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RESUMEN

Se realizé un estudio descriptivo con el objetivo principal de caracterizar bioldgica
y molecularmente los aislamientos de virus dengue 1 (VDEN-1) en Cuba en el
periodo 2020-2022, ya que desde 1977 este serotipo no circulaba en el pais de
forma epidémica. Se utilizaron 5 de los aislamientos de VDEN-1 identificados en
dicho periodo, en el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus, del Instituto
de Medicina Tropical Pedro Kouri. La titulacién se realizé mediante el ensayo de
titulacion en placas en la linea celular BHK-21, permitiendo determinar el tamafio
de placa. El efecto citopético se determiné en las lineas celulares C6/36 HT y AP-
61, y para evaluar la neurovirulencia se inocularon por via intracerebral ratones
lactantes. Las propiedades moleculares se determinaron mediante la extraccion de
ARN de los lotes virales de cada cepa y PCR a punto final del protocolo ViGenDA
para amplificar el producto de TR-PCR. Se obtuvieron las secuencias de las cepas
mediante la metodologia Sanger. Para el andlisis filogenético se empled la
plataforma NGphylogeny.fr. Los 5 aislamientos manifestaron un comportamiento
similar en las lineas celulares C6/36-HT y AP-61, mostrando la cepa 636/22 el
ECP de mayor intensidad. Se observaron dos patrones en relacion al tamafio de
placas y las cepas mas neurovirulentas fueron la 219/20 y la 888/20, con un 100%
de mortalidad de los ratones inoculados con dichas cepas. Todas las cepas se
agruparon en el genotipo V, en clados diferentes junto a cepas de Cuba de afios
anteriores. Las diferencias aminoacidicas obtenidas no explican las diferencias en

las propiedades bioldgicas.

Palabras claves: virus dengue 1, tamafio de placa, efecto citopatico,

neurovirulencia, propiedades moleculares.
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l. INTRODUCCION

El dengue es una de las principales enfermedades de transmision vectorial en los
humanos y la enfermedad viral transmitida por mosquitos que mas rapidamente se
ha extendido por el mundo. El vector principal responsable de su trasmision es el
mosquito Aedes aegypti(1).

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica el dengue en dos categorias
principales: dengue (con o sin signos de alarma) y dengue grave; las cuales son
causadas por los 4 serotipos virales, causales de la enfermedad (VDEN-1, VDEN-
2, VDEN-3y DEN-V 4)(2).

El dengue provoca un amplio espectro patoldgico, que puede abarcar desde una
enfermedad asintomatica hasta sintomas graves. Algunas personas evolucionan
hacia un dengue grave, que puede entrafiar un numero indeterminado de
complicaciones vinculadas a hemorragias graves, insuficiencia organica o
extravasacion de plasma, lo cual es poco frecuente, aunque conlleva un mayor

riesgo de muerte si no se trata debidamente(3).

El término dengue se origina de la frase de la lengua swabhili "Ka-dinga pepo", que
describe esa enfermedad como provocada por un fantasma; la palabra swabhili
"dinga”, del castellano "dengue”, trata de describir las molestias del paciente por
las artralgias. El primer informe de dengue aparece en una enciclopedia médica
china de la Dinastia Jin (265-420) en la que se asocia el vuelo de insectos con
“agua venenosa”; Benjamin Rush describe el dengue como "fiebre rompehuesos”
en 1978. Se describe por primera vez, en 1635, en Martinica y Guadalupe, segun
una relacién historica incluida en el sitio de la Organizacién Panamericana de la
Salud. Las primeras epidemias se produjeron casi simultaneamente en Asia, Africa
y América del Norte, en 1781. La enfermedad fue identificada y nombrada como
tal en 1779(4).

Actualmente, la enfermedad es endémica en mas de 100 paises de las regiones
de la OMS de Africa, las Américas, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el

Pacifico Occidental. Las regiones mas gravemente afectadas son las Américas,

1
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Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental; de hecho en Asia se concentra
aproximadamente el 70% de la carga mundial de la enfermedad. Ademas de que
el nimero de casos aumenta a medida que la enfermedad se propaga a nuevas
zonas, incluida Europa, se producen brotes epidémicos de caracter explosivo.
Europa ya se enfrenta a la posibilidad de brotes de dengue; la transmision local se
notificd por vez primera en Francia y Croacia en 2010 y se detectaron casos
importados en otros tres paises europeos. En 2019 se registré el mayor nimero
casos de dengue jamas notificado en todo el mundo. Todas las regiones se vieron
afectadas y por primera vez se registro transmision de dengue en el Afganistan.
En las Américas se notificaron 3,1 millones de casos, mas de 25 000 clasificados
como graves. En Asia, se notific6 un gran nimero de casos en Bangladesh (101
000), Filipinas (420 000), Malasia (131 000) y Viet Nam (320 000). En 2021, la
enfermedad seguia afectando a Brasil, Colombia, Filipinas, Fiji, India, Islas Cook,

Kenia, Paraguay, Peru, Reunion (Francia) y Viet Nam(5).

Durante 2022 se notificaron 2,8 millones de casos de dengue en las Américas, lo
gue representa un aumento de mas del doble en comparacion con los 1,2 millones
notificados en 2021(6).

Los cuatro serotipos de dengue (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN- 4) circulan a

lo largo de las Américas y en algunos casos circulan simultaneamente(7).

En el caso especifico de Cuba, la primera gran epidemia de dengue en el siglo XX
se notific6 en 1977, la cual fue causada por el VDEN-1. Se plantea que dicha
epidemia comenzo a finales de octubre de ese afio en la region oriental del pais,
extendiéndose posteriormente de forma rapida por todo el pais. Se estima que se
infect6 aproximadamente el 50 % de la poblacion, observdndose un cuadro

benigno de dengue(8,9).

En el periodo entre 1981-2006 ocurrieron cuatro grandes epidemias de dengue
hemorragico en el pais. La epidemia de 1981 durante la cual se reportaron 344
303 casos, de ellos 10 312 graves y muy graves, y 158 fallecidos (de ellos 101
ninos); causada por el VDEN-2(10). La otra gran epidemia producida por VDEN-2
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fue la de 1997 en Santiago de Cuba con 3012 casos confirmados, de ellos 205
clasificados como fiebre del dengue (FHD)/ sindrome del choque del dengue
(SCD) y 12 de ellos fueron casos fatales(11). Mas tarde en el periodo 2001-2002
ocurrié una epidemia de VDEN -3 mayormente en Ciudad de la Habana con 14
446 casos confirmados, 81 FHD/SCD vy 3 fallecidos(12). La ultima fue en el 2006
que afectd a varias provincias del pais, causada por los serotipos de VDEN-3 y
VDEN-4(13,14).

Posteriormente en el periodo 2007-2017 han ocurrido brotes de dengue causados
por los serotipos VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4, los cuales han sido controlados. En
los ultimos afios se ha identificado el VDEN-1, simultaneamente con el serotipo
VDEN-2(9,15). De ellos, destacar que en el afio 2020, VDEN-1 prevalecio sobre
VDEN-2, mientras que en el afilo 2021 fue VDEN-2 el serotipo con mayor
circulacion. En el afio 2022, coincidiendo con la apertura de la frontera luego de la
pandemia de COVID a finales del 2021, se reporté la circulacion en el pais de los
4 serotipos de dengue. En un 78,2% de las muestras recolectadas se identifico
VDEN-3, en un 12% VDEN-2, 7,1% VDEN-1 y 2,8% VDEN-4(Publicacién

enviada).

Teniendo en cuenta lo anterior, resulta de gran importancia la caracterizacion
biologica y molecular de los serotipos que con mayor frecuencia han circulado en
nuestro pais, en el periodo 2020-2022. Aunque este tema ya ha sido abordado por
otros autores, cabe destacar que desde el afio 1977 no se realiza en Cuba la
caracterizacion bioldgica de VDEN-1, ya que este serotipo no circulaba en el pais
de forma epidémica desde 1977, por lo cual se realizd un estudio descriptivo con
el objetivo principal de caracterizar biol6gica y molecularmente los aislamientos de

virus dengue 1 en Cuba en el periodo 2020-2022.
Se plantea la siguiente hipoétesis:

Las caracteristicas biol6gicas y moleculares de los aislamientos de virus VDEN-1
en Cuba en el periodo 2020-2022 coinciden con las de otros serotipos virales que

han circulado en el pais, lo cual influye en el cuadro clinico de la enfermedad.
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Il.1. Caracteristicas generales de los Flavivirus: VDEN

La familia Flaviviridae esta compuesta por virus pequefios y envueltos con
genoma de simple cadena de &cido ribonucleico (ARN) de polaridad positiva (9 a
13 kb). Esta familia consta de cuatro géneros: Hepacivirus, Pestivirus, Pegivirus y
Orthoflavivirus. Es caracteristica distintiva de los miembros del género
Orthoflavivirus la presencia de una caperuza tipo | (m’GpppAmp) en el extremo 5
de su genoma, no identificada en los virus de otros géneros(16).

La mayoria de los miembros de este género, que incluye a 53 especies, son virus
transmitidos por artropodos, con distintos grupos que infectan a mosquitos o
garrapatas, cuyos huéspedes primarios habituales son los mamiferos y las aves;
provocando infecciones que varian desde asintomaticas hasta fiebre hemorragica
grave o mortal o enfermedades neuroldgicas(16). Los patégenos humanos
importantes incluyen el virus del dengue (VDEN), el virus de la fiebre amarilla, el
virus del Zika, el virus de la encefalitis japonesa, el virus del Nilo Occidental y el

virus de la encefalitis transmitida por garrapatas(17).

La clasificacion correspondiente al VDEN se describe de acuerdo con el Comité

Internacional de Taxonomia de Virus(18)
Familia: Flaviviridae

Geénero: Orthoflavivirus

Especie: Orthoflavivirus denguei

El virus se clasifica en cuatro serotipos en funcién de sus diferencias antigénicas y
genéticas: Dengue virus tipo 1 al tipo 4 (VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-
4)(19).

Estudios filogenéticos de aislados de VDEN han permitido caracterizar genotipos
dentro de cada serotipo, basados en la diversidad genética y la distribucion

geografica.
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Se plantea que los genotipos difieren entre si en un 3 y 6 % a nivel de
aminoécidos y nucledtidos, respectivamente. Hasta el momento se han descrito
cinco genotipos para el VDEN-1, seis genotipos para VDEN-2, cuatro genotipos
para VDEN-3 y VDEN-4(20).

[I.2. Estructura viral y genoma

El virus del dengue presenta una morfologia icosaédrica. Se encuentra
conformado por una membrana lipidica derivada de las células huésped. Sobre
esta membrana, se insertan las proteinas de membrana y envoltura. En el interior
del virus esta el complejo riboproteico conformado por la proteina de la capside y
el genoma viral(21).

El genoma viral se caracteriza por una particula esférica de 40-50 nm cubierta por
una envoltura de glicoproteina y ARN mensajero de sentido positivo Unico de
aproximadamente 11 kb de longitud. En el marco abierto de lectura se codifican
dos tipos de proteinas, lo cual permite su division en dos regiones; el que codifica
las proteinas estructurales: capside (C), proteina de membrana (prM) y envoltura
(E); y el que codifica para las proteinas no estructurales o mejor conocidas como
NS (non structural por su traduccion al inglés): NS1 (46 kDa), NS2A (22 kDa),
NS2B (14 kDa), NS3 (70 kDa), NS4A (16 kDa), NS4B (27 kDa) and NS5 (103
kDa)(22).

De manera tal, que los genes del VDEN se encuentran organizados del siguiente
modo: 5’ — C — prM — E — NS1 — NS2A — NS2B— NS3 — NS4A/2K — NS4B — NS5 y
3'(23,24).
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Figura 1. Virus dengue: estructura y genoma(24).

Il.3. Proteinas estructurales

La proteina C es la proteina de la capside que posee una estructura secundaria
con cuatro hélices alfas con diferentes funciones, pesa 11 KDa, aproximadamente.
Se ancla a la membrana del reticulo endoplasmico mediante dos de sus hélices
gue poseen caracteristicas hidrofébicas. Otra hélice con caracter basico localizada
en la cara citoplasmica se ancla al RNA gendémico recién sintetizado formando la
nucleocépside. La ultima hélice que posee caracteristicas también hidrofobicas
promueve la estabilizacion de la nucleocapside y el reclutamiento de gotas

lipidicas del citoplasma, promoviendo la formacion de la particula viral(25).

La proteina precursora de membrana (prM), con un peso molecular de 26 KDa, se
encuentra presente en viriones inmaduros, la cual es procesada durante el exporte
de los viriones via trans-Golgi por la proteasa celular furina, generando el péptido

pry la proteina M, y con ello la maduracién del virion(26).

La proteina E, es la proteina de envoltura que se encuentra en la superficie del
virus formando complejos homodiméricos de tipico cabeza-cola. Ademas, es la
Unica proteina viral que interactia con el receptor de membrana celular y es el
principal inmunégeno del virus, ya que estimula la respuesta inmune del individuo
e induce la produccion de anticuerpos neutralizantes(27).
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Il.4. Proteinas no estructurales

La NS1 es una glicoproteina que existe asociada a la célula, en el reticulo
endoplasmatico unida al complejo de replicacion viral, en la superficie celular y en
forma extracelular. Esta glicoproteina presenta determinantes antigénicos
especificos de serotipo y de grupo. La funcién de la NS1 en la replicacion viral no
esta completamente aclarada. La forma extracelular provoca respuestas inmunes
humorales fuertes. La proteina NS1, a pesar de no generar anticuerpos
neutralizantes, si genera respuesta humoral prolongada e inmunidad celular,
mediada principalmente por la actividad de linfocitos TH2 y TH1, que inducen
predominante anticuerpos IgG clase 1, el cual se asocia con la activacion del
complemento, e independientemente del tipo de respuestas inmune que genera,

NS1 induce la secrecion de citoquinas como lo son IFN-y e IL-10(28).

La NS2 esta constituida por dos proteinas NS2A y NS2B. Puede encontrarse
atravesando la membrana y ha sido localizada en posibles sitios de replicacion del
ARN. Esta proteina participa en el ensamblaje del virion. Ademas presenta
epitopos de células T y en el virus VDEN-2 se ha observado que actia como
antagonista del interferon (INF) mediante la inhibicion de la sefal que estimula su
produccion. La proteina NS2B esta asociada a la membrana y forma un complejo
con NS3, constituyendo un cofactor requerido para la funcién de serina proteasa
de NS3(29,30).

La NS3 es la segunda proteina mas grande del virus (70 kD), altamente
conservada entre los flavivirus (67%) y su estructura se divide en tres dominios.
Se piensa que es un componente de la maquinaria enzimatica de replicacion del
ARN viral. Es una proteina mutifuncional, con actividad de serina proteasa,
helicasa y nucleétido trifosfatasa. Se ha demostrado que es fuente principal de
epitopos de linfocitos T citotoxicos; ademas puede inducir apoptosis. Algunas
mutaciones en esta proteina pueden disminuir sus funciones, lo que abre un
camino para el disefio de inhibidores antivirales alostéricos(31,32). En tejido
humano la NS3 se ha encontrado en el bazo, ganglios linfaticos, macréfagos

alveolares, hepatocitos y células perivasculares del cerebro(33).
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La proteina NS4 da origen a NS4A y NS4B, proteinas relativamente pequefias.
NS4A es una proteina asociada a membrana, que consiste en cuatro hélices
transmembranales y una region citosélica N-terminal. Se plantea que NS4A
participa en la replicacion del ARN, quizas anclando componentes de la replicasa
a membranas celulares(34). NS4B es una proteina integral que posee cinco
dominios transmembrana, se localiza en sitios de replicacion del ARN, pero
también aparece dispersa en la membrana citoplasmatica y en el nucleo(35). Se
ha descrito que NS4B antagoniza la accion antiviral del INF-3(36).

La NS5 es la mas grande de las proteinas no estructurales, y conservada entre
las proteinas de los Flavivirus, con una identidad de secuencia del 70% entre los
cuatro serotipos. Es una proteina basica que funciona como ARN polimerasa ARN
dependiente y metiltransferasa en la metilacion de la caperuza del extremo 5’ del
ARN viral. Se ha demostrado la induccion por NS5 de la transcripcion y traduccion
de la IL-8 favoreciendo la diseminacion viral. También puede inhibir la respuesta
inmune del interferon, mediante la interaccion con el transductor de sefal y
activador de la transcripcion 2 (STAT2) o por modulacion del empalme del RNA
dentro de la célula huésped(17,19, 22).

I1.5. Ciclo replicativo

La primera interaccion de los Flavivirus con las células humanas, esta mediada
por la proteina E que interactda con varios receptores de superficie celular y otros
factores de unién. Se ha demostrado que la ubiquitinacién de la proteina E es un
determinante importante de la entrada del virus, el tropismo y la patogénesis(38).
En el caso particular del VDEN se han descrito como receptores: los
glucosaminoglucanos, lectinas tipo C como DC-SING, receptores de manosa,
receptores de fosfatidilserina o proteinas de la inmunoglobulina-mucina de
linfocitos T(39,40). Una vez unido, el viribn se internaliza a la célula por
endocitosis mediada por clatrina y es transportado a endosomas tempranos o
intermedios. En los endosomas, el bajo pH induce cambios conformacionales
profundos en la proteina E que llevan a la fusién de la envoltura lipidica del virion

con la membrana del organelo y a la subsecuente liberacion de la nucleocapside
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al citoplasma celular. El desensamblaje de la capside es un proceso poco
conocido, que termina con la liberacion del genoma viral en el citoplasma y su
traduccion a proteinas en los ribosomas del reticulo endopldsmico rugoso (RER).
Dada su naturaleza monocistrénica, el genoma es traducido como una
poliproteina, procesada por la proteasa viral NS3 y proteasas del hospedero
(algunas aun desconocidas), para generar las tres proteinas estructurales C, prMy
E, y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5). Estas ultimas cumplen funciones durante la replicacién viral y ademas
modulan la respuesta innata de la célula(41-43).

La replicacion del genoma viral se lleva a cabo en invaginaciones de la membrana
del RER, que el propio virus induce, conocidos como paquetes vesiculares o
VP(29). Dentro de los VP se encuentran las proteinas NS3 y NS5 formando un
complejo. La proteina NS3 posee una funcion catalitica como proteasa, pero
presenta también funciones de helicasa; por su parte, la proteina NS5 es la
polimerasa viral ARN dependiente de ARN, y posee ademas actividad de
metiltransferasa(29,42,43). También asociada a los VP, pero por el lado del lumen
del RER, se encuentra la proteina NS1, presumiblemente cumpliendo funciones
de andamiaje para el complejo replicativo(29,44,45). Finalmente, embebidas en la
membrana del RER se encuentran las proteinas NS4A y NS4B, las cuales son
responsables de inducir la curvatura de la membrana(29,46). Una vez que el
genoma ha sido replicado a través de intermediarios de replicacion de ARN de
doble cadena, el proceso de ensamblaje comienza con la asociacién de dimeros
de la proteina C con el ARN viral progenie, seguido de la gemacién de membranas
del RER que contienen el complejo glucoproteinico prM-E. Durante el ensamblaje
y la liberacion de las particulas nacientes, proteinas del hospedero regulan el

trafico intracelular y la adicion y procesamiento de azlcares a la glucoproteina E.

Posterior al ensamblaje, los viriones inmaduros se transportan por medio de la via
secretora clasica o constitutiva, a través del aparato de Golgi hacia el espacio
extracelular. El ultimo paso en la maduracion del virion es un reordenamiento de

prM-E debido al pH acido del Golgi y a la accién de una proteasa residente de

9
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Golgi llamada furina. Las particulas virales se liberan de la célula mediante
exocitosis(43,46,47).
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Figura 2. Esquema del ciclo replicativo del VDEN(48).

II.6. Serotipos y subtipos genéticos: VDEN

El VDEN esta representado por cuatro serotipos (VDEN-1 al 4), relacionados
serologicamente, pero antigénicamente distintos. En octubre del 2013 fue
descubierto el serotipo VDEN-5, aislado de un paciente tailandés, confirmado
mediante pruebas serologicas. Este serotipo sigue el ciclo selvético a diferencia de
los otros cuatro serotipos que siguen el ciclo humano(23,49,50). Cada serotipo a
su vez se divide en genotipos, basados en la comparacion de la secuencia del gen
gue codifica para la proteina E. Se clasifican en genotipos diferentes aquellas
cepas de DEN-1, DEN-2 y DEN-3 cuyas secuencias muestran una divergencia
mayor del 6% y para los genotipos de DEN-4 la divergencia es menor del 8%. Se
han identificado 5 del VDEN 1, 6 del VDEN 2 y 4 del VDEN 3 y VDEN 4,
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respectivamente. Se plantea que esta diversidad puede atribuirse a su RNA
polimerasa, ya que al no tener actividad de correccion de pruebas, se piensa que

produce al menos una mutacion por cada replicacion de su genoma(4,51).

Tabla 1. Distribucién de los serotipos y genotipos del VDEN(52).

Serotipo | Genotipo Distribucion
| Sureste de Asia, China y Este de Africa
Il Tailandia
1 [ Malasia
IV Islas del Pacifico Oeste y Australia
vV Ameérica, Oeste de Africa y Asia
Asiatico | Malasia y Tailandia
Asiatico Il Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas
. Australia, Africa, islas del Pacifico, India y Este
Cosmopolita .
2 _ : _ _Medio
Americano Latinoamérica, Caribe, India e Islas del Pacifico
Aﬁ;ﬁgzﬂ R América, Tailandia y Vietnam
Selvatico Este de Africa y Sureste de Asia
| Indonesia, Malasia, Filipinas e islas del Pacifico
sur
3 Il Tailandia, Vietnam y Bangladesh
I Sri Lanka, India, Africa, Samoa y Tailandia
IV Puerto Rico, Latinoameérica y Tahiti
I Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, Japon y Brasil
4 I Indonesia, Malasia, Tahiti y América
I Tailandia
A Malasia

II.7. Patogénesis de lainfeccion por el VDEN

Cuando un mosquito Aedes infectado con el VDEN introduce su saliva dentro de la
piel del humano, las particulas virales son liberadas en la dermis y las células
dendriticas de Langerhans las interiorizan, lo que contribuye a la diseminacion del
virus cuando estas migran a los ganglios linfaticos, infectando los macrofagos
residentes y otras células, estas transportan el virus al sistema linfatico y vascular,

produciendo infeccién en la médula 6sea, el bazo y numerosos Organos no
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linfoides como el estébmago, el timo, los pulmones, el cerebro, el tracto

gastrointestinal, el higado, los riflones y el corazén(33).

Existen diversos factores que desempefian un papel en las patogénesis de las
infecciones dependientes del virus como del huésped, a los cuales se les atribuye
la aparicion de las manifestaciones graves del dengue. Dichos factores son: el
antigeno viral de NS1, la variacion del genoma del VDEN, el ARN subgenomico, la
potenciacion  dependiente de anticuerpos (ADE: antibody-dependent
enhancement), las células T de memoria con reaccion cruzada y los anticuerpos
anti-VDEN NS1 y la autoinmunidad(53).

La infeccion primaria causada por el VDEN suele ser asintomatica o se manifiesta
como una enfermedad febril leve, sin embargo, también puede causar cuadros

clinicos graves en algunos pacientes(54).

Una segunda infeccion por dengue en nifios mayores y adultos presentan un alto
riesgo de enfermedad grave debido a ADE. En el caso de los nifios nacidos de
madres con infeccion por virus dengue previa, poseen mayor riesgo de sufrir
enfermedad severa aproximadamente 4 a 12 meses después del nacimiento,
seguido de wun disminucion del riesgo de enfermedad grave desde

aproximadamente los 12 meses después del nacimiento(55).

La infeccion con un serotipo de dengue induce una inmunidad homotipica de por
vida y provoca también la formacién de anticuerpos heterotipicos que reaccionan

cruzadamente con el resto de los serotipos, a corto plazo.

Esta claro que las células del sistema inmunolégico y las células endoteliales (CE)
gue recubren los vasos sanguineos desempefian un papel vital en el tropismo del

VDEN y en la patogénesis grave.

Durante la infeccion por virus del dengue el sistema inmune responde con la
produccién de diversas citocinas proinflamatorias, las cuales estan relacionadas
con la patogenia de la enfermedad. La proteina viral NS1 es reconocida por los

receptores tipo toll TLR2 y TLR6 los cuales contribuyen con la expresion de

12
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citocinas proinflamatorias(56). En especial los macrofagos se convierten en uno de
los principales productores de citoquinas como IL-1(3, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-a.
Particularmente el TNF-a se relaciona con las manifestaciones hemorragicas al

favorecer la trombocitopenia y la disfuncion endotelial(57).

Las células dendriticas presentan los antigenos a los linfocitos TCD4 los cuales se
activan y cooperan con los linfocitos B produciendo respuesta de anticuerpos. La
respuesta de anticuerpos constituye un elemento critico en la patogenia de la
enfermedad(58). Esta demostrado que los anticuerpos producidos contra una cepa
no necesariamente son neutralizantes, esto se debe a diferencias entre los
epitopes del dominio Il de las proteinas de la envoltura(59). Los anticuerpos no
neutralizantes favorecen la entrada de los virus a las células mononucleares con lo

cual se amplifica la infeccion(60).

Adicionalmente la accién de estos anticuerpos heterélogos provoca la activacion
del complemento por la via clasica con el aumento de anafilotoxinas (C3a y C5a)
gue constituyen un importante mediador del aumento de la permeabilidad
vascular(61). Por otra parte, estos anticuerpos estan implicados en la aparicion de
los fendmenos hemorragicos, pues se ha descrito que existe reactividad cruzada
contra las plaguetas, células endoteliales y proteinas plasmaticas relacionadas

con la cascada de la coagulacion(62).

El virus del dengue puede infectar directamente las células progenitoras en la
médula 6sea, de esta manera suprimir la hematopoyesis; adicionalmente la
formacion de anticuerpos que reconocen por reaccion cruzada estructuras de las
plaquetas contribuye con la trombocitopenia caracteristica de esta enfermedad;
ambos efectos contribuyen con la aparicion de hemorragias pues disminuye la

produccion de plaguetas y aumenta su destruccion en periferia(63).

Adicionalmente el virus del dengue infecta provocando apoptosis y liberacion de

citocinas proinflamatorias. Estos eventos traen como consecuencia disfuncion
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endotelial y aumento de la permeabilidad vascular lo que facilita la aparicion de
fendmenos hemorragicos(64).

Finalmente durante la infeccion por el virus del dengue ocurre necrosis de los
hepatocitos secundaria a la infiltracion de este 6rgano por células del sistema
inmune como linfocitos T citotdxicos y los NK, las cuales destruyen los hepatocitos
infectados. Como consecuencia de este hecho en los pacientes se elevan las
aminotransferasas y el higado disminuye su capacidad de producir factores de la
coagulacién y proteinas plasméticas lo cual contribuye de manera decisiva a la
aparicion de fenédmenos hemorragicos(65).

Por otra parte, se asume que los virus del DEN varian genéticamente como
resultado de las presiones de seleccion apareciendo las cuasiespecies in vivo,
aunque se desconoce el grado de diversidad y la posibilidad de no estar
representadas en el aislamiento las involucradas en el incremento de la virulencia.
Estas mutaciones en el genoma del virus pueden conducir a una replicacion
aumentada del virus con una consecuente carga viral alta, un incremento de la

severidad de la enfermedad y un potencial epidémico elevado(66).

I1.8. Consideraciones clinicas

La OMS establece que la enfermedad tiene dos formas de presentacion: dengue y
dengue grave. Se identifica a un caso sospechoso de dengue como la persona
gue vive o ha viajado en los dltimos 14 dias a zonas con transmision de dengue y
presenta fiebre aguda habitualmente de 2 a 7 dias de evolucion, y dos o mas de
las siguientes manifestaciones: nausea/vomitos, exantema, cefalea/dolor retro-
orbitario, mialgia/artralgia, petequias, prueba de torniquete positiva o leucopenia; a

su vez, esta puede presentar o no cualquier signo de alarma(67).

La enfermedad se divide en tres fases clinicas: la primera fase, llamada fase febril,
comienza después de un periodo de incubacion de 2 a 8 dias, en el que puede
aparecer un cuadro febril inespecifico, la forma tipica se expresa con sintomas
como fiebre alta, cefalea (especialmente retro-ocular), mialgias y artralgias(68).

Ademas, puede ocurrir inflamacion de los ganglios linfaticos y erupciones en la piel
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que pueden ir desde un rash exantematico escarlatiniforme hasta francas
petequias, aunque en hasta el 80 % de los casos la enfermedad puede ser
asintomatica o leve, incluso pasando desapercibida(69).

La desaparicion de la fiebre, da inicio a la fase critica, donde aparecen los signos
de alarma de la enfermedad como dolor abdominal, vémito, sangrado de mucosas,
alteracion del estado de consciencia, trombocitopenia, y las manifestaciones de
dafio de organo (hepatopatias, miocarditis, encefalopatia), el shock por
extravasacion de plasma o el sangrado severo (normalmente asociado a
hemorragias de vias digestivas). Si el paciente sobrevive a esta fase, la siguiente
es la fase de recuperacion, que puede durar desde unos dias hasta varios meses
y en la cual hay una elevacion del recuento plaquetario y de linfocitos,
estabilizacion hemodinamica y restablecimiento del resto de las funciones del

organismo(70).

[1.9. Diagndstico virologico de la infeccion por el VDEN

Existen varios métodos para el diagnostico virologico de la infeccion por el VDEN.
Estos pueden clasificarse como directos, si identifican las particulas virales
completas o proteinas que actian como antigenos; o indirectos si identifican la
respuesta inmune que induce la infeccion por el virus (presencia de anticuerpos
especificos). También se pueden clasificar de acuerdo con su fundamento en

técnicas de aislamiento viral, inmunoldgicas y moleculares(9).

De manera general, se utilizan como muestras para el diagndstico virolégico de la
infeccion por el VDEN: suero, plasma, sangre entera, liquido cefalorraquideo
(pacientes con infeccidén presuntiva y con manifestaciones clinicas en el sistema
nervioso central, como encefalopatia y meningitis aséptica), asi como tejidos

fijados de higado, rifién, bazo y pulmaén, utiles para diagnéstico post mortem(71).

[1.9.1. Técnicas de aislamiento viral e identificacion viral
Cuatro sistemas de aislamiento viral han sido usados para el virus dengue,

inoculacion intracerebral en ratones de 1-3 dias de edad, cultivos de células de
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mamiferos, inoculacion intratoracica de mosquitos adultos y el uso de cultivos de

células de mosquito(2,72).

La inoculacioén intratoracica de mosquitos es la técnica de mayor sensibilidad para
el aislamiento del VDEN mientras que la inoculacién de ratones lactantes por via
intracerebral, ha sido de los sistemas biologicos el mas empleado en el
aislamiento del virus dengue, a pesar de su baja sensibilidad(72).

Se han empleado lineas celulares de mamiferos como la Vero (riibn de mono
verde africano), BHK-21 (rifion de hamster recién nacido), LLCMK2 (rifion de
mono) para el aislamiento viral. Sin embargo, las lineas celulares obtenidas de
mosquitos son las mas sensibles y de amplio uso: AP61 (Aedes
pseudoscutellaris), Tra-284 (Toxorrhynchites amboinensis), C6/36 (Aedes
albopictus), AP64 y CLA-1 (clonos de wuna linea celular de Aedes
pseudoscutelaris), NIV-AA-706 (obtenida de larvas de Aedes Aegypti). La sublinea
celular C6/36HT (alta temperatura, del inglés -high temperature) esta adaptada a

crecer a 33° C y muestra una gran sensibilidad al virus DEN(73,74).

El aislamiento viral no se usa para el diagndstico habitual ni es un requisito para la
confirmacion del diagnostico, debido a la complejidad técnica, los costos y la
bioseguridad necesaria para realizarla. Sin embargo, es importante aislar cepas
cuyo genotipo y fenotipo se puedan caracterizar y que puedan servir como

referencia y controles para las pruebas serologicas y moleculares.

Como método de eleccién para la identificacion del VDEN se encuentra: la
IFA(Indirect ~ Fluorescent Antibody), ; con anticuerpos monoclonales
seroespecificos, producidos en cultivos tisulares o liquido ascitico de ratones e

IgG conjugada fluoresceina-isotiocianato(2).

[1.9.2. Técnicas seroldgicas
Los métodos seroldgicos se basan en la deteccion de la respuesta inmunitaria a la
infeccion viral, en particular, los anticuerpos que se detectan principalmente en

suero y LCR en los casos de enfermedad neuroldgica. La sensibilidad de los
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métodos seroldgicos depende, sobre todo, de la dinamica temporal de la
produccién de anticuerpos(75,76).

Puede hacerse por: prueba de inmunocaptura enzimética de la inmunoglobulina M
(MAC-ELISA) e inmunoglobulina indirecta G (ELISA). inhibicibn-hemaglutinacion
(IH), fijacion de complemento (FC), neutralizacién por reduccion de placas
(PRNT) y deteccién de antigeno de proteina no estructural del dengue (NS1
ELISA)(2).

Se han desarrollado diferentes ensayos inmunoenzimaticos sobre fase sdlida
(ELISA), (del inglés -enzime linked immunosorbent assay) para la deteccion de
IgM e 1gG en el diagnéstico del VDEN. Estos sistemas son econdmicos, rapidos,
faciles de ejecutar y muestran a su vez sensibilidad y especificidad elevada. La
sensibilidad de la IgM se encuentra entre un 90 a 97% comparado con la IH.
Algunas reacciones falso-positivas pueden observarse en menos del 2% de los
casos(77).

Durante una infeccion primaria, los individuos desarrollan IgM después de 5-6
dias y anticuerpos IgG luego de 7-10 dias. En la infeccién secundaria los niveles
de IgM son mas bajos y en algunos casos ausentes y los niveles altos de IgG son
detectables incluso durante la fase aguda. Ellos estan presentes por dos y tres
meses. Los titulos altos de IgG son un criterio de infeccion secundaria(77,78).

El método de ELISA de inhibicion (MEI) permite la deteccién vy titulacién de las
inmunoglobulinas totales contra el VDEN. De esta forma empleando sueros pares
es posible clasificar el caso como primario o secundario(9).

La deteccidén de anticuerpos neutralizantes mediante la PRNT, es considerada el
ensayo de referencia para la deteccion serolégica de infecciones arbovirales(79).
La PRNT, al igual que otras pruebas de neutralizacion, se basa en la capacidad de
los anticuerpos séricos de las personas infectadas de inhibir (es decir, neutralizar)
la infeccién viral en cultivos celulares. Proporciona el parametro biolégico de la
neutralizacion del virus in vitro. Ademas es la prueba serolégica mas especifica
entre los flavivirus, y serotipo-especifica entre los VDEN. Este método correlaciona

los niveles de proteccion del suero frente a la infeccién(80,81).
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La IH y la FC no permiten la determinacion del serotipo infectante.
Frecuentemente es dificil de establecer el serotipo infectante especifico debido a
las reacciones cruzadas en los pacientes con inmunidad heterotipica preexistente.
En el caso de infecciones del VDEN secuenciales, la respuesta de anticuerpo al
virus infectante inicial puede exceder a la del tipo infectante actual (pecado
original)(32,78).

11.9.3. Técnicas moleculares

En los dltimos afios ha aumentado el nUmero de investigaciones en las que se
usan métodos moleculares, ya que estos facilitan la deteccion y diagndstico
oportuno de la infeccion por VDEN.

Las técnicas moleculares permiten la deteccion directa del virus y el resultado se
obtiene en poco tiempo, por lo que son mas sensibles y especificas, si las
comparamos con otros tipos de técnicas como las celulares y serologicas.
Constituyen una herramienta de gran importancia para la vigilancia
epidemiologica, especificamente para la serotipificacion y la determinacion de los
serotipos circulantes, ya que las técnicas moleculares pueden ser mas confiables
gue las basadas en anticuerpos, debido a que estas Ultimas pueden presentar
reacciones cruzadas con otros serotipos o0 incluso con virus de otras
familias(82,83).

Entre las técnicas moleculares se destaca la PCR con transcripcion reversa (RT-
PCR), usada solo para la serotipificacion, y la RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR),
usada para la serotipificacion y para la evaluacion de la carga viral. La RT-PCR
consiste en una transcripcion reversa inicial, en la que el ARN viral, mediante la
accion de la enzima transcriptasa reversa, se convierte en ADN copia, y a partir de
éste se realiza una PCR convencional en la que se amplifica una regién

conservada del genoma del virus dengue(84-86).

La RT-PCR es la técnica molecular que mas se utiliza en los estudios de deteccion

del virus en cualquiera de sus serotipos circulantes(84).
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La RT-RCP convencional constituye un método sensible, especifico y muy rapido
para el diagnostico del VDEN. La RT-RCP puede detectar el ARN viral en
muestras de suero, células de cultivo, sobrenadantes celulares, mosquitos, larvas
infectadas, asi como muestras de tejidos frescos y fijados con formalina e
incluidos en parafina tomadas de fallecidos(73).

La gRT-PCR combina los principios de una PCR convencional con el uso de
marcadores fluorescentes. En el caso del virus dengue, esta técnica comparte los
primeros pasos de una RT-PCR convencional: extraccion de ARN y transcripcién
reversa, pero el “punto final” es diferente, pues no necesita visualizacion en un gel
sino que se observan las curvas de amplificacion y se obtiene un resultado
cuantitativo(87). En esta técnica se emplean cebadores especificos para cada
serotipo del virus dengue y fluorocromos como | SYBR Green o sondas tipo
TagMan marcadas con fluorocromos, los cuales emiten fluorescencia a medida
gue se amplifica el genoma viral presente en la muestra. Por esta razon, la
cantidad de fluorescencia que se emite es proporcional a la cantidad de ADN
copia inicial de la muestra. Esta prueba puede ser de tipo “singleplex”, en la que
se detecta un solo serotipo o “multiplex”, en la que se identifican los cuatro
serotipos(88,89).

Esta prueba ha demostrado que no so6lo es mas rapida que la convencional, sino
gue presenta mayor sensibilidad y permite la cuantificacion de los acidos nucléicos
amplificados convirtiéndose en una herramienta muy util para la determinacion del

rol de la viremia en la patogénesis del VDEN(90).

Actualmente, también ha ocurrido el desarrollo de técnicas moleculares como la
secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing [NGS]), la cual
ha permitido secuenciar gran cantidad de segmentos de ADN de forma masiva y
en paralelo, en menor cantidad de tiempo y a un menor costo por base. Es una
tecnologia de secuenciacién de ADN en paralelo profunda y de alto rendimiento y
constituye un enfoque poderoso que ha mejorado la deteccién de patégenos para

aplicaciones de diagnaéstico y vigilancia(91).
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lll. OBJETIVOS

Objetivo General

1. Caracterizar las propiedades biologicas y moleculares de los aislamientos
de VDEN-1 en Cuba, 2020-2022.

Objetivos especificos

1. Describir el efecto citopatogénico y la cinética de multiplicacion viral en
diferentes lineas celulares de mosquitos.

2. Determinar el tamafo de las placas virales y evaluar la neurovirulencia en
ratones lactantes.

3. Caracterizar molecularmente los aislamientos.
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IV.1. Tipo de investigacion, disefio de estudio y contexto

Se realizé un estudio descriptivo con base en el Laboratorio Nacional de
Referencia de Arbovirus, del Departamento de Virologia, del Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri. La investigacion pertenece al Proyecto Dengue en Cuba
2017-2021.

IV.2. Definicion de universo

Formaron parte del universo 5 de los aislamientos de VDEN-1 identificados en el
periodo del 2020-2022, en el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus, del
Departamento de Virologia, del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (IPK).

IV.3. Consideraciones Eticas

El presente estudio se enmarca dentro del proyecto de ciencia y técnica Proyecto
Dengue en Cuba 2017-2021, aprobado por los comités Cientifico y de Etica
Médica del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (Anexo 1, 2). El estudio se
realiz6 de acuerdo a los principios éticos expresados en la Declaracion de
Helsinki(92). En lo que refiere al correcto cuidado y manejo de los animales de
experimentacion se siguio lo dispuesto por el Comité Institucional para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) que se basa en las pautas
internacionales para las investigaciones biomédicas de este tipo. En su contenido
se considera la proteccion del bienestar animal, el control del estrés, el dolor y el
punto final humanitario. Para ello se utlizaron como referencia las guias

siguientes:

e DIRECTIVA 2010/63/UE DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL
CONSEJO de 22 de septiembre de 2010 relativa a la proteccion de los
animales utilizados para fines cientificos(93).

e Regulacion No. 64/13 Lineamientos para la constitucion y funcionamiento
de los comités institucionales para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio (CICUAL)(94).
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investigacion biomédica: aspectos éticos, biomédicos y legales(95).

IV.4. Cepas virales

En la tabla 2 se presentan la caracteristicas de las cepas virales empleadas en el

estudio.

Tabla 2. Datos de interés de las cepas VDEN-1 empleadas en el estudio.

Cepas virales Clasificaciéon Historia de Lugar de Ano de
VDEN-1 clinica pases aislamiento | aislamiento

219/20 Dengue sin 1P Vero La Habana 2020
signos de alarma | E6/3P C636
HT/2BHK21

872/20 Dengue sin 1P Vero La Habana 2020
signos de alarma | E6/3P C636
HT/2BHK21

888/20 Dengue con 1P Vero La Habana 2020
signos de alarma | E6/3P C636
HT/2BHK21

520/21 Dengue sin 1P Vero La Habana 2021
signos de alarma | E6/3P C636
HT/2BHK21

636/22 Dengue con 1P Vero La Habana 2022
signos de alarma | E6/3P C636
HT/2BHK21

IV.5. Lineas celulares

Fueron utilizadas las lineas celulares de mamiferos y mosquitos. La linea celular
de mamifero fue la BHK-21, mientras las de mosquitos fueron las C6/36 HT y las
APG61.

La linea celular BHK-21 clono 15 (rifidn de Hamster) obtenida a partir de la linea
BHK-21 clono 13 (ATCC 1992) y donada al laboratorio de Arbovirus por el Prof.
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S.B. Halstead (Director Cientifico de la Iniciativa para la Vacuna Pediatrica de
Dengue) se emple6 en la técnica de placas para la titulacién viral y la
determinacién de anticuerpos neutralizantes. Las células se cultivaron a 37 °C en
frascos plasticos estériles de 75 cm? con medio MEM suplementado con 1% de
aminoacidos no esenciales (100X) y 10% de SFBI. Las células se pasaron
semanalmente a una razon de pase de 1:8. Para la realizacion de ambas técnicas

se prepararon suspensiones celulares a una concentracion de 2 x 105 células/mL.

Linea celular de mosquito C6/36 HT (Aedes albopictus), obtenida por Kuno y
Oliver en 1989 a partir de la linea celular C6/36 de Igarashi y donada a nuestro
laboratorio por el Dr.J.Diaz del Laboratorio Departamental de Medellin, Colombia,
empleada para la evaluacion de la cinética de crecimiento viral crecié en MEM,
suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (100X), 2mM de glutamina,
antibidticos (penicilina 100 UlI/mL y estreptomicinal00 mg/mL) y 10% de suero

fetal bovino (SFB) inactivado.

La linea celular AP-61 (Aedes pseudoscutellaris) donada por el profesor M.G.R.
Varma del London School of Tropical Medicine and Hygiene, la cual crece a 28°C
en medio MM/VP-12, suplementado con SFBI 10 %. El medio de mantenimiento
consistié en medio L-15 con 10 % de una solucion de caldo triptosa fosfato 2,9 % y
SFBI 2 %.

Todas las lineas celulares fueron suministradas por el Laboratorio de Cultivo de
Células del IPK.

IV.6. Preparacién de los lotes virales de los aislamientos de VDEN-1.

1. Se inocularon frascos plasticos estériles de 25 cm? con monocapa confluente
de células C6/36 HT de 24 a 48 h de sembradas, con 500 pL de la dilucion de
las cepas de VDEN-1 utilizadas en el estudio. Todas las cepas presentaban un
pase en C6/36 HT se inocularon a una multiplicidad de infeccién de 0,01,

empleando medio de mantenimiento (MEM, Gibco, EUA) con L-glutamina 200
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nmol/l al 1%, SFBI al 2%, antibiético (Penicillin 10.000 Ul/ml y Streptomycin 10,
000 pg/ml) al 1%.

2. Las monocapas celulares inoculadas se incubaron durante una hora a sus
temperaturas respectivas para facilitar la entrada del virus a la célula.

3. Posteriormente se afiadieron 5 mL de medio de mantenimiento a cada uno de
los frascos plésticos.

4. Los cultivos infectados con las diferentes cepas se incubaron durante 7 dias a
las temperaturas correspondientes de acuerdo con la linea celular y se
observaron diariamente a través de un microscopio invertido Olimpus CK con
aumento 40x para detectar la aparicion del ECP.

5. Cuando la multiplicacion viral se confirmo, los frascos plasticos fueron
congelados a -86 °C previa adicion de SFBI al 2%. Finalmente los cultivos se
descongelaron de forma rapida a 37 °C y se distribuyeron en alicuotas de 200

ML.

IV.7. Determinacion del titulo viral
Para la determinacién del titulo infectivo de los aislamientos VDEN-1 se emple¢ la

linea celular BHK-21.

1. Se prepararon diluciones seriadas en base 10 a las cepas virales desde 10™
hasta 1073

2. Se afadieron 0,5 mL de la suspension de células BHK-21 a cada pozo de las
placas plasticas estériles de 24 pozos. Las células se dejaron en reposo por
una hora a temperatura ambiente.

3. Se inocularon 50 pL de cada dilucion viral a las células y se incubaron durante
cuatro horas a 37 °C en incubadora de CO; al 5%.

4. Se afadieron 0,5 mL de medio Overlay y se incubaron a 37 °C por 7 dias en
incubadora de CO; al 5%.
Luego de la incubacién se descartd el medio y las monocapas celulares se
lavaron con agua corriente. A cada pozo de la placa plastica se le afiadi6é 0,5

mL de la solucion colorante Naphthol Blue Black (NBB). Después de 30
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minutos lavar con agua de nuevo. Las placas pueden ser contadas
inmediatamente o cuando se sequen(72).

Para conocer el titulo infectivo de los virus titulados se aplico la siguiente férmula:
Titulo (ufp/ml)= (P x Fd)/VI donde:

P: Promedio del numero de placas virales obtenido en la dilucién en que se

contaron las mismas.
Fd: Representa la dilucion viral en que se contaron las placas (Factor de dilucién).
VI: Factor volumen de inoculo.

IV.8. Determinacion de las propiedades bioldgicas de las cepas aisladas.

Procedimientos.

IV.8.1. Efecto citopatogénico (ECP) en las lineas celulares C6/36-HT y AP-61

Frascos plasticos estériles de 25 cm? con monocapa confluente de células C6/36
HT y AP-61 se inocularon con las 5 cepas de VDEN-1 en estudio, a una
multiplicidad de infeccion de 0.01. Luego de 1 hora de adsorcion, se adicionaron
5ml de medio de mantenimiento. Después fueron incubadas por 7 dias a sus

respectivas temperaturas, observandose diariamente el ECP.
IV.8.2. Determinacion del tamafio de las placas

Las placas virales fueron evaluadas segun su tamafio. Se consideraron pequefas
todas aquellas con un diametro <1 mm y grandes aquellas con un diametro > 1

mm.
IV.8.3. Determinacidn de la neurovirulencia en ratones lactantes

Para la determinacion de la neurovirulencia en ratones lactantes se emplearon 16
familias de 9 ratones lactantes de 24 h de nacidos, BALB/c procedentes del Centro
para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba).

Los animales permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura (21-24
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°C), humedad (20-25 %), ciclo alternativo de luz /oscuridad de 12 horas, y
recibieron alimentacion y agua. La realizacion del procedimiento se efectu6 en el
Bioterio del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, cumpliendo con las guias
internacionales y nacionales, mencionadas anteriormente, estipuladas en nuestro
instituto y manteniendo las condiciones 6ptimas para dicho proceder, evitando

todo dafio innecesario.

Se inocularon por via intracerebral con 0.02 ml de las diluciones seriadas en base
10 de las cepas diluidas en medio 199 con 2 % de SFBI. Los ratones se
observaron diariamente por 21 dias en busca de signos de enfermedad o muerte.
El titulo viral se calculé con el método de Reed y Muench(96). La neurovirulencia
se considero de acuerdo con la relacion DL50/titulo infectivo (ufp/mL). Las muertes
ocurridas en las primeras 24 a 48 horas no fueron consideradas a los efectos del

estudio.

IV.9. Determinacion de las propiedades moleculares de las cepas aisladas.
Procedimientos.

A patrtir de los lotes virales de cada cepa se realizé extraccion de ARN y PCR a
punto final del protocolo ViGenDA para amplificar el producto de TR-PCR, se
comprob6 el producto de este mediante electroforesis en gel de agarosa y se
realiz6 la purificacion del mismo. Posteriormente se obtuvo la reaccién de
secuencia, se purificd y finalmente se obtuvieron las secuencias de las cepas,
estas fueron editadas en el programa Sequencher version 4.10.1. (Anexo 3,
4)(97).

Para el analisis filogenético de las secuencias de VDEN 1 se empleé la plataforma
NGphylogeny.fr, la cual realizé el alineamiento de las secuencias y construyé el
arbol filogenético empleando como mejor método de ajuste de los datos el modelo
PhyML Newick tree. Se emplearon secuencias de VDEN-1 de Cuba de afios

anteriores y secuencias obtenidas de la base de datos GenBank.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron los siguientes lotes virales a partir de los cuales se realizo la
caracterizacion biolégica y molecular de los aislamientos de VDEN-1 en Cuba en
el periodo 2020-2022:

R

% 219/20 2P C6/36 HT
872/20 2P C6/36 HT
888/20 2P C6/36 HT
520/212P C6/36 HT
636/22 2P C6/36 HT

o

o

X3

A

e

S

Titulacion viral de VDEN-1 del periodo de 2020-2022

Se determiné el titulo infectivo de los aislamientos VDEN-1. Los mayores titulos
virales se presentaron en los aislamientos 888/20 y 636/22, como se muestra en la
tabla 3.

Tabla 3. Determinacion del titulo infectivo de los aislamientos VDEN-1.

Aislamientos VDEN-1 Titulos virales (UFP/ml)
219/20 1.4x10
872/20 7.3 x10°
888/20 1.7 x10*
520/21 2.4 x10°
636/22 1.4 x10"
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V.1. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LAS CEPAS VDEN-1

V.1.1. ECP en las lineas celulares C6/36-HT y AP-61
La infeccién de cultivos de células de mosquitos con flavivirus puede manifestarse
con un marcado ECP, caracterizado por una extensa fusion; aunque no todas las

cepas son capaces de producir sincitios(98).

En nuestro estudio se observé de forma general que en las 5 cepas de VDEN-1, y
en las dos lineas celulares empleadas, la formacién de un ECP leve, dado por un
aumento de la refractabilidad de las células y redondamiento de las mismas. En el
caso de las cepas 219/20 y 636/22 se manifestd la formacion de conglomerados
de células, similares a sincitios, en ambas lineas celulares. Dichas cepas
presentaron una mayor intensidad y rapidez en la aparicién y desarrollo del ECP,
pues al tercer dia ya evidenciaban la forma de sincitios en el 25% de la monocapa
celular, con una expresion maxima al séptimo dia posinoculacion. En cuanto a las
otras cepas el ECP se evidencié al sexto dia posinoculacién. Todas las cepas
fueron sometidas a igual nimero de pases. De manera general, se observo la
presencia de 2 patrones de comportamiento, las cepas 872/20, 888/20 y 520/21
pudieron ser agrupadas por mostrar un ECP de progresion lenta, por su parte, las
cepas 219/20 y 636/22 mostraron una progresion mas rapida. Estas ultimas se
corresponden con el aislamiento que inicio la transmision de dengue en el 2020 y
la otra con una cepa aislada en el 2022. Esto ha sido reportado para cepas de
diferentes serotipos como VDEN-2 y VDEN-3 en estudios realizados por otros
investigadores(99-101). No todas las cepas fueron capaces de producir sincitios,
lo cual es una caracteristica biolégica inherente a cada cepa, pues fueron aisladas
e inoculadas en las mismas lineas celulares y tenian la misma historia de pase al

realizar el estudio.

Aunque actualmente se reportan lineas celulares linfociticas para la multiplicacion
de virus dengue(102), siguen siendo las lineas celulares de mosquitos las mas
utilizadas para el aislamiento y multiplicacibn de estos, asi como para su

caracterizacién bioldgica.
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V.1.2. Determinacién del tamafio de las placas

La tabla 4 muestra los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de las placas
virales segun su tamafio. Las cepas 219/20, 872/20 y 888/20 se consideraron
como grandes, con diametros mayores a 1 mm, a diferencia de las cepas 520/21 y
636/22, que se consideraron como pequefias con un didmetro menor a 1 mm. El
momento de aparicion de las placas fue igual para todas las cepas (séptimo dia
posinoculacion), a pesar de mostrar diferencias entre ellas en la aparicion del ECP

y en su titulo infectivo.

Las placas pequeifias han sido consideradas como un posible marcador de
atenuacion y con cepas no productoras de un cuadro clinico de
severidad(101,103). Sin embargo la cepa 636/22 se asoci6 a un cuadro clinico con
signos de alarma.

En cuanto a las cepas con placas grandes, es importante destacar que la cepa
888/20 se caracterizé por el mayor titulo viral de las cepas en estudio, sin embargo
presentd un ECP de progresion rapida.

Tabla 4. Determinacion del tamafio de las placas.

Aislamientos VDEN-1 Tamano placa viral

219/20 Grandes
872/20 Grandes
888/20 Grandes
520/21 Pequefias
636/22 Pequefias

V.1.3. Determinacién de la neurovirulencia en ratones lactantes

Todas las cepas de VDEN-1 del estudio mostraron un indice de mortalidad mayor
del 50%. Pudo observarse que las familias de ratones inoculados con las cepas
219/20 y 888/20 mostraron el mayor indice de mortalidad; mientras que la cepa
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520/21 mostré menor efecto de neurovirulencia a pesar de que el estudio se repitid
en dos ocasiones. (Tabla 5)

Tabla 5. Determinacién neurovirulencia en los ratones lactantes inoculados segun

el método de Reed y Muench.

Aisla- Dilu Rato- Sobrev. Muerto Total Total Relaciéon %Mortali-
mientos nes S Sobrev. Muertos dad

VDEN-1 ci6é inocu-
n lados

219/20 10! 9 0 9 0 27 27/27 100
10°% 9 0 9 0 18 18/18 100
10° 9 0 9 0 9 9/9 100
872/20 10t 9 0 9 0 26 26/26 100
10°% 9 1 8 1 17 17/18 94
10° 9 0 9 1 9 9/10 90
888/20 10t 9 0 9 0 27 27127 100
10°% 9 0 9 0 18 18/18 100
10° 9 0 9 0 9 9/9 100
520/21 10t 9 2 6 2 21 21/24 88
10°% 9 1 8 3 15 15/18 83
10° 9 2 7 5 7 7/12 58
636/22 101 9 0 9 0 24 24/24 100
10% 9 0 9 0 15 15/15 100
10° 9 3 6 3 6 6/9 67

Las cepas que mostraron un mayor porciento de mortalidad se correspondieron: a
una cepa aislada al inicio del 2020 y la otra a un aislamiento procedente de un
paciente con un cuadro clinico de dengue con signos de alarma. Se conoce que la
neurovirulencia en ratones lactantes constituye un marcador fenotipico que indica
una mayor virulencia de las cepas (99,104). En nuestro estudio es significativo que
la cepa 219/20 fue aislada de un paciente con cuadro clinico de dengue sin signos
de alarma y tuvo un 100% de mortalidad.
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V.2. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS CEPAS VDEN-1

V.2.1. Determinacion de las propiedades moleculares de las cepas aisladas
en el periodo 2020-2022.

Una vez obtenidas las secuencias de las 5 cepas de VDEN-1, aisladas en nuestro
pais en el periodo del 2020-2022, se realiz6 el alineamiento de las secuencias y
se construyo el arbol filogenético (Figura 3). Para ello se emplearon secuencias de
VDEN 1 de Cuba de afos anteriores y secuencias obtenidas de la base de datos
GenBank. Como resultado del analisis de la secuencia aminoacidica de las cepas
de VDEN-1 en estudio se encontraron los cambios que se muestran en la Tabla 6.
Solo la cepa 872/20 presentd en la posicion 1730 el cambio de metionina por
treonina, sin embargo fue la Unica cepa que no mostré el cambio de asparagina
por acido aspartico en la posicion 1420. Las cepas 520/21 y 636/22 no

presentaron el cambio de treonina por isoleucina en la posicion 1322 (Tabla 6).

En el periodo 2020-2022 es la segunda vez que el VDEN-1 circula en el pais de
forma epidémica. Este serotipo no circulaba en el pais desde 1977, donde el
44,6% de la poblacion quedo inmune al mismo(105). En el periodo 2010-2014 solo
se detect0 este serotipo en casos importados (Guantanamo 2010 y La Habana
2013-2014)(9).

Al comparar la secuencia de los 5 aislamientos de VDEN-1 del periodo 2020-2022
con secuencias cubanas de casos importados del periodo de 2010-2014 y con
secuencias de VDEN-1 de la region obtenidas de la base de datos de GenBank,
se encontré que todas las cepas cubanas del estudio y las cubanas de periodos
anteriores se encuentran dentro del genotipo V. Estos resultados son consistentes
con lo que se conoce de VDEN-1 en Cuba y en otros paises de América(106—
109). Las cepas cubanas del estudio se agruparon en clados diferentes. Las cepas
219/20, 888/20, 520/21 y 636/22 presentaban una mayor homologia con una cepa
cubana secuenciada en el afio 2022, originandose a partir de una cepa procedente
de Venezuela del afiio 2015. La cepa 872/20 se agrupa en otro clado con una

mayor homologia con otras cepas cubanas correspondientes al afio 2022. Los
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clados en los que se agruparon las cepas del estudio tienen como ancestro comun
una cepa de Cuba del afio 2010 (Figura 3).

Segun la informacion brindada por el arbol filogenético se aprecia que la cepa de
Cuba del afio 2010 se dispers6 por algunos paises de Suramérica y
posteriormente ocurrieron reintroducciones de esta misma variante en nuestro

pais.

Resulta significativo sefialar que el aislamiento de VDEN-1 correspondiente a la
epidemia cubana de 1977, se agrup6 dentro del genotipo I, relacionandose
genéticamente con la cepa de Referencia Hawaii/1943, lo cual diferia de otros
aislamientos del Caribe, obtenidos entre 1977 y principios de los afios 80 (110).

Para precisar el origen exacto de los 5 aislamientos de VDEN-1 del periodo 2020-
2022, sera necesario secuenciar un namero mayor de muestras de dicho periodo.

Tabla 6. Cambios en la proteina de la envoltura (E) de las cepas de VDEN-1 en

estudio.
Cambio Aislamientos
aminoacido VDEN-1
(posicién)
219/20 872/20 888/20 520/21 636/22
S—N (863) + + + + +
D—N (949) + + + + +
I—L (1180) + + + + +
S—T (1304) + + + + +
T—1(1322) + + +
N—D (1420) + - + + +
M—T (1730) + - -
I—V (1810) + + + + +
A—T (1945) + + + + +
I—V (1978) + + + + +
R—K (2021) + + + + +
I—V (2155) + + + + +
1—V (2209) + + + + +
V-l (2221) + + + + +
L—M (2290) + + + + +
+: Presentan la mutacion  -: No presentan la mutacién
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Figura 3. Arbol filogenético que muestra secuencias de DENV-1 de Cuba de afios
anteriores y secuencias obtenidas de la base de datos de GenBank, alineadas con
secuencias de DENV-1 de 5 aislamientos de DENV-1 correspondientes a los afios
2020, 2021 y 2022. En el arbol se muestra en color azul secuencias de genotipo |,
en color fucsia secuencias del genotipo IV y la ramas de color verde representen el
genotipo V de DENV-1, dentro de estas ultimas se encuentran sefialadas de color

rojo las secuencias cubanas analizadas en este trabajo.
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A continuacién resumimos en una tabla las caracteristicas biologicas y

moleculares de las 5 cepas VDEN-1 (Tabla 7) .

Tabla 7. Resumen de las caracteristicas biolégicas y moleculares de los

aislamientos VDEN-1.

Aisla- Clasifica- ECP Tituloviral Tamafio % Cambios Genoti- Clado
mientos cfiir?i::la (Tmo (UFP/ml)  delas mortalida aminoacidi- po
VDEN-1 dia) placas d ratones cos
lactantes
219/20 DSSA XXX 1.4x10 Grandes 100 \% 2
872/20 DSSA X 7.3x10°  Grandes 90 (H)M-T V 3
(1730)
(- )N—D
(1420)
888/20 DCSA X 1.7 x10*  Grandes 100 Vv 2
520/21 DSSA X 2.4 x10°  Pequefia 58 ()Tl % 2
S (1322)
636/22 DCSA XXX  1.4x10* Pequefia 67 () T—l % 2
S (1322)

Leyenda: (+): Presentan la mutacién
(-): No presentan la mutacion
DSSA: Dengue sin signos de alarma
DCSA: Dengue con signos de alarma

Como observamos en ella existe un patron heterogéneo entre estas cepas del
mismo serotipo. Parte de las caracteristicas evaluadas sugieren que las cepas
219/20 y 636/22 muestran un patron diferente en su multiplicacion en las lineas

celulares evaluadas y en su mortalidad mayor del 50% en ratones lactantes. Sin
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embargo las caracteristicas moleculares evaluadas en la secuenciacion de la

proteina E no lo avalan asi.

Los resultados de este estudio apuntan a la presencia de virus con diferentes
caracteristicas lo cual sugiere la posibilidad de que un virus experimente cambios
durante la evolucion de una epidemia, estos cambios pueden estar condicionados
tanto por la introduccion de nuevas variantes asi como modificaciones ya que
VDEN puede experimentar mecanismos de variabilidad genética como mutaciones
y recombinaciones durante el transcurso de la transmisién. Un hallazgo similar fue
reportado por Rodriguez y colaboradores, tras el estudio de diferentes cepas de
VDEN-2 (epidemia 1997) y de VDEN-3 (epidemia 2001-2002) al demostrar
cambios aminoacidicos en las proteinas no estructurales del virus para VDEN-2 y

en las estructurales y no estructurales para VDEN-3 (99,100).

Las diferencias en las propiedades biologicas pueden ser explicadas por la
introduccion de nuevas variantes de VDEN-1 o por mecanismos de variabilidad
genética. Todas las cepas de estudio provienen de pacientes sintomaticos leves,
por lo que seria necesario llevar a cabo el aislamiento de VDEN de muestras de
pacientes sintomaticos graves que hayan desarrollado patologias asociadas a
infeccion por VDEN (hepatopatias, miocarditis, encefalopatia) para apoyados por
estudios de secuenciacion nucleotidica y la evaluacion de otras propiedades
biologicas, definir si realmente el virus experimenta cambios con la progresion de
la epidemia y determinar si esta variabilidad es condicionada por cambios
genéticos. Por tanto, sera necesario realizar la secuenciacion completa de estos 5
aislamientos para explicar las divergencias encontradas en algunas de las

propiedades bioldgicas.
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VI. CONCLUSIONES

Los 5 aislamientos de VDEN-1 manifestaron un comportamiento similar en
las lineas celulares C6/36-HT y AP-61, mostrando la cepa 636/22 el ECP
de mayor intensidad y un titulo viral superior.

Se observaron dos patrones en relacion al tamafio de placas y las cepas
mas neurovirulentas fueron la 219/20 y la 888/20 que podrian sugerir
cambios biolégicos entre ellas.

Todas las cepas se agruparon en el genotipo V, en clados diferentes junto a
cepas de Cuba de afios anteriores y las diferencias aminoacidicas
encontradas entre ellas no explican las diferencias encontradas en la
caracterizacion biolégica de las mismas.

Existe una variabilidad en el comportamiento de las cepas de VDEN-1,
aisladas en el periodo estudiado, sugiriendo la posibilidad de que un virus
experimente cambios durante la evolucion de la transmision ya sea por la
introduccion de nuevas variantes o por el desarrollo de mecanismos de

variabilidad genética.
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VIl. RECOMENDACIONES

= Realizar el aislamiento de otras cepas de VDEN-1 a partir de muestras de
individuos sintomaticos y asintomaticos y a partir de muestras colectadas
en diferente periodo de la transmision.

= Evaluar otras caracteristicas biologicas de las cepas como la sensibilidad a
la temperatura y la cinética de multiplicaciéon viral en lineas celulares de
mamiferos y mosquitos.

= Evaluar otros modelos animales que permitan demostrar el papel de los
cambios encontrados.

= Realizar la secuencia nucleotidica completa de las cepas de VDEN-1
aisladas.
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Anexol. Aval de Comision Cientifica Especializada de Microbiologia.
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Pedro Kouri

INSTITUTD DE MEDICRIA TROPICAL PEDRO KOURI (IFED)

AVAI DE LA COMISION CIENTIFICA
ESPECTALIZADA DE MICROBIOLOGIA
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Anexo 2. Aval del Comité de Etica de la Investigacion
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Pedro Kouri
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Dl Diamisl Gonzaler Fubico
Vicepresidenta CEIIPE




ANEXOS

Anexo 3. Cebadores para RCP-TR

Oligonucleétido Secuencia

DENV-1 PCR-F AGC ACA TGC YAT AGG AACATCC

DENV-1 PCR-R GCT GAT CGA ATT CCACACACRCC

Anexo 4. Cebadores para la secuenciacion de VDEN-1

‘ Serotipo ‘ Oligonucledtido Secuencia

VDEN-1 | D1SEQ1 GCY ATA GGA ACA TCC ATC ACY CAG
DISEQ2 ACG TGT GCY AAG TTY AAG TGT GT
DISEQ3 AAG ACA GCT CAT GCA AAG AAR CAG
D1SEQ4 TTG GTG AGA GYT ACA TCG TGR TAG
DISEQ5 GCT GAT CGA ATT CCA CAC ACR C
DISEQ6 CTG GTG TAC CAATTT TCC CAC AG
DISEQ7 TGG GTC TCAGCCACT TCCTTC T

AGC CCT GTT CTA GGT GAG CAATC

D1SEQS




