificado por análisis bioinformático, el cual indujo una respuesta de 

anticuerpos anti-péptido no significativa, sin embargo, se comportó como un buen 
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inductor de IFNγ por los dos tipos celulares de linfocitos T CD4 y CD8 + (162). Por otra 

parte, es de destacar que la  región comprendida entre los a.a 164-171 de la proteína 

NS4B del dengue y que el mimotopo simula, fue identificada como un epítopo de células 

T por Van y colaboradores en el año 2006 (204). Debido a ello es necesario, en estudios 

futuros, medir la respuesta inmune celular y determinar qué patrón de citoquinas 

predomina al estimular linfocitos T CD8+ y CD4+ en el bazo de los ratones inmunizados 

con MAP NS4B. 

Uno de los parámetros que confieren efectividad a un posible inmunógeno es su 

potencialidad de inducir una respuesta de linfocitos T citotóxicos significativa, para 

destruir las células infectadas por el virus en los estadios tempranos de la infección,  y 

aun más provocar una respuesta de linfocitos T CD4+ que colaboren con la respuesta 

inmune humoral (89). 

Lo expuesto corrobora la inmunogenicidad de la proteína NS4B del virus y su 

potencialidad de ser incluida en el diseño de candidatos vacunales resultado demostrado 

en este trabajo. 

Los péptidos sintéticos y los MAP han demostrado ser valiosos en los estudios 

inmunológicos para el desarrollo de futuros candidatos vacunales contra diferentes 

agentes patógenos (139, 196, 205) y constituyen una estrategia útil para formular 

vacunas sintéticas de dengue (69). Estudios realizados por Amexis y colaboradores, 

2007 (158), da Silva y colaboradores,  2009 (159),  Shangfeng Li y colaboradores, 2011 

(160) avalan este uso y muestran la habilidad de péptidos de epítopos B de la proteína E 

para  inducir una respuesta de anticuerpos neutralizante, necesaria para la protección 

frente al reto viral, así como la producción de IFNγ por las células T auxiliadoras, 

objetivos principales en la obtención de un candidato vacunal. 

Hallazgos precedentes donde igualmente utilizaron una proteína del virus no 

inmunodominante, la prM, brindaron resultados similares a los de la presente 
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investigación, sin embargo los péptidos evaluados en el citado estudio fueron capaces de 

inducir una respuesta neutralizante y protectora en los ratones inmunizados (161).  

Los péptidos-mimotopos seleccionados de las bibliotecas de péptidos presentados en 

fagos son capaces de inducir una respuesta inmune específica de reactividad cruzada (21, 

30, 196). Nuestros resultados constituyen el primer estudio de inmunogenicidad de un 

MAP de cuatro ramificaciones que contiene un péptido  mimotopo de la proteína NS4B 

de DENV-3, en ratones BALB/c. Las evidencias previas sobre la presencia de 

anticuerpos  inducidos por la proteína NS4B son escasas y provienen de la evaluación de 

las proteínas recombinantes con los sueros humanos inmunes al virus  dengue (194).  

Desde hace varios años, la OMS ha dirigido sus esfuerzos a la búsqueda de una vacuna 

contra el virus dengue. El objetivo principal es definir epítopos que puedan estar 

involucrados en la protección localizados en las principales proteínas diana de la 

respuesta inmune. 

Epítopos de las células B se han identificado en diferentes proteínas estructurales y no 

estructurales del virus dengue (206) sin embargo, las características antigénicas e 

inmunogénicas de la proteína NS4B de virus del dengue, han sido poco exploradas. El 

empleo de bibliotecas de péptidos expuestas en fagos permitió identificar un péptido que 

mimetiza un epítopo de la proteína NS4B DENV-3, basado en el reconocimiento  por 

anticuerpos contra el virus presente en el suero de los pacientes convalecientes. El hecho 

de  que este epitopo- mimotopo de células B induce una respuesta de anticuerpos y la 

significación que pudieran tener dichos anticuerpos los cuales reconocieron al antígeno 

natural,  demostró que el mismo pudiera ser biológicamente relevante y con potencial 

aplicación en el diseño de una vacuna contra el epítopo para prevenir la infección por 

virus  dengue. 

Como se observa en la Figura 9, la secuencia expuesta en los clones de los fagos 2, 15 y 

35 presenta cuatro residuos homólogos con la proteína dengue NS4B (FERVPGEVT) en 
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las posiciones aa 164 al 165, 169, 171, esta región está altamente conservada entre los 

cuatro serotipos del virus (164). La evaluación de las similitudes en las propiedades 

físico-químicas de los residuos de a.a no homólogos es importante en el análisis 

estructural de las secuencias lineales. La Figura 9 muestra que este mimotopo difiere de 

la secuencia de NS4B en cuatro a.a (R166K, V167Q, P168L, E169Q) y estos residuos a 

su vez muestran similitudes en el tamaño, polaridad y carga neta, y la característica 

alifática. Estas similitudes fisicoquímicas podrían resultar en que el péptido adopte una 

conformación homóloga con el epítopo del virus del dengue, lo que explicaría el 

reconocimiento del  péptido seleccionado  por los anticuerpos anti-dengue, a pesar de la 

homología parcial de la secuencia con la proteína original. 

Es interesante señalar que los estudios de topología de NS4B muestran que la secuencia 

homóloga con el mimotopo (aa 164-171) parece residir en la región transmembrana del 

retículo endoplásmico (164). Los resultados expuestos nos permiten sugerir que el 

epítopo NS4B que  mimetiza el péptido expuesto en estos fagos pudiera hacerse 

accesible para la unión a los receptores de las células B,  durante la lisis inducida por el  

efecto citopático provocado por el  virus  o por las células T citotóxicas (89). Otra 

posible explicación pudiera ser que durante el ciclo de replicación,  la proteína NS4B 

puede sintetizarse en el citoplasma de las células dendríticas, los monocitos / 

macrófagos, y las células B,  las cuales son las células dianas de la infección por el virus 

del dengue (51, 52).  La proteína NS4B en el citoplasma de estas células infectadas, es 

degradada en péptidos que pueden ser reconocidos por los linfocitos T CD4+  asociados 

a las moléculas de HLA clase II. 
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4.4 Análisis de predicción de las regiones antigénicas  para las células B y 

epítopos de las células T de la proteína NS4B del virus  DENV-3  utilizando  

herramientas bioinformáticas.   

La inmunoinformática consiste en la aplicación de las herramientas computacionales al 

estudio de las moléculas del sistema inmune y constituye una disciplina emergente, 

capaz de guiar el diseño de experimentos para responder a importantes interrogantes en 

la inmunobiología y la vacunología (207). La predicción de los epítopos de las células  B 

podría disminuir en gran medida el trabajo experimental en la búsqueda de nuevos 

candidatos vacunales.  Se han identificado epítopos de células B de las proteínas del 

virus dengue (206).    

La tecnología de presentación de péptidos en la superficie de los bacteriófagos se aplica 

en la selección de determinantes antigénicos. Como resultado de esta investigación se 

identificó un mimotopo de la proteína NS4B de DENV por lo cual resultaría de interés,  

identificar nuevos epítopos con capacidad de ser reconocidos por las células B en la 

proteína NS4B basado en lo demostrado en este estudio acerca de la posible expresión 

del mimotopo identificado durante el curso de la enfermedad,  que además  fue capaz de 

inducir una respuesta inmune humoral específica.   

Existen diversos servidores que permiten identificar la presencia de epítopos de células 

B en una proteína, uno de los utilizados para el análisis es el BcePred, el cual predice 

epítopos lineales de células B basado en las propiedades físico-químicas de la proteína 

de interés, tales como hidrofìlicidad, flexibilidad, accesibilidad, presencia de lazos en la 

estructura, polaridad, exposición de epítopos en la superficie, propiedades antigénicas o 

una combinación de algunas de estas propiedades. La exactitud de la predicción para los 

modelos basados en estas propiedades varía de 52,7% a 57,53% (176). A través de dicho 

servidor se identificaron 27 epítopos de células B para las características fisico-químicas 
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mencionadas, excepto para la correspondiente a la presencia de lazos en la estructura 

(Tabla 4).  Igualmente se identificaron 27 epítopos de células B con puntuaciones entre 

0,83 y 0,52 para el programa ABCpred  (Tabla5). Este servidor se emplea ampliamente, 

ya que selecciona epítopos con un elevado  porcentaje de seguridad  (65,93%). 

Tabla 4. Epítopos de células B identificados en la proteína NS4B del virus dengue 3 para 

cada propiedad físico-química seleccionada por el programa Bcepred.   

Propiedades  físico-
químicas seleccionadas por 
Bcepred 

Secuencia de la proteína NS4B del virus dengue 3 
NEMGLLETTKRDLGMSKEPGVVSPTSYLDVDLHPASAWTLYAVATTVITPML
RHTIENSTANVSLAAIANQAVVLMGLDKGWPISKMDLGVPLLALGCYSQVNP
LTLTAAVLLLITHYAIIGPGLQAKATREAQKRTAAGIMKNPTVDGIMTIDLDSV
IFDSKFEKQLGQVMLLVLCAVQLLLMRTSWALCEALTLATGPITTLWEGSPG
KFWNTTIAVSMANIFRGSYLAGAGLAFSIMKSVGTGKR 

Hidrofilicidad 
 

ENSTANV, QAKATREAQKRTA, KNPTVDG, DSKFEKQ 

Flexibilidad 
 

GLLETTK, KATREAQ, VIFDSKFE, TLWEGSP, SIMKSVGTGK 

Accesibilidad 
 

LLETTKRDLG, LQAKATREAQKRTAAGIMKNPTVDG, 
FDSKFEKQLGQ,  RHTIENS 

Exposición en superficie LETTKRDL, TREAQKRT, DSKFEKQL, TGKR 

Polaridad 
 

LLETTKRDL, MLRHTIENS, QAKATREAQKRTA, IFDSKFEKQLG 

Antigenicidad 
 

EPGVVSPTSYLDVDLHP, DLGVPLLALGCYSQVNPLTL 
VLLLITHY, QLGQVMLLVLCAVQLLLMR, IDLDSVIFD, VVLMGLD 

La secuencia determinada “in silico”  por BcePred que se señala en negrita es la correspondiente al  
mimotopo NS4B  

 

Entre los epítopos B obtenidos por la combinación de ambas herramientas 

bioinformáticas (Tabla 4 y 5), se encuentra el correspondiente al mimotopo NS4B.  Es 

de señalar, además, que este epítopo está altamente conservado entre los cuatro 

serotipos, según las comparaciones de la secuencia de a.a, que codifica para esta proteína 

evidenciada en la Figura 9. El estudio actual permitió describir por primera vez 

secuencias aminoacídicas de la proteína NS4B del virus DENV-3 implicadas en el 

reconocimiento de las células B.    
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Tabla 5. Epítopos de células B identificados en la proteína NS4B del virus dengue 3 por 

el programa ABCpred.  

Número  Epítopos predichos ABCpred 
1 DLDSVIFDSKFE 
2 GPGLQAKATREA 
3 AVVLMGLDKGWP 
4 KFEKQLGQVMLL
5 LLETTKRDLGMS 
6 QVNPLTLTAAVL 
7 DLGMSKEPGVVS 
8 LTAAVLLLITHY 
9 LHPASAWTLYAV 

10 REAQKRTAAGIM 
11 QLGQVMLLVLCA 
12 ENSTANVSLAAI 
13 TLYAVATTVITP 
14 AIANQAVVLMGL 
15 VSPTSYLDVDLH 
16 VIFDSKFEKQLG 
17 LALGCYSQVNPL 
18 AKATREAQKRTA 
19 KMDLGVPLLALG 
20 ITPMLRHTIENS 
21 VDGIMTIDLDSV 
22 ITHYAIIGPGLQ 
23 MGLDKGWPISKM 
24 SYLDVDLHPASA 
25 LCAVQLLLMRTS 
26 TAAGIMKNPTVD 
27 KNPTVDGIMTID 

La secuencia determinada “in silico”  por ABCpred que se señala en negrita es la correspondiente al  
mimotopo NS4B  

La respuesta inmune inducida por dengue incluye la inmunidad humoral, protagonizada 

por los anticuerpos neutralizantes, así como la respuesta de linfocitos T CD4+ tipo 

auxiliadoras y linfocitos T CD8 + tipo citotóxicas. El principal papel de la inmunidad 

celular es a través de  la cooperación de los linfocitos T CD4+ y la lisis eficiente de la 

células infectadas,  por las células T citotóxicas (53).  

Los linfocitos T son capaces de reconocer los péptidos extraños en el contexto de las 

moléculas del HLA propio, a través de su receptor reconocen el determinante antigénico 

formado por un péptido asociado a las moléculas del HLA. Los linfocitos T CD4+ 

reconocen péptidos asociados a la molécula de HLA clase II, mientras que los linfocitos 
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T CD8+ reconocen péptidos asociados a la molécula de HLA clase I, este fenómeno se 

conoce como restricción por el HLA (27).  

La variabilidad de los alelos HLA puede impactar en la respuesta inmune individual 

durante la vacunación. Numerosos algoritmos se desarrollan para realizar estudios de 

predicción de la posible afinidad de las secuencias peptídicas a los diferentes alelos HLA 

clase I y II, esta afinidad puede ser importante para el diseño de candidatos vacunales 

basados en epítopos (206).  

Se ha demostrado que el virus del dengue incrementa la expresión de las moléculas HLA 

clase I y II en las células infectadas, en varios trabajos se describen epítopos T a lo largo 

de toda la poliproteína de los virus del dengue (206) los cuales se encuentran localizados 

principalmente en la proteína NS3, también se han identificado epítopos de linfocitos T 

en las proteínas virales C, M, NS5, NS4A y E, utilizando tanto los métodos 

computacionales como los métodos inmunológicos tradicionales (85). Por todo ello nos 

propusimos realizar una predicción de epítopos T de la proteína NS4B del serotipo viral 

dengue 3, los epítopos de linfocitos T se seleccionaron con respecto a los reportes de la 

distribución de los mismos en una muestra de la población de La Habana (180), un total 

de 126 epítopos T se identificaron en la proteína NS4B con el servidor HLAPred; de 

ellos 101 HLA clase I y  11 clase II.   

En las Figuras 15 y 16 se muestran el número de epítopos predichos con cada uno de los 

alelos incluidos en el análisis, tanto para la mayor cantidad de alelos posibles de los 

descritos para una muestra de la población cubana (180) , así como para los asociados 

con la protección o susceptibilidad a la infección por virus del dengue (85). 

Se lograron identificar 13 epítopos T promiscuos, utilizando los servidores Proped y 

Proped1, los cuales pueden unirse a varios alelos del HLA (Tabla 6, Anexo IV). Estos 

resultan potenciales candidatos vacunales debido a la posibilidad teórica que tienen de 
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unirse a una gran diversidad del producto de expresión de las variantes alélicas de las 

moléculas HLA existentes en las poblaciones y conformar determinantes antigénicos que 

son reconocidos por los linfocitos T(181). De esta manera, se amplían las posibilidades 

de inducir respuestas inmunes protectoras en el contexto del desarrollo de vacunas. 

A) 
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Figura. 15. Epítopos predichos de la proteína NS4B para alelos de clase I. A) Alelos HLA-A B) 
Alelos HLA-B.  
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Figura. 16. Epítopos predichos de la proteína NS4B para alelos HLA de  clase II. 

El polimorfismo de los genes para los antígenos HLA se relaciona con la protección o la 

susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad por dengue. Sierra y colaboradores, 

en el año 2007 (85) demostraron que los alelos clase I  HLA A31 y el HLA B15 tienen 

una frecuencia incrementada en individuos cubanos con historia de infección clínica por 

el virus del dengue. En este estudio de predicción de epítopos en la proteína NS4B se 

identificaron  ocho péptidos para el alelo HLA A31 y  no se encontró  ningún epítopo 

para el alelo B15 (Fig. 15). En un trabajo previo realizado en la población de La Habana 

el alelo HLA clase I B15, se asoció con la forma grave de la enfermedad (180). 

Investigaciones similares realizadas en una población vietnamita encontraron una fuerte 

asociación entre la presencia del alelo HLA A24 con las formas clínicas graves de la 

enfermedad  (208), dicho alelo es uno de los más frecuentes expresados en el presente 

análisis, especialmente con cuatro péptidos de la proteína NS4B capaces de unirse al 

alelo A24.  

Otros alelos clase I HLA A26 y 68 se identificaron y asociaron con posible riesgo para  

la aparición de las formas graves de la enfermedad en una población malaya (45).  En 

este estudio de predicción de epítopos de la proteína NS4B de DENV-3 se presentó un 

total de cuatro péptidos capaces de unirse al alelo HLA A68 (Fig. 15).  
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La presencia de alelos asociados con la susceptibilidad a las formas severas de la 

enfermedad por dengue induciría una respuesta inmune patológica, por lo cual dichos 

epítopos deberán ser excluidos de un posible candidato vacunal contra el dengue.  

La asociación positiva más descrita entre el polimorfismo de los genes HLA con la 

protección a la infección por virus dengue ha sido la presencia de los alelos protectores 

DRB107 y DRB104 (206), este estudio encontró un número importante de péptidos 

predichos en la proteína NS4B con capacidad para unirse a estos alelos (Fig. 16).  

Otra investigación realizada en la población tailandesa demostró una asociación entre el 

alelo HLA B44 y la protección a padecer las formas graves de la enfermedad (206). La 

Figura 15 muestra el alelo HLA B44 descrito para ocho péptidos.  

Aún cuando en este análisis de predicción se encontró numerosos epítopos que se 

relacionan con alelos de susceptibilidad a la infección por dengue, se detectó un número 

importante de alelos protectores. En este sentido, la utilización de estos últimos, como 

parte de una vacuna de subunidades antidengue, permitiría incluir en la formulación final 

dichos epítopos protectores de cada uno de los serotipos virales, lo que tendría 

implicaciones en  la respuesta inmune a la vacunación. 

Un determinante indispensable de inmunogenicidad para los péptidos es su capacidad de 

unión a las moléculas HLA. La selección de péptidos con especificidades de unión 

diferentes al HLA amplía la cobertura poblacional, condición aprovechable en el diseño 

de vacunas de subunidades.   

La cobertura para alelos de HLA clase I resultó para la población cubana europoide del 

59,93% y para la africanoide  del 58,8% (Tabla.7). Teóricamente, la inclusión de este 

epítopo pudiera producir una adecuada estimulación de la respuesta inmune específica en 

la población utilizada como referencia, aunque debe tomarse en consideración que estos 

resultados no son extrapolables al conjunto de la población cubana debido al tamaño de 
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la muestra analizada y a la no representación en las poblaciones de distintas regiones del 

país .  

Existen pocos trabajos en la literatura que identifican epítopos de células específicas del 

virus dengue protectores en diversas poblaciones del mundo, con la aplicación de 

métodos computacionales (45, 208-210). El uso de estos sistemas de estimación teórica 

de cobertura vacunal para poblaciones específicas, pudiera ser de gran utilidad para el 

desarrollo de vacunas, teniendo en cuenta la composición genética de poblaciones 

determinadas. En la Tabla 7 se presentan los porcentajes de cobertura en tres poblaciones 

diferentes tomadas como modelos: mexicanos, brasileños  y malayos, los cuales difieren 

en su constitución genética, localización geográfica e incidencia de dengue. 

La cobertura de los alelos HLA clase I correspondientes al epítopo en estudio fue similar 

al de las poblaciones de la región de las Américas. La población malaya mostró un valor 

relativamente más bajo en comparación  con las restantes analizadas (Tabla 7). Dicha 

población esta conformada por diferentes grupos étnicos: malayo, indio  y chino,  con 

una diversidad genética que revela la frecuencia de las variantes alélicas HLA diferentes 

(45). El análisis de la cobertura poblacional se realizó a la población correspondiente al 

grupo étnico malayo, lo cual explica la diferencia encontrada con las restantes 

poblaciones que se estudiaron. 

A pesar de que el epítopo en estudio no se presentó con igual cobertura para las 

diferentes poblaciones estudiadas sí presentó buenos porcentajes, lo cual sugiere que si 

se utilizara como parte de candidatos vacunales basados en epítopos pudiera obtenerse 

una adecuada respuesta protectora.   

 

 



 93

Tabla 7.  Cobertura poblacional del epítopo –FEKQLGQV- correspondiente al  

mimotopo de la proteína NS4B  para los alelos HLA clase I.  

Población HLA Clase I Muestra poblacional (Donantes sanos) 

Cubanos europoides 59,93% 129 (85) 

Cubanos mestizos 58,18% 129 (85) 

Brasileños 62,87% 101 (210) 

Brasileños mestizos 54,26% 101(210)  

Mexicanos 60,29% 90 (209) 

Malayo 24,20% 95 (45) 

 

La respuesta inmune contra el dengue incluye ambos alelos: HLA clase I y HLA clase II, 

por lo cual es importante considerar  que se realice en el futuro un estudio relacionado 

con la presentación del epítopo de células T–FEKQLGQV- de la proteína NS4B para 

los alelos HLA clase II.  

El estudio de predicción realizado en este trabajo permitió revelar nuevos epítopos de 

células  B y T de la proteína NS4B del virus dengue 3, que pudieran estar implicados en 

la respuesta inmune al virus. La secuencia del mimotopo de la proteína NS4B fue 

predicha como un epítopo de células B y mostró elevada probabilidad de ser presentado 

por una proporción de individuos de la población cubana y de otras zonas geográficas. El 

empleo de las herramientas bioinformáticas tiene el potencial de acelerar las 

investigaciones, entre las que se encuentran el desarrollo de vacunas, lo cual en 

combinación con ensayos in vitro son una excelente estrategia para la identificación de 

péptidos inmunogénicos. 
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5. DISCUSIÓN INTEGRADA 

En las últimas décadas se han aislado y caracterizado un gran número de péptidos  de 

proteínas del virus del dengue, los que se han utilizado para estudiar la estructura 

antigénica de proteínas del virus (193, 211),  y como  nuevas herramientas para el 

diagnóstico y la identificación del serotipo de infección (156, 157). De igual forma,   han 

demostrado su utilidad en la caracterización de epítopos específicos que pudieran 

constituir candidatos potenciales para el desarrollo de vacunas (158-160, 162).  

El poder de la tecnología de exposición de péptidos en los fagos filamentosos, consiste 

en reducir antígenos proteicos complejos a pequeñas estructuras peptídicas que retengan 

las propiedades biológicas de dichos antígenos, de forma tal que se comporten como 

sustitutos de los mismos. Estas estructuras peptídicas o mimotopos revelan su 

potencialidad  en el desarrollo de reactivos de nueva generación, de uso potencial en el 

diagnóstico o la prevención de las enfermedades infecciosas (32, 114).  

Cuando se aplica dicha tecnología para la selección de secuencias de péptidos que 

mimetizan epítopos del virus dengue, los trabajos concuerdan desde un inicio hasta la 

actualidad en el empleo de  AcMs como la estrategia más explorada. Los primeros 

trabajos permitieron, la identificación de epítopos reconocidos por AcMs específicos de 

serotipos, tanto para  la proteína NS1, como para  la proteína NS3 (131, 138). Estos 

péptidos mimotopos  reconocieron la presencia de  anticuerpos en muestras de sueros 

inmunes a dengue al utilizarse como antígenos de captura, en  los ensayos  desarrollados.  

Las evidencias acumuladas en estas investigaciones  revelan que la especificidad del 

epítopo identificado siempre estuvo limitada a un serotipo, convirtiéndolo  en una 

herramienta atractiva para la detección pero más que nada para la tipificación viral (23). 

Teniendo en cuenta que la utilidad de los sueros policlonales ha sido demostrada para la 

identificación de epítopos específicos relacionados con enfermedades virales (21, 28-30, 

187) y que las bibliotecas de péptidos expuestos en los fagos filamentosos, han permitido 
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la caracterización de la respuesta inmune a dengue (33, 134, 138), con el presente trabajo 

nos propusimos como primer objetivo seleccionar mimotopos del virus del dengue. Los 

resultados demostraron que se  identificaron  epítopos de células B de las proteínas no 

estructurales del virus del dengue, NS3 y NS4B  utilizando una biblioteca de péptidos 

presentados en fagos. Este trabajo confirmó lo descrito con  anterioridad acerca de  la 

presencia de anticuerpos a las proteínas  NS4B y NS3 (7, 16, 194), al evidenciar  la 

reacción del mimotopo NS4B con anticuerpos presentes en las  muestras de los  

pacientes con infección de dengue.  

Este trabajo mostró además, la capacidad de los  péptidos sintéticos formados por el 

mimotopo de la proteína  NS4B (ya sea acoplados a una proteína portadora ABS o en el  

formato peptídico MAP) para la detección de anticuerpos a tres de los cuatro serotipos 

del virus, presentes en el suero de individuos inmunes. Este resultado es de importancia 

si se tiene en cuenta que  actualmente, se dedican grandes esfuerzos a la búsqueda de 

métodos rápidos, sensibles y a la vez específicos para la detección y la tipificación de los 

virus dengue (110). En este contexto la búsqueda de nuevos mimotopos del virus dengue 

a través de las bibliotecas de péptidos pudiera definir nuevos epítopos involucrados en la 

generación de la respuesta inmune específica y con reactividad cruzada. Los mimotopos 

identificados de estas dos proteínas del virus, son alternativas atractivas  para aplicarse 

como sustitutos de  antígenos en el diagnóstico serológico, ya que los antígenos que se 

emplean en estos momentos, tanto los  provenientes de  CRL como los  de  cultivo 

celular, utilizan   para su  obtención métodos engorrosos y costosos que entrañan además 

un riesgo biológico. Los péptidos mimotopos identificados  pudieran utilizarse en la 

evaluación de las muestras de suero con el objetivo de verificar el serotipo de infección 

que circula en áreas endémicas o de baja circulación. Esta información resulta crucial 

para el cuidado y manejo de los pacientes así como para el control de la enfermedad 
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Una de las aplicaciones más importantes de la tecnología de exposición de péptidos en 

los fagos filamentosos es la identificación de péptidos que actúen como miméticos 

inmunogénicos y que sean capaces de inducir una respuesta de anticuerpos “in vivo” 

similar o idéntica a la utilizada para la selección del mimotopo (32).  Una vez 

identificado y caracterizado  el mimotopo de NS4B, se confirmó la  inmunogenicidad 

utilizando un derivado sintético de la secuencia expuesta en el mismo. Los resultados 

mostraron, que el MAP NS4B  fue capaz de  generar una respuesta  inmune en ratones 

BALB/c. El empleo de esta forma de presentación al sistema inmune, demostró que los 

MAP  mantienen la  multimericidad al estar formado por varias  copias del péptido 

identificado, como cuando se utiliza para inmunizar el fago seleccionado directamente o 

el péptido unido a una proteína portadora (126). 

Varios autores han demostrado que los anticuerpos generados no sólo se limitan a 

reconocer en inmunoensayos el péptido empleado en la inmunización, también es 

posible la generación de anticuerpos capaces de reconocer el antígeno original (130), por 

lo que se evaluó por IFI, la reactividad cruzada de los anticuerpos, desarrollados, al 

inmunizar con el MAP NS4B, con la proteína natural  durante el ciclo de replicación 

viral. Como resultado se obtuvo una respuesta inmune humoral específica que reconoció 

al DENV-3  y  que la conformación del péptido que se empleó como inmunógeno es 

semejante a la del segmento correspondiente en la proteína NS4B, por lo que  esta 

conformación no se afecta al ser separada del fago que la expone.  

Debido a que diferentes investigaciones han defendido el papel de la respuesta Th1/Th2 

en la inmunopatogénesis de la enfermedad (89) , se estudió la presencia  de las subclases 

IgG1 e IgG2a en la respuesta contra MAP NS4B. Los resultados obtenidos sugieren un 

predominio de la respuesta tipo Th1, que se asocia a una  adecuada recuperación y mejor 

evolución frente a la infección.  
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Actualmente se desarrollan varias estrategias para la obtención de una vacuna contra el 

dengue, entre las que se encuentran: las vacunas atenuadas por vía convencional, 

vacunas quiméricas o vacunas vivas atenuadas recombinantes, las vacunas de subunidad 

y las vacunas de ADN (112). Las  evidencias expuestas hasta este punto,  apoyan el uso 

de los mimotopos identificados como posibles candidatos vacunales utilizando 

estrategias de inmunización combinadas. 

Los resultados sugieren además la presencia de un  epítopo de células T. La aplicación 

de las herramientas computacionales al estudio de las moléculas del sistema inmune 

constituye una disciplina emergente, capaz de guiar el diseño de experimentos para 

responder a importantes interrogantes en la inmunobiología y la vacunología (207). 

Definir los epitopos del virus dengue que pueden estar involucrados en la protección o 

en la reacción inmunopatológica es de extremo interés en el desarrollo de vacunas. Por 

esta razón decidimos complementar los hallazgos  experimentales  con la posibilidad que 

ofrece  explotar estas herramientas  computacionales para predecir nuevos epítopos de 

células  B y T de la proteína NS4B del virus dengue 3 que pudieran estar implicados en 

la respuesta inmune al virus. Los epítopos T y B identificados  “in silico” sugieren  la 

inclusión de algunos de ellos como parte de nuevos  candidatos vacunales; además se 

identificó la secuencia del mimotopo de la proteína NS4B como un epítopo de células B 

y mostró elevada probabilidad de presentarse por una proporción de individuos de la 

población cubana y de otras zonas geográficas. 

La presente investigación  avala la potencialidad del empleo de las bibliotecas de 

péptidos expuestos en fagos para identificar péptidos que mimetizan epítopos 

biológicamente relevantes del virus dengue, basado en el reconocimiento de los péptidos 

por los anticuerpos contra el virus, presentes en el suero de los pacientes. Todos estos 

resultados constituyen un avance en cuanto a la disponibilidad de nuevas herramientas 
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de investigación y  con una aplicación potencial en el diagnóstico, así como para el 

desarrollo de nuevos candidatos vacunales. 
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6. CONCLUSIONES 

1. El uso de bibliotecas de péptidos presentados en fagos y sueros humanos 

inmunes permitió la identificación de mimotopos con similitud  a las  secuencias 

aminoacídicas de la proteína NS4B y NS3 del virus dengue.  

2. El mimotopo de la proteína NS4B, en sus dos variantes peptídicas, fue  capaz de  

detectar anticuerpos mayoritariamente al serotipo de selección  en sueros 

humanos inmunes, mostrando su potencialidad  como posible herramienta  en el 

diagnóstico serotipo específico del virus dengue. 

3. Las diferencias encontradas en la detección de anticuerpos de acuerdo a la 

infección primaria o secundaria, corroboran la relación de las proteínas no 

estructurales  con la infección secundaria.  

4. Los anticuerpos inducidos por el péptido mimotopo de NS4B reconocieron a la 

proteína  en etapas tempranas de la infección viral, demostrando la importancia 

de la proteína NS4B en la respuesta inmune. 

5. Se demostró la presencia “in sílico”  de epítopos de células T y B  en la proteína 

NS4B  que indican la potencialidad de esta proteína para ser  incluida en 

formulaciones vacunales  contra este virus. 
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7. RECOMENDACIONES 

1.-Determinar la respuesta celular y el perfil de citoquinas tras la inmunización con el 

MAP de NS4B en ratones. 

2.-Evaluar la capacidad protectora de la respuesta inmune inducida por el MAP de NS4B 

en ratones, a través del modelo de  encefalitis viral por dengue. 

3.- Obtener mimotopos específicos de los serotipos 1, 2 y 4 de los virus dengue a partir 

de bibliotecas de péptidos presentados en fagos filamentosos.  
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9. ANEXOS 

ANEXO I 

Nueva clasificación de casos de dengue  (OMS) (69) 

Dengue con o sin signos de alarma                                      Dengue grave 

Dengue probable                       Signos de alarma                       Criterio de severidad 

Vivir o viajar a un país 

endémico  

Dolor abdominal Extravasación de plasma 

severa 

Fiebre mas dos de los 

siguientes criterios: 

 

Vómitos persistentes Signos de choque 

Nausea/ vómitos Acumulación de fluidos Acumulación de fluidos 

con distress respiratorio 

Rash  Sangramientos en 

mucosas 

Manifestaciones 

hemorrágicas severos 

Urticaria y dolor Letargo y/ inquietud Daño de órganos severo  

Prueba del Torniquete 

positiva 

Hepatomegalia de >2 cm  Hígado TGP/TGO>1000 

Leucopenia  Incremento hematocrito y 

disminución del conteo de 

plaquetas 

 SNC afectaciones de la 

conciencia 

 Cualquier signo de 

alarma 

  Corazón y otros órganos  
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ANEXO II 

 

Instituto de Medicina Tropical: “Pedro Kourí”. 

Investigador principal: Dra. María G. Guzmán DrCs 

 

PLANILLA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

Ciudad de la Habana, ----------- del mes de -------------------- del 200 ---------. 

 FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

 

Yo ------------------------------------ con carné de identidad ------------------------ 

Conozco que: 

El dengue es una enfermedad infecciosa transmitida por el mosquito Aedes aegypti, que afecta a toda 

la población. Puede cursar de forma asintomática o causar una enfermedad más grave que ponga en 

riesgo la vida de quien la padece. El Departamento de virología del IPK ha estado desarrollando 

estudios de importancia científica y social sobre esta patología. Este estudio permitirá profundizar en 

el conocimiento sobre la misma, y los factores de riesgo para padecer la forma más grave; además 

podré conocer si he padecido infección anterior con algún serotipo del dengue. Conociendo lo 

anteriormente expuesto hago constar por este medio mi consentimiento informado para participar en 

el estudio:”Papel de la infección secundaria en la epidemia de Dengue-4 de las provincias habaneras”. 

Accediendo a la toma de una muestra de 10 ml de sangre para dicho estudio. Declaro que he sido 

informado del objetivo del estudio, que participo en el mismo de forma voluntaria y gratuita, 

conociendo además que tengo el derecho de abandonar el estudio en el momento en que lo desee. 

 

Nombre y apellidos de quien recibe consentimiento: 

_____________________________________________ 

 

                                                                                       

_______________________ 

                                                                     Firma del paciente 
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ANEXO III 

 

a)                                                   b)                                         c)  

 

d)                                                e)  

Figura 13. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) de las células C6/36 HT inoculadas con el virus 
dengue 3. Las partículas virales se detectaron con el suero de cada ratón inmunizado con el MAP 
NS4B, día 56 después de la inmunización, utilizando un anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a 
isotiocianato de fluoresceína. (a) ratón 1, (b) ratón 2, (c)  ratón 3 (d) ratón 4 y (e) ratón 5. Aumento 
400X. 
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ANEXO IV 

 

Tabla 6.  Epítopos promiscuos identificados en la proteína NS4B para alelos de HLA. 

Secuencia 
 

Alelos HLA tipo I Alelos HLA tipo II 

MGLLETTKR HLA A*3302, 
HLA B35 
B44 
 

HLA DRB1*0401, DRB1*0404, 
DRB1*0405, DRB1*0408, DRB1*0410, 
DRB1*0421, DRB1*0423, DRB1*0426, 
DRB5*0101, 
DRB5*010 

MKSVGTGKR HLA A20  HLA DRB5*0101, DRB5*0105 

FRGSYLAGA HLA B*2702  HLA DRB1*0305,  DRB1*0309,  
DRB1*1101,  DRB1*1307 

LLLITHYAI HLA A11,  A3, A31 HLA DRB1*0701,  DRB1*0703,  
DRB1*1501,  DRB1*1506,  DRB5*0101,  
DRB5*0105 

LLITHYAII HLA B*5201,  B8  HLA DRB1*1501,  DRB1*1506 

LTLTAAVLL HLA B7  HLA DRB1*0701, DRB1*0703 

FSIMKSVGT HLA A*3301  HLA DRB1*0101,  DRB1*0102,  
DRB1*0405,  DRB1*0408 

LLLITHYAI HLA A11,  A3,  A31, HLA DRB1*0701,  DRB1*0703,  
DRB1*1501,  DRB1*1506, DRB5*0101,  
DRB5*0105 

LYAVATTVI HLA A11,  A24,  B*5201, HLA DRB1*0404,  DRB1*0423 

MRTSWALCE HLA A*2402 HLA DRB1*0817,  DRB1*1321 

VIFDSKFEK HLA A*3101 HLA DRB1*0301,  DRB1*0305,  
DRB1*0306,  DRB1*0307,  DRB1*0308  
DRB1*0309,  DRB1*0311,  DRB1*1107 

YAIIGPGLQ HLA A31,  B8 HLA DRB1*0305,  DRB1*0309,  
DRB1*0801,  DRB1*0802,  DRB1*0817, 
DRB1*1101,  DRB1*1128,  DRB1*1305,  
DRB1*1307,  DRB1*1321,  DRB5*0101,  
DRB5*0105 

MLRHTIENS HLA A*0205 HLA DRB1*0301,  DRB1*0306,  
DRB1*0307,  DRB1*0308  DRB1*0311,  
DRB1*0401,  DRB1*0426,  DRB1*1102,  
DRB1*1107,  DRB1*1114, DRB1*1120,  
DRB1*1121,  DRB1*1301,  DRB1*1302,  
DRB1*1304,  DRB1*1322, DRB1*1323,  
DRB1*1327,  DRB1*1328 
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