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Estudio de algunas propiedades biológicas de 3 cepas de
dengue 2 con diferencias en sus secuencias nucleotídicas

Dra. Daría Elena Camacho,1 Dra. María G. Guzmán,2 Lic. Luis Morier,3 Dra. Mayling Álvarez,4 Dra. Rosmari
Rodríguez4 y Dr. Guillermo Comach5

RESUMEN

Se estudiaron algunas propiedades biológicas de las cepas de dengue 2: A-15 (aislada en Cuba en 1981), Jamaica (aislada ica
en 1981) y la cepa estándar Nueva Guinea "C" (NG"C") que presentan diferencias en sus secuencias nucleotídicas. Los result
mostraron que la aparición del efecto citopático en la línea celular C6/36 HT fue más temprano para la cepa A-1
fluorescencia se detectó primero en las cepas Jamaica y A-15, esto parece indicar que la rapidez de la detección de laso
guarda relación con su historia de pases ni con el sistema de aislamiento original. A-15 y NG"C" mostraron un p
heterogéneo de placas grandes y pequeñas; la talla promedio fue menor en la segunda. Jamaica sólo presentó placas pe
capa más neurovirulenta en ratones fue la NG"C" seguida por A-15, mientras que Jamaica no fue neurovirulenta. Estos resulta
sugieren que A-15 tiene un comportamiento biológico distinto, probablemente por causa de diferencias intrínsecas. S
considerar que se hallaron 7 cambios aminoacídicos en la proteína de envoltura que pudieran haber afectado la expr
algunas propiedades biológicas.

Descriptores DeCS: VIRUS DEL DENGUE/genética; SECUENCIA DE BASES.
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El dengue es la enfermedad viral transmitida p
artrópodos más importante del mundo. La incidencia
esta enfermedad ha tenido un incremento dramático
las últimas décadas.1 La fiebre del dengue (FD) y la fiebre
hemorrágica del dengue/síndrome del choque por den
(FHD/SCD) es causada por 4 serotipos virales (Den
Den-2, Den-3, Den-4) antigénicamente muy relacionad

De acuerdo con estudios genéticos realizados e
región de las Américas, se han identificado hasta
momento 3 genotipos de dengue 2: el genotipo americ
integrado por cepas aisladas desde la década de los 
50 hasta la actualidad y no relacionadas con la producc
de FHD; el genotipo Jamaica integrado por cepas aisla
en Brasil, Venezuela y Colombia asociadas con FHD, y
genotipo Nueva Guinea aislado en el año 1981 en Cu
asociado con la epidemia de mayor severidad ocurrida
la región.2,3 Estudios recientes han demostrado que
r
e
en

ue
1,
s.
 la
el
no
ños
ón
as

 el
a,

 en
a

partir del año 1994, comenzaron a detectarse en la regió
y en Tailandia otras cepas de dengue 2 del genotipo Nuev
Guinea relacionadas con FHD8, que dieron como resultado
un incremento constante en la incidencia de la enfermeda
con un aumento de la actividad epidémica y la circulación
de al menos 2 ó 3 serotipos en un mayor número de países4

El patrón heterogéneo entre cepas de dengue se h
demostrado serológica y molecularmente; sin embargo
no está claro cuáles cambios genómicos pueden
relacionarse con la virulencia de una cepa en particular.5,6

Es por ello que la identificación de los cambios genómicos
que puedan relacionarse con la expresión de alguna
propiedad  biológica o antigénica resulta de gran
importancia, al considerar que la información obtenida de
estos estudios resultaría de interés para establece
estrategias de control de la enfermedad, a partir de la
caracterización completa (biológica, antigénica y
molecular) de las cepas del virus dengue.
ela.
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En este estudio se presentan los resulta
obtenidos al evaluar el comportamiento biológico 
3 cepas del serotipo dengue 2; las cuales al ser evalu
previamente por restricción enzimática y secuenciación
nucleotídica mostraron diferencias que es proba
pudieran relacionarse con la expresión de algunas d
propiedades biológicas evaluadas.

MÉTODOS

Virus y líneas celulares

Las cepas virales utilizadas fueron; la cepa A-15
aislada del suero de un paciente con FD durant
epidemia cubana de FHD en 1981, con 5 pases en ra
5 pases en la línea celular C6/36; cepa Jamaica aislada en
Jamaica en 1981 a partir de la sangre de un paciente
diagnóstico FD (donada por el doctor Robert Shope,
Universidad de Texas); con 2 pases en mosquito y 2 p
en la línea celular C6/36; y la cepa estándar NG"C" (Nueva
Guinea "C") con 23 pases en ratón y 4 pases en la l
celular C6/36.

Las líneas celulares utilizadas fueron: BHK-21 clono
15, donadas por el profesor S.B. Halstead (Fundación
Rockefeller), fueron multiplicadas a 37 °C en medio míni
esencial (MEM), suplementadas con 1 % de una solu
de aminoácidos no esenciales y suero fetal bov
inactivado (SFBI) 10 %. El medio de mantenimien
consistió en medio de crecimiento, pero suplement
con SFBI 2 %. La línea celular C6/36-HT (Aedes
albopictus),7 donada por el doctor Javier Díaz
(Laboratorio Departamental de Medellín, Colombia
multiplicada a 33 °C con MEM, aminoácidos no esencia
1 % de una solución 200 mM de glutamina y SFBI 10 %
medio de mantenimiento consistió en el medio 
crecimiento, suplementado con SFBI 2 %.

TITULACIÓN VIRAL

Se siguió el método descrito por Morens y otros
(1985),8 para la titulación en BHK-21 clono 15 po
formación de placas. Las cepas se inocularon por triplic
y cada experimento fue repetido 2 veces.

EFECTO CITOPÁTICO EN LA LÍNEA CELULAR
C6/36-HT

Los tubos con monocapa confluente de la cél
C6/36-HT; se inocularon por duplicado con las 3 cepa
a una multiplicidad de infección (m.o.i.) de 0,01. Luego
1 h de adsorción; se adicionó 1 mL de medio 
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mantenimiento y después fueron incubadas durante 7
33 °C. El efecto citopático (ECP) se observó diariamen

DETERMINACIÓN DE LA INMUNOFLUORESCENCIA

Todos los días, a partir de las 24  hasta las 96 h,
células se fijaron en acetona fría. La inmunofluorescen
indirecta se realizó con un anticuerpo monoclon
específico de dengue 2 y un anticuerpo policlonal de ra
anti-dengue 2 (donado por el profesor Robert Shope de
la Universidad de Texas, EE.UU.).

TAMAÑO DE LAS PLACAS

Las placas obtenidas8 fueron evaluadas, se con
sideraron placas pequeñas las de diámetro  ≤ 1 mm y
placas grandes, las de un tamaño > 1 mm.

DETERMINACIÓN DE LA NEUROVIRULENCIA EN
RATONES LACTANTES

Se inocularon por vía intracerebral, grupos de 9 
tones lactantes de 24 h de nacidos, con diluciones seri
en base 10 de las 3 cepas diluidas en medio 199 con
de SFBI. Los ratones se observaron diariamente por 2
en busca de cualquier signo de enfermedad o muerte
título viral se calculó con el método de Reed y Muenc9

La neurovirulencia se consideró de acuerdo con la relac
DL

50
/título infectivo (ufp/mL).10 Las muertes ocurridas en

las primeras 24 a 48 h no fueron consideradas a los efe
del estudio.

RESULTADOS

El ECP observado consistió en la formación d
sincitios, característico en esta línea celular. La ce
A15 presentó una mayor intensidad y rapidez en
aparición y desarrollo del ECP; pues al tercer día 
observación evidenciaba la formación de sincitios en c
25 % de la monocapa celular con una expresión máxim
séptimo día posinoculación (p.i.). En cuanto a las ce
Jamaica y NGC, el ECP se inició al sexto día p.i.

La detección de antígenos virales por inmun
fluorescencia se realizó diariamente durante los 4 d 
De acuerdo con los resultados obtenidos; a las 24 h n
observó fluorescencia para ninguna de las cepas. A
48 h ésta sólo se observó para las cepas Jamacia y 
fue más evidente para esta última; mientras que la c
NGC presentó fluorescencia a las 72 h. Las cepas Jam
y NGC mostraron un nivel estable de inmunofluorescen
a pesar de los días p.i.
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En lo que respecta al tamaño de las placas; las c
A15 y NGC mostraron un patrón de placas grande
pequeñas, predominaron las primeras. En cuant
tamaño promedio de las placas; la cepa A15 mostró
promedio mayor que la cepa NGC con resultados
2,28 mm y 1,69 mm, respectivamente; mientras que la c
Jamaica sólo mostró placas pequeñas. El moment
aparición de las placas fue similar para las 3 ce
(5to. día p.i.). La neurovirulencia en ratones se eva
sobre la base de la mortalidad y se calculó la relac
DL

50
/ufp. Las cepas NGC y A15 mostraron índices 

0,01 y 0,002, respectivamente. La cepa Jamaica no m
efectos de neurovirulencia, al no observarse signos d
enfermedad en los animales inoculados, a pesar de q
estudio se repitió en 2 ocasiones.

DISCUSIÓN

La infección de cultivos celulares de mosquito c
diferentes flavovirus puede manifestar un marcado E
caracterizado por una extensa fusión,7 aunque no todas
las cepas de dengue son capaces de producir sincit11

Las 3 cepas estudiadas inoculadas con igual m
mostraron los ECP característicos, pero su velocida
aparición para cada una no parece estar influenciada
su sistema original  de aislamiento o por su historia
pases, ya que si esto fuera cierto debió verse favore
el ECP de la cepa Jamaica por similitud con el siste
celular. Si dependiese de la historia de pases o d
número, era de esperar una ventaja para la cepa NG
Sin embargo, fue A15 la cepa que más rápido eviden
ECP, por lo que pudiera decirse que éste depend
características inherentes a las cepas.

La detección de antígenos virales por inmun
fluorescencia se incrementó de acuerdo con el númer
días posinoculación. Aunque la m.o.i. fue la misma
todos los casos, el tiempo de aparición de
inmunofluorescencia fue diferente para cada una de
cepas, manifestándose primero para las cepas Jama
A15 con marcado incremento para esta última de acu
con los días posinoculación; mientras que la cepa N
presentó inmunofluorescencia de forma tardía. Las ce
Jamaica y NGC mantuvieron un nivel estable 
inmunofluorescencia independientemente de los d
posinoculación. Estos resultados concuerdan con
características de tiempo de aparición e intensidad
ECP.

En cuanto a la evaluación de las placas, es
destacar que la cepa NGC mostró un tamaño promed
placas menor que la cepa A15. Al respecto, es import
señalar que las placas pequeñas han sido conside
por algunos autores como un posible marcador
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atenuación, que puede resultar usual en cepas que 
sufrido un elevado número de pases.11,12 Esto pudiera
explicar el valor obtenido en el tamaño promedio de la
placas en la cepa NGC, si se tiene en cuenta que é
presentaba un alto número de pases en otros sistem
de aislamiento al iniciar el estudio; sin embargo por e
contrario, la cepa Jamaica presentó un patrón de plac
pequeñas, lo que parece sugerir que no siempre resu
posible relacionar las placas pequeñas con 
atenuación,13,14 si se tiene en cuenta su presencia en u
cepa capaz de producir cuadros severos de FHD.

La neurovirulencia en ratones lactantes fue meno
para la cepa A15 que para la cepa NGC; lo que pod
estar posiblemente relacionado con el alto número 
pases que en dicho sistema presentaba esta última. 
otra parte, la cepa Jamaica no produjo neurovirulenc
en los ratones lactantes; quizás porque nunca se 
multiplicado en este sistema. Sin embargo, no pue
descartarse la posibilidad de que la diferencia observa
respecto a la neurovirulencia se pueda relacionar c
características inherentes a las cepas; se debe tener
cuenta que datos no publicados demostraron que 2 ce
de dengue 2 aisladas en Cuba en el año 1997 en lín
celulares de mosquitos, no fue posible aislarlas en raton
lactantes; y considerar además que son productoras
placas pequeñas y pertenecen molecularmente 
genotipo Jamaica. Por otra parte, tampoco resulta factib
excluir la posibilidad de que la dificultad de aislamiento
de la cepa Jamaica en los ratones lactantes se relaci
con la baja sensibilidad de este sistema para 
multiplicación del virus dengue; a pesar de que s
recomienda como sistema de aislamiento viral cuand
no existen otros de mayor sensibilidad disponibles.15

Los resultados sugieren que la cepa A15 posee 
comportamiento distinto a las demás cepas, respect
las propiedades biológicas evaluadas; lo que pudie
indicar que esta cepa posee diferencias en zon
genómicas probablemente involucradas en conferirl
tales propiedades. Estos hallazgos al parecer s
apoyados por estudios no publicados donde se h
encontrado 7 cambios aminoacídicos en la proteína 
envoltura de la cepa A15 respecto a las cepas Jamaic
NGC en zonas posiblemente relacionadas con la activid
biológica de la cepa A15 (doctora María Guadalup
Guzmán T. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kourí"
Ciudad de La Habana, Cuba, comunicación persona
Esto parece sugerir que tal vez las divergencia
encontradas en algunas de las propiedades biológic
de las mencionadas cepas puedan estar relacionadas
los cambios hallados en dichos estudios; pues aunq
la patogenicidad de los flavovirus depende de un
variedad de factores del hospedero, hay elementos en
secuencia de la proteína de envoltura que han si
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postulados como determinantes del tropismo tisular.16,17

Por lo tanto, resulta indispensable la realización 
estudios adicionales de caracterización biológica de
cepas virales involucradas en procesos patológicos co
los causados por el virus del dengue, para tratar
establecer las posibles relaciones entre la expresión
las propiedades biológicas, su posible origen genétic
lo más significativo, establecer una posible relación c
la virulencia de dicho virus.

SUMMARY

Some biological properties of Dengue-2 strains such as A-
(isolated in Cuba in 1981); Jamaica (isolated in Jamaica in 19
and New Guinea "C" (NG"C") standard strain differing in the
nucleotide sequences were studied. The results showed that
cytophatic effect in C6/36 HT cell line occured earlier in A-1
strain and that fluorescence was first detected in Jamaica and A
strains. This seems to indicate that rapid detection of strains d
not have any relation to neither their history of passage nor 
original isolation system. A-15 and NG"C" strains exhibited a
heterogeneous pattern formed by big and small plaques but  ave
size of plaques in NG"C"  was lower whereas Jamaica showed o
small plaques. The most neurovirulent strain in mice was NG"
followed by A-15 whereas Jamaica was not neurovirulent at a
These results indicate that A-15 has a different biological behavi
which is probably due to intrinsic differences. It should be tak
into account that 7 amino acid changes were found in the evel
protein which may have affected the expression of some biolog
properties.
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