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SINTESIS

Para sustentar el papel de la infeccidn secundaria en la etiopatogenia del Dengue y Dengue
Hemorragico en epidemias por Dengue 2 y 3 y la influencia de la secuencia de infeccion e
intervalo de tiempo sobre la sensibilizacién , evaluamos la presencia de anticuerpos
especificos contra serotipos, la cinética de anticuerpos neutralizantes en sueros inmunes a
Dengue 1 colectados 4 y 20 afios después de la primoinfeccion, la amplificacion
dependiente de anticuerpos después de 20 afos, la capacidad neutralizante de sueros contra
7 cepas de Dengue 3y la cinética de anticuerpos neutralizantes en relacion con la viremia
en infectados con virus dengue 3. Se confirma que la infeccion secundaria fue el factor de
riesgo mas importante en las epidemias de 1997 y 2001-2002 después de 20-24 afios de la
primoinfeccion, donde los serotipos en las secuencias de infeccion fueron importantes. Los
anticuerpos homotipicos a Dengue 1 se incrementaron con la infeccion secundaria después
de 20 afios de la primoinfeccion, sugiriendo que ganan afinidad y pierden actividad
heterotipica con el tiempo, mientras los heterotipicos disminuyeron o se mantuvieron bajos.
Los mayores titulos de anticuerpos neutralizantes se encontraron frente a la cepa de Dengue
3 aislada al final de la epidemia 2001-2002. La duracién de la viremia en la infeccion
primaria en la epidemia 2001-2002 fue mayor que en la secundaria, no detectandose en los
primeros anticuerpos neutralizantes durante la fase aguda, mientras que en la infeccion
secundaria los niveles se elevaron después del quinto dia, coincidiendo con la caida de la

viremia.
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1. INTRODUCCION

El dengue se considera una enfermedad emergente y la principal de las enfermedades
virales transmitidas por artrépodos en términos de morbilidad y mortalidad en la actualidad.
Se estima que anualmente ocurren entre 50-100 millones de infecciones. Esta enfermedad
es la causa de 300,000 a 500,000 hospitalizaciones anuales con una tasa de letalidad del 1-
5% (1,2).

Los virus del Dengue (DEN) se encuentran dentro del grupo de los Arbovirus (virus
transmitidos por artropodos) y pertenecen a la familia Flaviviridae, especificamente al
género Flavivirus. El complejo que forman estos virus esta constituido por cuatro serotipos
DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 relacionados antigénicamente (3). El genoma viral esta
constituido por una simple cadena de acido ribonucleico positiva (ARN (+)) que codifica
para tres proteinas estructurales C, PrM/M, E y siete proteinas no estructurales (NS): NSI,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (4).

Cualquiera de los 4 serotipos del DEN puede producir una infeccioén asintomadtica o causar
las dos formas clinicas de la enfermedad. El cuadro mas leve es la Fiebre del Dengue (FD)
en el cual se observan a veces hemorragias, y el mas severo es la Fiebre Hemorragica del
Dengue/Sindrome de Choque del Dengue (FHD/SCD) (5-7).

Después de un periodo de mas de 50 afios en los que la enfermedad estuvo casi ausente en
Las Américas, el dengue se ha tornado gradualmente hiperendémico en la mayoria de los
paises de la region , con circulacion de mas de un serotipo y epidemias frecuentes. En este
contexto, la situacion epidemioldgica de Cuba se considera excepcional en el periodo 1970-
2002 pues el mismo se ha caracterizado por el desarrollo de epidemias y brotes definidos en
el tiempo. Los mismos han sido eliminados en un breve tiempo, evitando la endemicidad de

la enfermedad en el pais.
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En el periodo 1970-2002, Cuba ha reportado cuatro epidemias fundamentales, y cuatro
brotes. La primera epidemia ocurri6 en los afios 1977-1978, la cual se extendi6 por toda la
isla, observandose solamente casos de FD y tuvo como agente etiologico el DEN-I,
genotipo Americano (8). Posteriormente, ocurrieron dos epidemias severas de FHD
causadas por cepas de DEN-2. La primera de estas, ocurrida en 1981, afect6 a todo el pais y
la segunda, ocurrida en 1997, se circunscribié al Municipio de Santiago de Cuba. Estas
epidemias ocurrieron 4 y 20 afios después de la epidemia causada por el DEN-1 (9, 10).
En ambas, la proporcion de casos de FHD/casos de FD, asi como la proporcién de
fallecidos / casos de FHD se incrementd notablemente con la progresion de la epidemia (6,
11).

La ultima epidemia confirmada ocurrié en el periodo 2001-2002. Esta fue causada por el
virus DEN-3 y en la misma se observd también un incremento en la severidad de la
epidemia con la progresion de la misma en el tiempo (12).

Ademas de las 4 epidemias antes descritas, en Cuba han ocurrido 4 brotes de dengue. Uno
en el afio 2000 en la ciudad de La Habana de muy corta duracion, con 138 casos de FD. En
este se aislaron los serotipos DEN-3 y DEN-4 (6).

En el afio 2005, ocurrieron 3 brotes de dengue, uno de ellos en el mes de abril en el
Municipio de la Lisa en la ciudad de La Habana, el otro en la misma provincia pero en el
municipio de Playa en el mes de septiembre causado por el virus DEN-4 y el tercero en la
provincia de Camaguey causado por el virus DEN-3.

Finalmente en el 2006 tuvimos el ultimo evento epidemiologico aun no clasificado por las
autoridades nacionales de salud en relacidon a su severidad. Durante el mismo, en 8
provincias del pais, se aislaron los serotipos de DEN-3 y DEN-4 (Camaguey, Ciego de
Avila, Cienfuegos, La Habana, Guantanamo, Las Tunas y Villa Clara) y en 2 provincias
(Holguin y Santiago) se aislo el DEN-3 s6lamente (Comunicacion Personal Dra. Maria G.
Guzman , Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2007).

Por afios la patogénesis de la FHD ha sido un tema controvertido. Los primeros trabajos
sefalaban por una parte a la infeccion secundaria como el principal factor de riesgo
mientras otros consideraban a la virulencia viral. Hoy se acepta que la infeccion secundaria
es el factor de riesgo individual mas importante, aunque factores como la virulencia viral y

las caracteristicas genéticas del hospedero modulan la severidad de la enfermedad (13-15).
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Los primeros estudios en dengue demostraron que la FHD/SCD se observaba en nifios (2-8
anos) en el curso de una infeccidon secundaria y en infantes (7-8 meses) con una infeccion
primaria nacidos de madres inmunes a dengue (16).

La descripcion clinica de la FHD en niflos se realizd primeramente en el Sudeste Asiatico
en la década del 50 (17).Contrario a esta observacion, en la region de Las Américas la FHD
ha afectado tanto a nifios como a adultos (6).

El primer estudio que sugirid la asociaciéon de la FHD y la presencia de anticuerpos
heteroldgos a dengue fue realizado por Halstead en 1970 (18) dado por la observacion que
mas del 85% de los nifios con FHD en Bangkok en 1960 tenian altos niveles de anticuerpos
de reactividad cruzada a dengue sugestivos de una infeccion previa por dengue. Estudios
seroepidemioldgicos posteriores realizados en Tailandia y en Myanmar confirmaron esta
hipotesis (7, 19, 20) y estimaron que el riesgo relativo para la FHD en las infecciones
secundarias es al menos 15 y para el SCD de 50-100 veces (7, 19, 21).

En 1987 Kouri y colaboradores plantearon una hipotesis integral para el desarrollo de la
FHD (15). En la misma se plantea que la interaccion de 3 grupos de factores dependientes
del hospedero, el virus y aspectos epidemioldgicos determinan la ocurrencia de las
epidemias de FHD. Dentro de los factores individuales se encuentran el sexo, la raza, las
enfermedades cronicas y la preexistencia de anticuerpos, la cual constituye el factor de
riesgo principal.

A lo largo de mas de 3 o 4 décadas, las investigaciones de la FHD/SCD en nuestro pais han
permitido la identificacion de los siguientes factores de riesgo para la enfermedad severa.
La infeccion secundaria.

La secuencia de infeccion.

La asociacion con genotipos especificos.

El intervalo de tiempo entre la primera y la segunda infeccion.

La edad del hospedero.

vV V.V V V VY

La etnicidad del hospedero.

» Las enfermedades cronicas del hospedero.
La FHD/SCD se ha observado principalmente en areas con cocirculacion de varios
serotipos. En estas areas ha sido muy complejo el estudio del papel de los factores de riesgo

involucrados en la etipatogenie de la enfermedad debido a que la misma es endémica.
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Entre los factores asociados a la infeccidn secundaria se encuentran la secuencia de
infeccion, el intervalo entre las infecciones, la cinética de los anticuerpos neutralizantes en
el tiempo, la amplificacion dependiente de anticuerpos y el comportamiento de los
anticuerpos neutralizantes frente a cepas de genotipos similares y diferentes. Teniendo en
cuenta lo anterior y teniendo como ventaja la situacion epidemioldgica cubana tnica con
relacion al dengue hasta el afio 2002 evaluamos estos factores. “Dada la importancia de
definir la implicacién de los anticuerpos en la etiopatogenia de la enfermedad se propuso
valorar las caracteristicas y el comportamiento de los anticuerpos homologos y heterdlogos
frente a diferentes cepas del virus dengue en las epidemias ocurridas en Cuba, con especial
referencia a las clases de inmunoglobulinas, su capacidad neutralizante y las variaciones en
su titulo en funcion del tiempo transcurrido después de la primoinfeccion (sensibilizacion) ,
asi como la relacion de estas caracteristicas con la duracion de la viremia y el fendmeno de
la amplificacion dependiente de anticuerpos, como via de sustentar las evidencias sobre del

papel de la infeccion secundaria en la etiopatogenia de la FD y la FHD”.
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1.1. Hipdtesis

En el curso de una infeccidon secundaria, a un mayor intervalo después de la infeccidon primaria,
determinadas secuencias de infeccion viral como DEN-1/DEN-2 y DEN-1/DEN-3 y la disminucion
de los anticuerpos neutralizantes heterotipicos a determinados genotipos juegan un papel

fundamental en la severidad de la enfermedad.

1.2. Objetivos
Objetivo General

Contribuir al conocimiento del papel de la infeccién secundaria en la etiopatogenia de la FD y de la

FHD.

Objetivos Especificos

1. Determinar el titulo de anticuerpos IgG y de anticuerpos neutralizantes frente a los virus
DEN-1 y DEN-2 en el suero de pacientes de FD y FHD durante la epidemia de 1997, y su
asociacion con la infeccidon secundaria heterotipica.

2. Definir la presencia de anticuerpos IgG y el titulo de anticuerpos neutralizantes frente a
los 4 serotipos del virus dengue en sueros de pacientes con FD y FHD durante la epidemia
del 2001/2002, y las secuencias virales de infeccion asociadas a las formas clinicas de la
enfermedad.

3. Conocer la variacion de los anticuerpos neutralizantes homoélogos y heterdlogos en
diferentes periodos de la primoinfeccion y la influencia del fenémeno del ADA después de
transcurridos 20 afios.

4. Evaluar el titulo de anticuerpos neutralizantes en un panel de sueros postconvalescientes

frente a diferentes cepas del virus DEN-3 de igual y diferente genotipo.



Introduccion

5. Determinar la cinética de los anticuerpos neutralizantes y la duracion de la viremia en

pacientes infectados con el virus DEN-3 durante la epidemia del 2001//2002 en relacion

con el cuadro clinico de la enfermedad y el tipo de infeccion.

1.3.

Novedad cientifica y valor teorico

Por primera vez a nivel mundial:

Se demuestra la asociacion de la infeccion secundaria en el desarrollo de la FHD
después de mas de 20 afios de la infeccion primaria.

Se realiza un estudio longitudinal de la cinética de los anticuerpos neutralizantes en
sueros inmunes a DEN-1 encontrandose variacion en el titulo de los mismos.

Se demuestran diferencias en la capacidad neutralizante de sueros de individuos
inmunes a DEN-3 en presencia de cepas de virus DEN-3 de igual y diferente
genotipo.

Se caracteriza la cinética de la respuesta de anticuerpos neutralizantes durante la
fase aguda de la enfermedad y su relaciéon a la viremia por virus DEN-3 en
pacientes latinoamericanos.

Los estudios aqui presentados son de gran valor cientifico a nivel internacional,
dada la exclusividad que caracteriza la epidemiologia del dengue en Cuba en el
periodo estudiado, lo cual permitié relacionar los hallazgos del patron de respuesta

de anticuerpos neutralizantes con la etiopatogenia de la enfermedad.
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Valor practico

De este estudio se derivan importantes conclusiones sobre la cinética de los
anticuerpos neutralizantes y de los aspectos relacionados con la viremia, teniendo en
cuenta el tipo de infeccion y la severidad de la enfermedad en individuos adultos de
origen americano infectados por virus DEN-3, en los que la respuesta inmune previa
se conoce con seguridad.

El conocimento aportado en este trabajo tiene una posible aplicacion practica en las
acciones de prevencion de la aparicion de formas graves de la enfermedad, asi como
en la proteccion de los individuos que han sufrido una primoinfeccion (“Vigilancia
Epidemioldgica Personalizada”).

Parte de los estudios realizados estuvieron enmarcados dentro del proyecto:

““Investigation of the underlying basis for the emergence of dengue haemorrhagic

fever in Cuba”, concluido recientemente. El proyecto fue calificado como muy

satisfactorio por los evaluadores de la Wellcome Trust, lo que constituye un aval

para el IPK y para Cuba en materia de ciencia a nivel internacional.

Los resultados presentados dieron lugar a 8 publicaciones, 6 en revistas
internacionales de alto impacto y 2 nacionales.

Se demuestra que la infeccion secundaria y diferentes caracteristicas asociadas, asi
como las diferencias de los anticuerpos neutralizantes en un panel de sueros frente a
cepas de igual serotipo pero diferente genotipo, tienen implicaciones en la patogenia

de la enfermedad y en el desarrollo de una vacuna para el DEN.



REVISION BIBLIOGRAFICA



Revisién Bibliogréfica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Definicion
El DEN es una enfermedad viral aguda transmitida por mosquitos (generalmente Aedes

aegypti), que puede producir desde una forma inaparente o asintomatica a una amplia gama
de formas clinicas que van desde la fiebre indiferenciada, la FD, hasta las formas graves de
la enfermedad, la FHD y el sindrome de choque por DEN (SCD) (22).

El virus DEN pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Este género esta
compuesto por 70 virus entre los que se encuentra el virus de la fiebre amarilla (FA), que es
la especie prototipo de la familia, y el virus de la encefalitis japonesa (EJ). Existen cuatro

serotipos del virus DEN, DEN —1, DEN-2, DEN-3 y DEN 4 (23).

2.2. Situacién actual del DEN y su epidemiologia
El DEN se clasifica como una enfermedad emergente y reemergente debido a la aparicion

de sus manifestaciones clinicas severas (FHD/SCD), al incremento del nimero de casos y a
la diseminacidn de sus cuatro serotipos. La reemergencia de la FD tuvo lugar hace mas de
veinte afios y desde entonces tanto el vector que la transmite, como los serotipos del virus,
se han expandido geograficamente provocando un aumento de la actividad epidémica (24).

Esta enfermedad es una de las entidades virales de mayor impacto mundial por las elevadas
cifras de enfermos que se reportan anualmente. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estima que 2.5 billones de personas se encuentran en riesgo de infectarse. Cada afio
se presentan entre 50 y 100 millones de casos de FD y de 250 000 a 500 000 de FHD/ SCD,
de los cuales, el 95 % son nifios. Durante el 2002 en América Latina se informaron mas de

un millén de casos de FD, mas de 17 000 de FHD/SCD y 225 fallecidos (2).

En la actualidad no existen medidas para el control efectivo del DEN, lo cual esta dado por
la falta de una vacuna y por la ineficacia de los programas de control del vector en los
paises afectados (6).

La pobreza y las inequidades en salud estan relacionadas con la ineficacia de las medidas

de control y con las conductas del ser humano que no posee sentido de la amenaza de la

10
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enfermedad y por tanto no coopera en las campanas de prevencidon y erradicacion del
vector.

El mundo tropical ha sido la zona geogréafica donde tradicionalmente se informa la mayor
cantidad de casos de DEN. Hoy en dia, sin embargo, la epidemiologia de esta enfermedad
ha cambiado, otras zonas geograficas estan siendo afectadas y la incidencia del DEN se ha
incrementado dramaticamente. La enfermedad ha sido reconocida en mas de 100 paises y
es endémica en Africa, el Mediterraneo Oriental, el Sudeste Asiatico, el Pacifico Occidental
y en las Américas (2).

En la mayoria de los paises del centro y el sur de América el DEN se hace gradualmente
endémico, siguiendo la tendencia observada en Asia, lo cual representa una amenaza
potencial para las regiones tropicales y subtropicales del hemisferio. Sin embargo, la
incidencia de las hemorragias gastrointestinales observadas en Cuba y Puerto Rico, las
manifestaciones neurologicas, la insuficiencia renal y la miocarditis, asi como la
distribucion de los casos de FHD por grupos de edades, difieren de lo observado en Asia
(25). Estas diferencias pudieran deberse al menos en parte al amplio acceso de nuestra
poblacion a los niveles de salud, particularmente de la atencién primaria de salud, que ha
hecho posible la identificacion de estas manifestaciones clinicas asociadas al DEN, asi

como identificar especificamente los grupos de edades involucrados.

2.3. Situacion del DEN en Cuba

En Cuba los ultimos informes de la enfermedad antes de 1977 se corresponden a los
primeros afos de la década del 40. Esto fue corroborado en un estudio realizado por
inhibicion de la hemaglutinacion y por neutralizacion en 1975, donde se confirma la
circulacion de los virus de DEN-1 y DEN-2 con anterioridad a 1977, en personas de mas de
40 afios en ese momento (26). La primera epidemia de DEN ocurrida en Cuba en la
segunda mitad del siglo pasado se informo entre los afios 1977-1979 causada por el virus
DEN-1, donde se diagnosticaron mas de 400 000 casos clasificados clinicamente como FD
(27). En 1981 aparece en Cuba y por primera vez en las Américas la FHD. Esta epidemia
provocada por el virus DEN-2, tuvo un total de 344 203 personas infectadas, de las cuales

10 312 desarrollaron FHD/SCD vy fallecieron 158 personas, de ellas 101 nifios y 57 adultos
9).

11
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Desde principios y hasta mediados de 1997 vuelven a detectarse en nuestro pais casos de
DEN en el municipio de Santiago de Cuba. Al inicio de esta epidemia fueron considerados
17 114 casos febriles como posibles infectados. Sin embargo, los andlisis serologicos
realizados a 10 024 pacientes confirmaron la infeccion de solo 3012 personas, de las cuales
205 desarrollaron FHD/SCD vy fallecieron 12 adultos (10). En esta ocasion la cepa aislada
se correspondi6 con el virus DEN-2 propagado ampliamente por el Caribe y Latinoamérica
en los Ultimos anos.

Un nuevo brote ocurrié en el ano 2000 afectando a la ciudad de La Habana, donde se aislo
como causantes a los serotipos DEN-3 y DEN-4. En esta ocasion, solamente 138 casos de
FD fueron diagnosticados (2). En el afio 2001 se produce una nueva epidemia teniendo al
virus DEN-3 como agente etioldgico y reportdndose 14 443 casos, 81 de los cuales
desarrollaron FHD y 3 personas fallecieron (28).

En el afio 2005 se reportaron 198 casos confirmados de dengue en el pais .Especificamente
en el brote de Marzo en La Lisa, en la ciudad de la Habana se identificé por Neutralizacién
el serotipo 2 y se confirmaron 80 casos, todos de FD, mientras que en los brotes de
Septiembre en la ciudad de La Habana y Camaguey se identifico por aislamiento el serotipo
4, se confirmaron 148 casos y uno de los casos fue de FHD. (Comunicacién Personal Dra.
Maria G. Guzman, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2007).

Durante el ano 2006 se reporto en el pais el tltimo evento epidemiologico de dengue. En 8
provincias del pais se aislaron los serotipos de DEN-3 y DEN-4 (Camaguey, Ciego de
Avila, Cienfuegos, ciudad de La Habana, Guantanamo, La Habana, Las Tunas y Villa
Clara) y en las provincias de Holguin y Santiago de Cuba se aislo el DEN-3 (Comunicacion
Personal Dra. Maria G.Guzman, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2007

comunicacion personal).

2.4. Caracteristicas del virus

Los viriones maduros del DEN son esféricos, de aproximadamente 50nm de diametro. Los
mismos poseen un genoma de ARN de simple cadena, rodeado de una nucleocapside de
simetria icosaédrica, constituida por la proteina de la capside (C) y una envoltura. La
envoltura es una bicapa lipidica de 10nm de grosor derivada posiblemente de membranas

del reticulo endoplasmatico de las células hospederas, que tiene asociadas dos proteinas, la
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proteina de la envoltura (E) y la proteina de membrana (M), que dan lugar a las
proyecciones de 7nm de longitud que sobresalen de la superficie del virion (29).

Las particulas virales que se encuentran dentro de las vesiculas intracelulares son
inmaduras, contienen exclusivamente a la proteina precursora prM sin procesar y son

menos infecciosas que las particulas liberadas al medio extracelular (30).

2.4.1. Propiedades fisico-quimicas

Los viriones del DEN presentan una densidad de flotacion de 1.23 cm’ y un coeficiente de
sedimentacion de 210S (30). La envoltura lipidica constituye el 17% de los viriones, y
como se deriva de lipidos celulares, las lipasas y los solventes lipidicos provocan la pérdida
de la infectividad de la particula viral. Estas son también inactivadas por el cloroformo, la
formalina, el sulfato de protamina, el duodecil sulfato de sodio, las proteasas, la luz
ultravioleta y las radiaciones gamma. El tratamiento con beta-propiolactona es eficiente
para la inactivacion de los virus del DEN, y permite retener la actividad antigénica mejor
que la formalina o el tratamiento con fenol. La proteodlisis enzimdtica con tripsina,
quimotripsina, o papaina disminuyen la reactividad antigénica de la proteina E y los
detergentes no ionicos, como el Triton-X la solubilizan totalmente (31).

Los virus del DEN son rapidamente inactivados a altas temperaturas: a 50°C la infectividad
se reduce en un 50% en s6lo 10 minutos y la inactivacion total del virus en la sangre o en
soluciones proteicas ocurre por calentamiento a 56°C durante 30 minutos. Las bajas
temperaturas preservan la infectividad, con una mayor estabilidad a temperaturas menores

de 60°C, y se mantiene estable a 4°C cuando el virus esta liofilizado (32).

2.4.2. Caracteristicas antigénicas

Los miembros del género Flavivirus comparten sitios antigénicos comunes que son
revelados por la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién (IH), inicialmente tomada
como base para su clasificacion (33). La prueba de neutralizacion por reduccion del nimero
de placas (NRNP) es mucho més discriminatoria, por lo que puede ser usada para distinguir
virus individuales dentro del género y subgrupos estrechamente relacionados. Usando como
base la neutralizacién cruzada con antisueros hiperinmunes policlonales, 49 flavivirus han

sido divididos en 8 complejos antigénicos que se corresponden con la asociacion a un
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vector; lo que permite inducir un posible origen evolutivo. Otros 17 virus no han sido
relacionados claramente, por lo que no se encuentran incluidos en esos complejos (34).

Los virus que conforman el complejo dengue existen como 4 serotipos diferentes. Estos 4
serotipos DEN-1-2-3-4 estan antigénicamente relacionados, pero distintos cada uno del otro
(34). Tienen entre 60-70% de homologia entre ellos, exhibiendo alrededor de un 30% de
divergencia en sus poliproteinas (35, 36).

La complejidad de la relacion antigénica entre los virus ha sido demostrada utilizando
anticuerpos monoclonales especificos contra la proteina E. Estos analisis han demostrado la
presencia de determinantes antigénicos de grupo, de complejo y tipo especificos, y ademas
especificidad de subgrupos, de subcomplejos, de cepas y de subcepas. De esta forma se ha
reconocido al complejo DEN que agrupa a los cuatro serotipos y a los subcomplejos DEN-
1/DEN-3 y DEN-2/DEN-4 (37).

La existencia de estos dos subcomplejos seroldgicos (DEN-1/DEN-3 (38, 39) y DEN-
2/DEN-4) estan dados por el mayor porciento de homologia en la glicoproteina de la
Envoltura (37). Esto significa que compartan sitios antigénicos o epitopes relacionados
fundamentalmente dirigidos a la envoltura (40). Aunque el dominio III de los 4 serotipos
tiene un 65% de homologia entre ellos, se ha planteado que sustituciones de un simple a.a
tienen un efecto marcado en el reconocimiento de epitopes involucrados en la NT, asi como
que la estructura de los puentes disulfuros de los Dominios II y III tienen una gran
importancia en la conformacion de los Acs. Nts (41). Estos datos serian de interés para
comprender mejor las consecuencias de la infeccion secundaria en cuanto a la secuencias
de infeccion viral pues en una infecciéon secundaria la union del virus a epitopes no
neutralizantes o a anticuerpos neutralizantes en una concentracion por debajo de la
requerida para neutralizar la infectividad, conllevaria a la amplificacion de la infeccion por

el fendmeno de la ADA.

2.5. Organizacion del genoma
El genoma viral consiste de una molécula de ARN de tira Unica y polaridad positiva de

aproximadamente 11 kilobases (kb). Su extremo 5’ esta cubierto por una caperuza y su
extremo 3’carece de cola de poliA. En ambos extremos del genoma estdn presentes

secuencias no codificadoras, necesarias para los procesos de replicacion, transcripcion y
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traduccion. El codon de iniciacion se corresponde con AUG y da inicio a un marco abierto
de lectura ininterrumpido, de aproximadamente 10 250 nucleo6tidos, que codifica para un
precursor polipeptidico, del cual se derivan 10 proteinas virales a través del procesamiento
co y postraduccional. Estos procesamientos del precursor resultan en la formacion de tres
proteinas estructurales, —C, M y E —, y siete proteinas no estructurales (NS), —NSI,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5. Los genes que codifican para las proteinas
estructurales se localizan hacia el extremo 5’ terminal, mientras que el segmento restante

abarca las proteinas no estructurales (30).

2.6. Proteinas virales

2.6.1. Proteinas estructurales

La proteina C tiene un peso molecular de 13,5 kDa y es el primer polipéptido sintetizado
durante la traduccion. El caracter altamente béasico que posee esta proteina podria permitirle
interactuar con el ARN que se encuentra en el interior de la nucleocapside para formar un
complejo ribonucleotidico. EI dominio hidrofoébico en su extremo C-terminal le sirve de
anclaje transitorio a la membrana en el sitio de replicacion. Ademads, actia como
transductor de sefales de transmembrana para la insercion de la prM dentro del reticulo
endoplasmatico rugoso e interviene en el ensamblaje del virion. Este dominio hidroféobico
puede ser eliminado por una proteasa codificada por el virus antes de completar su
maduracion, dando lugar finalmente a la proteina C que forma el viridon maduro (30).
Durante la maduracion y después de la ruptura de la proteina C tiene lugar la escision
proteolitica especifica del precursor prM glicosilado de 22 kDa, liberandose su extremo N-
terminal que da lugar a la proteina no glicosilada M de 8 kDa (42). Esta digestion parece
ocurrir en las vesiculas acidicas del post-Golgi y precede a la liberacion del virus de la
célula. La proteina prM es considerada no estructural y quizas se exprese en viriones que
tienen defecto en la maduracion (43).

La proteina E de 53-54 kDa de peso molecular constituye la principal proteina estructural
de los flavivirus y la mas conservada en este género (30). Un modelo estructural que se
propone para esta proteina consiste en 3 dominios antigénicos no superpuestos designados
como A, B y C, compuestos por al menos 16 epitopes. Otro modelo propuesto es aquel

donde en la cadena polipeptidica que conforma el fragmento soluble de la proteina se
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reconocen 3 dominios, en los cuales predomina la hoja plegada como estructura secundaria
(44, 45).

Para que ocurra un apropiado plegamiento, asociacion a membrana y ensamblaje de la
proteina E, se requiere de su cosintesis y expresion con la proteina prM (46). Existen
evidencias de que en el heterodimero prM-E, la proteina prM estabiliza epitopes sensibles a
pH de la proteina E, lo que evita cambios conformacionales irreversibles durante la
secrecion de la particula viral a través del compartimiento acidificado. Algunos de estos
cambios sufridos por la proteina E a bajo pH en las vesiculas acidas de la via exocitica,
parecen ser de gran importancia en la infectividad del virus por relacionarse con la
actividad fusogénica de la proteina (29).

Los dominios funcionales de esta proteina determinan actividades biologicas fundamentales
del virion como la maduracion, el tropismo tisular, el enlace al receptor celular especifico,
la fusién de membrana catalizada por acidos y la induccidon de anticuerpos neutralizantes,
inhibidores de la hemaglutinacién e inmunoamplificadores. Ademas, han sido determinados
en esta proteina la presencia de epitopes especificos para células T, lo que le atribuye

importancia en la inmunidad y en la etiopatogenia de la enfermedad (47).

2.6.2. Proteinas no estructurales

NS1 es una glicoproteina de 48 kDa de peso molecular, sintetizada y modificada en el
reticulo endoplasmatico rugoso y que finalmente se transporta al aparato de Golgi donde
completa su glicosilacion. Puede permanecer intracelular, expresarse en la membrana
plasmatica o ser secretada por la célula. La glicoproteina presenta un mosaico de
determinantes antigénicos especificos de serotipo, complejo y grupo, asi como algunos de
reactividad cruzada (48). Esta proteina puede intervenir en el ensamblaje y la maduracion
del virién facilitando la conformacion apropiada de la proteina E (49).

Algunos autores, basados en la deteccion de niveles mas elevados de NS1 en plasma para
los casos de FHD y en su correlacion con los niveles de viremia, han sugerido la
implicacion de esta proteina en la patogénesis de la enfermedad por DEN (50). Sin
embargo, otros informes no han mostrado diferencias significativas en los niveles de la
proteina NS1 en plasma de pacientes con FHD y FD (51), por lo que su papel en la

patogénesis de la enfermedad constituye todavia una linea de investigacion.
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La region que codifica para la proteina NS2 se divide en NS2a y NS2b. NS2a se ha
identificado como una proteina hidrofébica de 20 kDa de peso molecular que se localiza en
los supuestos sitios de replicacion del ARN, donde participa en el reclutamiento de los
templetes de ARN necesarios para la replicasa que se encuentra unida a la membrana.
Ademas, presenta varios dominios de transmembrana que se requieren para el
procesamiento proteolitico del extremo C-terminal de NS1 (52). NS2b es una proteina
hidrofobica de 14,5 kDa de peso molecular que se encuentra asociada a la membrana. El
funcionamiento como cofactor en el complejo NS2b-NS3 con actividad proteasa requiere
de una regioén de 40 aminoacidos presente en su dominio central conservado. Este complejo
es responsable, junto con la peptidasa sefial del hospedero, del procesamiento de las
uniones entre las proteinas no estructurales NS2a-NS2b-NS3-NS4a y NS4b-NSS5, y de
mediar la ruptura proteolitica del precursor E-prM-C (53).

La proteina hidrofébica NS3 tiene un peso molecular de 70 kDa y se encuentra muy
conservada en los Flavivirus. Funciona como una proteasa viral activa en el procesamiento
postraduccional de la poliproteina sintetizada a partir del genoma viral, o como un
componente de la polimerasa viral de ARN, aunque puede tener ambas funciones
enzimdticas. En efecto, la comparacion de secuencias nucleotidicas y los analisis
bioquimicos de NS3 sugieren que es una proteina trifuncional, con actividad proteasa,
helicasa y trifosfatasa de ARN. En cuanto a su actividad proteasa, NS3 es una proteasa
especifica de serina que requiere tanto de una peptidasa seiial del hospedero, como de un
cofactor, que es NS2b (30).

La proteina NS4 es modificada postraduccionalmente y se divide en NS4a y NS4b. Ambas
proteinas son hidrofobicas y presentan 16 y 27 kDa de peso molecular respectivamente.
NS4b puede encontrarse en los sitios de replicacion del ARN, dispersa en la membrana y
posiblemente en el nucleo. Basada en su distribucion e interaccion con NS1, NS4b parece
intervenir en la replicaciéon del ARN, anclando componentes de la replicasa a la membrana
celular o asociada a la membrana junto con el complejo de replicacion NS3-NS5 (52).

La proteina NS5 es la de mayor tamafio de los flavivirus con 104 kDa de peso molecular.
Esta proteina basica se encuentra altamente conservada en la familia Flaviviridae. Los
analisis de la secuencia aminoacidica de su extremo C-terminal y la presencia de una region

muy conservada de 666-668 aminodcidos, que es caracteristica de los virus con genoma de
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ARN de cadena positiva, sugieren que esta proteina podria funcionar como ARN
polimerasa dependiente de ARN. Ademads, presenta una secuencia gli-asp-asp, que es
comun para otras polimerasas virales (54). La homologia de algunas regiones de NS5, con
secuencias caracteristicas de las enzimas metiltransferasas involucradas en la formacion de
la caperuza de ARN, sugiere su posible participacion en la metilacion de la caperuza del

extremo 5’ del ARN viral (53).

2.7. Células hospederas
La picadura del mosquito vector puede inocular al virus DEN en el espacio subcutaneo del

hospedero, donde las células dendriticas inmaduras podrian intervenir en la transformacion
del virus y en su presentacion en los linfonodos regionales (55).

Las células blanco primarias para el virus DEN son los monocitos/macrofagos y otras
células de origen reticulo-endotelial. Sin embargo, el antigeno se detecta en las células de
Kupffer, en los macréfagos alveolares, en los fagocitos mononucleares de la piel y en los
monocitos de la circulacion (56). Estudios recientes sugieren como blanco importante de la
infeccion al linfocito B (57). Los mastocitos y los basofilos al expresar algunos receptores
para Fc en su superficie pueden ser blancos potenciales de la infeccion por el virus. Como
hospederos potenciales se han reportado los hepatocitos, las células endoteliales, dérmicas e

intersticiales y las neuronas (58-61).

2.8. Replicacion viral
La interaccion de los flavivirus con sus células susceptibles ocurre mediante dos

mecanismos:

1. Unidn del virus al receptor celular: endocitosis mediada por el receptor.

La unién primaria del virus a la célula ocurre a través de un receptor sensible a tripsina
especifico para la proteina E. La interaccion inicial se produce mediante
glucosaminoglicanos que transfieren el viridn a un receptor de alta afinidad, a través del
cual ocurre la endocitosis. Similar a otros virus envueltos, la fusiéon de la envoltura del virus
DEN con las membranas de la célula hospedera ocurre en el compartimiento endocitico
donde las condiciones acidicas inducen determinados cambios conformacionales en la
proteina E que activan su fusion, lo cual permite la deposicion de la nucleocépsida en el

citoplasma (62).
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2. Uniodn del virus a la célula por formacién de inmunocomplejos.

Este mecanismo ocurre durante una infeccion secundaria al formarse inmunocomplejos
(anticuerpos heterotipicos de tipo IgG en concentraciones subneutralizantes unidos al
viridbn) que se unen a los receptores para Fc presentes en las células sensibles. La
internalizacion es mediante la formacion de un endosoma (63).

Independientemente del tipo de interaccion virus-célula, el evento siguiente es la
internalizacion del virus. Cuando se libera la nucleocapside en el citoplasma ocurre el
desnudamiento del ARN, la traduccion de proteinas virales en el reticulo endoplasmatico, y
la sintesis de las nuevas cadenas de ARN que dan origen a las particulas de la progenie
viral. No se conoce el sitio principal donde tiene lugar la replicacion del virus in vivo. Sin
embargo, estudios realizados sugieren como posible sitio de replicacion la region
perinuclear de la célula infectada, en asociacion con las membranas lisas (30).

El ensamblaje de la nucleocépside (a partir de la proteina C y el ARN) y la adquisicion de
la envoltura ocurren intracelularmente. Las particulas virales son llevadas en vesiculas de
transporte, que se derivan de la membrana del reticulo endoplasmatico hasta el pre-Golgi, y
pasan posteriormente al aparato de Golgi. La escision de las proteinas prM, E y NS1 se
produce en las vesiculas acidas del post-Golgi y opera, ademads, un transporte exocitico de
glicoproteinas de membrana a la superficie de la célula. La escision de la proteina prM
provoca la reorganizacion de la estructura del virion, lo cual implica que las formaciones
iniciales heterodiméricas prM-E pasen a ser homodimeros de la proteina E (30).

La liberacion de los viriones puede ocurrir por la fusion de las membranas de las vesiculas
exociticas que los contienen con la membrana citoplasmatica, o por efecto citopatico a

través de rupturas puntuales en la membrana celular (63).

2.9. Ciclo de transmision del virus
El DEN es transmitido por la picada de la hembra del mosquito Aedes aegypti. Esta especie

es muy adaptable a la vida urbana por sus habitos domésticos, pone sus huevos
preferiblemente en agua limpia y estancada, ya sea en depdsitos naturales o artificiales. Su
capacidad de vuelo es corta, generalmente limitada a las habitaciones y sus alrededores.
Otros vectores, pero de mantenimiento, son Aedes albopictus, presente también en las

Américas y Aedes pseudoscutellaris que se localiza en el Pacifico Central y del Sur (64).
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Se ha planteado que el mantenimiento del DEN en la naturaleza, en ausencia de hospederos
susceptibles, puede estar dado por un mecanismo de transmision vertical que involucra al
vector (65). El virus DEN persiste en la naturaleza mediante el ciclo de transmision
hombre-mosquito-hombre (66). La transmision selvatica del DEN con un ciclo que incluye
a monos de las especies Preshytis, Macaca y Erythrocebus patas y a vectores mosquitos
secundarios del género Ochlerotatus y Aedes (taylori-furcifer, leuteocephalus, opok) no es
responsable de la emergencia actual de epidemias explosivas, a diferencia de los brotes del

virus de la FA, que si depende de ciclos enzooticos (36, 67).

2.10. Serotipos y subtipos genéticos

Los cuatro tipos serologicos del virus DEN muestran una homologia de secuencia de un
70% aproximadamente. Esta homologia es mayor para DEN-1, DEN-3 y DEN-4, no asi
para DEN-2, que parece diferir en su origen evolutivo. Estudios genémicos han demostrado
la presencia de varios subtipos genéticos dentro de un mismo serotipo viral (68).

Los estudios realizados en un fragmento de 240 nucle6tidos en el segmento de unién de los
genes E/NS1 (2.2% del genoma total del virus) demostraron la existencia de cinco
genotipos para el virus DEN-1 con una diferencia superior al 6% en el intervalo estudiado:
El genotipo I aislado en las Américas, Africa y en el Sudeste Asiatico, el genotipo II aislado
en Sri Lanka, el genotipo III aislado en Japodn, el genotipo IV aislado en el Sudeste
Asiatico, en el Pacifico Sur, Australia y México, y el genotipo V aislado en Taiwén y en
Tailandia (69).

Twiddy y colaboradores (2002), analizaron en varias cepas de DEN-2 la region del genoma
viral que codifica para la glicoproteina E de la envoltura viral y reportaron la existencia de
cinco genotipos con una diferencia promedio de 7.3% en la secuencia estudiada:

El genotipo selvatico aislado en Africa y Asia, el genotipo asiatico 1 aislado en Tailandia y
Malasia, el genotipo asiatico 2 aislado en Filipinas, Taiwan, Viet Nam, China y en Sri
Lanka, el genotipo americano aislado en Pert, Venezuela, en el Caribe y en el Pacifico Sur,
el genotipo asidtico americano aislado en China, Tailandia, Vietnam, Brasil, Venezuela y
en el Caribe, y el genotipo cosmopolita aislado en Africa, Australia, en la India y en el

Sudeste Asiatico (70).
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Otras investigaciones realizadas en un fragmento de 1 479 nucle6tidos de la regién que
codifica para la glicoproteina E demostraron la existencia de cinco genotipos del virus
DEN-3, clasificados de acuerdo al esquema de Lanciotti y colaboradores del afio 1994, pero
con un nuevo genotipo identificado (genotipo V):

El genotipo I aislado en Tailandia, Indonesia, Malasia, Filipinas y en el Pacifico Sur, el
genotipo II aislado en Tailandia, Malasia y en Myanmar, el genotipo III aislado en la India,
en Sri Lanka, Brasil, Tailandia y en el Pacifico Sur, el genotipo IV aislado en China,
Filipinas y en Malasia, y el genotipo V aislado en Puerto Rico (71, 72).

La secuencia codificadora para la glicoproteina E fue utilizada, ademads, para agrupar los
genotipos del virus DEN-4. Las diferencias encontradas en la secuencia nucleotidica entre
los dos genotipos descritos fueron menores del 8%:

El genotipo I aislado en Filipinas, Tailandia y en Sri Lanka, y el genotipo II aislado en

Indonesia, en América Central y del Sur, en el Caribe y en el Pacifico Sur (73).

2.11. Diagnostico de laboratorio
El virus DEN se encuentra entre los Arbovirus mas dificiles de detectar y propagar debido a

las dificultades para su multiplicacion en cultivos celulares o en animales de laboratorio. Su
diagnostico se basa fundamentalmente en el aislamiento viral, la deteccion del genoma en
muestras de sueros, tejidos y mosquitos, asi como en la deteccion de anticuerpos IgM e IgG
que permiten discriminar entre una infeccion reciente o pasada (74).

Para el aislamiento del agente causal del dengue se recomienda la toma de muestras de
sangre durante el periodo febril y sobre todo antes del quinto dia de comienzo de la
enfermedad. En los casos fallecidos, se pueden utilizar muestras frescas de tejidos (higado,
bazo, nodulos linfaticos, sangre del ventriculo) las que son homogenizadas y procesadas
segun el sistema diagnodstico a emplear. Ademdas se pueden utilizar muestras de tejidos
fijadas en formalina e incluidas en parafina para la deteccion de antigenos virales, con la
utilizacion de métodos inmunohistoquimicos o la deteccion del genoma viral mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (74, 75).

Para el diagnostico serologico a partir de la determinacién de anticuerpos IgM, se
recomienda la toma de la muestra de suero después del quinto dia de comienzo de los

sintomas. Mientras que para determinar el incremento en titulo o la seroconversion de
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anticuerpos IgG se utilizan muestras pareadas de sueros (tomadas en los primeros siete dias
de comienzo de los sintomas y 14 a 21 dias después). Adicionalmente, se ha demostrado la
utilidad de las muestras de sangre seca sobre el papel de filtro, tanto para la deteccion de
anticuerpos IgM como IgG especificos contra los virus del dengue; asi como la utilidad de

la saliva para la deteccion de dichos anticuerpos, IgM e IgG (76).

2.11.1. Aislamiento e identificacion viral

La muestra mas utilizada para el aislamiento de los virus del DEN es el suero o el plasma
obtenidos durante el periodo febril (preferiblemente antes del quinto dia del inicio de los
sintomas), cuando la viremia es elevada. En los casos fatales, pueden ser utilizados tejidos
frescos de necropsia de algunos 6rganos especificos como higado, bazo, ganglios linfaticos
y timo (74).

Los sistemas bioldgicos empleados para el aislamiento viral son ratones lactantes, cultivos
celulares y mosquitos (74).

La inoculacioén intratordxica de mosquitos es la técnica de mayor sensibilidad para el
aislamiento del virus DEN. Entre las especies mas utilizadas estan el Aedes albopictus,
Toxorynchites amboinensis y Toxorynchites splendens. Este método tiene la desventaja de
que requiere de facilidades especiales para el establecimiento y mantenimiento de las
colonias de mosquitos, asi como de cierto grado de entrenamiento técnico para la
manipulacion de los mismos (77).

La inoculacion intracerebral de ratones lactantes ha sido utilizada tradicionalmente para el
aislamiento del virus DEN. Actualmente es considerado el método menos sensible (74).

La aplicacion de las técnicas de cultivo celular para el aislamiento de los virus del DEN ha
permitido elevar la sensibilidad del mismo, con respecto a la inoculacion intracerebral de
ratones lactantes. Para este propdsito se han empleado lineas celulares de mamiferos: Vero
(rifidon de mono verde africano), BHK-21 (rifion de hamster recién nacido), LLCMK?2
(rifidén de mono). Sin embargo, las lineas celulares obtenidas a partir de mosquitos son las
mas sensibles y las de méas amplio uso para el aislamiento de estos virus. Entre ellas estan
AP61 (Aedes pseudoscutellaris), Tra-284 (Toxorrhynchites amboinensis), C6/36 (Aedes
albopictus), AP64 y CLA-1 (clonos de una linea celular de Aedes pseudoscutellaris) (78,
79). La sublinea celular C6/36 HT esta adaptada a crecer a 33° C y exhibe el mismo efecto
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citopatico que las C6/36 originales, manifestandolo mas rapidamente, y se obtienen
mayores titulos virales que a 28° C (80).

El efecto citopatico inducido por los cuatro serotipos virales en las lineas celulares puede
ser variable, reportandose la formacién de sincitios, la presencia de células gigantes
multinucleadas y la fagocitosis (6).

Independientemente del sistema bioldgico empleado para el aislamiento, la identificacion
viral puede realizarse por ensayos de inmunofluorescencia (IF) y de NRNP, utilizando
anticuerpos monoclonales y sueros hiperinmunes (81, 82). Existen anticuerpos
monoclonales especificos de complejo, de subcomplejo y de tipo. La IF representa un
método simple, econdmico, confiable y rapido para la identificacion viral (6).

El principal problema asociado a la identificacién de los virus del DEN en los cultivos
celulares con la utilizacion de anticuerpos monoclonales es, en ocasiones, la pobre
replicacion viral. Por tal razdn, la identificacion en la siembra primaria resulta imposible en
algunos casos, por lo que son necesarios 1 6 2 pases en el mismo sistema celular con el

objetivo de incrementar el nimero de células infectadas por el virus (6).

2.11.2. Tecnicas seroldgicas

El diagnoéstico serologico de los virus del DEN es complicado debido a la existencia de
determinantes antigénicos de reactividad cruzada compartidos por los cuatro serotipos
virales y otros flavivirus (68).

Entre los métodos clasicos desarrollados para demostrar la presencia de anticuerpos contra
los virus del DEN estan la IH con eritrocitos de ganso, la NRNP y la fijaciéon del
complemento (FC) (82, 83). La IH y la FC no permiten la determinacion del serotipo
infectante. La NRNP es mas sensible y especifica de tipo, aunque mas costosa y compleja
(6).

Las técnicas seroldgicas mas utilizadas para el diagnostico del virus DEN son la IF, los
ensayos inmunoenzimaticos sobre fase solida (ELISA) y los radioinmunoensayos. Los
ELISA son de gran utilidad como pruebas diagnosticas por ser econdmicos, rapidos, faciles
de ejecutar y por mostrar a su vez una elevada sensibilidad. La deteccion de anticuerpos
anti-DEN por ELISA de captura de IgM (CAM-ELISA) es el ensayo seroldgico utilizado

por la mayoria de los laboratorios para la vigilancia del DEN. Por lo general, la IgM se
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detecta al quinto dia de la enfermedad, y no se puede detectar después de 30 a 60 dias del
comienzo de los sintomas (74).

También es muy utilizado el ELISA de Inhibicion (MEI), que permite detectar y titular las
inmunoglobulinas totales contra los virus del DEN (84).

La presencia de anticuerpos contra las proteinas de los virus del DEN ha sido demostrada,

ademas, por Western Blotting en sueros de pacientes colectados durante la fase

convaleciente de la enfermedad. Los casos primarios de DEN muestran titulos bajos de
anticuerpos de tipo IgG contra la proteina de la envoltura y contra las proteinas no
estructurales NS3 y NS5. Los pacientes con una infeccion secundaria por alguno de los
virus del DEN, poseen anticuerpos de tipo IgG con titulos elevados contra la proteina de la

envoltura y muchas otras, incluyendo NS1, NS3, NS5 y C (85).

2.11.3. Deteccion molecular

Los procedimientos de trascripcion reversa (TR) y reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) son ampliamente utilizados en la deteccion rapida y en la serotipificacion de los
virus DEN (86). Esta técnica permite la deteccion del agente de forma directa en muestras
de suero, células, larvas y muestras de tejido frescas y embebidas en parafina (6).

La transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (TR-RCP) ha sido
ampliamente utilizada, ademads, en la deteccion cuantitativa y semicuantitativa del virus
DEN, a partir de muestras de suero de pacientes infectados o de primates no humanos
inoculados con el virus. Recientemente ha sido desarrollado un sistema de TR-RCP
fluorogénico para la identificacion cuantitativa de los cuatro serotipos del virus (87).

La hibridacion de acidos nucleicos ha sido aplicada tanto en el diagnostico como en los
estudios epidemioldgicos. El Dot/Blot puede ser empleado utilizando ARN extraido tanto

de células como de mosquitos infectados con el virus (88) .

2.12. Etiopatogenia

Los mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad no estan totalmente
esclarecidos. En este sentido se han planteado varias hipotesis que tratan de explicar la
aparicion de las formas severas de la enfermedad:

1) Halstead 1970, expresa la manifestacion de la FHD/SCD en las personas que tienen

anticuerpos contra algin serotipo del virus DEN. Los anticuerpos heterotipicos no
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neutralizantes desarrollados en la infeccidon primaria, en presencia de un segundo serotipo
infectante, permiten la formacion de complejos inmunes que facilitan la entrada del virus a
las células susceptibles a través de los receptores celulares para Fc, desencadenando una
serie de procesos en los que participan activamente los monocitos y que concluyen en el
aumento de la permeabilidad vascular. ElI fendmeno es conocido como
inmunoamplificacidén dependiente de anticuerpos (ADA) (89).

2) Rosen 1977, expone que la virulencia de las distintas cepas de los cuatro serotipos del
virus puede aumentar cuando estas pasan repetidamente por el hospedero humano. De esta
forma, las cepas mas virulentas serian las responsables de las formas severas de la
enfermedad. La virulencia de ciertas variantes virales puede estar ligada a un cierto
determinismo genético. Una mutacion en una region precisa del gen que codifica para la
proteina E, asegura la atenuacion o el incremento de la virulencia de una cepa dada, por lo
que la aparicion de cuadros clinicos graves se asocia con determinadas cepas virales o
mutantes de estas (14).

3) Kouri 1987, plantea una hipdtesis integral en la que se incluyen factores de riesgo
individual relacionados con la existencia de anticuerpos contra el virus DEN, la edad, el
sexo, la raza y las enfermedades cronicas como el asma y la diabetes; factores de riesgo
epidemiologico relacionados con el vector (capacidad de ser transmisor y alta densidad), el
intervalo entre ambas infecciones, la amplia circulacion viral y factores relacionados con el
serotipo y la virulencia del agente. La presencia de estos factores individuales en el
contexto de los factores epidemioldgicos y virales, hace posible la ocurrencia de una
epidemia de FHD/SCD (15).

La aparicion de mutantes de escape a la neutralizacion es una hipotesis que trata de explicar
el rapido incremento de casos fatales de DEN dentro de una epidemia. El fenomeno fue
observado en el virus de la poliomielitis tipo 3 después de la administracion de la vacuna
trivalente oral en individuos inmunes. En el caso del virus DEN, un mecanismo parecido de
seleccion de mutantes de escape podria ocurrir por la presencia de anticuerpos
neutralizantes heterotipicos después de la infeccion primaria. Estos anticuerpos
neutralizantes heterotipicos podrian ejercer una presion selectiva sobre la cepas circulantes,

dando lugar en el transcurso del tiempo a cepas mas virulentas (90).
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Las diferencias estructurales entre las cepas de origen asiatico y americano del virus DEN-2
se correlacionan con la virulencia y la patogenicidad. Las diferencias estdn dadas por
sustituciones aminoacidicas en la region codificadora (proteinas prM, E, NS4b y NS5) que
pueden afectar la antigenicidad o la union del virus a la célula, y por cambios nucleotidicos
dentro de las regiones no codificadoras que influyen en la estructura secundaria del ARN y
por tanto en la replicacion (91).

La comparacion de secuencias de varias cepas del virus DEN-2, aisladas de pacientes con
diferentes grados de severidad y de la misma area epidémica en el noreste de Tailandia,
reveld evidencias directas sobre las teorias de virulencia viral. Las cepas causantes de FD
poseian una sustitucion aminoacidica especifica de I por R en la proteina prM y las cepas
causantes de SCD una sustitucion de D por G en la region gendmica de la proteina NS1
(92).

Otros autores han correlacionado la sustitucion no conservativa de aminoacidos en las
proteinas PreM, NS1, NS2a, NS3 y NS5 con tres subtipos de acuerdo al grado de severidad
mostrada en los pacientes enfermos. El analisis de multiples secuencias del virus DEN-2
permitid separarlas en cepas que pueden inducir SCD, cepas que pueden inducir FD en una
primera infeccion y FHD en una infeccidon secundaria y cepas que solo inducen FD ante

infecciones tanto de tipo primarias como secundarias (93).

2.13. Respuesta inmune a dengue
Los anticuerpos antivirus median tres funciones fundamentales en la eliminacién de las

particulas virales infectantes: la neutralizacion del virus, la histolisis mediada por el
complemento y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC ). Las células B,
en la medida que se activan y proliferan, son capaces de capturar y procesar antigenos
virales para presentarlos a las células T auxiliadoras, incrementando el nimero de estas

células activadas.

2.13.1. Papel de las citoquinas y de la inmunidad celular

La produccion de citoquinas y la citélisis mediada por células T son factores que influyen
en el desarrollo de las formas severas de la enfermedad. La elevacion de los niveles de
marcadores solubles de activacion de células T (CD4, CDS, IL-2 y receptor de TNF), ha

sido encontrada en pacientes en fase aguda infectados por el virus del DEN (94-96).
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Ademas, la expansion de poblaciones de células T especificas se ha asociado a la severidad
de la enfermedad. Las células T especificas lisan otras células infectadas con el virus por
mecanismos dependientes de perforinas y también causan la lisis de células circundantes no
infectadas (97, 98).

Las células T CD4+ producen TNF-a, TGF-f e IFN-y en respuesta a la estimulacion in
vitro. El IFN-y incrementa la expresion de receptores Fc-y en los monocitos y por tanto,
provoca el aumento de la infeccion a través de los complejos virus-anticuerpos (99).

El cambio de una respuesta de tipo Thl (predominante en pacientes de FD) a Th2 se ha
reportado en los casos severos de FHD grado IV (100, 101). La IL-12 tiene un marcado
efecto en la diferenciacion hacia células Thl, mientras que su ausencia cambia el balance
hacia la produccion de citoquinas de tipo Th2. Elevados niveles de IL-12 se han encontrado
en pacientes con FD y una ausencia total en pacientes con FHD grado Il y IV (102). En
varios estudios, los casos de infeccion severa por el virus del DEN presentan un incremento
en los niveles de IL-10, IL-13, IL-18 y TGF- (103-105).

La presencia de IL-8 en el suero y de ARNm de IL-8 en las células mononucleares de
sangre periférica es asociada al incremento de la severidad de la enfermedad y a la muerte
del paciente (106). La IL-8 promueve la adhesion de los neutrdfilos a las células
endoteliales y estimula su migracion a través del endotelio del epitelio pulmonar y de las
monocapas de fibroblastos (107, 108). Los neutrdfilos activados liberan proteinasas como
la elastasa y facilitan el dafio endotelial y la activacion de los sistemas fibrinolitico, de
coagulaciéon y del complemento (101). Ademas, elevados niveles de elastasa son
encontrados en el suero de pacientes con la forma severa de la enfermedad (106).

Niveles elevados de IL-6 también son encontrados en los sueros de pacientes con
FHD/SCD (109). La IL-6 es producida principalmente por las células endoteliales y los
mastocitos. Esta citoquina tiene un papel dual al actuar como molécula pro-inflamatoria y
anti-inflamatoria e incrementar la permeabilidad de las células endoteliales (110, 111). Shi
y cols encontraron que a medianas y bajas concentraciones de IL-6 hay un incremento de la
replicacion del virus DEN 2 en las células dendriticas, mientras que a elevadas y medianas
concentraciones de TNF-a, se inhibe la replicacion del virus (112).

Por otra parte, Chaturvedi y cols han postulado la presencia de una tnica citoquina llamada

factor citotoxico (FC). La mayoria de los pacientes con dengue muestran la presencia de FC
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en el suero y las cantidades mas elevadas se encuentran en los casos de FHD grado IV. Esta
citoquina puede iniciar una serie de eventos que provoquen un cambio de respuesta de tipo
Thl en la FD a una respuesta de tipo Th2 en la FHD/SCD. El FC elimina selectivamente a
las células T CD4+ y a los macréfagos H2A- e induce a los macréfagos H2A+ a la
produccion de otra citoquina (FC2), que amplifica los efectos del FC (113).

El complejo FC/FC2 induce a los macrofagos a producir radicales libres y a provocar la
muerte de las células dianas por apoptosis. Ademas, regulan directamente la expresion por
los macrofagos de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1p, TNF-a, IL-8 y de peroxido de
hidrégeno (114). Una alteracion en los niveles relativos de TGF-3 induce el cambio de una
respuesta Thl a una respuesta Th2, y esta respuesta se ha asociado al desarrollo de las
formas severas de la enfermedad y a la muerte del paciente. La permeabilidad vascular
caracteristica de la FHD/SCD se incrementa por el efecto combinado de la histamina, los
radicales libres, las citoquinas pro-inflamatorias y el complemento (101).

El andlisis de la respuesta de células T al virus del DEN en el curso de una infeccion
primaria muestra una asociacion entre la respuesta de TNF-o in vitro a antigenos del virus
y la severidad de la enfermedad durante la infeccion secundaria. La liberacion sistémica de
TNF-a puede ser responsable del aumento de la permeabilidad vascular observada en los
pacientes con FHD/SCD (115). La asociacion de TNF-a con la severidad de la enfermedad
ha sido demostrada en modelos animales y en pacientes con choque (95, 116-118).

La respuesta celular de reactividad cruzada se ha propuesto como un factor de riesgo para
el desarrollo de la FHD durante la infeccion secundaria (119). En un estudio realizado en el
afio 2003, se demostr6 que existe una activacion de las células T de reactividad cruzada en
los casos de FHD. Estas células reconocen epitopes con diferencias de pocos aa entre los
cuatro serotipos del virus del DEN. En el periodo agudo de enfermedad, se ha sugerido que
las células T con alta afinidad por el serotipo que causé la segunda infeccion aguda sufren
apoptosis y no son capaces de proliferar ni de secretar [IFN-y. Al fendmeno de la activacion
preferencial de los linfocitos T de reactividad cruzada generados por la infeccion con el
primer serotipo y a su baja afinidad por el segundo serotipo infectante, le denominaron
pecado original (98). Este fendmeno habia sido reportado previamente para la respuesta

inmune humoral en la infeccion por el virus del DEN (120).
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El efecto de la diferencia de secuencia de aa en los epitopes de las células T es complejo,
debido a la amplia gama de funciones efectoras de las células T. Variantes de péptidos o
ligandos peptidicos alterados, inducen diferentes sefiales de activacion en los linfocitos
antigenos especificos y por lo tanto, modulan las funciones efectoras especificas de las
células T CD4+ y las CD8+ (121, 122). Diferentes variantes de los epitopes de NS4A y de
NS4B inducen una mayor respuesta de citoquinas en comparacion con sus respectivas
secuencias heterdlogas. La estimulacion con variantes de péptidos también alterd la
frecuencia relativa de proliferacion de grupos de células que expresan IFN-y, TNF-a y
MIP-18 (123).

Mangada y Rothman caracterizaron la respuesta de citoquinas liberadas por las células T
CD4+ en seis individuos que recibieron una vacuna atenuada monovalente contra el virus
del DEN. En este estudio, una respuesta de IFN-y y TNF-a inactivaba los antigenos
inoculados y la razon de produccion de TNF-a con respecto a IFN-y fue elevada después de
la estimulacidon con antigenos de un serotipo heterdlogo (124).

Como en otros virus, la respuesta de células T va dirigida hacia las multiples proteinas
virales. La glicoproteina E es el principal componente de la superficie externa del virion
(29) y es un blanco dominante en la respuesta de anticuerpos contra el virus. Las proteinas
no estructurales como NS1 y NS3 son también blancos importantes en la respuesta inmune
contra dengue; NS1 es expresada en la superficie de las células infectadas y también es
secretada en la circulacion como un dimero soluble (125), mientras que NS3 parece ser
particularmente inmunogénica con cierto predominio de epitopes de células T (126) .

La reactividad de las células T varia en su habilidad de reconocer diferentes serotipos del
virus dengue, dependiendo del grado de homologia de un epitope determinado. Sin
embargo, la reactividad cruzada con multiples serotipos es comun, especialmente en
epitopes altamente conservados como las proteinas NS (127, 128) .

Ante la infeccion primaria con un serotipo del virus dengue se genera un patrén linfocitario
heterogéneo. En este patrén se encuentran tanto los linfocitos T serotipo-especifico como
los de reactividad cruzada, pudiendo jugar ambos un papel importante en el desarrollo de la
FHD/SCD (129).

Tras la infeccion secundaria con un serotipo los linfocitos T CD4+ con patrén de citoquinas

Thl, proliferan y producen IFN gamma, IL-2 y TNF, siendo estas responsables de las
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reacciones inflamatorias de hipersensibilidad retardada, lesiones titulares en infecciones y
enfermedades auto-inmunes. Por otra parte los linfocitos T CD4+ con un patrén de
citoquinas Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y IL-13 respectivamente y estan muy
relacionados con la produccion de anticuerpos por las células B, por lo que infecciones
dominadas por una respuesta inmune humoral inducen una alta expresion de citoquinas del
patron Th2.

Chaturvedi et al., (113, 130) observaron en sus estudios cambios en la respuesta de los
patrones Thl y Th2 en pacientes con FD y cuadros severos. Encontr6 niveles en suero de
IL-4, IL-6 y IL-10 en pacientes con FHD grado 3 y 4 y en contraste, altos niveles de IFNy e
IL-2 en casos de FD.

Las células blanco primarias para el virus dengue son los monocitos/macréfagos y otras
células de origen reticulo-endotelial (131). Sin embargo, el antigeno se detecta en las
células de Kupffer (132), en los macrofagos alveolares, en los fagocitos mononucleares de
la piel (133) y en los monocitos de la circulacion (134). Los mastocitos y los basofilos al
expresar receptores Fcy en su superficie, son blancos potenciales de la infeccion por el
virus. Los mastocitos residen principalmente en los tejidos y estan estrechamente
asociados con los vasos sanguineos y los nervios, mientras que los baséfilos circulan
normalmente en la sangre (135) .

Un nimero incrementado de monocitos/macrofagos infectados con el virus dengue
implicaria un incremento de la activacion de las células T, lo que resultaria en un aumento
de los niveles de citoquinas y mediadores quimicos.

Se ha sefialado que la rapida elevacion y el efecto sinérgico de los mediadores como TNF,
IL-2, IL-6, IFNy, PAF, C3a, C5a y histamina inducen un incremento de la permeabilidad
vascular, extravasacion del plasma, shock y mal funcionamiento del sistema de
coagulacion, lo cual conduce al cuadro hemorragico (136-138).

La activacion del complemento pudiera conllevar a la filtracién capilar y contribuir por
tanto a la patogénesis de la FHD. La cascada del complemento podria ser activada por los
complejos inmunes formados por los virus circulantes y los anticuerpos especificos contra
estos. Los niveles de anticuerpos aumentan mas rdpidamente en las infecciones
secundarias, alcanzandose altos titulos de estos antes de la desaparicion de la viremia, lo

que incrementa la posibilidad de formacion de los inmunocomplejos. La disminucion en los
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niveles séricos de C3, C4, C5 y factor B, y el incremento de C3a y C5a se ha relacionado
con el grado de severidad de la enfermedad (139, 140) .

Otro hecho de interés que explicaria el marcado consumo de complemento en el cuadro
hemorragico, seria la expresion de antigenos virales por las células infectadas, coincidente
con la aparicion de altos titulos de anticuerpos como los que se observan en la infeccion
secundaria, capaces de activar la via alterna del complemento. Los productos derivados de
la activacion del complemento (C') incluyen fragmentos de C3 y varios agentes formadores
de poros con propiedades andlogas al complejo C5b-9 del C, los cuales inducen la sintesis
y/o liberacion de IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral de las células monociticas. La
formacion de poros en las células endoteliales provoca la produccion de eicosanoides, y la
disfuncion citoesquelética que contribuye a la lisis de las células infectadas, incluyendo
plaquetas y células endoteliales. Esto tltimo podria explicar la trombocitopenia aguda, que
junto a la extravasacion de plasma, son elementos centrales del choque que acompana a la

FHD (141-143).

2.13.2. Inmunopatogenia

La respuesta inmune a la infeccion por el virus DEN juega dos papeles opuestos en el
desarrollo de la enfermedad: la prevencidon y recuperacion, y la inmunopatologia de la
FHD/SCD (142).

Entre las funciones in vitro de la respuesta inmune humoral generada contra el DEN se
encuentran: la ADA (89), la neutralizacion viral (82), la ADCC (144) y la citolisis mediada
por complemento (140).

La infeccion primaria por determinado serotipo origina anticuerpos neutralizantes
homologos capaces de proteger al individuo a largo plazo y anticuerpos neutralizantes
heterdlogos de corta duracion, responsables del efecto de ADA. El desarrollo de los
sintomas severos de la enfermedad depende en la mayoria de los casos de una
sensibilizacién inmune anterior por una infeccién heterotipica. La presencia en nifios
pequefios de anticuerpos maternos contra el virus adquirido pasivamente podria ser otra
causa de la manifestacion de las formas severas de la enfermedad (6).

Los complejos virus-anticuerpos, al contrario del virus solo, son potentes inductores de la

activacion de los mastocitos y los basofilos, y por tanto en condiciones de ADA se produce
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un incremento selectivo en la liberacion de quimoquinas, citoquinas vasoactivas y
proinflamatorias como la interleuquina uno beta (IL-18), IL-6, el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) y los mediadores lipidicos (135).

En presencia de fluidos de sangre periférica con monocitos infectados, las células
endoteliales del cordon umbilical se activan y aumentan la expresion de moléculas de
adhesion VCAM-1 y selectina E en su superficie. La maxima activacion in vitro se ha
observado con fluidos para los cuales la infeccion viral fue amplificada al adicionar un
suero inmune al virus DEN, sugiriendo la previa inmunidad como el mayor factor de riesgo
para el desarrollo de la FHD. El tratamiento de los fluidos de monocitos con anticuerpos
anti-TNF o elimina este efecto de activacion. El resultado muestra que el virus puede
modular la funcion de las células endoteliales de modo indirecto, de manera tal que el
TNFa liberado de los monocitos infectados por el virus DEN parece ser el intermediario
principal (60).

Los anticuerpos son considerados el mecanismo mas importante de proteccion en la
infeccion por el virus DEN; sin embargo, en esta respuesta, el cambio de los isotipos y el
desarrollo de células de memoria son eventos dependientes de linfocitos T (145). Estos
eventos son mediados por las interacciones bidireccionales del ligando CD40-CD40 entre
las células T y B, y por las citoquinas derivadas de las células T. Las células B en la medida
que se activan y proliferan, son capaces de capturar y procesar antigenos virales para
presentarlos a las células T auxiliadoras, participando de forma directa en la activacion de
las mismas (146).

Ante la infeccién primaria con un serotipo del virus DEN se genera un patron linfocitario
heterogéneo. En este patroén se encuentran tanto los linfocitos T serotipo-especificos como
los de reactividad cruzada, pudiendo jugar ambos un papel importante en el desarrollo de la
FHD/SCD (147).

Las funciones de los linfocitos T serotipo-especificos han sido estudiadas in vitro
fundamentalmente. Los linfocitos T CD8+ y CD4+ citotdxicos lisan las células infectadas
por el virus a través de las perforinas en el contexto de las glicoproteinas del MHC clase I 'y
II respectivamente. Los linfocitos T CD4+ utilizan ademas otro mecanismo de lisis que

involucra a las interacciones entre las moléculas FasL expresadas en los linfocitos T
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activados y las Fas expresadas en las células diana. Este mecanismo pudiera explicar la lisis
de los hepatocitos que no son infectados por el virus (148).

El patron de citoquinas generado por los linfocitos T CD4+ cooperadores serotipo-
especificos después de una infeccién primaria parece ser Th 1 (productor de interferon
gamma (INFy), IL-2 y linfotoxinas) y Th 0 (productor de citoquinas del patrén Th 1 y del
Th 2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10)). Estas citoquinas y los mediadores quimicos pueden tener
efectos sinérgicos entre si por lo cual la produccion de algunas esta inducida por otras. Una
vez secretadas un grupo de citoquinas, se induce una produccion adicional en un ciclo de
regulacion positiva, provocando un estado en el que los niveles tan elevados producen la
permeabilidad vascular en un corto periodo (149).

Después de una infeccion secundaria con el virus DEN los linfocitos T de memoria
inducidos por la infeccion primaria muestran reactividad cruzada y proliferan rdpidamente
(149). Las células T CD4+ y CD8+ de memoria son muy activas y con su reactividad
cruzada pueden contribuir a la patogénesis de la FHD/SCD. Los niveles sanguineos de IL-
2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF e INFy y de moléculas CD4+ y CDS8+ solubles son
significativamente mas altos en pacientes con FHD/SCD que en pacientes con FD (142,
150). Las citoquinas como el TNFa y la IL-18 contribuyen al choque séptico y los
mediadores lipidicos, como el factor activante de plaquetas, pueden afectar la agregacion
plaquetaria (151).

Los linfocitos T CD4+ de reactividad cruzada con patréon de linfoquinas Th 1, producen
niveles elevados de IFNy e IL-2 tras la infeccion secundaria por un serotipo del virus DEN.
El IFNy parece contribuir a la patogénesis de la FHD/SCD aumentando la expresion de
receptores Fc gamma. Ademads, conjuntamente con la induccién de los receptores, se
produce un aumento de la expresion de moléculas MHC clase I y II en las células
infectadas, que facilitan el reconocimiento de los antigenos por las células citotdxicas del
sistema inmune (142). La estimulaciéon de la produccién de mediadores inflamatorios
(INFa, IL-2, prostaglandinas de la serie E y leucotrienos) por las células monociticas
infectadas aumentan la adherencia del monocito al endotelio. Lo anterior, unido a la

activacion del complemento, conduce a una funcion alterada de las células endoteliales
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vasculares, conllevando a la exudacion de plasma al espacio intersticial, la hipovolemia y el
choque (142).

El aumento en la destruccion de las plaquetas o la disminucién en su produccion, pudiera
ser causa de la trombocitopenia presente en la FD y en la FHD/SCD. Los complejos virus-
anticuerpos encontrados en la superficie de las plaquetas de pacientes con FHD sugieren
que la respuesta inmune desempena algin papel en la destruccion de las mismas. Los
anticuerpos IgM de reactividad cruzada contra las plaquetas, encontrados en el suero de
pacientes con FHD, podrian ser capaces de causar su lisis y de esta forma involucrarse en la
patogénesis de la enfermedad (152).

El dafio plaquetario también puede deberse al dafio endotelial (agregacion espontanea in
vitro de células endoteliales infectadas que causan lisis y destruccion plaquetaria) o a la
coagulacion intravascular diseminada. El factor activante de plaquetas puede inducir el
consumo de plaquetas y aumentar la adherencia de las células endoteliales vasculares y de
los leucocitos, provocando la trombocitopenia y leucopenia encontradas en la FHD/SCD
(153).

La activacién del complemento pudiera conllevar a la filtracion capilar y contribuir, por
tanto, a la patogénesis de la FHD. La cascada del complemento podria ser activada por los
complejos inmunes formados por los virus circulantes y los anticuerpos especificos contra
estos. Los niveles de anticuerpos aumentan mas rapidamente en las infecciones
secundarias, alcanzdndose altos titulos de estos antes de la desaparicion de la viremia, lo
que incrementa la posibilidad de formacion de los complejos inmunes. La disminucioén en
los niveles séricos de C3, C4, C5 y factor B, y el incremento de C3a y C5a se ha
relacionado con el grado de severidad de la enfermedad (140).

Otro hecho de interés que explicaria el marcado consumo de complemento en el cuadro
hemorragico seria la expresion de antigenos virales por las células infectadas. Este
momento coincide con la aparicion de altos titulos de anticuerpos, como los que se
observan en la infeccion secundaria, capaces de activar la via del complemento. Los
fragmentos de C3 y varios agentes formadores de poros con propiedades andlogas al
complejo C5b-9 inducen la sintesis y/o liberacion de IL-1, IL-6 y el TNF de las células
monociticas. La formacion de poros en las células endoteliales provoca la produccion de

eicosanoides y la disfuncion citoesqueletal contribuyendo a la lisis de las células infectadas,
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incluyendo plaquetas y células endoteliales. Esto ultimo podria explicar la trombocitopenia
aguda que junto a la extravasacion de plasma son elementos centrales del choque que

acompaiia a la FHD (153).

2.13.3. Viremia, respuesta de anticuerpos y severidad de la enfermedad

Los anticuerpos al virus dengue o a sus proteinas no estructurales usualmente actian para
prevenir o controlar la infeccion.

La respuesta de anticuerpos a dengue debe tener en cuenta fundamentalmente la dicotomia
entre una infeccién primaria y una infeccion secundaria. La respuesta de anticuerpos
secundaria es marcadamente diferente a la primaria. La respuesta secundaria heterotipica
ocurre cuando el hospedero ha sido inmunizado (por infecciéon o vacunacién) por otro
serotipo de dengue o por otro flavivirus fuera del complejo dengue (154).

Ha sido reportado que la duracién de la inmunidad homotipica a dengue es de por vida. El
dato mas convincente en relacion a esto es la persistencia de anticuerpos neutralizantes por
mas de 4 décadas sugiriendo que la inmunidad homotipica puede durar toda la vida (154,
155).

Por su parte el término de infeccion terciaria heterotipica ha sido definido también en
relacion a hospederos que han experimentado 3 o mas infecciones por flavivirus. En un
estudio de corte realizado en Rayong, Tailandia, la infeccion terciaria fue definida para
aquellos participantes que tenian anticuerpos neutralizantes a 2 o 3 serotipos virales a
dengue y que un afio después el suero contenia anticuerpos a un serotipo adicional (19).

En las infecciones primarias a dengue, la inmunoglobulina IgM es la primera que aparece
generalmente al quinto dia de comienzo de la fiebre (156, 157). Los niveles picos de esta se
alcanzan en las 2 semanas siguientes y disminuyen en las 2 semanas posteriores, siendo
indetectables de 2 a 3 meses de la infeccion (156,157-159). Por su parte en las infecciones
secundarias la cinética de la respuesta de IgM es mas variada. Esta generalmente aparece
tarde durante la fase febril de la enfermedad, frecuentemente precedida por la IgG (156).
Los niveles picos de IgM son menores que en las infecciones secundarias y a los 30 dias
son indetectables. En un nimero limitado de pacientes, esta inmunoglobulina no se detecta.
Sin embargo cuando la infeccion por dengue ocurre luego de la infeccion con otro

flavivirus (como por ejemplo el virus de la Fiebre Amarilla) entonces muchos epitopes son
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presentados y los niveles de IgM pueden ser altos (156, 157). La diferencia entre la
infeccion primaria y la secundaria a dengue se hace mayor cuando comparamos
conjuntamente la cinética de IgM e IgG. En las infecciones primarias, s6lo bajos niveles de
IgG son detectados en la fase febril o convaleciente temprana, mientras que los niveles de
IgM son altos y sobrepasan a los alcanzados por la IgG de 2 a 4 semanas. En las
infecciones secundarias, altos niveles de IgG son detectados en la fase aguda, los cuales se
incrementan en las proximas 2 semanas , mientras que los niveles de [gM son ausentes o
bajos , aumentan poco en comparacion con la IgG y disminuyen rapidamente (156, 157).
La respuesta de anticuerpos a dengue involucra también la produccion de inmunoglobulina
IgA (160). La misma ha sido detectada por IH tanto monomérica como oligomérica. La IgA
al igual que la IgG es ampliamente crossreactiva a los 4 serotipos a diferencia de la IgM
que lo es mucho menos. En un estudio realizado por Koraka y colaboradores (161) mas
recientemente se plantea que los anticuerpos IgA fueron significativamente mayores en la
fase aguda en pacientes con SCD cuando lo comparamos con los pacientes de FD.

Los estudios sobre IgD o IgE son escasos (162). Pavri y colaboradores reportaron que
nifios con FHD tienen altos niveles de IgE si los comparamos con nifios saludables.

El fendémeno “original antigenic sin“ en dengue (163) postula que en hospederos

remotamente infectados con virus dengue, la respuesta aguda y postconvalesciente en una
infeccion posterior por dengue es mayor al serotipo original infectante. Este postulado s6lo
es aplicable a los anticuerpos neutralizantes pues el resto de las técnicas como la FC y la IH
son insuficientemente serotipo especificas. Desde que Halstead propuso esta teoria,
diferentes reportes han sugerido la correcta aplicacion de la teoria. Por ejemplo, si la
infeccion fue un flavivirus no dengue (como Fiebre Amarilla y Encefalitis Japonesa),
raramente la teoria predice el serotipo primario infectante (164).

La determinacion de anticuerpos a las proteinas virales de dengue ha sido caracterizada por
Electroforesis en gel de poliacrilamida y por Western Blott. Uno de los trabajos iniciales y
mas completos en relacion a esta tematica es el desarrollado por Churdboonchart y
colaboradores (85) en sueros convalecientes de infeccion  primaria identificaron
anticuerpos a la proteina estructural E y a las proteinas no estructurales NS3 y NS5 y en

sueros agudos y convalecientes de pacientes con infeccion secundaria identificaron IgG
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reactiva a la proteina E, mientras que en los sueros convalecientes se detectaron anticuerpos
adicionales a las proteinas C, pre-M, NS1, NS3, NS4a y NS5.

Entre las funciones de los anticuerpos a dengue se encuentran la proteccion. Sin embargo
los anticuerpos levantados contra una infeccion por dengue o por otro flavivirus pueden
amplificar una siguiente infeccion por dengue, fendémeno este llamado ADA
(Amplificacion Dependiente de Anticuerpos).

La amplificacion de la infeccion fue caracterizada originalmente utilizando antisueros a
dengue en concentraciones subneutralizantes (154). Con estudios con anticuerpos
monoclonales se conoce que la amplificacion de los anticuerpos esta dirigida a las proteinas
E y pre-M y que muchos anticuerpos monoclonales capaces de neutralizar , cuando
reaccionan con el virus a altas diluciones , amplifican la infecciéon (165) .La relativa
habilidad de varias subclases de IgG para mediar la amplificacion de la infeccion al virus
dengue es desconocida. Se conoce que anticuerpos monoclonales murinos I1gG1, IgG2a y
IgG2b pueden amplificar las infecciones in vitro (165, 166).

Un estudio realizado en 1993 nos revela que sueros colectados en la fase aguda de
pacientes con FHD o SCD contienen altos niveles de anticuerpos anti IgG1 a dengue lo que
no difiere de los sueros procedentes de pacientes con FD. Sin embargo los niveles de
anticuerpos anti IgG2 en los sueros agudos de los pacientes con FHD fueron bajos en
comparacion con los de FD y no se observaron diferencias en los anticuerpos anti-dengue
IgG3 e IgG4 (167).

Los anticuerpos a dengue, monoclonales y policlonales, pueden promover o proteger contra
las infecciones por dengue, dependiendo de su concentracion y del titulo viral.

Anticuerpos monoclonales a las proteinas estructurales E y pre-M han sido evaluados para
proteccion pasiva y se ha encontrado que existen diferencias entre neutralizacion en un
fenomeno in vitro y proteccion in vivo. También se ha evaluado la proteccion pasiva para
las proteinas no estructurales NS1 y NS3.

En las infecciones primarias por dengue, la IgM puede activar el complemento in vivo
(160, 168, 169). La activacion del complemento mads tipica ocurre en las infecciones
secundarias y esta es mediada por la inmunoglobulina IgG. Las subclases de IgG varian en
su capacidad para activar el complemento, IgG1 e IgG3 lo activan eficientemente, [gG2 e

IgG4 lo activan pobremente.
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Pocos estudios de ADCC en pacientes con DEN sugieren que la ADCC pudiera estar
implicada en la patogénesis del dengue. Uno de estos estudios revela que la actividad de
ADCC fue detectada en sueros agudos de FHD/SCD pero no en sueros procedentes de
pacientes con FD, pero sin embargo un afio después de la infeccidn, la actividad de ADCC
fue observada en todos los casos (170).

La respuesta de anticuerpos y la viremia han sido correlacionadas en multiples estudios con
la severidad de la enfermedad. La viremia aparece en todos los casos febriles de dengue.
Esta ocurre previa al comienzo de la fiebre y de los sintomas y alcanza sus picos maximos
de 2-3 dias después que desaparece la fiebre. Vaughn y colaboradores han cuantificado la
viremia diaria en pacientes con infeccion secundaria por virus DEN-1 y DEN-2,
demostrando asociacion entre el desarrollo de viremia temprana y el curso de la
enfermedad. Ademads, los titulos de los picos virales han resultado significativamente
superiores en pacientes que desarrollan SCD, comparados con aquellos de FD. Sin
embargo, no se ha demostrado asociacion entre la severidad de la enfermedad y la duracion
estimada de la viremia. Estos resultados estdn en concordancia con los informes
relacionados con la capacidad replicativa del virus y con los anticuerpos amplificadores
(171).

Por otra parte, en pacientes con infeccion secundaria por virus DEN-3, la viremia y la
subsiguiente activacion inmune parecen ser de mayor magnitud en los cuadros clinicos mas
severos. En la fase temprana de la enfermedad los niveles de viremia son mas elevados en
pacientes con FHD en comparacion con los de FD. Los niveles maximos de viremia estan
correlacionados inversamente de manera significativa con la hemoconcentracion. Los
valores de virus en los cuadros clinicos mas severos reflejan una mayor cantidad de células
infectadas, que por consiguiente aumentan la respuesta inmune innata y adaptativa
conducida por el antigeno. Ademds de la ADA, otros mecanismos pudieran estar
implicados en el desarrollo de la FHD. Las variaciones genéticas a través de las cepas de
DEN-3, de la misma forma que ha sido reportado para las de DEN-2, pueden contribuir con
la infeccion celular y con la capacidad replicativa viral (172).

El virus DEN-2 circula en la naturaleza como dos genotipos: DEN-2 genotipo americano
no relacionado a epidemias de FHD/SCD y el DEN-2 genotipo asiatico causante de

epidemias de FHD (173). Empleando la tecnologia de los clonos infecciosos se han
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realizado mutaciones en la proteina E del virus DEN en las regiones 3’ y 5’ no
codificadoras para evaluar su efecto sobre la replicacion del virus en cultivos celulares
primarios humanos. La estructura correspondiente al genotipo americano influye en la
salida del virus de los monocitos y de las células dendriticas humanas, pudiendo ser la
responsable de su pobre replicacion en las células humanas y de sus caracteristicas de
virulencia durante la infeccion (174).

Los sueros humanos inmunes a DEN-1 neutralizan més eficientemente al virus DEN 2 de
genotipo americano que al de genotipo asiatico. Este hecho pudiera estar relacionado con la
ausencia de FHD en individuos infectados con DEN-1 en 1990-1991, seguido por DEN-2
genotipo americano en 1995 en Iquitos, Peru (175).

Los niveles de NS1 secretoria encontrados en sueros de pacientes con infeccion por DEN
durante la fase aguda estan relacionados con la magnitud de la viremia y son mayores en
los pacientes con FHD comparados con los de FD. Los pacientes en riesgo de desarrollar la
FHD presentan elevados niveles de NS1 secretoria a las 72 horas de comienzo de la
enfermedad (50).

Las inmunoglobulinas predominantes durante la infeccion por DEN suelen ser IgM, I1gG1 e
IgG3, tanto en los cuadros de FD como en los de FHD/SCD. La presencia de IgM
especifica a DEN en suero estd mds asociada con infeccion primaria o secundaria que con
la severidad de la enfermedad. En la fase aguda de la enfermedad, los pacientes que
desarrollan SCD tienen niveles de IgA significativamente mayores que los pacientes de FD
o de FHD (161).

El grupo poblacional mas afectado por la FHD/SCD suelen ser los infantes, quienes
adquieren FHD/SCD durante el pequefio periodo en que los anticuerpos maternos han
disminuido aproximadamente a 1/10. La distribucion por edad de la FHD/SCD muestra que
pocos casos son observados en infantes menores de tres meses y que el mayor numero
reportado se encuentra entre seis y ocho meses de edad (173).

La viremia que se requiere para infectar los mosquitos no se conoce con exactitud. En
infecciones en humanos los titulos virales pueden ser tan altos como 108 DIMso, mientras

que en estudios realizados en monos esta ha alcanzado los niveles de 10° DIMs, (176).
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2.14. Caracteristicas clinicas de la enfermedad
Las infecciones causadas por los cuatro serotipos del virus DEN pueden cursar de forma

asintomatica o sintomatica. Las infecciones sintomaticas producen una variada gama de
formas clinicas que van desde la fiebre indiferenciada, pasando por la FD o DEN clasico,
hasta la FHD, que en ocasiones se acompaiia del SCD (177).

La fiebre indiferenciada se observa fundamentalmente en infantes y nifios pequefios,
pudiendo estar acompafniados de una erupcion. El sindrome febril benigno o la cléasica
enfermedad febril aguda, autolimitada, es mas comun en nifios mayores y adultos. Las
formas severas se producen mayormente en niflos menores de 15 afios, aunque en las
Américas se observa con frecuencia en los adultos. En los menores, la fiebre aguda se ha
visto asociada con la diatesis hemorragica y con la tendencia a desarrollar el choque (64).
La FD es una enfermedad bifasica benigna con un periodo febril inicial de 1 a 2 dias, que
declina posteriormente y reaparece de forma abrupta al cabo del tercer dia. Presenta un
periodo de incubacion que puede oscilar entre 3 y 15 dias. Clinicamente se caracteriza por
presentar fiebre elevada (39.5-40°C) acompaifiada o no de escaloftrios, cefalea supraorbital
intensa y dolor retroocular o retrorbital caracteristico, dolores musculares, articulares y
0seos. Al cabo de una semana de evolucion reaparece la fiebre y puede presentarse una
erupcion similar a la del sarampidn, que se manifiesta de forma variable, ya sea temprana o
tardiamente en el 50% de los enfermos. Las linfadenopatias generalizadas y en ocasiones
los fendmenos hemorragicos menores como la epistaxis, las petequias, las hemorragias
gastrointestinales y el sangramiento gingival se asocian con la FD (178). La enfermedad se
soluciona en la segunda semana y el periodo de convalecencia puede prolongarse por
semanas, asociandose a debilidad y a depresion. Generalmente no se reportan casos fatales
y tampoco secuelas posteriores al paso de la infeccion (179).

La FHD/SCD se puede clasificar en base a cuatro grados de severidad. Los grados I y II se
asocian a la FHD, y la diferencia con la FD estd dada por la presencia, en la FHD, de
trombocitopenia y hemoconcentracion. Los grados Il y IV se consideran como SCD (180).
Los sintomas iniciales de la FHD coinciden con los del comienzo y la fase temprana de la
FD. Sin embargo el estado del paciente se deteriora rapidamente, desarrolla

trombocitopenia, hemoconcentracion, irritabilidad, dolores epigéstricos, hipoproteinuria,
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hepatomegalia, hipotension, insuficiencia circulatoria, hemorragias de todo tipo y otras
manifestaciones como ascitis, ictero, derrame pleural y sintomas neurologicos (5).

Un paciente con los sintomas anteriores puede presentar el SCD caracterizado por
hipotension arterial, piel fria y humeda, pulso acelerado y débil, incluso imperceptible,
llegando a ser fatal (5). La duracion de los sintomas es relativamente corta, y si no recibe el
tratamiento apropiado en un plazo de 8 a 24 horas, se puede producir la muerte debido a la
extravasacion de plasma por aumento de la permeabilidad vascular. El tratamiento consiste
en el suministro de electrolitos, liquidos y oxigeno. Las personas que reciben atencion
médica a tiempo, con reemplazamiento del liquido intravascular y de los electrolitos se
recuperan sin dejar secuelas, incluso en aquellas con pulso y presion arterial casi
indetectables. La caida del hematocrito que se produce es resultado de la rapida absorcion
del flujo extravasado; aparentemente no se producen lesiones vasculares destructivas. En la
FHD/SCD la hepatomegalia se presenta de forma variable en diferentes paises segin la
epidemia, la cepa y/o el serotipo del virus circulante. Los cambios hemostéticos en la
FHD/SCD involucran tres factores: cambios vasculares, trombocitopenia y alteraciones en
la coagulacion. Casi todos los pacientes con FHD tienen un aumento en la fragilidad
capilar. La hemorragia gastrointestinal es apreciable en la mayoria de los casos fatales
(119).

Las formas clinicas poco usuales han tomado gran interés. La miocarditis ha sido reportada
como una de estas formas infrecuentes, es autolimitada y no progresa hasta el fallo cardiaco
(181). Las manifestaciones neuroldgicas observadas en algunos pacientes infectados con el
virus DEN incluyen somnolencia, confusiéon mental, paralisis y signos extrapiramidales.
Esta sintomatologia se ha definido con el término de encefalopatia por DEN. La etiologia
de estas complicaciones es considerada un tema controversial, se plantea que son resultado
de una vasculitis con extravasacion de liquido, edema cerebral, hipoperfusion y cambios
electroliticos. Existe la posibilidad de que el virus atraviese la barrera hematoencefalica e
invada directamente el cerebro debido a la coincidencia de la fase virémica con el comienzo

de la encefalitis en algunos casos individuales (59).
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2.15. Vacuna

Una vacuna efectiva contra el DEN debe desarrollar inmunidad protectora contra los cuatro
serotipos para disminuir el riesgo de infeccion secundaria, y poder ser administrada a nifios
de seis meses a un afno de edad, por ser el grupo poblacional mas susceptible a la infeccion
(182).

Entre las principales dificultades para el desarrollo de un candidato vacunal se encuentran
la existencia de cuatro serotipos, el fenomeno de inmunoamplificacion, la inexistencia de
un modelo animal que reproduzca adecuadamente la enfermedad, y el poco conocimiento
que se tiene de la etiopatogenia de la misma (183).

Las principales estrategias utilizadas para la obtencion de un candidato vacunal contra el
virus DEN han sido:

Las vacunas de primera generacion o convencionales: vacunas inactivadas y atenuadas.

Las vacunas de segunda generacion: incluyen la expresion de proteinas recombinantes, la
preparacion de vectores vivos y de clonos infecciosos.

Las vacunas de tercera generacion: vacunas de ADN.

Las estrategias mas avanzadas hasta el momento son las basadas en la generacion de
vacunas vivas atenuadas, tanto por pases seriados en células que no son hospederos
naturales como por via molecular (184). La formulaciéon més adelantada es la desarrollada
por Bhamarapravati y colaboradores en la Universidad de Mahidol, quienes han obtenido la
atenuacion de los virus DEN-1, DEN-2 y DEN-4 por pases seriados en cultivo primario de
rindén de perro beagles, y de DEN-3 por pases seriados en cultivo primario de rifion de
mono verde africano (185). La administracién por via subcutdnea de dos dosis de esta
vacuna a voluntarios entre 18 y 40 afios de edad fue capaz de inducir seroconversion a los
cuatro serotipos del virus en el 71 % de los vacunados (186). En nifios tailandeses con edad
comprendida entre 5 y 12 afios se logro seroconversion en todos los casos después de tres
dosis de esta vacuna atenuada (186). Los ensayos clinicos de dicha formulacién se
encuentran actualmente en fase II.

Las investigaciones sobre virus quiméricos intertipicos estan centralizadas en el desarrollo
de un candidato vacunal que podria proteger contra los cuatro serotipos del virus DEN en
una simple inmunizaciéon. La vacuna de la FA ha sido utilizada para desarrollar un

candidato quimérico recombinante FA/DEN. En este caso, sobre el genoma atenuado de la
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cepa vacunal de FA se han sustituido los genes que codifican para las proteinas
estructurales por los correspondientes de los cuatro serotipos del virus DEN. Los monos
inoculados con una dosis subcutdnea de esta formulaciéon mostraron un 100% de
seroconversion y un 92% de proteccion frente al reto viral (187).

Raviprakash y colaboradores han desarrollado candidatos vacunales de tercera generacion
modificando las regiones citoplasmaticas y de transmembrana de la proteina E y
reemplazandolas por las de la proteina M asociada a lisosomas. Esta construccion dirige los
antigenos hacia las vesiculas lisosomales e incrementa la presentacion de los antigenos por
el CMH clase II, fortaleciendo asi la respuesta inmune mediada por los linfocitos T CD4"
(188).

La primera estrategia desarrollada por investigadores cubanos se basd en la generacion de
un candidato por subunidades utilizando la tecnologia del ADN recombinante. Inicialmente
se clonaron y expresaron las proteinas E de los virus DEN 2 y DEN 4 en el sistema de
expresion Pichia pastoris. La evaluacion de estas proteinas recombinantes en diferentes
modelos animales levantd una buena respuesta humoral y ofrecio proteccion frente al reto
viral. Sin embargo, la estrategia mostrd limitaciones relacionadas con el bajo nivel de
expresion de las proteinas y con los requerimientos del proceso de purificacion (189).

Las limitaciones anteriores conllevaron a utilizar una nueva estrategia basada en la
expresion (en forma de proteinas de fusion) de regiones altamente funcionales de la
proteina E del virus. Las construcciones clonadas y expresadas contienen al dominio B de
la proteina E insertado o fusionado a los extremos N-terminal y C-terminal de la proteina
recombinante P64K de Neisseria meningitidis. Hasta el momento las variantes evaluadas en
los distintos modelos animales muestran resultados alentadores en cuanto a la generacion
de anticuerpos funcionales anti-DEN, a la respuesta celular y a la proteccion frente al reto

viral (190, 191).

2.16. Control

El control del dengue pasa por la erradicacion del insecto vector Aedes aegypti, la accion
mas comun es el uso de insecticidas, lo cual es controversial porque es caro, perjudicial a

las personas, induce resistencia y contamina el ambiente. Ademas elimina s6lo al mosquito
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adulto, si en el sitio fumigado existen criaderos del mosquito a las 48 horas se tendra
nuevamente la presencia del mosquito adulto.

La abatizacion para la eliminacion de las larvas y la eliminacion de los criaderos dentro de
las casas parecen ser las vias para el control del dengue, estos se tienen que trabajar con la
participacion comunitaria.

En 1997 la OPS/OMS, a partir del PLAN CONTINENTAL para el control del dengue
establecen la participacion comunitaria y la comunicacion social como componentes de los
programas nacionales, el cual viene fortalecido el afio 1999 con el PLAN DETALLADO
DE ACCION PARA LA PROXIMA GENERACION.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aspectos Eticos en los diferentes estudios
En todos los estudios que conforman este documento y que lo requirieron se contd con la

aprobacion del protocolo de investigacion por parte del Comité de Etica del centro.

En los diferentes estudios descritos, primeramente se brindé la informacion a los
voluntarios participantes y posteriormente se recogio el consentimiento informado de los
mismos. Fue una premisa esencial la informacion de los resultados obtenidos a los
voluntarios. En Anexos aparece el Modelo de Consentimiento Informado empleado, asi

como toda la documentacion requerida para estos fines.

3.2. Caracterizacion de la infeccion secundaria en la epidemia cubana
de virus DEN-2 Cuba, 1997

3.2.1. Muestras Seroldgicas

Se estudiaron 3 grupos de muestras

a) 252 sueros colectados entre el 5to y el 7mo dia de comienzo de la fiebre y que fueron
recibidos a través de la vigilancia de dengue durante la epidemia de Santiago de Cuba de
1997. Estos sueros escogidos al azar provenian de 111 casos clasificados como FHD/SCD y
141 clasificados como FD (PAHO, 1994). Todos los sueros procedian de pacientes adultos.
b) 12 muestras de suero y 28 de visceras (higado, bazo, rifién, cerebro, corazén, pulmoén)
correspondientes a fallecidos durante la epidemia con un diagndstico de FHD (PAHO,
1994). Al total de las visceras se les intentd el aislamiento viral y en 21 se les realizo la
RCP.

Los sueros incluidos en los grupos a y b corresponden a enfermos con una infeccion

confirmada por dengue durante la epidemia.
c) 205 muestras de suero de menores de 16 afios que acudieron al cuerpo de guardia de

dos hospitales pediatricos en Santiago de Cuba a finales de 1998 con una enfermedad

diferente a dengue.
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3.2.2. Estudios Seroldgicos

Se determin¢ el titulo de anticuerpos IgG antidengue mediante un Elisa de Inhibicion
(MEI]) y la presencia de anticuerpos neutralizantes a los virus DEN-1 y DEN-2 mediante

NRNP siguiendo los protocolos descritos a continuacion.
3.2.2.1. Determinacion del titulo de anticuerpos 1gG antidengue

La deteccion de anticuerpos IgG a virus dengue se realizd en todos los casos que fue
necesario siguiendo el protocolo de Técnicas del Laboratorio de Arbovirus segun las
modificaciones realizadas por Vazquez y cols (192). Los criterios de positividad seguidos
fueron los siguientes:

» Criterios empleados en la clasificacion por esta técnica
Una muestra de suero obtenida entre 5-7 dia del comienzo de la fiebre con un titulo de
anticuerpos de IgG antidengue >=1/1280 mediante MEI fue considerada como un caso de
infeccion secundaria mientras que aquellas muestras con un titulo de anticuerpos < =20 se

consideraron como casos de infeccion primaria.

3.2.2.2. Deteccidn de Anticuerpos neutralizantes a los virus DEN-1 y DEN-2 por la
técnica de NRNP.

= (C¢lulas empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células BHK21. La linea celular BHK-
21 clono 15 (rifidén de Hamster) obtenida a partir de la linea BHK-21 clono 13 (ATCC
1992) y donada al laboratorio de Arbovirus por el Prof. S.B. Halstead (Director Cientifico
de la Iniciativa para la Vacuna Pediatrica de Dengue) fue empleada en la NRNP y en la
titulacion de los lotes virales. Las células fueron crecidas a 37°C en frascos plasticos
estériles de 75 cm’ utilizando medio MEM suplementado con 1% de aminoécidos no
esenciales (100X) y 10% de SFBI, y pasadas semanalmente a una razon de pase de 1:8.
Para la realizacion de ambas técnicas se prepararon suspensiones celulares a una
concentracién de 2 x 10° células/mL.

= (Cepas empleadas en la NRNP

La tabla 1 muestra las cepas virales de los 4 serotipos empleadas en los diferentes estudios.
Tabla 1. Historial de pases, lugar y afio de aislamiento de las cepas utilizadas en la
NRNP
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Lugar de Afio de

Cepas virales Historial de pases . . . .
aislamiento aislamiento
4P C6/36 2P Vero
_ *
DEN-1 Angola P C6/36 T Angola 1988
DEN-2 A15/1981 4PR 4P C6/36 HT Cuba 1981
DEN 2 1348600* 4P C6/36 Colombia 1986
DEN-3 116/00 3P C6/36 HT Cuba 2000
DEN-4 Dominica* 1P C6/36 6P C6/36 HT  Dominica 1981

P: Pase, R: Raton

* Cepas gentilmente donadas por el Dr. Robert Shope (ya fallecido) de la
Universidad de Texas, EUA.

En este estudio la NRNP se realiz6 a los virus DEN-1 y DEN-2 dado que en el momento

del mismo sélo se habian reportado epidemias de estos dos serotipos en nuestro pais. Los

datos de las cepas DEN-1 Angola y DEN-2 A15/1981 utilizadas aparecen en la tabla 1

anterior.

1.

» Preparacion de los lotes virales para la NRNP

Frascos plésticos estériles de 25cm?® con monocapa confluente de células C6/36 HT
fueron inoculados con 500 pl de la dilucion de las cepas virales utilizadas en el estudio
(ver acapite de cepas virales empleadas en cada uno de los estudios realizados). Todas
las cepas fueron inoculadas a una multiplicidad de infeccion de 0.001, empleando
medio de mantenimiento para la dilucion viral.

Las células inoculadas se incubaron durante una hora a 33°C para facilitar la entrada del

virus.

. Posteriormente se afiadieron 5 ml de medio de mantenimiento a cada uno de los frascos.

Los cultivos infectados con las diferentes cepas fueron incubados a 33°C y observados
diariamente hasta que el ECP se extendi6 por toda la monocapa celular (figura 1(b)). En
las cepas que no mostraron ECP la replicacion se detectd por inmunofluorescencia

(Hronovsky, 1981) utilizando liquido ascitico hiperinmune de ratéon anti DEN
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preparado en el laboratorio de Produccién del Dpto. de Virologia del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri”.

Cuando la multiplicacion viral fue confirmada, los frascos fueron congelados a —86°C
previa adicion de SFBI al 2%. Finalmente, los cultivos fueron descongelados de forma
rapida a 37°C y distribuidos en alicuotas de 200 pl. El titulo viral se determind mediante
la técnica de titulacion viral por placas empleando células BHK-21 clono 15 (82).

= Titulacion por Placas

Se prepararon diluciones seriadas en base 10 de los virus desde 10-1 hasta 10-7.

Se afiadieron 0.5 ml de la suspension de células BHK21 a cada pozo de la placa de 24
pocillos y se dejaron en reposo por 1 hora a temperatura ambiente.

Se inocularon 50 ul de cada dilucion viral a las células incubandose por 4 horas a 37°C
en incubadora de CO2, al 5%.

Se anadieron 0.5 ml de medio recubrimiento “overlay”, incubandose a 37°C por 5 dias
para el virus DEN-2, 6 dias para el virus DEN-4 y 7 dias para los virus DEN-1 y DEN-
3, en incubadora de CO2 al 5%.

Luego de la incubacion se descart6 el medio y se lavaron las monocapas celulares con
agua de la pila. A cada pozo de la placa le fue anadido 0,5 ml de una solucion del
colorante Napthol Blue Black (Acido Acético 60 ml, Napthol Blue Black 1gy 13,6 g
Acetato de Sodio).

Para conocer el titulo infectivo de los virus titulados se aplicé la siguiente formula:

P x 20 x 10X = ufp/mL
Donde:

P: Promedio del nimero de placas obtenido en la dilucion en que se contaron las placas.

20: Factor de correccion para expresar el titulo en ufp/ml (1000ul/Volumen Inéculo).

10X: Representa la dilucion en que se contaron las placas (Factor de Dilucion).

Neutralizacion por Reduccion del Numero de Placas (NRNP)

1.

Los sueros a estudiar fueron inicialmente tratados con cloroformo y posteriormente se
realizaron diluciones en base 10 (1/10-1/1000000) utilizando medio de mantenimiento.

Los sueros controles negativos y positivos se emplearon a la dilucion 1/10.
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De acuerdo al titulo viral previamente calculado, se preparo la diluciéon de trabajo para
cada una de las cepas virales empleadas la que consistié en 80 (ufp) por cada 0,1 mL de
dilucion.

Las diluciones de los sueros se mezclaron con igual volumen de la dilucién viral de
trabajo (0,ImL de cada una). Para cada virus se prepard un control viral que consistio
en mezclas de 0,ImL de medio de mantenimiento con 0,ImL de la diluciéon de trabajo
de la cepa viral correspondiente.

Las mezclas de virus mas suero o virus mas medio se incubaron durante una hora a
37°C en atmosfera de CO2 al 5%.

Posteriormente, 0,05mL de cada una de las mezclas virus-suero y de los controles
virales (virus-medio) fueron inoculados en 0,5mL de la suspension de células BHK-21
clono 15 previamente sembradas en las placas plasticas de 24 pozos a la concentracion
previamente mencionada en este acapite.

Las células inoculadas se incubaron durante 4 horas a 37°C en atmodsfera de CO2 al
5%.

El medio de recubrimiento se afiadi6 a razon de 0,5mL por pozo. Las células fueron
incubadas durante cinco dias para el virus DEN-2, seis dias para el DEN-4, y 7 dias
para los virus DEN-1 y DEN-3.

Luego de la incubacion se descart6 el medio y se lavaron las monocapas celulares con
agua de la pila. A cada pozo le fue afiadido 0,5 mL de una solucién del colorante

(Acido Acético 60 mL, Napthol Blue Black 1gy 13,6 g Acetato de Sodio).

El valor porcentual de reduccion del numero de placas con respecto al control viral se

calcul6 segtin la relacion:

% de reduccion = [1- (Xs/Xm)] x 100%

En la cual:

Xs -- promedio del numero de placas obtenido para cada dilucion de suero.

Xm -- promedio del nimero de placas obtenido para el control viral.

Para conocer el titulo de anticuerpos de un suero pueden emplearse 2 métodos.

Método 1

Cuando el suero se prueba a una dilucion especifica (1/30), frente a una dilucién constante

de virus (193) . En este caso se obtiene el % de reduccion de placas para la dilucion de
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suero utilizada, lo cual indicaria si el suero tiene o no anticuerpos (% de reduccion).
Cuando este % de reduccion es >=50%, se considera que el suero es positivo (presencia de
anticuerpos).

Método 2
Cuando el suero se prueba en varias diluciones, frente a una dilucion constante de virus. A

cada dilucion de suero se le determinéd el valor porcentual de reduccion del nimero de
placas virales por la formula anterior. El titulo de anticuerpos neutralizantes de cada
suero fue calculado utilizando un papel semilogaritmico donde el titulo se
correspondié con la dilucion de suero que redujo en un 50 % el nimero de placas
virales del virus control (82).

En este acapite se empled el método 1 para corroborar que los nifios durante esta infeccion
s6lo habian sufrido una infeccion primaria, asi como para conocer la secuencia de infeccion
en los casos confirmados de FD y FHD respectivamente.

En la figura 2 se muestra un ejemplo de NRNP a virus DEN-2. En las posiciones 4, 7'y 10
aparece el control de virus, en la posicion 1 el control de células, en la posicién 2 un suero
positivo, en la posicion 3 un suero negativo, en las posiciones 5, 8 y 11 un suero a testar en
las diluciones de 1:10 a 1:10” y en las posiciones 6, 9 y 12 otro suero a testar en las mismas

diluciones.

Figura 1. Neutralizacion por reduccion del nimero de placas al virus DEN-2
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Fuente: Libro de Técnicas del Laboratorio de Arbovirus, IPK, 2007.

* C(Clasificacion serologica seglin esta técnica
Acorde al criterio previamente establecido (193), los sueros agudos y convalecientes con un
titulo de anticuerpos neutralizantes >=1/30 a un serotipo fueron considerados como casos
de infeccion primaria mientras que los que tenian anticuerpos a DEN-1 y DEN-2 fueron

considerados como casos con una infeccion secundaria.

3.2.3. Estudios Viroldgicos y Moleculares
El aislamiento e identificacion de virus DEN y la deteccion del genoma en las visceras y
sueros de fallecidos por FHD/SCD se realiz6 siguiendo los protocolos que a continuacion

S€ exponen.
3.2.3.1. Aislamiento Viral en las muestras de suero y visceras de los fallecidos

= (C¢lulas empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células C6/36 HT.
C6/36 HT: La linea celular C6/36 HT (Aedes albopictus), obtenida por Kuno y Oliver en
1989 a partir de la linea celular C6/36 (Igarashi, 1979) y donada al laboratorio de Arbovirus
del IPK por el Dr. Javier Diaz del Laboratorio Departamental de Medellin, Colombia fue
utilizada para el aislamiento del virus DEN a partir del suero de los pacientes colectados
durante la fase aguda de la enfermedad. Las células se mantuvieron mediante pases
semanales a una razon de pase de 1:6 utilizando como medio de crecimiento Medio
Esencial Minimo (MEM), suplementado con 1% de aminodcidos no esenciales (100X),
2mM de glutamina, antibidticos (penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 mg/mL) y
10% de suero fetal bovino inactivado (SFBI) por calor (30 minutos a 56°C). Para el
aislamiento viral, las células fueron sembradas en placas plasticas estériles de 24 pozos.
Las mismas se incubaron a 33°C en atmdsfera de CO, al 5%, empleando el mismo medio
de crecimiento y se utilizaron cuando la monocapa fue confluente.

* Metodologia empleada para el aislamiento.
En dependencia del estudio, el aislamiento viral se realizo en tubos plasticos o en placas

plésticas de 24 pocillos.
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1. A tubos plasticos estériles sembrados con células C6/36 HT y con monocapa celular se
les descartd el medio de crecimiento. Las células fueron inoculadas con 0.1mL de una
dilucion 1/20 de las muestras de suero colectadas entre el segundo y el sexto dia de
comienzo de la fiebre. Cuando se empled la técnica de “shell vial”, las células se sembraron
en placas plasticas de 24 pozos. Una vez obtenida la monocapa confluente, se retird el
medio de crecimiento y se inoculd 100 ul/pozo en duplicado de la muestra de suero en la
misma dilucién anteriormente mencionada. Las células inoculadas se centrifugaron durante
15 min a 1500 rpm a temperatura ambiente segun el protocolo descrito por Rodriguez y
colaboradores (80).

2. Las células inoculadas (en tubos o placas de 24 pozos) se incubaron durante una hora a
33°C adiciondndose posteriormente 1mL de medio de mantenimiento que consistid en
medio de crecimiento pero con 2% de SFBI en lugar del 10%.

3. Las células fueron incubadas a 33°C nuevamente y fueron observadas durante siete dias
en busca de la aparicion de ECP. Al cabo de este tiempo la identificacion viral se realizd
empleando la IFI con liquido ascitico hiperinmune y anticuerpos monoclonales especificos
a los cuatro serotipos del virus DEN (81). Los anticuerpos monoclonales fueron
gentilmente donados por el Dr. D. Gubler, director de la Unidad de Arbovirus del Centro
para Control de Enfermedades, EUA.

4. Enla figura 1 (a y b) se muestran los cultivos de células C6/36 HT. (a) Células C6/36
HT Controles (sin inocular) y (b) Células C6/36 inoculadas con virus DEN-2 mostrando un

ECP de sincitios.

Figura 2. A: Cultivo de células C6/36 HT, B: Cultivo de células C6/36 HT con ECP
Fuente: Libro de Técnicas del Laboratorio de Artbovirus, IPK, 2007.
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3.2.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP)

La extraccion del ARN viral se realizo por el protocolo del Trizol LS Reagent (Gibco

BRL). La deteccion y tipificacion de los virus DEN fue realizado segun el protocolo de
Lanciotti y cols, (1992) con las modificaciones de Rosario y cols (1998), donde se

amplifica un fragmento de la region C-prM-M del genoma de 521 pb (86, 194).

3.2.4. Andlisis de los resultados
Los datos no fueron analizados estadisticamente pues s6lo se observo una secuencia de

infeccion viral.

54



Flujo de Trabajo
Grupo I Grupo II
252 sueros (adultos) 12 fallecidos por
confirmados dengue dengue (adultos)
111 141 _ Sueros Visceras
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Confirmacion Virologica
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Aislamiento RCP
Viral

A 4
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Grupo III

205 sueros (nifios)
no dengue

A 4

A

Tipo de Infeccion (MEI)

l

Secundarios

l

Secuencia de Infeccion (NRNP)
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3.3. Caracterizacion de la infecciones secundarias y terciarias en la
Epidemia Cubana de Dengue 3 Cuba, (2001/2002). Influencia de
determinadas secuencias de infeccion viral en el desarrollo de la forma
severa de la enfermedad

3.3.1. Muestras Seroldgicas

Se estudiaron cuatro grupos de sueros:

a) 6 sueros colectados entre el 5to-7mo dia de la fiebre de casos clinicamente
diagnosticados como FD (n=3) y FHD (n=3) en los que el diagndstico clinico fue
confirmado mediante la deteccién de anticuerpos IgM a dengue (178).

b) 17 pares de sueros colectados entre el 5to-7mo dia de la fiebre (primer suero) y 17-24
meses después (convaleciente tardio) en individuos con un cuadro clinico confirmado de
FHD/SCD durante la epidemia de DEN-3 del 2001-2002 (178).

c¢) 37 sueros de individuos con un cuadro clinico confirmado de FHD/SCD durante la
epidemia de DEN-3 del 2001-2002 y que fueron colectados 17-24 meses después del inicio
de la fiebre (178).

d) 40 sueros de individuos con un cuadro clinico confirmado de FD durante la epidemia de
DEN-3 del 2001-2002 y que fueron colectados 17-24 meses después del inicio de la fiebre
(178).

3.3.2. Estudios seroldgicos

3.3.2.1. Elisa de Captura de IgM (CAM-ELISA)

La deteccion de anticuerpos IgM a virus dengue se realizd en todos los casos que fue
necesario, siguiendo el protocolo de Técnicas del Laboratorio de Arbovirus segun las

modificaciones realizadas por Vazquez y cols (195).
3.3.2.2. Deteccidn de anticuerpos 1gG y neutralizantes

Se determiné el titulo de anticuerpos IgG mediante MEI siguiendo el protocolo descrito en
el acapite II1.2.2. La presencia de anticuerpos neutralizantes a los 4 serotipos del virus se
realizd mediante NRNP siguiendo el protocolo descrito en el mismo acapite. En este
estudio se empled el método 2 en la determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes
en los grupos estudiados.

= (Células empleadas
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Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células C6/36 HT y BHK2I1. La
preparacion de las mismas ha sido descrita en el acapite I11.2.2.

* (Cepas empleadas en la NRNP
La Tabla 1 del acapite I11.2.2 muestra las cepas virales de los 4 serotipos empleadas en el
estudio referente a la Epidemia de DEN-3 del 2001-2002. La cepa de DEN-2 (1348600) no
fue empleada en este estudio.

» Criterios empleados en la clasificacion seroldgica de los sueros
Una muestra de suero obtenida a los 5-7 dias del comienzo de la fiebre con un titulo de
anticuerpos IgG antidengue >= 1280 fue considerado como un caso de infeccion secundaria
mientras que aquellas muestras con un titulo de anticuerpos <= 20 fueron consideradas
como casos de infeccion primaria segun criterio establecido en el acapite I11.3.6. Acorde al
criterio previamente establecido (193), los sueros agudos y convaleciente tardios con un
titulo de anticuerpos neutralizantes >=1/30 a un serotipo fueron considerados como casos
de infeccion primaria mientras que los que tenian anticuerpos a mas de un serotipo fueron
considerados como casos con mas de una infeccion. La secuencia de infeccion viral se
determind en los sueros convalecientes tardios. Cuando el suero agudo tenia sélo
anticuerpos a DEN-1 o el suero convaleciente tenia anticuerpos a DEN-1 y a DEN-3, el
caso fue clasificado como “Secundario DEN -1 — 3 Los pacientes que los sueros
convalecientes tenian anticuerpos contra DEN-1-2 -3 con titulos de anticuerpos a DEN-2

iguales o mayores a 1:30, fueron clasificados como casos con una infeccion terciaria.

3.3.3. Analisis Estadistico
Se compararon los porcientos de la secuencia de infeccion DEN-1/DEN-3 en los casos de

FD y FHD por la Prueba de Chi Cuadrado.
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Flujo de Trabajo

Grupo | Grupo 11

FH FD

v ¥\

57 sueros 3 sueros 40 sueros
adultos adultos 1 nifio 39 adultos
3agudos 37 conv. 17 pares de agudos conv. tardios
tardios suero
\ 4
» Tipo de Infeccion (MEID)
Secundarios

Secuencia de Infeccion (NRNP)
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3.4. Variacion de los anticuerpos neutralizantes homologos vy
heterdlogos a diferentes periodos de la infeccion promaria. Influencia de
la ADA después de transcurrido 20 afios.

3.4.1. Muestras Seroldgicas

Las muestras de suero estudiadas fueron recibidas a través del Sistema de Vigilancia de
dengue en el periodo 1981-1985 (103 muestras) y 1999 (2000 muestras) en las que no se
demostrd la infeccion reciente por este agente. Con el objetivo de evitar cualquier error se
excluyeron las muestras de suero provenientes de la provincia de Santiago de Cuba,
teniendo en cuenta que en la misma se report6é una Epidemia de DEN-2 en 1997 (10, 196).
En el ensayo de ADA se incluyeron 24 sueros de las muestras colectadas en 1999 y que

tenian titulos de anticuerpos neutralizantes a virus DEN-2 A15 menores de 1/10.

3.4.2. Estudios seroldgicos
3.4.2.1. Determinacion de anticuerpos IgG y neutralizantes

Se determino el titulo de anticuerpos IgG mediante MEI siguiendo el protocolo descrito en
el acapite II1.2.2. El titulo de anticuerpos neutralizantes a los 4 serotipos del virus se
realizd mediante NRNP siguiendo el protocolo descrito en este mismo acapite. En este
acapite se emplearon ambos métodos descritos en el acapite I11.2.2 para la determinacion de
anticuerpos neutralizantes. El primero se utilizd en la seleccion del grupo de sueros
inmunes a DEN-1 y el segundo en la determinacion de anticuerpos neutralizantes a los 4
serotipos en los grupos de sueros estudiados (sueros colectados a 4 y 20 afios de la
primoinfeccion). Los TPG se calcularon para cada grupo de estudio y dentro de estos para
cada serotipo viral.
= (Células empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células C6/36 HT y BHK2I1. La
preparacion de lascélulas C6/36 HT y de las BHK21 han sido descritas en el acépite 111.2.2.
= (Cepas utilizadas en la NRNP
En la tabla 1 del acapite II1.2.2 se muestran las caracteristicas de las cepas virales
utilizadas.

» Criterios empleados en la clasificacion seroldgica de los sueros
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Toda muestra de suero con niveles de anticuerpos IgG por MEI a virus DEN >= 20 fue
considerada como un caso con una infeccion pasada por virus DEN (192) .

Teniendo en cuenta que en el periodo de 1977 a 1999 solo se habian reportado epidemias
de DEN-1 y DEN-2 en Cuba, los sueros con titulos de anticuerpos neutralizantes de 1/30 o
mayores a DEN-1 fueron considerados como de infeccion primaria por DEN-1, los que
tenian titulos de 1/30 o mayores a DEN-2 A15 (cepa aislada durante la epidemia de 1981)
fueron considerados como infeccion primaria por DEN-2 y los que mostraron un titulo
mayor o igual a 1/30 a ambos serotipos fueron considerados de infeccién secundaria (197).
Sélo los sueros de individuos inmunes a DEN-1 (Primarios DEN-1) fueron empleados en
esta investigacion. Es importante sefalar que los anticuerpos fueron medidos a la cepa de
DEN-2 que circulé durante la epidemia de 1981 y a una cepa de DEN-1 del mismo

genotipo de la que circul6 en 1977.

3.4.3. Ensayo de Amplificacion Dependiente de Anticuerpos (ADA)

= (Células empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células K562. La linea celular K562 de
macrofagos humanos fue mantenida por pases seriados en medio RPMI suplementado con
10% de SFBI a una razén de pase semanal de 1:3. La misma se utiliz6 para la realizacion
de la técnica de ADA y fue donada a nuestro laboratorio por el Prof. S.B. Halstead

(Director Cientifico de la Iniciativa para la Vacuna Pediatrica de Dengue).
3.4.3.1. Procedimiento seguido para la ADA

Este ensayo se realiz6 en micrométodo empleando células K562. Las condiciones del
ensayo (multiplicidad del virus, concentracion de células, diluciones y tiempo de
incubacion) fueron previamente normalizadas usando un suero humano inmune a DEN-1
de titulo de anticuerpos conocido por ADA (estos datos no forman parte de este estudio).

Se prepararon diluciones en base 10 en medio RPMI de los sueros estudiados. Se
mezclaron 50ul de cada dilucion de suero con 50ul de virus DEN-2 A15 diluido para
producir una multiplicidad de infeccion de m=0.0006. Las mezclas virus-suero se
incubaron por una horaa 37°C. A 100ul de la suspension celular de 2x10° cels/ml se le
inocularon 100 ul de la mezcla virus-suero. Cada mezcla de dilucion de suero mas virus se

inoculd por duplicado. Después de 48h de incubacién a 37°C en 5% de atmoésfera de CO,,
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las células fueron congeladas a —80°C. El virus producido fue cuantificado en células
BHK21 como se describid en el acapite I11.2.1 (82). La ADA fue determinada comparando
el titulo viral en las células K562 en presencia y ausencia de anticuerpos empleando la
formula de Detre (198).

Formula Detre

X1-X0 / X1+ X0 >= 1.96 (Siempre que los resultados de esta formula sean >= a 1.96 se
considera que ha ocurrido una amplificacién dependiente de anticuerpos)

Donde

X1 células infectadas en presencia de suero

X0 células infectadas en ausencia de suero

3.4.4. Analisis Estadistico
El programa GraphPad Prim 2.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fue empleado para el

analisis de los datos. Con el objetivo de comparar el nimero de casos positivos de
anticuerpos neutralizantes a cada virus en cada grupo de suero se empled la Prueba de
Fisher.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes se presentan como la media del log;o de estos. La
comparacion de medias fue realizada para detectar diferencias significativas entre los
titulos de anticuerpos a los virus en cada grupo estudiado y en ambos grupos de suero
usando un analisis de varianza (ANOVA) seguido por la Prueba de Multiple Comparacion
de Bonferroni. La significacion estadistica fue definida por una p<0.05.

La prueba de Fisher fue empleada para comparar los porcientos positivos de anticuerpos

neutralizantes a cada virus en cada grupo de muestras.
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Flujo de Trabajo
Grupo | Grupo 11
Sueros 1981-1985 Sueros 1999
(4-8 anos Epidemia) 1977) (20 afios Epidemia 1977)
100 sueros negativos 2000 sueros negativos
IgM dengue IgM dengue
L—V Tipo de Infeccion (MEI) <—J
> Primarioss <
» Seleccion sueros inmunes a DEN-1 por NRNP <
— 50 sueros inmunes DEN-111 89 sueros inmunes DEN-1  <—
i 24 sueros
NRNP a los 4 serotipos l
(Inclusion de cepas de DEN-2 genotipos
Asiatico y Americano) ADA a DEN-2 A15
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3.5. Cinética de la respuesta de anticuerpos neutralizantes frente a
cepas de diferentes genotipos de virus DEN-3 en un panel de sueros
humanos.

3.5.1. Muestras Seroldgicas

Para este estudio se utilizaron 20 muestras de suero colectadas de pacientes
seroldgicamente confirmados como FD (10) y FHD/SCD (10) durante la epidemia de DEN-
3 2001/2002 (28). Estos sueros fueron colectados 18-24 meses después de la fase aguda de
la enfermedad. Los estudios seroldgicos previos (192) realizados durante la fase aguda de la
enfermedad permitieron la clasificacion de los mismos en primarios o secundarios:
Primarios DEN-3 (4 casos de FD) y Secundarios DEN-1/DEN-3 (6 casos de FD y 10 casos
de FHD/SCD). Estos resultados iniciales no forman parte de esta tesis. Un liquido ascitico
hiperinmune murino (Cepa DEN-3 Hg;) fue empleado como control positivo y un suero

humano sin anticuerpos a DEN fue empleado como control negativo.

3.5.2. Estudios Seroldgicos
Se determiné el titulo de anticuerpos neutralizantes a las cepas de virus DEN-3 (tabla 2)
mediante NRNP siguiendo el protocolo descrito en el acépite 111.2.4. Se emple6 el método
2 en la determinacién de anticuerpos neutralizantes a las diferentes cepas del mismo
genotipo. El ensayo fue repetido en 3 dias diferentes con el objetivo de garantizar la
repetibilidad del estudio.

= (C¢lulas empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células C6/36 HT y BHK21. La
preparacion de las mismas ha sido descrita en el acapite I11.2.2.

* (Cepas empleadas en la NRNP
Las cepas virales empleadas en la NRNP se muestran en la Tabla 2. Seis de estas cepas son
del genotipo III aisladas en diferentes momentos durante la epidemia del 2001/2002 y del
Brote del 2000 respectivamente y la otra cepa perteneciente al genotipo V (cepa Puerto
Rico aislada en 1977). Los titulos virales de las mismas fluctuaron entre 2.5x10* y 1.3x10

ufp/ml.
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Tabla 2. Historial de pases, lugar y afio de aislamiento de las cepas utilizadas en la
NRNP

. Fecha de Lugar de NUmero i
Cepa Genotipo  _. . . . Referencia
aislamiento  aislamiento de pases

116/00 I 2000 1P C6/36 HT d

118/00 ¢ 2000 1P C6/36 HT -

140/00 ¢ 2000 1P C6/36 HT -

Cuba

167/01 I 2001/2002 1P C6/36 HT -

557/01 I 2001/2002 1P C6/36 HT -

21/02% 111 2001/2002 1P C6/36 HT d
Puerto Rico’ V 1977 Puerto Rico 5P C6/36 HT e

* Todas las cepas de DEN-3 fueron aisladas de casos de FD con la excepcion de la cepa
21/02, aislada de un fallecido por FHD/SCD

® Cepa donada por el Prof. R Shope (ya fallecido) de la Universidad de Texas, EUA

¢ Estas cepas fueron aisladas durante la epidemia del 2001/2002 y durante el brote del 2000

pero su genoma no ha sido estudiado
4. Rodriguez-Roche, Alvarez et al. 2005 (199)
¢: Uzcategui, Comach et al. 2003 (200)

3.5.3.  Analisis Estadistico

Los resultados se muestran en las tablas y graficos confeccionados al efecto. El TPG de
anticuerpos se calculd6 mediante la media geométrica de los titulos de anticuerpos
neutralizantes obtenidos en cada experimento. Para la comparacion de los TPG de
anticuerpos se aplico una transformacion de escala (transformacion logaritmica) a cada uno
de los valores para llevarlos a una distribucion normal y se calculd la media aritmética. En
la comparacion de las medias se aplico un andlisis paramétrico (prueba T) mediante el

programa GraphPad Prim 2.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Flujo de Trabajo

Panel de Sueros

X 4
10 FD 10 FHD
5 4
Secundarios

4 primarios 6 secundarios
DEN-3 DEN-1/DEN-3

Determinacion anticuerpos neutralizantes (NRNP)

DEN-1/DEN-3

v : ’
Cepas brote 2000 DEN-3 Puerto Rico 1977 Cepas epidemia 2001/2002
(Genotipo IV) (Genotipo III)

(Genotipo III)
DEN-3 116/00 DEN-3 167/01
DEN-3 118/00 DEN-3 557/01
DEN-3 140/00 DEN-3 21/02
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3.6. Cinética de anticuerpos neutralizantes y su relacion con la viremia
en 22 pacientes de la Epidemia Cubana 2001-2002

3.6.1. Pacientes y muestras de suero

En este estudio se incluyeron muestras de suero colectadas de 22 pacientes adultos,
cubanos, que desarrollaron FD (n=19) y FHD (n=3) durante la epidemia de virus DEN-3
del 2001-2002. En los mismos el diagnostico clinico de la enfermedad se confirmo
mediante la determinacion de anticuerpos IgM a virus DEN en la muestra de suero
colectada entre el 5to-7mo dia de la fiebre mediante el ELISA de Captura de IgM,

(178, 195) descrito en el acapite 111.3.2.

Los pacientes fueron sangrados diariamente desde su ingreso al hospital generalmente en el
segundo o tercer dia de comienzo de la fiebre hasta el dia del egreso (aproximadamente dia
ocho). A los mismos se les realiz6 una tltima extraccion 15 a 30 dias después en consulta
ambulatoria.

La tabla 3 muestra las caracteristicas generales de los pacientes. Los casos habian sido

previamente clasificados segln el tipo de infeccion en primarios o secundarios (192) .

Tabla 3. Datos de los pacientes incluidos en el estudio

Tipo de Cuadro No. Grupo de Género Grupo de
infeccion clinico pacientes edad (No. sexo F) estudio
Primaria FD 4 21-39 2 FD primario
FD 15 26-58 6 FD secundario
Secundaria
FHD 3 29-54 3 FHD

F: Femenino
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3.6.2. Estudios seroldgicos
3.6.2.1. Elisa de Captura de IgM (CAM-ELISA)

La deteccion de anticuerpos IgM a virus dengue se realizd en todos los casos que fue
necesario, siguiendo el protocolo de Técnicas del Laboratorio de Arbovirus segun las

modificaciones realizadas por Vazquez y cols (195).
3.6.2.2. Deteccidn de anticuerpos 1gG y neutralizantes

Se determiné el titulo de anticuerpos IgG mediante MEI siguiendo el protocolo descrito en
los acapites II1.2.3.1. La presencia de anticuerpos neutralizantes a los 4 serotipos del virus
se realizd mediante NRNP siguiendo el protocolo descrito en el acéapite 111.2.3.2. En este
acapite se emple6 el método 2 en la determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes
en los grupos estudiados.

= (C¢lulas empleadas
Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células C6/36 HT y BHK21. La
preparacion de las mismas ha sido descrita en el acapite I111.2.1.

= (Cepas virales de los cuatro serotipos empleadas en la NRNP
Las cepas virales empleadas en la NRNP se muestran en la Tabla 1 del acapite I11.2.4. Se
empled el método 2 en la determinacion del titulo de anticuerpos neutralizantes a los 4

serotipos.

3.6.3. Presentacion de los resultados

El anélisis de los resultados fue realizado a través de la comparacion de los pacientes segun
el tipo de infeccion (primaria o secundaria) y la clasificacion clinica de la enfermedad (FD
y FHD). Adicionalmente, en determinadas ocasiones se compararon las variables
estudiadas entre pacientes de FD con infeccion primaria y secundaria.

Los valores cinéticos de anticuerpos neutralizantes especificos a virus DEN fueron
presentados como el titulo promedio geométrico (TPG) de anticuerpos neutralizantes en los
pacientes con infeccion primaria o secundaria. Los resultados de duracion media de la
viremia fueron presentados como la media y la desviacion estdndar (DS) de los datos de
cada grupo analizado. Asi, pueden realizarse las comparaciones entre los grupos teniendo

en cuenta el rango en que oscilaron los valores.
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3.6.4. Definiciones

La viremia en suero fue mostrada como el log10 del titulo viral.

El primer dia de la enfermedad fue el dia de comienzo de la fiebre.

La duracion de la viremia fue determinada asumiendo que cada paciente estaba en fase
virémica desde el dia de comienzo de la enfermedad hasta el Gltimo dia en que el virus fue
detectado. Por ejemplo, si la Gltima muestra positiva de un paciente fue la colectada el 5to
dia de la enfermedad, la duracion de la viremia fue de cinco dias.

Cuando la viremia no fue detectada por el aislamiento viral, se asumira la duracioén de la
viremia como 0.

A los efectos del presente estudio, los casos con una infeccién secundaria segin los
resultados del MEI, seran nominados como tal aunque no se descarta que hayan

desarrollado una infeccidn terciaria.

3.6.5. Analisis de los resultados
Este fue un estudio descriptivo en el cual no fueron aplicados métodos estadisticos por la

baja proporcion de pacientes con infeccion primaria (n=4) y con FHD (n=3).
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Flujo de Trabajo

22 pacientes adultos [gM+ Dengue
muestras suero 2-4 v 15-30 dias

e N
19 FD 3 FHD

! ! ! !

Acs IgG (MEI) Acs. IgM Confirmacion Viroldgica Acs Neutralizantes
Tipo de Infeccion l (NRNP)
|
Aislamiento Relacion viremiay |
Viral Acs neutralizantes

| f
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la infeccion secundaria en la Epidemia Cubana
de virus DEN-2 de 1997

En la epidemia cubana de virus DEN-2 ocurrida en el afio 1981, la infeccion secundaria
constituyd el factor de riesgo principal para el desarrollo de la forma severa de la
enfermedad con un intervalo de 2-4 afios entre la infeccion primaria (por virus DEN-1) y la
secundaria. En la misma no se reportaron niflos de 1-2 afios con la forma grave de la
enfermedad posiblemente porque en ese momento sufrian la infeccion primaria por DEN-2
(no estaban nacidos en el momento en que ocurre la epidemia de DEN-1 de 1977-1979) (8,
9).

Después de la epidemia de 1981 un estudio retrospectivo realizado en el municipio Cerro
de la capital del pais demostré que el 17.6 % de los individuos estudiados eran inmunes a
los virus DEN-1 y DEN-2 y se observd una mayor asociacion de la infeccion secundaria a
la forma severa de la enfermedad en los nifios que en los adultos (195).

Durante la epidemia de DEN-2 de 1997, se reportaron casos de dengue hemorragico. Dada
las observaciones iniciales realizadas en Cuba en 1981 y los reportes internacionales al
respecto (6, 7, 193, 201-203), era de interés conocer si la infeccién secundaria fue un factor
de riesgo de la enfermedad en estas situaciones epidemioldgicas recientes. Aun mas, fue de
gran interés conocer si existe un tiempo limite para la sensibilizacion, luego de una
infeccion primaria. Para evaluar si la infeccion secundaria se asoci6 al dengue hemorragico
durante esta epidemia ocurrida después de mas de 20 afios de la primoinfeccion se
estudiaron un grupo de muestras de FD y FHD. En los sueros confirmados de casos de FD
Y FHD se observo que el 92% de los primeros y el 98% de los segundos desarrollaron una
infeccion secundaria DEN-1/DEN-2. Estos resultados sugieren la asociacion de la infeccion
secundaria con el cuadro severo de la enfermedad teniendo en cuenta que los casos de FHD
estudiados representan el 52,6 % del total de casos reportados durante la epidemia que
evolucionaron favorablemente.

Para profundizar atin mas en esta asociacion, se estudiaron las muestras procedentes de los

casos de FHD que fallecieron durante la epidemia de DEN-2 de 1997. Dada la importancia
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de este grupo de pacientes, se realizaron estudios virologicos, serologicos y moleculares en
muestras de los mismos con el objetivo de confirmar el diagnoéstico clinico asegurando que
fallecieron por dengue hemorragico. La tabla 4 muestra los principales hallazgos
virologicos y moleculares obtenidos. El virus DEN-2 fue detectado por aislamiento viral en
las 12 muestras de suero (100%) de los pacientes y por RCP fue detectado en 17 muestras
de tejidos de las 21 probadas (en 9 muestras de higado, en 6 muestras de Bazo y en 2
muestras de rifion) para un 80.9% de positividad. Por su parte en estas muestras
procedentes de tejidos se logré el aislamiento en 12/28 (42.8%). Los anticuerpos IgM anti-
dengue fueron detectados en 11 (91.6%) de los casos. En el paciente en que no se
detectaron anticuerpos IgM, el diagnostico virolégico se confirmd por el aislamiento viral y
por la determinacion de virus DEN-2 por RCP en una muestra de bazo. Los resultados

obtenidos confirmaron la infeccion por virus DEN-2 en todos los fallecidos.

Tabla 4. Porciento de Aislamiento y de RCP positiva en las muestras procesadas de

fallecidos por FHD/SCD, Santiago de Cuba, 1997

Especimenes Ais_lgmiento Viral ~ RCP
Positivos/Total (%) Positivos/Total (%)

Higado 5/10 (50.0) 9/10 (90.0)

Bazo 3/9 (33.3) 6/7 (85.7)

Rifién 1/3 (33.3) 2/2 (100)

Cerebro 1/1 (100) -

Corazon 1/3 (33.3) 0/1 (-)

Pulmoén 1/2 (50.0) 0/1 ()

Total 12/28 (42.8) 17/21 (80.9)

Los estudios seroldgicos de los 12 casos fatales demostraron la infeccion secundaria en el
91.6% de los mismos (11 casos). El caso en el cual no se detectd6 la presencia de
anticuerpos IgM, presentaba al dia 4to de la fiebre un titulo de anticuerpos IgG de 1:320.
Titulos de anticuerpos IgG >=10240 son considerados como criterio de infeccion

secundaria (204). No obstante la presencia de titulos de anticuerpos 1/320 al 4to dia de la
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enfermedad pudiera relacionarse a una infeccion secundaria dado que en los casos
primarios la elevacion de los anticuerpos IgG ocurre tardiamente (después del 7mo dia)
(205).

Los resultados obtenidos apoyan el papel de la infeccion secundaria como factor de riesgo
que conllevo a la forma grave de la enfermedad durante esta epidemia.

Fue llamativo que todos los casos de FHD reportados ocurrieron en adultos observandose
solo un caso en un joven de 17 afios. Teniendo en cuenta que en el periodo 1982-1996 no
hubo transmisiéon de dengue en nuestro pais y que una parte de la poblacion adulta de
Santiago de Cuba era inmune a virus DEN-1, por lo que era de esperarse que estos estaban
a riesgo de sufrir una infeccion secundaria y que los casos severos se reportarian en adultos.
Los resultados serologicos obtenidos en el estudio de pacientes con FHD (de evolucion
satisfactoria y fallecidos) demuestran que la infeccion secundaria se observo en el 97.5% de
los casos estudiados que representan el 60% de los 205 casos de FHD reportados en
Santiago de Cuba en 1997. Estos resultados apoyan el papel de la infeccién secundaria
como factor de riesgo de severidad del cuadro clinico y estdn acordes con las observaciones
epidemioldgicas previas (15, 193, 202).

Por afios la FHD ha sido considerada una enfermedad de nifios, sin embargo en la epidemia
cubana de 1997 el promedio de edad de los pacientes fue de 40 afios, muy diferente a
estudios previos (206, 207) realizados en areas endémicas como Indonesia y Tailandia
donde los pacientes de FHD son menores de 15 afios (7). Se considera que la elevada
endemia en estos paises ha provocado que los nifios durante su infancia se pongan en
contacto con varios seotipos del virus DEN y de esta forma cuando llegan a adultos ya son
inmunes a 3 o 4 serotipos. Por otra parte estudios posteriores a estos realizados en Brasil
reportan la ocurrencia de casos de FHD en adultos (208), lo que est4 en correspondencia
con los resultados nuestros.

Durante la epidemia de 1997, se reportaron 3012 casos confirmados por dengue de los que
195 (0.05%) eran nifios y solo uno de estos presentd el cuadro severo de la enfermedad en
el cual se demostro la infeccion primaria por DEN (209).

Aunque los antecedentes epidemioldgicos en nuestro pais, con anterioridad a 1997,
sugerian que los individuos nacidos con posterioridad a 1981 estaban a riesgo de sufrir una

infeccion primaria por virus DEN, era de interés corroborar esta observacion. Para ello,
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estudiamos una muestra de 205 nifios sanos en los que se investigd la presencia de
anticuerpos a virus DEN y se determind el tipo de infeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de los 205 nifios (tabla 5) debemos
esperar que aproximadamente 2401 de la poblacion infantil de Santiago de Cuba al
momento de la epidemia se infectaron por virus DEN, no obstante, de acuerdo a los datos
obtenidos a través de la vigilancia clinico epidemioldgica y de laboratorio, sélo en 195
nifios se corrobord la infeccion por virus DEN. Teniendo en cuenta las acciones de
vigilancia activa realizadas durante esta epidemia donde la busqueda casa a casa de casos
febriles fue una premisa, debemos esperar que la mayoria de los nifios infectados por virus
DEN-2 en 1997 desarrollaran una infeccién asintomatica en el curso de una infeccion

primaria por virus DEN-2.

Tabla 5. Distribucion de anticuerpos neutralizantes a DEN-2 en los nifios sanos

(edades 1-16 afios), Santiago de Cuba, 1997

Grupo de edades NUmerode  Anticuerpos a Porciento (%)

(afos) Muestras DEN-2
1-4 47 1 2.12
5-9 82 0 0
10-14 71 1 1.4
15-16 5 0 0
Total 205 2 0.97

El 92% de los pacientes adultos con FD estudiados desarrollé una infeccion secundaria por
virus DEN-2. Aunque esta muestra fue seleccionada al azar, los resultados obtenidos
sugieren que la infeccién secundaria también se comportd como un factor de riesgo de
desarrollo de la enfermedad, en este caso para la FD. Solo el 8% eran casos con una
infeccion primaria. Tomando en conjunto, los resultados obtenidos en nifios y adultos
sugieren que la infeccion primaria al menos, por esta cepa de virus DEN-2, se comporto

practicamente silente a diferencia de la secundaria. Los resultados obtenidos en la encuesta
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seroepidemiologica a virus dengue realizada en el municipio de Santiago de Cuba con
posterioridad a 1997 confirmaron estas observaciones (11).

La secuencia de infeccion documentada en todos los pacientes estudiados fue DEN-1/DEN-
2, la cual se esperaba de acuerdo a la situacion epidemioldgica del pais en ese momento en
la cual s6lo dos serotipos DEN-1 y DEN-2 habian circulado. Esta secuencia de infeccion es
una de las més frecuentemente asociadas a casos de FHD (210) y fue similar a la reportada
durante la epidemia de 1981.

La observacion de casos de FHD en el transcurso de una infeccion secundaria por DEN-2
después de 20 afios de la infeccion primaria por DEN-1 demostrada aqui es un hecho nuevo
no reportado con anterioridad en la historia global del DEN. Posiblemente la
hiperendemicidad observada en los paises del Sudeste Asiatico no ha permitido documentar
esta observacion con anterioridad (7). Estudios previos han sugerido que el riesgo de
desarrollo de FHD esta limitado a las infecciones secundarias ocurridas en los cinco afios
de la primoinfeccion (211). Los resultados obtenidos aqui estan en total contradiccion con
esta hipotesis y sugieren que no hay limites en la sensibilizacion que sigue a una infeccion
primaria al menos en la secuencia de infeccion DEN-1/DEN-2. Este fendmeno pudiera
estar asociado al desarrollo de la ADA tema estudiado a mayor profundidad
posteriormente, en el acapite IV .4.2.

La mayor replicacion viral y de ahi el mayor nimero de células infectadas, se ha sugerido
como uno de los factores principales que determinan la severidad de la enfermedad.
Particularmente, se plantea que de desarrollarse el fendémeno de la ADA en el transcurso de
una infeccion secundaria, se facilita la infeccion de un mayor numero de células. Vaughn y
cols, (212) y Wang y cols (213), observaron una mayor viremia en casos de FHD con
relacion a casos de FD y la asociaron a la infeccion secundaria. Aunque en el caso de los
fallecidos de Santiago de Cuba el nimero de células infectadas en los tejidos no se conoce,
la presencia de virus en diferentes tejidos en un mismo paciente en el momento del
fallecimiento sugiere una replicacion viral amplia y elevada y posiblemente un dafio mayor.
Es de sefialar que otros autores han reportado una baja frecuencia de aislamiento de virus

DEN en muestras de tejidos (205).
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Varios autores han sefialado que la infeccion secundaria es el principal factor de riesgo de
FHD/SCD y que dicho riesgo se incrementa 15 veces cuando el segundo serotipo es el

DEN-2 (7, 15, 210). Ambas condiciones se cumplieron en el caso de Santiago Cuba.

4.2. Caracterizacion de las infecciones secundarias y terciarias en la
Epidemia Cubana de Dengue 3, (2001/2002). Influencia de las secuencias
de infeccién virales en el desarrollo de las formas severas de la
enfermedad

En la epidemia cubana de DEN-3 del 2001/2002 se reportaron 78 casos de FHD adultos.

Considerando el desarrollo del cuadro severo de la enfermedad en el curso de una infeccion
por virus DEN-3 era de interés estudiar también en esta epidemia la posible asociacioén de
la infeccion secundaria a la FHD y el estudio de las secuencias de infeccion involucradas en
el desarrollo del cuadro severo de la enfermedad.

Para el desarrollo de esta investigacion se estudiaron muestras de 57 pacientes (73.2%) con
un diagnostico clinico de FHD. En el 100% de los mismos se demostr6 la infeccion por
mas de un tipo de DEN lo que sugiere que también en estas nuevas condiciones
epidemioldgicas, la infeccion por mas de un serotipo del virus se asocid al cuadro severo de
la enfermedad.

Con el objetivo de investigar el desarrollo de los anticuerpos neutralizantes en la etapa
aguda de la enfermedad, se determind la presencia de los mismos en muestras seriadas de
seis pacientes con infeccion documentada por DEN-3 quienes fueron hospitalizados durante
la Epidemia del 2001/2002, 3 de los cuales se clasificaron como FD y 3 como FHD. Estos
pacientes ingresaron al comienzo de la enfermedad y fueron sangrados en varios dias

consecutivos. La Tabla 6 muestra los resultados seroldgicos obtenidos.
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Tabla 6. Resultados viroldgicos y serologicos en 6 pacientes de la epidemia 2001/2002

Resultados y Discusién

No DCE Aisl PCR IgM*  1gG** NRNP 5, Titulo Reciproco*** Patrép _
Caso D1 D2 D3 D4 Inmunolégico
3 DEN-3 DEN -3 0.95 40 42 <10 <10 <10
4 10,9 5120 100 190 42 33 “Anticuerpos
1 (FHD)
5 2,9 5120 130 44 120 17 Monovalentes a
6 13,6 20480 1700 5600 3300 60 DEN -1~
7 4 40960 760 960 740 120
21 2,8 20480 390 780 760 210
3 DEN-3 DEN- 3 1,81 160 39 35 <10 <10
4 DEN- 3 DEN- 3 2,1 2560 390 74 <10 <10
5 16,3 20480 2500 420 330 22 “Anticuerpos
2 (FHD) 6 15,8 2560 120 340 Es <10 Bivalentes a
7 16,8 40960 620 490 1200 <10 DEN-1y DEN-27
8 16,4 40960 270 740 290 37
21 5 5120 3600 410 300 60
3 DEN- 3 DEN- 3 1,08 40 58 150 <10 <10
4 DEN-3 DEN- 3 1,44 320 180 110 <10 <10
5 13,8 20480 1100 410 470 <10 “Anticuerpos
6 6.9 5120 680 760 820 <10 Bivalentes a
3(FHD) 7 7,7 20480 3300 540 2700 <10 DEN-1yDEN -2~
8 7,9 10240 2000 540 1700 <10
21 5,2 10240 500 330 60 <10

* DO IgM valor de corte, **Reciproco del titulo de anticuerpos.

DCE: Dias de comienzo de la enfermedad
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Tabla 6. Resultados viroldgicos y seroldgicos en 6 pacientes de la epidemia 2001/2002 (Continuacion)

No . NRNP ¢, Titulo Reciproco*** Patron
DCE Aisl. PCR IgM*  IgG** % P .
Caso D1 D2 D3 D4 Inmunolégico
3 DEN-3  DEN-3 1,44 40 11 <10 <10 <10
4 DEN-3  DEN-3 5,71 1280 26 42 18 <10 N
[13 t'
5 111 5120 92 260 330 19 nHicuerpos
4(FD) Monovalentes a
6 14,1 10240 420 560 330 86 DEN-1 ”
7 13,5 40960 450 580 510 180
8 13,2 20480 4800 1000 1800 140
3 DEN-3  DEN-3 1,67 20 22 <10 <10 <10
4 DEN-3  DEN-3 1,7 80 54 <10 <10 <10
5 3,17 640 100 12 200 <10 “Anticuerpos
5 (FD) 6 7 2560 100 230 620 12 Monovalentes a
7 9,8 10240 1300 240 2600 <10 DEN-17
8 10,4 20480 150 420 1000 <10
21 5,52 20480 210 740 1800 <10
3 DEN-3 DEN-3 343 320 60 10 130 <10 .
4 DEN-3 DEN-3 89 1280 490 64 540 <10 Anticuerpos
5 138 10240 540 700 640 <10 neutralizantes
6(FD) predominantemente
6 151 20480 1200 390 370 <10
contra DEN-1
7 151 40960 120 1200 1000 <10 y DEN-3"
8 14,9 20480 350 540 1600 <10

* DO IgM valor de corte, **Reciproco del titulo de anticuerpos.

DCE: Dias de comienzo de la enfermedad
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Dada la especificidad de los anticuerpos neutralizantes a un virus conocido que circuld
previamente en el pais, es 16gico asumir que los anticuerpos que encontrariamos en esta
primera fase de la enfermedad se correspondan con los desarrollados durante la infeccion
primaria. De los sueros evaluados, 3 (1, 4 y 5) tenian anticuerpos monovalentes a virus
DEN-1. Los otros 2 casos (2 y 3) presentaban un patron de anticuerpos heterotipicos al 3er
dia de la enfermedad que recordaba al observado en el dia 4 en los casos anteriores que
presentaban anticuerpos monovalentes a virus DEN-1. El sexto caso tenia anticuerpos a los
virus DEN-1y DEN-3, un patrén encontrado al 5to dia en otro caso de esta serie (caso 5).
Asumiendo que la cinética de la respuesta inmune difiere entre individuos, la aparicion
temprana de los anticuerpos a DEN-1 y DEN-2 es consistente con la respuesta normal de
anticuerpos heterovalente que sigue a la infeccion por virus DEN-3 en individuos inmunes
a virus DEN-1.

En la Tabla 7 se muestran los titulos de anticuerpos neutralizantes en sueros colectados en
la fase aguda y convaleciente tardia en 17 casos de FHD/SCD. En 11 de los sueros (64,7%)
colectados tardiamente no se detectaron titulos de anticuerpos neutralizantes a virus DEN-
2. Los mismos se clasificaron como casos con una infecciéon secundaria DEN-1/DEN-3.
Seis casos (35,3%) que presentaban titulos de anticuerpos neutralizantes >=1/30 a virus
DEN-2, se clasificaron como casos de infeccion terciaria por virus DEN-3.

En 37 casos adicionales de FHD/SCD pudo colectarse una muestra entre 18-24 meses
después del desarrollo la enfermedad. Tres de estos (8,1%) casos mostraron un patrén de
infeccion primaria por virus DEN-3, 30 (81,1%) mostraron anticuerpos neutralizantes a los
virus DEN-1 y DEN-3 sugestivos de una infeccion secundaria y 4 (10,8%) presentaron
anticuerpos a los virus DEN-1, DEN-2 y DEN-3 sugestivos de una infeccion terciaria.
Estos mostraron titulos de anticuerpos elevados a los serotipos DEN-1, DEN-2 y DEN-3.
Ninguno de los sueros estudiados sugirid la infeccion en la secuencia de virus DEN-
2/DEN-3. Las secuencias de infeccidon observadas para estos casos se ejemplifican en la

tabla 8.
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Tabla 7. Titulo de Anticuerpos Neutralizantes a los virus DEN-1 — 4 en sueros agudos y

postconvalescientes obtenidos de 17 pacientes adultos hospitalizados con FHD/SCD en la
ciudad de La Habana, 2001-2002

Resultados y Discusién

No. FCS TCS NRNP 5 Titulo Reciproco Interpretacion
Caso DEN 1 DEN 2 DEN 3 DEN 4
30520 23/9/01 3d >1000 13 >1000 50 “ Infeccidén Secundaria
16 m 240 22 68 <10 DEN-1/DEN-3”
4d >1000 200 70 310 “ Infeccién Secundatia
31951 17/11/01
17 m >1000 12 25 <10 DEN-1/DEN-3”
4d 170 <10 10 <10 “ Infeccién Secundatia
34064  1/12/01
17 m 160 <10 110 <10 DEN-1/DEN-3”
5d 800 39 100 17 “ Infeccidén Secundaria
34063 30/11/01
17 m 410 17 60 <10 DEN-1/DEN-3”
5d 100 490 >1000 180 “Infeccién Terciaria
34698 5/12/01 1% 400 70 00 <10 DEN-1/DEN-
m 2/DEN-3”
5 dia >1000 210 820 98 “Infeccién Terciaria
35345 6/12/01 .,
17 m 360 42 90 <10 DEN-1/-2/-3??
5d >1000 170 >1000 <10 “ Infeccidon Secundaria
35753 7/12/01
17 m 400 21 300 <10 DEN-1/DEN-3”
5d >1000 <10 >1000 <10 “ Infeccién Secundaria
35756 8/12/01
17 m 92 10 170 <10 DEN-1/DEN-3”
5d 540 47 430 44 “ Infeccidon Secundaria
30574 31/12/01
17 m 160 16 110 <10 DEN-1/DEN-3”
5d >1000 >1000 >1000 240 “ Infeccién Terciaria
30619 17/11/01 17 ~1000 %0 550 P DEN-1/DEN-
w 2/DEN-3”
5d >1000 19 420 90 “Infeccidén Secundaria
1067 3/1/02
17 m 140 <10 160 <10 DEN-1/DEN-3”
6d >1000 68 150 52 “ Infeccién Secundaria
33659 30/11/01
17 m 250 12 42 <10 DEN-1/DEN-3”
6d 10 <10 <10 <10 “ Infeccidén Secundaria
35999 9/12/01
17 m 780 15 88 <10 DEN-1/DEN-3”
6d >1000 450 >1000 220 “Infeccién Terciaria
37733 6/12/01 17 560 35 150 <10 DEN-1/DEN-
m 2/DEN-3”
6d >1000 140 >1000 <10 “ Infeccién Terciaria
30576 7/12/01 19 130 4 {5 <10 DEN-1/DEN-
m 2/DEN-3”
29960 4/11/01 7d >1000 80 490 98
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“ Infeccidén Terciaria

18 m 250 30 260 <10 DEN-1/DEN-
2/DEN-3”
7d >1000 <10 64 <10 “Infeccién Secundaria
36687 13/12/01 )
19 m 170 <10 100 <10 DEN-1/DEN-3

FCS: fecha de comienzo de los sintomas, d: dias, m: meses, TCS: tiempo de comienzo de los sintomas
Tabla 8. Titulo de Anticuerpos Neutralizantes a los virus DEN-1-4 en una seleccion de los
sueros convalecientes tardios de 37 pacientes adultos hospitalizados con FHD/SCD en la
ciudad de La Habana, 2001-2002

No NRNP 5, Titulo Reciproco »
Caso FCS TCS Interpretacion
DEN1 DEN2 DEN3 DEN4
“Infeccidén Secundaria
32521 23/9/01 15m 240 22 68 <10 DEN-1/DEN-3 ”
“ Infeccidn Secundaria
30904 10/11/01 17 m 330 10 340 <10 DEN-1/DEN-3 ”
“Infeccidon Secundaria
15533  5/09/01 20 m 110 <10 76 <10 DEN-1/DEN-3 ”
“Infeccidén Secundaria
18496 19/9/01 21 m 2000 27 80 <10 DEN-1/DEN-3 *
147 16/10/01 20m 360 1 66 <10 Infeccién secundaria
DEN-1/DEN-3
“Infeccidon Secundaria
33325 24/11/01 21m 800 <10 230 <10 DEN-1/DEN-3 *
443 21/9/01 29m 170 40 90 <10 “Infeccion Terciaria
DEN1-2-3”
“Infeccidon Terciaria
33851 28/11/01 18 m 740 52 260 18 DEN-1/DEN-2/DEN-
39’
“Infeccidn Terciaria
37710 21/12/01 18 m 1000 100 58 14 DEN-1/DEN-2/DEN-
3,,
“Infeccion Terciaria
32690 21/11/01 27 m 640 40 170 <10 DEN-1/DEN-2/DEN-
3)’

FCS: Fecha de comienzo de los sintomas

TCS: Tiempo de comienzo de los sintomas

81



Resultados y Discusién

m: meses
Es conocido por estudios epidemioldgicos que los residentes en la ciudad de La Habana
pudieran ser inmunes a 3 de los 4 serotipos del virus DEN, previo a la circulacion del DEN-
3 en la Epidemia 2001/2002. El virus DEN-1 circul6 en esta provincia durante el periodo
1977-79 mientras que el virus DEN-2 circul6 en 1981 y en algin momento durante o antes
de 1945. En el 2000 ocurrid un pequefio brote de virus DEN-4 y DEN-3 en 2 areas de salud
de esta provincia. Debido a la circulacion previa de los serotipos DEN-1 y DEN-2 en esta
provincia, existen varias posibilidades de secuencia de infeccion en los individuos que se
infectaron por virus DEN-3 en la epidemia del 2001/2002: 1) Individuos sin anticuerpos a
Flavivirus , 2) Individuos inmunes a virus DEN-1 , 3) Individuos inmunes a virus DEN-2
debido a la epidemia de 1981, 4) Individuos inmunes a virus DEN-2 debido al brote de
1945, 5) Individuos inmunes a virus DEN-4 debido al brote del 2000, 6) Individuos
inmunes a DEN-1 infectados por DEN-2 en 1981, 7) Individuos inmunes a virus DEN-1
infectados por virus DEN-2 en 1940 o previamente, 8) Individuos inmunes a virus DEN-1 y
que previamente fueron infectados por virus DEN-2 y DEN-4. En las muestras estudiadas,
hay s6lo un individuo que tiene posibilidades de haberse infectado en 1945, una mujer de
65 afos con anticuerpos neutralizantes a virus DEN-1 y a DEN-3. Del total de casos de
FHD/SCD reportados durante la epidemia sélo 5 tenian mas de 60 afios y por tanto,
tuvieron oportunidad de sufrir la infeccion en 1945.

De los 78 pacientes con FHD/SCD reportados en la Epidemia del 2001/2002, 75 estuvieron
hospitalizados en nuestra institucion, lo que nos permitié estudiar la respuesta serologica de
los mismos, en muestras colectadas durante la hospitalizacion y en un pequefio grupo
pudimos intentar reconstruir la historia de infeccion.

Conociendo que la respuesta de anticuerpos neutralizantes se hace mas especifica con el
tiempo decidimos estudiar la respuesta de anticuerpos neutralizantes en sueros obtenidos
18-24 meses después del comienzo de la enfermedad. Once de los 17 individuos donde
pudimos estudiar sus pares de suero mostraron un patréon de anticuerpos neutralizantes
sugestivo de una infeccion DEN-1/ DEN-3. Seis individuos tenian titulos elevados de
anticuerpos a los virus DEN-1 y DEN-3 y titulos de 1:30 o mayores a virus DEN-2. Estos
resultados sugieren una infeccion pasada por virus DEN-1 y DEN-2 previo a la infeccion

por virus DEN-3. Aunque no podemos descartar que estos casos pudieran representar
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también el espectro de anticuerpos neutralizantes heterovalente mas alto producido después
de dos infecciones por virus DEN. Resultados similares fueron obtenidos en 37 sueros
colectados de casos de FHD en etapa convaleciente tardia. En estos, 30 casos desarrollaron
una infeccion secundaria y 4 una infeccion terciaria por virus DEN-3.

En 40 sueros colectados en etapa convaleciente tardia de casos de FD infectados por virus
DEN-3 durante esta misma epidemia del 2001-2002 el patron de anticuerpos neutralizantes
indica claramente una infeccion previa por DEN-1 en un 45 %, con DEN-2 en un 15% y
con DEN-1 y DEN-2 seguido por DEN-3 en un 15%. Se encontraron 6 casos primarios
DEN-3 (15%) y 34 casos (85%) secundarios. De estos 34, 22 (55%) presentaron la
secuencia DEN-1/DEN-3, 6 fueron terciarios (15%) DEN-1/DEN-2/DEN-3 y 6 (15%) la
secuencia DEN-2/DEN-3. Esto sugiere que la secuencia de infeccién primaria por virus
DEN-2 seguida por virus DEN-3 estuvo limitada a los casos de FD. La Tabla 9 presenta

ejemplos donde se aprecian las 3 secuencias de infeccion encontradas.

Tabla 9. Titulo de Anticuerpos Neutralizante a los virus DEN 1- 4 en sueros

convalecientes tardios de 10 pacientes adultos seleccionados de los hospitalizados con
FD en la ciudad de La Habana, 2001-2002

No NRNP 5, Titulo Reciproco B
Caso TCS Interpretacion
DEN 1 DEN 2 DEN 3 DEN 4

“ Infeccidn Secundaria

1 >20 m 120 23 56 <10 DEN-1/DEN-3
“ Infeccidén Secundaria

2 >20 m 250 16 350 <10 DEN-1/DEN-3 ”
“ Infeccidn Secundaria

3 >20 m 240 24 80 <10 DEN-1/DEN-3 ”
“ Infeccidn Secundaria

4 >20 m 18 45 60 <10 DEN-2/DEN-3
“ Infeccidon Secundaria

5 >20 m <10 54 80 <10 DEN-2/DEN-3 ”
“ Infeccidon Secundaria

6 >20 m 18 78 360 <10 DEN-2/DEN.3 ”
7 ~20 m 7 39 24 <10 Infeccion Secundaria

DEN-2/DEN-3 ”
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“Infeccidon Terciaria

; “0m 130 160 60 <10 DEN-1/DEN-2/DEN-3”
“ Infeccion Terciaria

’ Z20m 270 8 150 <10 DEN-1/DEN-2/DEN-3”

10 >20 m 250 140 390 <10 Infeccion Terciaria

DEN-1/DEN-2/DEN-3”

TCS: Tiempo de comienzo de los sintomas, m: meses
Los resultados obtenidos en el estudio de los casos de FD sugieren que algunos individuos
pueden haber experimentado una infeccion por DEN-3 seguido a una infeccion previa por
DEN-1 y DEN-2 (Infeccion Terciaria). Al comparar los porcientos de la secuencia de
infeccion DEN-1/DEN-3 en los casos de FD y FHD observamos diferencias significativas
para una p<0.005 por el Método de Chi*. La tabla 10 compara los porcientos de casos con
infeccion primaria, secundaria y terciaria en las muestras colectadas en etapa convaleciente

tardia de los casos de FD y FHD estudiados aqui.

Tabla 10. Porciento de infeccion primaria, secundaria y terciaria en las muestras

convalecientes tardias (16-24 meses) de FD y FHD estudiadas

Tipo de infeccién Casos FD (%) Casos FHD (%o)
Infeccion Primaria 6 (15%) 3 (5.3%)
Infeccion Secundaria 28 (70%) 41 (77.2%)
Infeccion Terciaria 6 (15%) 10 (17.5%)

La FHD y la FD son los 2 sindromes asociados a la enfermedad del dengue, aunque
también es posible observar casos con fiebre indiferenciada. Como existen 4 serotipos del
virus (DEN-1-DEN-2-DEN-3-DEN-4), infecciones primarias, secundarias, terciarias y
cuaternarias son tedricamente posibles (214).

Experiencias de Tailandia y mas recientemente en Cuba expuestas anteriormente apoyan el
papel de la infeccion secundaria por un serotipo diferente como factor de riesgo de
importancia para la forma severa de la enfermedad. En estos 2 paises, la FHD/SCD ha sido
observada en el 2-4% de los individuos que sufrieron una infeccion de tipo secundaria (11,

15, 19, 157, 215).
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Aunque la infeccion primaria por DEN induce una inmunidad protectora de por vida al
serotipo infectante no existe una inmunidad protectora de reactividad cruzada contra los
otros virus (216). Los individuos infectados por virus DEN sé6lo mantienen una proteccion
corta (2-3 meses) frente a los restantes serotipos (217).

Durante la epidemia de 2001-2002, era de esperar que un nimero elevado de individuos
desarrollaran una infeccion terciaria. Los adultos de la ciudad de La Habana previamente
infectados durante las epidemias causadas por los virus DEN-1, 1977 y DEN-2, 1981
estaban en riesgo de sufrir una infeccion terciaria y de desarrollar una infeccion
asintomatica o un cuadro de dengue (FD o FHD). La infeccion terciaria (DEN-1/DEN-
2/DEN-3) fue demostrada en 10 (17,5%) individuos con antecedentes de salud que
sufrieron la forma severa de la enfermedad durante la epidemia y en 6 (15%) con la forma
leve de la enfermedad, la FD.

Se ha sugerido que las infecciones terciarias o cuaternarias cursan en forma asintomatica
posiblemente debido a que la inmunidad a més de un serotipo induce una proteccion
cruzada frente a los serotipos restantes (218). Estudios experimentales en monos también
mostraron que la infeccion por un serotipo de dengue diferente confiere resistencia a la
infeccion por un tercer serotipo (21). Por otra parte en un estudio prospectivo en nifios
realizado en Rayong, Tailandia se encontr6é que el 13.3% de los mismos tenian anticuerpos
a 3 serotipos (Infeccion Terciaria). Este reporte esta en correspondencia con el porciento
encontrado por nosotros para la infeccion terciaria.

La situacion epidemioldgica cubana con relacion al virus DEN permite estudiar con mayor
exactitud este fenomeno. Los resultados obtenidos aqui sugieren que la infeccion terciaria
pudiera constituir un factor de riesgo de FHD al menos en un porciento bajo de los
individuos.

Observaciones recientes apoyan el desarrollo de la infeccion terciaria durante una infeccion
por FD. Durante la reciente epidemia por virus DEN-4 ocurrida en la ciudad de La Habana
en el 2006, se documentaron tres casos de FD por este virus que habian desarrollado la
forma severa de la enfermedad (FHD) durante la epidemia del 2001-2002 en los que la
infeccion secundaria DEN-1/DEN-3 habia sido confirmada. (Comunicaciéon Personal Dr.

Daniel Gonzalez, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2007). Estas observaciones
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apoyan el desarrollo de la enfermedad en el transcurso de una infeccion terciaria DEN-
1/DEN-3/DEN-4.

En relacion a la infeccion terciaria Halstead reportd en sus primeros trabajos viremia en
infecciones terciarias en monos rhesus (219) y en su ultimo articulo sefala la
documentacién de casos de infeccion terciaria acompaniando una infeccion con un tercer
serotipo (176). No obstante todavia existen interrogantes en relacion a que fraccion del total
de casos de FHD cursan una infeccion terciaria, asi como que porciento de individuos
inmunes a 3 serotipos serian susceptibles a una infeccidon con un cuarto virus. Un estudio
realizado recientemente con nifios en Bangkok, Tailandia mostrd que el nimero de nifios
hospitalizados por infecciones terciarias o cuaternarias fue extremadamente baja (0.08-
0.8%) respectivamente (220).

Sin embargo nuestros resultados sugieren que una infeccion terciaria por dengue podria
estar asociada a la forma severa de la enfermedad FHD/SCD y que este fendmeno puede
ocurrir después de 24-25 anos de la infeccion primaria. Estas observaciones representan
otro reto en el curso de la enfermedad severa.

El estudio del 73 % de los casos de FHD/SCD reportados en la ciudad de La Habana en el
2001-2002 nos permite concluir que: a) La mayoria (94.7%) de los individuos con FHD
por virus DEN-3 habian desarrollado previamente una infeccion primaria por virus DEN-1;
b) La secuencia de infeccion DEN-1 seguida por DEN-3 ocurrida en un intervalo de 24
afios resulto en un cuadro clinico de FHD/SCD; ¢) Aunque la secuencia DEN-2/DEN-3 fue
capaz de inducir el cuadro de FD, no pudimos evidenciar la misma en los casos de FHD; c)
La mayoria de los casos de FHD/SCD ocurrieron en personas infectadas con virus DEN-3
con antecedentes de infeccion secundaria DEN-1 /DEN-2 a partir de las epidemias de 1977-
79 y de 1981 o del brote de 1945. Se requieren de otros estudios que permitan comprender
el por qué las infecciones primarias por virus DEN-2 aparentemente no sensibilizan a los
individuos a desarrollar la forma severa de la enfermedad. El desarrollo de casos de
FHD/SCD por virus DEN-3 décadas después de la infeccion primaria por DEN-1 aporta
nuevos conocimientos con relacion a esta entidad. A su vez representa un reto mayor para
el desarrollo de una vacuna protectora para dengue.

En nuestro estudio no encontramos asociacion de la secuencia DEN-2/DEN-3 a los casos

de FHD, a pesar de haber sido previamente reportada en este grupo de pacientes en
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Tailandia (19). Si tenemos en cuenta la teoria multifactorial planteada por Kouri y
colaboradores (15), podriamos pensar que es producto de una conjuncion de factores
virales, factores de riesgo individual y factores epidemioldgicos. En relacion a los factores
virales, quizds el DEN-2 genotipo Asiatico a pesar de no encontrarse en el mismo
subcomplejo; comparta determinados epitopes comunes en el Dominio III de la envoltura
con el DEN-3 genotipo Asiatico de la epidemia del afio 2001 provocando entonces un
incremento en los anticuerpos neutralizantes debido a su replicacion reducida y de esta
forma se evita la aparicion de la forma severa de la enfermedad, lo cual pueda estar dado
por una similitud en los a.a del Dom III de la envoltura, fundamentalmente en el a.a K 305
y en el P 389. (Comunicacion Personal Dr. Chin Juh-Lai, en el Evento Asiatico de la Red
de Dengue de la Iniciativa para la Vacuna Pediétrica en Dengue, 2007). Por otra parte ha
sido planteado que un tinico cambio en el dominio III puede conllevar a un cambio en la
neutralizacion (41). Ademas los factores de riesgo individual juegan un papel fundamental,
en este caso en el momento de la ocurrencia de la epidemia de DEN-3 en la ciudad de La
Habana donde existia un mayor numero de individuos con una inmunidad previa a DEN-1,
aumentando o favoreciendo la ocurrencia de la forma grave de la enfermedad en estos
individuos. Todo esto sin restarle menos importancia a los factores epidemiol6gicos como
pueden ser una mejor transmision del DEN-1 por mosquitos, provocando un mayor nimero

de individuos inmunes a este con posibilidad de sufrir una infeccion secundaria por DEN-3.

4.3. Variacion de los anticuerpos neutralizantes homodlogos vy
heterologos a diferente periodo de la infeccion primaria. Influencia de la
ADA después de trnscurridos 20 afios.

Teniendo en cuenta que la infeccion secundaria DEN-1/DEN-2 se asoci6 a la forma severa

de la enfermedad después de 20 anos de la primoinfeccion, estudiamos el comportamiento
de los anticuerpos homotipicos y heterotipicos en sueros de individuos inmunes a virus
DEN-1 después de 4 y 20 afios de la primoinfeccion.

Estudios previos han demostrado la mayor severidad de la epidemia de 1997 comparada
con la de 1981 (221) . Especificamente la relacion de fallecidos por casos de FD y de FHD
fue mayor en la epidemia de 1997, ocurrida 20 afios después de la primoinfeccion por
DEN-1. Estos hallazgos sugieren que el riesgo de contraer la FHD estd presente afios

después o quizas durante toda la vida con posterioridad a una infeccion primaria (6, 222,
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223). Otros factores de riesgo como la raza, las enfermedades croénicas, los virus que causan
ambas infecciones y mas importante atn las caracteristicas genéticas de estos virus y del
individuo, podrian modular el riesgo. En ambas epidemias la secuencia de infeccion fue la
misma, DEN-1/DEN-2. Los virus causantes de la segunda infeccion se clasificaron en dos
ramas diferentes del genotipo asiatico. Ambos tienen el mismo a.a en la posicion 390
considerado un marcador de virulencia (69), pero en 2 ramas diferentes; el DEN-2 1981 se
encuentra en el Genotipo Asiatico y el DEN-2 1997 en el Genotipo Asiatico/Americano.
Es posible que cambios en la avidez de los anticuerpos en el tiempo pudieran estar
relacionados con la mayor severidad de la infeccion secundaria por virus DEN-2 y que el
incremento en la avidez de los anticuerpos en el tiempo pudiera acompanarse de una
disminuciéon de la actividad neutralizante heterotipica dirigida a sitios neutralizantes
heterdlogos. Por otra parte si estos sitios no son neutralizados durante una segunda
infeccion, el fendmeno de la inmunoamplificacion podria desarrollarse (224).

Todo esto nos indica que la severidad de la epidemia de 1997 fue mayor que la de 1981 a
pesar de que la secuencia de infeccion en los casos severos fue similar (DEN-1/DEN-2).
Nosotros atribuimos esta diferencia a cambios en la avidez de los anticuerpos en el tiempo,
propiciando una severidad mayor, producto de una disminuciéon de la actividad
neutralizante heterotipica dirigida a sitios neutralizantes heterdlogos. Esta diferencia en la
avidez de los anticuerpos puede estar propiciada por cambios aminoacidicos en la proteina
de la envoltura de ambas cepas; teniendo en cuenta el trabajo de Pandey y cols que al
estudiar diferentes cepas de DEN-2 de diferente origen geografico encontré que las cepas
de origen Asidtico y Americano se encontraban en grupos separados y que las cepas de
Tailandia estudiadas se agruparon en 3 grupos diferentes de acuerdo a las formas clinicas
de la enfermedad. De esta forma podriamos relacionar el hecho con que al estudiar la
region de la Envoltura del virus DEN-2 aislado en 1997, este comparta menos epitopes
involucrados en la neutralizacion con el DEN-1 de la primoinfeccion. Ademas del trabajo
de Pandey encontramos estudios mas recientes que apoyan esto como los realizados en
Pert y Sri Lanka (225-227).

Aunque debemos tener en cuenta que los titulos mayores de anticuerpos neutralizantes,
necesariamente no conllevan a una mayor avidez dado que la avidez es una propiedad

fisico-quimica que influye en la interaccion antigeno-anticuerpo, mientras que la capacidad
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de neutralizar es una propiedad bioldgica funcional. Por lo que la propiedad bioloégica no
conlleva necesariamente a la propiedad fisico-quimica. Es decir, pueden existir sueros con
una alta avidez y que los anticuerpos que lo integren sean altamente neutralizantes, o por el
contrario, no neutralizar, sino ser buenos fijadores del complemento u otra propiedad
biologica.Para profundizar en este fenémeno, se estudiaron los titulos de anticuerpos
neutralizantes en sueros de individuos inmunes a virus DEN-1 colectados 4-8 afios y 20-22
afios después de la infeccion primaria.

Cincuenta sueros de 103 (48.5%) colectados en el periodo 1981-1985 (grupo 1) y 826
sueros de 2000 (41.3%) colectados en 1999 (grupo 2), mostraron anticuerpos IgG
detectados por la técnica de MEI. De acuerdo a los resultados obtenidos en la NRNP, 50
sueros del grupo 1 y 89 del grupo 2 se clasificaron como sueros de individuos inmunes a
virus DEN-1.

La Tabla 11 muestra que el TPG de los anticuerpos neutralizantes al virus homodlogo se
incremento en los sueros colectados a los 22 afios con respecto a los colectados de 4-8 afios
después de la infeccion por virus DEN-1. En contraste, para el mismo periodo, los
anticuerpos neutralizantes heterotipicos dirigidos contra la cepa de virus DEN-2 genotipo
americano, disminuyeron significativamente tanto en el nimero de muestras que tenian
anticuerpos neutralizantes a este genotipo como en sus TPG. En el 8% y el 2% de los
sueros del grupo 1 se demostr6 la presencia de anticuerpos neutralizantes heterdlogos a los

virus DEN-3 y DEN-4 respectivamente.
Tabla 11. Neutralizacién a los virus del dengue en sueros de individuos inmunes a

DEN-1 colectados 4-8 afios y de 20-22 afios después de la primoinfeccion

_ Grupo 1° Grupo 2°

Serotipo/Cepa

Positivos (%) TPG Positivos (%) TPG
DEN -1 50 (100) 93 89 (100) 140.6
DEN- 2/A15/81 6 (12) 5.5 19 (21) 6.5
DEN-2/1348606° 36 (72)° 30 40 (45)° 10.2
DEN-3/116/00 4 (8) 5.6 9(10) 5.9
DEN-4 1(2) 5.1 13 (15) 6.2
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* Grupo 1: Sueros colectados después de 4-8 afios postinfeccion; Grupo 2: Sueros

colectados después de 20-22 anos de la infeccion primaria

® p<0.00001 Cuando comparamos los virus DEN- 2 (A15/81), DEN -3 y DEN- 4 en

el Grupo 1

¢ p<0.01-0.0001 Cuando comparamos los virus DEN- 2 (A15/81), DEN- 3 y DEN-

4 en el Grupo 2

4 p<0,01 Cuando comparamos el virus de DEN-2 (1348606) en ambos grupos
La figura 3 muestra la media del log;o del titulo de anticuerpos neutralizantes a los virus
probados en los 2 grupos de sueros estudiados. La media de los anticuerpos neutralizantes a
virus DEN-1 difiere significativamente entre los grupos 1 y 2. Las medias de los titulos de
anticuerpos neutralizantes mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001)
cuando comparamos el virus DEN-2 (1/348600) con los virus DEN-3 y DEN-4. Se observé
una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) en la neutralizacion heterotipica al
virus DEN-2 (I/348600) en los sueros de los grupos 1 y 2. Al comparar las medias de los
TPG de anticuerpos a los virus DEN-2 (A15/81), DEN-3 y DEN-4 no encontramos

diferencias entre los grupos 1y 2.

(2]

()

c =  DEN-2 A15/99
g oo

=3 A DEN-2 A15/81
5 o v DEN-2 1/99

z L - < DEN-21/81

(2]

8, | s ol . ®  DEN-199

5 Yrvy o . =  DEN-181

3 . a VYV ogo Py $o DEN-3 99

= A b g *f © DEN-3 81
<. — I:. 0200 ot

L= ANA . - DEN-4 99

(@)

So

Cepas

Figura 3. Log 1o del titulo de anticuerpos neutralizantes en los dos grupos de sueros

inmunes a DEN-1 estudiados
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Nuestro estudio brinda informacion en relacion a la neutralizacion cruzada del genotipo
americano de virus DEN-2 por los anticuerpos desarrollados por infecciones por el virus
DEN-1 en Cuba. Consistente con nuestra hipdtesis, observamos una disminucion en el
tiempo de los anticuerpos heterotipicos a virus DEN-2. Similar a esta experiencia fueron las
observaciones realizadas en Iquitos, Peri donde la poblacion inmune a virus DEN-1 fue
infectada con el virus DEN-2 y no desarrollaron la forma severa de la enfermedad (228). El
virus DEN-2 que causo este brote se identificé como perteneciente al genotipo americano y
cuando este virus fue probado contra sueros de individuos inmunes a virus DEN-1 se
observé una neutralizacion con titulos elevados (175).

Similar a Kochel y colaboradores (175) fuimos incapaces de detectar una neutralizacion
heterotipica significativa al genotipo asiatico del virus DEN-2. El estudio de 50 sueros de
individuos inmunes a virus DEN-1 probados frente a la cepa de virus DEN-2 genotipo
asiatico aislada durante la epidemia cubana de 1981 brindé resultados similares a los de
Kochel (175) y a los obtenidos por nosotros frente a la cepa 58/97 aislada durante la
epidemia de 1997 (datos no mostrados). Todas estas observaciones sugieren una baja
capacidad neutralizante heter6loga a cepas del genotipo asiatico. No obstante, aunque no
detectamos una neutralizacion heterotipica a las cepas de DEN-2 genotipo asiatico en la
dilucion 1:10 de los sueros, no podemos descartar que algun grado de neutralizacion a
diluciones mas bajas del suero pudiera ocurrir.

Estos resultados son evidencias que estamos ante sustituciones aminoacidicas entre la
envoltura del DEN-2 Genotipo Americano y la Envoltura del DEN-2 Genotipo Asiatico,
considerando que esta proteina es el antigeno mas importante en la respuesta de anticuerpos
neutralizantes. Estudios que avalan esto son los realizados tanto por Vaughn y
colaboradores como por Cologna y colaboradores (171, 229). Vaughn y colaboradores al

comparar la secuencia aminoacidica de la envoltura de estos 3 virus encontraron 4 cambios
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aa entre el genotipo Asiatico y el Americano y 2 de ellos son conservados en DEN-1 y
posiblemente estén involucrados en este fendémeno. Por su parte Cologna y colaboradores
encontraron que el DEN-2 Genotipo Americano en la posicion 390 (determinante de
virulencia para los virus del DEN) tiene un aa bdasico (Aspartato) mientras el DEN-2
genotipo Asiatico tiene un aa neutro (Asparagina). También se ha encontrado que la
especificidad de los anticuerpos se ha relacionado con cambios en la carga o en la
hidrofobicidad de los epitopes (230). Por lo que podemos concluir que la aparicion de
mutantes de escape a la neutralizacion es por su parte una consecuencia de las sustituciones
aminoacidicas entre ambas (229).

No observamos incremento en los titulos de anticuerpos heterotipicos a los serotipos DEN-
3 y DEN-4. Sorprendentemente observamos un incremento en el titulo de los anticuerpos
homologos a virus DEN-1 en el tiempo.

Previamente al estudio realizado por nosotros teniamos la evidencia de la circulacion del
serotipo 1 en Cuba antes de la epidemia de 1977 (década del 40) y la perpetuacion de estos
anticuerpos 40 afios después, pero no conociamos si estos habian variado en el tiempo (26).
Por otra parte tenemos el reporte reciente de la deteccion de anticuerpos neutralizantes a
DEN-1 después de mas de 60 afios de la infeccion en Hawaii (231).

Nuestros resultados demuestran cambios en el tiempo en los anticuerpos neutralizantes
heterotipicos a dengue. Aunque no detectamos neutralizacion al virus DEN-2 (genotipo
asiatico) in vitro, nos preguntamos si algun grado de neutralizacion puede haber ocurrido in
vivo, el cual pudiera modular la severidad de la enfermedad. Existen reportes que sugieren
que la prueba de neutralizacion no es particularmente buena para predecir la inmunidad
protectora. Recientemente Endy y colaboradores (232) reportaron que los niveles de
anticuerpos neutralizantes antes de la infeccion no se asociaron con la severidad de la
infeccion secundaria por el virus DEN-2. Sin embargo, altos niveles de anticuerpos
neutralizantes preexistentes contra el virus DEN-3 se asociaron con viremias mas bajas y
con una enfermedad moderada. Las caracteristicas de la prueba de neutralizacion asi como
la capacidad de los anticuerpos de neutralizar a cepas diferentes del mismo genotipo
pudieran explicar estas observaciones.

El primer reporte de que los anticuerpos neutralizantes heterotipicos pueden jugar un papel

importante en la regulacion de la severidad de la infeccion por dengue se dedujo de un
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estudio prospectivo en escolares en Bangkok, Tailandia. Los nifios que tenian anticuerpos
neutralizantes heterotipicos previos al virus DEN-2, desarrollaron una infeccion secundaria
inaparente por este serotipo. En contraste, los nifios que desarrollaron la FHD/SCD, habian
perdido los anticuerpos neutralizantes heterotipicos pero tenian anticuerpos amplificadores
(233).

La explicacion actual de la persistencia de los anticuerpos en el tiempo se basa en la
presencia de células B de memoria y células plasmaticas de larga duracion. El incremento
en el titulo de anticuerpos neutralizantes homotipicos y la disminucioén en el titulo de
anticuerpos neutralizantes heterotipicos observada aqui, puede relacionarse a la maduracion
de los anticuerpos. En un estudio previo realizado en militares norteamericanos, con una
infeccion inaparente por Encefalitis Japonesa se demostr6 que el indice de neutralizacion se
incrementd de 1,7 a 3,5 después de un periodo de 1-5 afios de la infeccion (234). Este
estudio y el nuestro son de los pocos en medir los atributos cualitativos de los anticuerpos
humanos después de largos periodos de una infeccion por flavivirus. Nuestros resultados
sugieren un proceso continuo de seleccion de los anticuerpos a dengue con un incremento
en la reactividad homologa y una disminucion de la reactividad cruzada heterdloga.

Con el objetivo de validar la hipdtesis de que sueros humanos inmunes a virus DEN-1
colectados 20-22 afios de la infeccion primaria y con titulos bajos de anticuerpos
neutralizantes heterdlogos a virus DEN-2 (<1/10) pudieran mostrar una capacidad
inmunoamplificadora frente a este serotipo, estudiamos un grupo de sueros con titulos bajos
de anticuerpos neutralizantes a virus DEN-2 genotipo asiatico.

De un total de 24 sueros con anticuerpos neutralizantes a DEN-2 menores de 1/10, en 19 de
(79,2%) se observo el fendmeno de ADA a diluciones variables del suero. De ellos en 7
(29,2%) y en 4 (16,6%) sueros ocurrid el ADA a diluciones bajas de 1/50 y 1/10 del suero
respectivamente. En los restantes 8 (33,3%) el ADA fue demostrado en diluciones elevadas
como se reporta en la mayoria de los estudios (235). En los restantes 5 sueros la ADA no
fue observada. La tabla 12 muestra las diluciones de suero con ADA significativa asi como
la actividad amplificadora determinada por la Formula de Detre. Los sueros con actividad
de ADA a una dilucion de 1/10 del suero mostraron bajos valores de ADA. El estudio
realizado por Kliks y colaboradores, 1989 mostr6 que la ausencia de anticuerpos

neutralizantes heterotipicos y la presencia de anticuerpos amplificadores en sueros no
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diluidos previa a la enfermedad fueron factores de riesgo para el desarrollo de la FHD/SCD

durante el curso de una infeccion secundaria (233).

Tabla 12. Titulos de Anticuerpos Neutralizantes a DEN y actividad amplificadora a
DEN-2 en sueros humanos inmunes a DEN-1 de 20-22 afios de la infeccion primaria*

No DEN-1 | DEN-2 | Dilucidon mas baja de suero con Diluciones mas elevadas
suero ADA** (valor de de suero con actividad
amplificacion)*** amplificadora a DEN-2.
seskoskok
2507 >250 <10 - -
2534 >250 <10 - -
2569 >250 <10 - -
2774 >250 <10 - -
3574 40 <10 - -
2346 >250 <10 10 (5.1) 1250 (3.3)
2347 >250 <10 10 (7.02) 250 (3)
2427 >250 <10 31250 (3.2) 62500 (5.9)
2545 >250 <10 50 (2.5) 250 (2.3)
2557 >250 <10 50 (4.7) 50 (4.7)
2609 >250 <10 50 (2.3) 156250 (3)
2614 >250 <10 1250 (7) 781250 (5.3)
2860 >250 <10 50 (6.3) 1250 (3.9)
3390 500 <10 10 (6) 6250 (4.9)
3398 >250 <10 1250 (5.7) 1250 (5.7)
3593 58 <10 250 (3) 6250 (3.4)
3600 57 <10 250 (4.2) 250 (4.2)
3601 44 20 250 (2.1) 250 (2.1)
3634 110 <10 50 (2.9) 156250 (2.9)
3636 30 <10 6250 (5.2) 6250 (5.2)
3644 46 <10 50 (4.0) 781250 (4.4)
3657 40 <10 1250 (2.4) 156250 (3.2)
4164 40 <10 10 (5) 50 (3.9)
4178 >250 <10 50 (6.8) 1250 (6.8)
4193 47 <10 6250 (4.0) 781250 (6.6)

*Titulos de anticuerpos neutralizantes a DEN-3 y DEN-4 menores de 1/10 ** Dilucion
mas baja de suero con actividad amplificadora a DEN-2 ***Actividad amplificadora
determinada por la formula de Detre****Diluciones mas elevadas de suero con

actividad amplificadora a DEN-2.
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En nuestro estudio encontramos que el 16,6% de los sueros sin anticuerpos neutralizantes
heterotipicos al DEN-2 genotipo Asiatico no amplifico la infeccidon a una dilucidon de suero
de 1/10. Por contar con volimenes de suero limitados no pudimos medir la amplificacion a
diluciones mas bajas o con los sueros puros. Este resultado obtenido in vitro es consistente
con la tasa de casos de FHD/SCD observados durante la infeccion secundaria en 1997 y es
una evidencia mas de que la ADA es el mecanismo patogénico definitivo involucrado en la
FHD/SCD (171, 236). La ADA incrementa la severidad de las manifestaciones clinicas del
DEN mediante el incremento de la replicacion en los receptores Fc de las células
hospederas. Recientemente estudios en Tailandia han demostrado (237) que la ADA no
solo facilita el proceso de entrada , sino que también modifica los mecanismos antivirales
intracelulares de las respuestas innata y adaptativa, resultando en una replicacion no
restringida. Ademas, a partir de modelos matematicos y de las observaciones realizadas en
nifios hospitalizados con FHD/SCD (238, 239) ; se ha hipotetizado que la ADA prevé una
ventaja competitiva a los virus en poblaciones con una prevalencia sustancial de
anticuerpos a DEN y particularmente a algunos serotipos que son amplificados més que
otros. Nuestro estudio anade nuestros conocimientos sobre la ADA, al demostrar la
capacidad amplificadora de los anticuerpos heterotipicos después de un largo intervalo de la
infeccion primaria.

Por otra parte nuestros resultados sugieren que si la ADA esta definitivamente involucrada
en el mecanismo patogénico inicial de la FHD/SCD, un gran nimero de individuos
inmunes a virus DEN-1 con niveles de anticuerpos neutralizantes heterélogos a virus DEN-
2 genotipo asiatico menores de 1:10 pudieran estar en riesgo de desarrollar la forma severa
de la enfermedad durante una segunda infeccion por este genotipo. Los resultados
obtenidos permiten sugerir que este fenomeno pudiera estar involucrado en la mayor
severidad de la epidemia de 1997 y particularmente en la mayor severidad observada
después de largos intervalos de la infeccion primaria.

No contamos con muestras de sueros suficientes colectadas de individuos inmunes al DEN-
1 del periodo 1981-1985, para demostrar el fenomeno del ADA a 4 afos de la epidemia de
1977.
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4.4. Cinetica de la respuesta de anticuerpos neutralizantes frente a
cepas de diferente genotipo de virus DEN-3 en un panel de sueros
humanos.

Se ha reportado un incremento significativo en el tiempo en la severidad de las epidemias

de 1981, 1997 y 2001-2002 lo que pudiera estar relacionado a la apariciéon de mutantes de
escape a la neutralizacion y/o a cambios en los virus que circularon durante las mismas (6,
12). Teniendo en cuenta la situacion epidemioldgica de nuestro pais y particularmente las
dos introducciones de virus DEN-3 ocurridas en los afios 2000 y 2001/2002 nos
preguntamos si pudieran existir diferencias en la capacidad neutralizante de los sueros
frente a cepas de diferentes genotipos. Para ello se estudio la capacidad neutralizante en
sueros convalecientes tardios procedentes de individuos inmunes a virus DEN-3 que
enfermaron durante la epidemia del 2001/2002 frente a tres cepas aisladas durante esta
epidemia y 3 aisladas durante el brote del 2000, todas pertenecientes al genotipo asiatico.
Se incluy6 ademas una cepa de DEN-3 genotipo americano aislada en Puerto Rico en 1977.
Los titulos de anticuerpos neutralizantes a las 7 cepas de virus DEN-3 se determinaron
simultineamente en todas las muestras de suero estudiadas. La tabla 12 muestra el
reciproco del titulo de anticuerpos neutralizantes y el TPG en los casos de FD y FHD asi
como el TPG en todas las muestras estudiadas. Se obtuvieron resultados similares en los 3

diferentes dias en que se realizo el ensayo.
Tabla 13. Titulo de anticuerpos neutralizantes a las 7 cepas de DEN-3 en sueros

colectados de individuos inmunes a dengue®

ggém %‘I‘%Ci'gg 116/00*** 118/00 140/00 167/01 557/01 21/02 P.Rico
2 FD 22 15 5 62 65 52 5
22 18 23 28 96 9 290 22
25 29 26 20 64 8 102 27
26 17 15 1 29 29 70 14
28 33 46 51 148 243 93 42
38 5 15 5 19 55 30 17
45b 31 53 40 570 533 620 32
50 5 5 5 34 53 43 12
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51° 5 11 5 66 53 55 5
58° 12 15 17 60 62 97 12
TPG 14 18 13 69 84 92 15
14  FHD/SCD 5 12 5 13 20 65 5
17 5 17 5 10 54 54 17
18 5 11 5 21 19 55 5
19 5 10 10 35 26 50 5
39 160 120 100 2000 2000 2000 96
40 11 5 5 29 13 22 5
41 5 10 5 41 60 69 15
43 5 5 11 15 37 100 5
44 17 24 20 50 49 44 14
52 9 10 12 109 73 83

TPG 9 13 10 42 51 80 9
E’SI 11 6 11 54 65 8 12

* Resultados expresados como la dilucion reciproca de la NRNPs
® Infeccion Primaria
¢ Titulo de anticuerpos neutralizantes <10 se consideraron como 5 y titulo de anticuerpos

neutralizantes >1000 se consideraron como 2000

Los titulos de anticuerpos neutralizantes frente a las cepas homdlogas de la epidemia de
DEN-3 2001/2002 (167/01, 557/01 y 21/02) se muestran en la tabla 12. Seis sueros (30%)
mostraron un incremento en el titulo de anticuerpos neutralizantes de 2 veces o mas a la
cepa 21/02 aislada al final de la epidemia si la comparamos con la cepa 167/01 aislada al
inicio de la epidemia. El TPG de anticuerpos neutralizantes para el total de sueros
estudiados se increment6 de 54 (frente a la cepa aislada un mes después de comenzada la
epidemia) a 86 (frente a la cepa aislada 7 meses después de comenzada la misma). Para las
cepas del 2001/2002, se observd una tendencia ascendente en el TPG de los anticuerpos

neutralizantes de acuerdo al momento de evolucion de la epidemia (Figura 4).
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Figura 4. Tendencia de incremento en el log jo del titulo de anticuerpos

neutralizantes a las cepas del 2001/2002 estudiadas y su relaciéon con el tiempo de

aislamiento de las mismas

Los titulos de anticuerpos neutralizantes mas elevados se observaron frente a las cepas
homoélogas de DEN-3 aisladas durante la epidemia 2001/2002 (p<0,0001). Esta
observacion se realizo tanto para los casos de FD (p<0.001) como de FHD (p<0.05).

Los titulos menores y los TPG mdas bajos se observaron frente a las cepas de DEN-3
aisladas en el brote del 2000 y a la cepa de Puerto Rico. Los TPG a estas ultimas cepas
fluctuaron entre 9 (SD +/-2,99) y 18 (SD +/-1,98). La figura # 5 muestra los resultados
puntuales y la media del logjo del titulo de anticuerpos neutralizantes en los sueros
estudiados a todas las cepas probadas. Las figuras 6 y 7 muestran los resultados puntuales y
la media del log) del titulo de anticuerpos neutralizantes a las cepas probadas en los sueros
de casos de FD y FHD respectivamente. Resultados similares se obtuvieron cuando los

sueros de los 4 casos primarios se excluyeron del analisis (datos no mostrados).
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las muestras de FHD estudiadas

La circulacion de los 4 serotipos de dengue se ha incrementado en los ultimos afios,
acompafidndose por un incremento en la diversidad genética en cada serotipo. Estudios de
epidemiologia molecular han demostrado la elevada variabilidad genética entre los
serotipos de DEN reconociendose de 2 a 5 genotipos diferentes en los mismos (6).

El incremento en el intercambio de los virus entre los paises y consecuentemente el
aumento en la transmision ha posiblemente elevado la tasa de evolucién de estos virus,
dando lugar a la aparicion de subtipos con un mayor potencial epidémico (240). El
incremento en la diversidad de los virus del DEN, la observacion de recombinacion
homologa y la evidencia de que pueden observarse diferencias en la virulencia entre las
cepas, sugieren que en el futuro estaremos expuestos a cepas virales con una mayor
patogenicidad. Especificamente pudiéramos observar la emergencia de virus con
antigenicidad, virulencia o tropismo celular alterados y con una mayor capacidad de
producir la forma severa de la enfermedad (240).

La virulencia de los virus del DEN ha sido dificil de medir por la ausencia de un modelo

animal que reproduzca la enfermedad. En un intento por determinar las secuencias
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nucleotidicas asociadas a virulencia, Rico Hesse y colaboradores compararon el genoma de
virus aislados de pacientes con diferente cuadro clinico (230). Por otra parte, la tecnologia
de clonos infecciosos se ha aplicado para medir los efectos de mutaciones especificas sobre
las caracteristicas fenotipicas del virus (241).

Los anticuerpos neutralizantes a virus DEN juegan un papel muy importante en la
prevencion de las infecciones y los anticuerpos no neutralizantes de reactividad cruzada
incrementan la infecciéon (138). La ADA como una explicaciéon a la severidad de la
enfermedad sugiere que las vacunas necesitan ser capaces de inducir la formacion de
anticuerpos neutralizantes protectores de larga duracién frente a los 4 serotipos.

A pesar de la importancia de los anticuerpos neutralizantes en la prevencion de la infeccion
por virus DEN, y las implicaciones de la variabilidad genética del virus en el mecanismo
patogénico de la enfermedad, se han desarrollado pocos estudios para correlacionar ambos
fenomenos.

En esta investigacion medimos la actividad neutralizante a 7 cepas de virus DEN-3 de 2
genotipos diferentes en sueros de individuos inmunes a este serotipo. Estos individuos
habian desarrollado un cuadro clinico de FD y FHD 18-24 meses antes de la colecta de los
sueros.

Una observacion inesperada e importante fue la capacidad neutralizante baja de los sueros
estudiados frente a algunas cepas de virus DEN-3 diferentes a las que causaron la
enfermedad pero clasificadas como pertenecientes al mismo genotipo. Se observaron
ademds niveles bajos de anticuerpos neutralizantes a la cepa prototipo de DEN-3 de
genotipo Americano.

Considerando que la proteina E es el antigeno mdas importante en la respuesta de
anticuerpos neutralizantes, las diferencias aminoacidicas de esta proteina entre las cepas de
virus DEN-3 estudiadas podrian estar involucrados en estas observaciones. Dos de los virus
cubanos incluidos en este estudio se clasifican en 2 grupos diferentes: la cepa 116/00 muy
relacionada a los virus aislados en Brasil/Martinica en el afio 2000, mientras que la cepa
21/02, aislada durante la epidemia 2001/2002, se encuentra formando un “cluster” separado
(199). Las cepas cubanas de ambos brotes (2000 y 2001/2002) muestran 3 sustituciones no
sinonimas, las cuales resultan en cambios aminoacidicos (E19 Treonina/Prolina, E226

Isoleucina/Treonina y E329 Alanina/Valina). Ademas la ultima cepa aislada durante la
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epidemia del 2001/2002 presentd un cambio aminoacidico no conservado (E22
Asparagina/Valina). La Tabla 13 muestra los cambios aminoacidicos de 3 de las cepas de

virus DEN-3 incluidos en este trabajo.

Tabla 14. Cambios aminoacidicos de las cepas estudiadas*

Cambios aminoacidicos y posiciones

Cepas Genotipo

19 22 224 226 329
21/02 111 P A% T T A%
116/00 111 T D - I
Puerto Rico1977 111 T E A \% A

* En rojo aparecen los cambios aminoacidicos no conservados

La proteina E contiene 3 dominios, I, IT y III. El Dominio III (aminoacidos 300-400)
consiste de aproximadamente 100 aminoécidos y ha sido propuesto como el receptor viral.
Estudios experimentales empleando el dominio III de la proteina E recombinante han
mostrado que las sustituciones de un aminoacido influyen en el reconocimiento de epitopes
y en la neutralizacion de los viriones (41). El dominio II incluye los aminoacidos 51 a 135y
del 195 al 299 siendo un dominio linealmente discontinuo dividido por el dominio I
(aminoacidos 1-50 y del 136-194). Se ha planteado que los dominios II y III contienen
epitopes conformacionales de neutralizacion (41, 129).

El cambio no conservado en E19 (Prolina por Treonina) aunque no esta localizado en el
Dominio III pudiera influir en las diferencias observadas en los anticuerpos neutralizantes.
La Prolina es un aminoacido muy rigido y su presencia crea un lazo en la cadena
polipeptidica. En ocasiones la Prolina se encuentra en puntos de la superficie de las
proteinas donde la cadena polipeptidica hace un lazo por detrds de la proteina.
Especificamente este cambio aminoacidico se observd en cepas pertenecientes al mismo
genotipo y a un genotipo diferente. El cambio de Valina por Alanina en E329, localizado en
el dominio III pudiera también influir en las diferencias observadas. En concordancia con
nuestros resultados estan los previamente publicados por Zulueta y colaboradores (242).

Estos autores estudiaron el Dom III de la proteina de la envoltura de dos cepas de DEN-3
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(la cepa de referencia Hg; y un aislamiento de la epidemia de Nicaragua de 1994)
expresadas como proteina recombinate en E.coli. Ellos encontraron 4 cambios
aminoacidicos entre estas, uno de ellos localizado en la posicion 329. Otro resultado de
interés que apoya el nuestro es que la proteina recombinante que contiene el Dom III de la
cepa Hg; no fue reconocido por ninguno de los sueros colectados de pacientes durante la
epidemia de DEN-3 2001/2002.

Aunque las cepas Puerto Rico 1977 y 116/00 muestran diferencias aminoacidicas en E226,
ambos Valina e Isoleucina son aminoacidos hidrofobicos que pudieran explicar el
comportamiento similar en el patrén de los anticuerpos neutralizantes. Cambios en el
tamafno de los anticuerpos y en su hidrofobicidad pudieran también ser la causa de las
diferencias encontradas.

No podemos excluir que los cambios aminoacidicos en la proteina de Membrana pudieran
haber sido responsables de las diferencias en la capacidad de neutralizaciéon a las cepas
estudiadas, aunque se han reportado niveles bajos de actividad neutralizante asociados a
esta proteina (129, 243).

El estudio de la secuencia nucleotidica completa de varias cepas de virus DEN-3 esta bajo
investigacion. Sin embargo estudios previos con las cepas de virus DEN-3 aisladas en
diferentes momentos durante la epidemia del 2001/2002 muestran que estos virus presentan
diferencias en algunas de sus propiedades bioldgicas como la neurovirulencia en raton
lactante y la capacidad de replicacion en cultivo de tejidos (Datos no publicados, Dra.
Rosmari Rodriguez Roche, Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, 2007). La
tendencia de incremento en la actividad neutralizante contra los virus aislados en diferentes
momentos de la epidemia 2001/2002 pudiera ser tambien una consecuencia de los cambios
aminoacidicos encontrados entre las cepas.

Otro hallazgo interesante de nuestro trabajo fue el mayor nivel de anticuerpos
neutralizantes al virus homoélogo en los sueros convalecientes tardios colectados de
pacientes de FD si lo comparamos con los colectados de pacientes con FHD. Aunque no es
posible definir la causa de esta observacion, podriamos especular que algunos casos de FD
probablemente desarrollaron una respuesta inmune mas efectiva y regulada con una mayor
afinidad de los anticuerpos y por tanto consecuentemente tuvieron un mejor control de la

infeccion que los casos de FHD. Encontrandose de esta forma una mayor persistencia en el
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tiempo de los anticuerpos con una mayor afinidad al virus DEN-3 en los sueros colectados
de los pacientes de FD.

En este trabajo hemos encontrado nuevas observaciones. Particularmente, se demuestran
diferencias en la capacidad neutralizante de los sueros estudiados frente a cepas de
diferentes genotipos e incluso dentro del mismo genotipo. Estos resultados deben tenerse en

cuenta con relacion a la patogénesis del dengue y en el desarrollo de vacunas.

4.5. Cinética de anticuerpos neutralizantes y su relacion con la viremia
en 22 pacientes de la Epidemia Cubana 2001/2002

4.5.1. Viremia estimada a través del aislamiento viral en células C6/36 HT y de la RCP

Después de conocer que los anticuerpos homotipicos y heterotipicos varian con el tiempo y
que la capacidad neutralizante de los anticuerpos puede ser diferente frente a cepas del
mismo serotipo, aun dentro del mismo genotipo nos dimos a la tarea de conocer la cinética
de la respuesta de anticuerpos neutralizantes durante la etapa aguda de la enfermedad. Para
ello estudiamos un grupo de pacientes con una infeccion primaria o secundaria colectados
durante la fase aguda de la enfermedad de DEN-3. También relacionamos esta con el

desarrollo de la viremia.
45.1.1. Aislamiento e identificacion viral

Las muestras de suero de los 22 pacientes incluidos en el estudio, colectadas entre los dias
2 y 6 del comienzo de la fiebre, fueron inoculadas en células C6/36 HT para el aislamiento
viral. De 91 muestras estudiadas, 36 (39.5%) fueron positivas, identificAndose en todas el
serotipo 3 del virus DEN. Este agente viral se aislo en 20 (90.9%) del total de pacientes
estudiados.

El aislamiento viral result6 positivo, en su mayoria, en las muestras colectadas entre los
dias 2 y 4 de la enfermedad. El virus DEN-3 se aislo en el 100% de las muestras colectadas
al segundo dia de la fiebre y en el 90,4% de las correspondientes al tercer dia. En el cuarto
dia la positividad se redujo al 54,5% y en el quinto dia s6lo 1 caso (4,5%) resulté positivo.
En 2 de los 22 pacientes (casos 502/01 y 525/01 el virus no pudo ser aislado en ninguna de

las muestras procesadas, sin embargo, los resultados serolodgicos (presencia de anticuerpos
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IgM a dengue) confirmaron la infecciéon por DEN. En el 525/01 se detectd, ademas, la

presencia del genoma viral mediante RCP.
45.1.2. Duracion de la viremia estimada por aislamiento viral

En la tabla 15 se presenta la duracién de la viremia determinada por aislamiento viral
segun la clasificacion clinica de la enfermedad y el tipo de infeccion. La duracion media de
la viremia por aislamiento viral en los 22 pacientes fue de 3,4+1,2 dias. En los pacientes en
los que se demostrd una infeccion primaria la duracion media de la viremia fue de 4,0+1,0
dias, mientras que en los de infeccién secundaria fue de 3,4+1,0. En los pacientes de FD
con infeccidon secundaria la duracion fue de 3,3+1,0 dias y en los pacientes de FHD fue de
3,7+0,6.

Tabla 15. Duracion estimada de la viremia determinada por aislamiento viral de

acuerdo al tipo de infeccion y al cuadro clinico de la enfermedad*

Grupo de estudio Aislamiento viral (dias)
Infeccion primaria 4,0+1,0
Infeccion secundaria 3,4£1,0
FD secundarios 3,3+1,0
FHD secundarios 3,7+£0,6
Total 3,4+1,2

4.5.2. Respuesta de Anticuerpos Neutralizantes
45.2.1. Respuesta de anticuerpos neutralizantes segun el tipo de infeccion

De acuerdo a los resultados obtenidos por el MEI, de los 22 pacientes, 4 tenian una
infeccion primaria y el resto una infeccion secundaria.

Los cuatro pacientes clasificados como de infeccion primaria presentaron un cuadro clinico
de FD y todos los pacientes con un cuadro clinico de FHD se correspondieron con casos de

infeccion secundaria. A diferencia de los pacientes con una infeccion primaria, el 16,7% de

105



Resultados y Discusién

los pacientes con una infeccion secundaria desarrollaron la FHD y el resto desarrollé un
cuadro de FD.

El titulo de anticuerpos neutralizantes a los cuatro serotipos del virus se determind en todas
las muestras de los pacientes colectadas durante la etapa aguda y en la muestra tomada
entre 15 y 30 dias después de la enfermedad. En los casos previamente clasificados como
de infeccion de tipo primaria por MEI no se demostraron niveles de anticuerpos
neutralizantes a ninguno de los virus estudiados en las muestras colectadas entre los dias 2
al 8 de comienzo de la enfermedad. En estos pacientes no pudo colectarse una muestra
posterior al octavo dia.

En la figura 8 se muestran los TPG de anticuerpos neutralizantes para cada serotipo viral
por dia de comienzo de la enfermedad en los 18 pacientes con una infeccidon secundaria.

Al dia 2 de comienzo de la enfermedad en los pacientes con infeccién secundaria se
detectaron niveles bajos de anticuerpos al virus DEN-1 los cuales se elevaron
aceleradamente en los dias posteriores entre 1,6 y 3,7 veces por encima del valor obtenido
para los virus DEN- 2 y DEN- 3. Los titulos de anticuerpos neutralizantes a los virus DEN-
2 y DEN-3 comenzaron a elevarse a partir del cuarto dia de comienzo de la enfermedad, y
alcanzaron los niveles maximos al dia 6. Los titulos de anticuerpos neutralizantes al virus
DEN-4 se elevaron de forma discreta a partir del dia 5, manteniéndose siempre por debajo

de 1/30.
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Figura 8. Cinética de anticuerpos neutralizantes a los cuatro serotipos del virus
dengue en pacientes con infeccion secundaria. Los valores estan representados como

el reciproco del TPG de anticuerpos neutralizantes

45.2.2. Respuesta de anticuerpos neutralizantes segun el cuadro clinico de la

enfermedad

Las figuras 9 y 10 muestran los TPG de anticuerpos neutralizantes por dia de comienzo de
la enfermedad, frente a los cuatro serotipos del virus DEN en pacientes de FD con infeccion
secundaria y de FHD respectivamente. Los casos de FD con infeccion secundaria de forma
general mantienen el mismo comportamiento que la media de todos los casos secundarios
antes descritos. Por el contrario, los pacientes con FHD a partir del séptimo dia muestran un
incremento en los niveles de anticuerpos neutralizantes a los cuatro serotipos virales

comparados con los de FD con infeccion secundaria.

TPG Acs Nts
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Dias de enfermedad
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Figura 9. Cinética de anticuerpos neutralizantes a los cuatro serotipos del virus
dengue en pacientes con FD de infeccidén secundaria. Los valores estan representados

como el reciproco del TPG de anticuerpos neutralizantes
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TPG Acs Nts

2 3 4 5 6 7 8 >15

Dias de enfermedad

—46—DEN1Ang =—&—DEN2A15 =—#—DEN3116/00 =—@®—DEN 4 Dom

Figura 10. Cinética de anticuerpos neutralizantes a los cuatro serotipos del virus
dengue en pacientes con FHD. Los valores estan representados como el reciproco del

TPG de anticuerpos neutralizantes

Este incremento fluctud entre 3,1 y 3,3 veces para DEN-1; 1,6 y 2,1 para DEN-2; 2,1y 5,6
para DEN-3 y 5,4 y 28,4 para DEN-4.

En todos los casos tanto de FD como de FHD los mayores titulos fueron al DEN-1 El
fendmeno ocurre por la presencia de epitopos compartidos entre los serotipos que resultan
mas inmunogénicos y refuerzan la respuesta anamnésica de la primera infeccion. Esto es
debido a que en una primoinfecciéon con DEN-1 el sistema inmune reconoce epitopes muy
inmunogénicos que tambien posee el DEN-2, por tanto en la primera respuesta se elaboran
anticuerpos con cierta especificidad que es compartida con DEN-2. Cuando se produce la
infeccion secundaria por DEN-2 esos epitopes estimulan al sistema inmune como una
nueva puesta en contacto que refuerza la primera, asi para los epitopes compartidos del
DEN-1 se produce una respuesta secundaria. Para que esto ocurra, los determinantes de
especificidad pueden tener secuencias de aminoécidos publicas, es decir pequefios péptidos
compartidos que inmunoestimulan y son reconocidos por los anticuerpos heterotipicos sin
que se afecte el reconocimiento en sistemas de deteccion de especificidad. Teniendo asi el

DEN-1 una respuesta secundaria y el DEN-2 una respuesta primaria.
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4.5.3. Respuesta de anticuerpos y viremia

La cinética de desarrollo de los anticuerpos neutralizantes se relaciond con la duracion de la
viremia detectada por aislamiento viral.

Los pacientes con infeccion primaria, en los que no se demostré la presencia de anticuerpos
neutralizantes en las muestras estudiadas, mostraron una viremia superior y mas prolongada
que los casos con infeccidon secundaria.

En los casos con infeccion secundaria la respuesta de anticuerpos neutralizantes comienza a
elevarse al quinto dia de la enfermedad, coincidiendo con la caida de la viremia (figuras 8 y
9).

La cinética de la respuesta inmune humoral y celular en pacientes infectados por virus DEN
ha sido poco estudiada. En su mayoria, los trabajos informados han sido realizados en nifios
procedentes del Sudeste Asiadtico (171, 244). Aun mas, existen pocos estudios que integran
en un mismo grupo de pacientes las observaciones de la respuesta inmune humoral y
celular con el cuadro clinico de la enfermedad y los hallazgos virologicos.

Aqui se estudian, los hallazgos virologicos (particularmente la duracion de la viremia) y el
desarrollo de anticuerpos neutralizantes homotipicos y heterotipicos en relacion con el tipo
de infeccidn y el cuadro clinico de la enfermedad.

El serotipo infectante determinado en el 95,4% de los pacientes estudiados, mediante
aislamiento viral se correspondi6 con el virus DEN-3, acorde con la situacion
epidemiologica existente en el pais en el momento de colecta de las muestras. Los pacientes
incluidos en el estudio desarrollaron su enfermedad durante la epidemia de virus DEN-3
que afectd a Cuba en los meses comprendidos entre junio del afio 2001 y febrero del afio
2002 (28).

En general, la duracion media de la viremia por aislamiento viral para el total de pacientes
estudiados result6 inferior (3,4+1,2 dias) a los datos de la literatura, en los que usualmente
se informan medias entre 4 y 5 dias. Es de sefialar, que estos autores han empleado para el
aislamiento viral la inoculacidon intratordxica de mosquitos, que ha demostrado ser el
método mas sensible para el aislamiento del virus DEN (245). Ademas, en ocasiones ha

sido considerada la fecha de comienzo de la viremia como 18 horas antes (1 dia) del inicio
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de los sintomas de la enfermedad, basados en los estudios de inoculacion de virus DEN en
humanos realizados por diferentes autores (171, 246, 247). Por otra parte, los pacientes
incluidos en nuestro estudio son adultos, mientras que la mayoria de los trabajos
informados han sido realizados en nifios. La edad de los pacientes determina la madurez del
sistema inmune y, por tanto, la capacidad de responder ante las infecciones.

La relativa demora del sistema inmune en los casos con una infeccion primaria para generar
una respuesta inmune capaz de aclarar el virus pudiera explicar la mayor duracion de la
viremia en estos pacientes. En los casos secundarios la viremia puede ser modulada tanto
por los niveles de anticuerpos circulantes como por los linfocitos T de reactividad cruzada
generados durante la infeccion primaria previa.

Varios autores han observado diferencias en la duracion de la viremia en pacientes
infectados con virus DEN. Especificamente, Vaughn y cols informan en el afio 2000,
diferencias significativas en la duracion de la viremia entre nifios tailandeses con infeccion
primaria y secundaria por el virus DEN-3 (171). Por su parte, Murgue y cols en ese propio
afio estudian la duracion de la viremia en nifios hospitalizados durante el brote de DEN-2
de los afios 1996-1997 ocurrido en Polinesia Francesa, y demuestran diferencias
significativas cuando comparan pacientes con infeccion primaria y secundaria (248).

El 100% de los casos de infeccion primaria, a pesar de tener una duracion media de la
viremia superior, desarrollaron la forma benigna de la enfermedad. Sin embargo, el 16,7%
de los pacientes con una infeccidon secundaria desarrollaron la FHD. Este hallazgo esta
acorde a lo informado en la literatura y sugiere, como ha sido planteado por otros autores
(6), que la presencia de anticuerpos a una infeccion previa se comporta como un factor de
riesgo para el desarrollo de la forma severa de la enfermedad. Cuando los mecanismos
protectores existentes en los pacientes con infeccion secundaria fallan pueden
desencadenarse los mecanismos inmunopatogénicos involucrados en la FHD/SCD (249).
Los pacientes de FD con infeccion primaria y secundaria constituyen grupos que bajo
condiciones inmunologicas diferentes logran resolver la enfermedad de forma benigna. La
diferencia observada en cuanto a la duracion de la viremia por aislamiento entre estos dos
grupos fue de 0,7 dias, similar a la observada entre los propios casos primarios y todos los

pacientes con infeccidon secundaria. Este resultado podria indicar que la inmunidad previa
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heter6loga en dichos pacientes fue capaz de aclarar el virus durante la infeccion y que, por
tanto, no fueron favorecidos los mecanismos inmunopatogénicos de la enfermedad.

La diferencia en la duracion de la viremia detectada por aislamiento viral entre los
pacientes con FD de infeccion secundaria y FHD fue inferior a 0,5 dias. Otros informes no
muestran relacion entre la duracion de la viremia y la severidad de la enfermedad, aunque si
entre la intensidad de la viremia y la severidad de la enfermedad (172).

La respuesta inmune en las infecciones secundarias es conducida por los niveles virales y
por los factores hospederos preexistentes. Los menores niveles de viremia en los casos de
infeccion secundaria sugieren la aclaracion del virus durante la infeccion, como ha sido
discutido previamente o puede ser por el acoplamiento del virus a anticuerpos. Sin
embargo, los tres casos de FHD analizados mostraron niveles de viremia superiores a la
media de los casos con infeccion secundaria al cuarto dia de la enfermedad, por lo que es
probable que en estos pacientes los anticuerpos previos estén facilitando la amplificacion
viral. Es posible, ademads, que los factores especificos del virus puedan determinar que las
infecciones virales sean reducidas o amplificadas por el sistema inmune. En este sentido,
ciertos serotipos y genotipos tienen la capacidad de replicarse mas facilmente en grupos
poblacionales especificos (171) o puede que haya mayor viremia por el ADA.

La determinacion de la cinética de anticuerpos con capacidad neutralizante a los cuatro
serotipos del virus DEN en los 22 pacientes constituyd otro de nuestros objetivos
principales. La respuesta de anticuerpos neutralizantes juega un papel fundamental en la
proteccion contra la infeccion, por lo que la respuesta humoral, y especificamente el
desarrollo de anticuerpos con capacidad neutralizante es uno de los objetivos principales en
la obtencion de candidatos vacunales. Similar a lo informado para otras vacunas virales, la
capacidad protectora de los candidatos vacunales contra el virus DEN ha sido inferida por
la habilidad de inducir una respuesta elevada de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo,
los titulos de anticuerpos neutralizantes necesarios para conferir proteccion y las funciones
de dichos anticuerpos en la disminucion o en el aumento de la severidad de la enfermedad
no estan totalmente esclarecidos.

La NRNP al virus DEN-3 fue realizada empleando la cepa aislada durante el brote ocurrido
en Ciudad de la Habana en el afio 2000. La secuenciacion nucleotidica del gen que codifica

para la proteina de la envoltura de aislamientos procedentes de las epidemias cubanas de los
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anos 2000 y 2001/2002 agrupo6 a los aislamientos de ambos periodos dentro del genotipo III
del virus, aunque en grupos diferentes donde estan incluidos otros aislamientos de la regién
(71).

Debido a que las muestras incluidas en el estudio fueron colectadas durante la fase aguda
de la enfermedad, y a que en la tltima muestra colectada aun los anticuerpos permanecian
elevados, no fue posible identificar la secuencia de infeccion para los casos con una
infeccion secundaria. En este sentido, seria necesario una muestra previa a la infeccion por
virus DEN-3 o una posterior cuando los anticuerpos hayan disminuido a sus valores
normales.

Las muestras obtenidas de los pacientes con infeccion primaria no mostraron la presencia
de los anticuerpos neutralizantes. Es posible que los titulos de anticuerpos neutralizantes
hasta dicho momento se encuentren en niveles inferiores a 1/10, que constituy6 la dilucion
de partida de nuestra técnica. El no contar con muestras clinicas colectadas entre los dias
15-30 de la enfermedad de estos 4 pacientes, no nos permitié detectar dichos anticuerpos.
Para la clasificacion de las infecciones secundarias de acuerdo al titulo de anticuerpos
neutralizantes se considera todo nivel de anticuerpos por debajo de 1/30 como criterio de
anticuerpos heterotipicos, como ha sido establecido con anterioridad, y todo nivel de
anticuerpos mayor o igual a 1/30 como criterio de anticuerpos homotipicos (193). En
nuestro estudio, este criterio no pudo ser utilizado por tratarse de muestras de la fase aguda
que tienen incrementados los niveles de anticuerpos neutralizantes a todos los serotipos.
Las infecciones secundarias en este caso fueron corroboradas por el desarrollo de una
rapida respuesta anannésica después de la infeccion.

En los casos secundarios los niveles promedios de anticuerpos neutralizantes al virus DEN-
1 se incrementan de forma acelerada, mostrando titulos superiores a los observados para el
resto de los serotipos. Este fendmeno observado para el virus DEN-1 ha sido informado con
anterioridad y es conocido como teoria del pecado original. La misma plantea que durante
las infecciones secundarias se produce un mayor incremento de los titulos de anticuerpos al
virus que ocasiond la primoinfeccion (120). A pesar de que la secuencia de infeccion no
pudo ser determinada, los resultados sugieren que la mayoria de estos pacientes deben
haber sufrido la primera infeccion por virus DEN-1 en los afios 1977-1979, por lo que la

secuencia de infeccion en la mayoria de estos casos debe ser DEN-1/DEN-3. Ademas, los
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dos pacientes con edad inferior a 22 afios en el momento de colecta de las muestras, que no
tuvieron la oportunidad de infectarse con virus DEN-1, sufrieron una infeccion de tipo
primaria.

En estudios previos, realizados en individuos cubanos inmunes al virus DEN-1 sangrados
20 afios después de la primoinfeccién, se han demostrado niveles de anticuerpos
neutralizantes a este serotipo superiores a 1/100, (estudio que forma parte también de esta
tesis). Por tanto, los niveles de anticuerpos neutralizantes en la poblacidon cubana inmune al
virus DEN-1 en el momento de la epidemia de DEN-3 deben tener valores similares a estos.
En nuestro estudio, al inicio de la infeccion secundaria, los niveles de anticuerpos
neutralizantes a DEN-1 se encuentran disminuidos si los comparamos con los observados
en los estudios previos. La media de los titulos de anticuerpos neutralizantes a DEN-1
detectados al tercer dia en nuestro estudio para los casos secundarios fue de de 1/15, por lo
que al parecer hubo un consumo de estos anticuerpos durante la etapa virémica de la
enfermedad.

Los resultados anteriores nos podrian indicar que gran parte de los anticuerpos presentes en
el momento de la infeccién son capaces de reconocer al virus DEN-3. Sin embargo, los
anticuerpos heterotipicos detectados en los individuos inmunes a DEN-1, sangrados 20
anos después de la primoinfeccidon, no fueron capaces de neutralizar al virus DEN-3 in
vitro. De acuerdo a estos resultados, es probable que durante la infeccion secundaria por
virus DEN-3 la capacidad neutralizante de los anticuerpos heterotipicos sea limitada. Estos
anticuerpos de reactividad cruzada podrian participar en otros mecanismos protectores
como la ADCC o estar involucrados en la inmunopatogenia de la infeccion por virus DEN.
De hecho, las infecciones secundarias por virus DEN-3 han sido informadas como un factor
de riesgo para el desarrollo de las formas severas de la enfermedad y particularmente, en
nuestro estudio, todos los cuadros clinicos severos fueron desarrollados en pacientes con
infeccion secundaria (28, 232) .

Los anticuerpos neutralizantes contra DEN-2 y DEN-3 en los casos secundarios muestran
un comportamiento similar durante toda la cinética, alcanzando niveles elevados, aunque
menores a los obtenidos frente al virus DEN-1. En el momento en que los titulos a DEN-3
comienzan a elevarse aun los clones de células B virgenes no han sido formados, lo que

indica la activacion de clonos de memoria y apoya el hecho de que el virus estd siendo
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reconocido de forma heterotipica. La similitud de los titulos de anticuerpos neutralizantes
obtenidos frente al virus DEN-2 con los de DEN-3 sugiere que la mayoria de estos
pacientes no han sufrido una infeccién por dicho serotipo y que los anticuerpos capaces de
reconocer al DEN-2 tras la infeccion también podrian formar parte de la respuesta de
reactividad cruzada.

Los niveles inferiores de anticuerpos detectados frente al virus DEN-4 pudieran estar dados
por una baja homologia entre el DEN-4 y el resto de los serotipos, y por tanto, con un
menor reconocimiento por la respuesta de reactividad cruzada generada tras la infeccion.
Los anticuerpos a DEN-4 en el grupo de pacientes inmunes a DEN-1 sangrados 20 afios
después de la primoinfeccion se mantenian por debajo de los niveles detectables (Estos
resultados forman parte de esta tesis).

La comparacion de los niveles de anticuerpos neutralizantes entre los pacientes con
infeccion secundaria con FD y FHD mostr6 diferencias en los patrones de respuesta entre
ambos grupos. De forma general, los anticuerpos neutralizantes inducidos alcanzaron
niveles inferiores en los pacientes de FD comparados con los de FHD. Es llamativo el
hecho de que los anticuerpos neutralizantes al virus DEN-4 tomaran valores superiores a
1/30 so6lo en el grupo de pacientes que desarrollaron la FHD y que, particularmente, los
niveles de anticuerpos neutralizantes a DEN-3 se encuentren elevados en los pacientes con
un cuadro hemorrdgico comparados con los de FD. El incremento de los anticuerpos
neutralizantes en la FHD pudiera estar dado por la fuerte activacion inmune inducida en
estos casos como resultado de una infeccion severa. Es probable, ademas, que en los
pacientes que desarrollan la FHD el reconocimiento del virus por los anticuerpos
neutralizantes heterotipicos sea menor durante la fase virémica y que, por tanto, exista una
mayor cantidad de anticuerpos neutralizantes libres que pueden ser detectados
posteriormente por la NRNP.

Ademas pudieramos considerar que en la pléyade de anticuerpos que se generan frente a un
virus, una parte de ellos puede provocar neutralizacion porque es capaz de conllevar a la
formacion de redes de compuestos inmunitarios que son facilmente eliminados por las
celulas fagociticas. Pero si existe un exceso de anticuerpos en relacion con la concentracion
de virus los inmunocomplejos pueden comportarse como patogénicos. En las figuras 9 y 10

los niveles de anticuerpos neutralizantes para los 3 serotipos son inferiores en los casos de

114



Resultados y Discusién

FD si los comparamos con los de FHD. Por lo que en estos casos de FHD, estos anticuerpos
podrian comportarse como patogénicos favoreciendo la inmunoamplificacion y de esta
manera los mejores respondedores tienen un mayor riesgo de desarrollar formas graves de
la enfermedad.

En este sentido, diferentes teorias han correlacionado a variantes de cepas mas virulentas
con las infecciones clinicas mas severas. Segun Rosen (1986), las cepas incrementan su
virulencia en la medida que pasan repetidamente de un hospedero a otro, siendo los cuadros
clinicos graves responsabilidad de las cepas mas virulentas (250). Ademas, para el virus
DEN-2 se ha planteado, basado en hallazgos epidemiologicos, la posible generacion de
mutantes de escape a la neutralizacion, que podrian ser responsables de la amplificacion de
la enfermedad en los casos de infeccion secundaria (90). Mecanismos similares pueden ser
los que ejerzan influencia en la formacion de variantes virales no reconocidas por los
anticuerpos heterotipicos durante las infecciones severas por el virus DEN-3.

En los pacientes con FHD los TPG de anticuerpos neutralizantes a DEN-3 detectados en la
muestra colectada entre los 15 y 30 dias de comienzo de la enfermedad muestran niveles
cercanos a los de DEN-1, lo que pudiera estar justificado por la presencia en este momento
de una respuesta homotipica al virus de la infeccién. Sin embargo, en los casos de FD con
infeccion secundaria los titulos de anticuerpos neutralizantes a DEN-3 en la ultima muestra
estudiada mantienen la diferencia con respecto a los de DEN-1. Es probable que los casos
secundarios con FD, que logran resolver la infeccion sin complicaciones hemorragicas,
desarrollen una respuesta homotipica de menor magnitud y que, por tanto, los titulos de

anticuerpos neutralizantes a DEN-3 no se eleven después del dia 8 de la enfermedad.
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5. CONCLUSIONES

Se confirma que la infeccion secundaria es un factor de riesgo de la FHD luego de mas
de 20 afios de la primoinfeccion en las epidemias de DEN de los afos 1997 y
2001/2002.

Durante la epidemia del 2001/2002 los casos de FHD se asociaron a las secuencias de
infeccion virales DEN-1/DEN-3 y DEN-1/DEN-2/DEN-3 y no a la de DEN-2/DEN-3.
Se demuestra el desarrollo de la FHD en el transcurso de una infeccion terciaria y que
este fenomeno se produce después de 24 afios de la primoinfeccion.

Se demuestra que los anticuerpos neutralizantes se incrementan en el tiempo al virus
homologo y disminuyen al virus heter6logo.

Se confirma que aun después de 20 afios de la primoinfeccion, los sueros de los
individuos inmunes al virus DEN-1 pueden provocar ADA in vitro, lo que alerta sobre
el riesgo que tienen las personas de desarrollar formas graves de la enfermedad durante
una infeccion secundaria, aunque ellos consideren que ya no existe amenaza.

Se demuestran diferencias en la capacidad neutralizante de sueros de individuos
inmunes a DEN frente a diferentes cepas de un mismo genotipo de DEN-3.

Se detectaron diferencias en la capacidad neutralizante de sueros de individuos inmunes
a DEN-3 frente a diferentes cepas de un mismo genotipo de DEN-3 lo que podria
relacionarse con la asociaciéon de la severidad de la enfermedad a determinados
genotipos.

Se encontraron diferencias en la duracion de la viremia y en la cinética de anticuerpos
neutralizantes en tres pacientes con infeccion primaria y secundaria lo que se relaciona
con la severidad de la enfermedad.

El intervalo entre las infecciones por dengue, la secuencia de infeccion viral, la cinética
de los anticuerpos neutralizantes y el fendomeno ADA juegan un papel fundamental en

la severidad de la enfermedad.
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6. RECOMENDACIONES

e Estudiar la secuencia nucleétidica completa de varias cepas de DEN-3 aisladas al
inicio, en el medio y en el final de la epidemia del 2001/2002 y correlacionarlo con

los resultados obtenidos.
e Analizar integralmente los resultados obtenidos con los otros aspectos relativos a la

clinica, a las respuestas inmune humoral y celular, a las caracteristicas virales y a la

genética del individuo.
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ANEXOS

Modelo de Consentimiento Informado

El que suscribe:

Conozco que:

El dengue es una de las enfermedades infecciosas que ha incrementado su incidencia en las
ultimas décadas del presente milenio. El Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK) es centro de referencia nacional y regional. El Departamento de Virologia del IPK ha
estado desarrollando estudios de importancia cientifica y social sobre la enfermedad por

virus dengue.

Conociendo todo lo anteriormente expuesto hago constar por este medio mi disposicion y
consentimiento informado para participar en el estudio.

“Factores de Riesgo para el Desarrollo del Dengue y el Dengue Hemorragico”

Declaro que he sido informado del objetivo del estudio, y que participo en el mismo de

forma totalmente voluntaria, y que puedo abandonar el estudio en el momento que desee.

He sido informado que la muestra de sangre obtenida para el estudio no sera empleada para

realizar ningn otro estudio ni prueba que no sea la del presente proyecto.

Por todo lo anterior doy mi consentimiento para que se me realicen 3 extracciones de

sangre durante mi ingreso y de 2 a 3 extracciones a diferente tiempo después.

Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento en provincia

, el dia del mes del 200 .

Firma del que suscribe Firma  Testigo
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Anexos

Hoja 2

Los pacientes recibirdn como beneficio el conocer la inmunidad que presentan a los
diferentes serotipos del DEN, lo que a su vez les permitird conocer el riesgo de sufrir una
infeccion secundaria en el caso de ocurrencia de una epidemia.

Los datos personales de cada paciente serdn confidenciales, es decir el grupo de trabajo
s6lo empleard una numeracién para cada paciente. Estos datos serdn debidamente
guardados por el Jefe del Proyecto.

En caso de dudas con relacion al estudio o de insatisfacciones con el trato recibido puede

contactar a la Jefa del Departamento de Virologia: Dra. Maria G. Guzman.

138



Composicion del Medio Overlay o Medio de Recubrimiento

Suero de ternera Fetal Inactivado- 10 ml
L-Glutamina 2 mM- 1 ml

2X MEM sin Rojo Fenol- 100 ml
Carboximetilcelulosa al 3%- 50 ml

Antibidtico- 0.2 ml

Anexos
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