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RESUMEN

Se evaluaron las cepas Hawaii, 3 PerG y Riberao Pretto de Dengue 1 en cuanto a su infectividad viral en las lineas celulares Vero
y HepG2, por las técnicas de inmunofluorescencia indirecta. El tropismo celular in vitro de los virus del dengue es diverso, pueden
replicarse en una gran variedad de cultivos celulares cuya sensibilidad a la infeccion viral es variable. EI mayor porcentaje de
células infectadas en la linea celular HepG2 se obtuvo con las multiplicidades de infeccion mas elevadas (0,04 para las cepas
Hawaii y Riberao Pretto y 0,01 para la cepa 3 Per(). El mayor porcentaje de células HepG2 y Vero infectadas para las cepas
estudiadas y el mayor titulo en el sobrenadante viral se obtuvieron a quintodia. La linea celular Vero fue la mas sensible a la
infeccion viral, pues para los mismos valores de multiplicidad se detecté mayor nimero de células fluorescentes y mejor titulo
viral en el sobrenadante de esta linea que de la HepG2. La cepa Hawaii permitié obtener mejores resultados a evidenciarse mas

répido la infeccion de las lineas celulares estudiadas.
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El dengue es la enfermedad viral humana
transmitida por artrépodos més importante en €l
mundo. Se estimaque anual mente se producen de
50 a 100 000 000 de casos de fiebre dengue (FD)
y 250 000 a 500 000 casos de fiebre hemorrégica
del dengue (FHD). Esta enfermedad es causada
por los 4 serotiposdel virus dengue pertenecientes
a la Familia Flaviviridae, Género Flavivirus los
cuales son mantenidos en la naturaleza mediante
un ciclo de transmision urbano en éreastropicales
y subtropicales donde el Aedes aegypti es el
principal vector. La enfermedad se presenta con
un espectro clinico que incluye desde un cuadro
asintomético hasta las formas hemorragicas que
ocasionan la muerte, si los pacientes no son
correctamente tratados.! Han sido descritos
diferentes factores de riesgo para el desarrollo de
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la FHD y del sindrome de choque por dengue
(FHD/SCD), entre los que se encuentran
aspectos relacionados con el hospedero y los
factores virales.?

El tropismo celular in vitro de los virus del
dengue es diverso, pueden replicarse en unagran
variedad decultivoscelulares primariosy continuos
derivados de tejidos de mamiferos, aves y
artrépodos,® cuya sensibilidad alainfeccion viral
es variable.* Varios factores pueden estar
implicados en esto, la presencia de receptores
especificos en las diferentes células, el ambiente
en el que ocurre el reconocimiento del receptor,
asi como laafinidad delaunion del virusaesteen
la superficie celular.® Se ha planteado que la
proteina E tiene un papel importante en la
interaccion del virus con la superficie celular®y
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ademas se ha reportado que en presencia de pH
&cido sefavorece laentradadel virusen e citosol
por estimulacion de lafusién de membranas.”®

El andlisisdel comportamiento biol 6gico entre
losvirusdelosdistintos serotiposy entre cepasde
un mismo serotipo hasido ampliamente usado para
obtener informacién sobre laimplicacién de estas
variaciones en la patogenia de la enfermedad.®
Diferencias genotipicas entre cepas de dengue 2
cuyo comportamiento biolégico difiere, han sido
reportadas.’® Se ha hallado una asociacién entre
la FDH/SCD y el mayor niumero de cambios
aminoacidicos y nucleotidicos encontrados en
aislamientos de dengue 2 de pacientes,'* en este
mismo sentido otros autores han demostrado
relacion entre las diferencias moleculares y 1os
distintos grados de severidad de la enfermedad al
analizar un grupo de asilamientos de dengue 2.1
En este estudio se evaluaron 3 cepas de dengue 1
en cuanto a su infectividad viral en las lineas
celulares Vero y HepG2.

METODOS
LINEASCELULARES

Lalinea celular C6/36 HT, empleada para €l
cultivo de las cepas viraes, fue multiplicada en
medio esencial minimo eagle (MEM), 0,2 mM de
aminoéacidos no esenciales, glutaminal %y 10 %
de suero fetal bovino inactivado (SFBI). El medio
de mantenimiento utilizado para estas células fue
el mismo pero con 2 % de SFBI.

Lalineaceular BHK 21 clono 15 semultiplicd
en medio MEM con aminoacidos no esenciales
1 %, glutaminal %y 10 % SFBI.

Ambas lineas celulares fueron suministradas
por € laboratorio de Cultivo de Célulasdel Ingtituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (1PK).

Lalineacelular Vero propagadaen medio 199
suplementado con SBFI 10 % fue suministradapor
el [aboratorio de Cultivo de Céulas del Instituto
Finlay.

La linea celular HepG2 fue multiplicada en
medio de crecimiento Dulbecco MEM con 1% de
solucion de glutamina 200 mM, aminoécidos no
esenciales 1 %y 10 % SFBI (pH 6,8). Estalinea
celular fue donada gentilmente por el profesor
Jeremy Brook de la Universidad de Glasgow.

CEPASDEVIRUSDENGUE1

Cepaestdndar Hawaii: aislada de un paciente
con FD en 1944 con 17 pases en cerebro de ratdn
lactante (CRL) y un pase en lalineacelular C6/
/36HT.

Cepa 3 Per(i: aislada de un paciente con FD
en 1990 con 4 pases en lalinea celular AP6G1.

Cepa H830 (Riberao Pretto): aidada en Brasi
en 1991 delasangre de unapaciente con diagndstico
de FD con 4 pases en lalinea cdular C6/36HT.

Titulacién viral de las cepas por deteccion de
focos mediante latécnicadeinmunofluorescencia:

A partir de monocapas confluentes de células
BHK 21 clono 15, se preparé una suspension
celular de 5 x 10° células/mL en medio de
crecimiento. Se afiadieron 50 pL/pozo de dicha
suspension en placa de 96 pozos, las cuales se
incubaron durante 24 h a 37 °C y 5 % de CO,,.
Pasado dicho tiempo se afiadieron 50 uL del virus
puro y sus diluciones en base 10 desde 10! hasta
10°%, seredlizaron 3 réplicas por cadadiluciénviral.
Posteriormente se incubaron a 37 °C y 5 % de
CO, durante 4 h, despues de las cuales se afiadio
el medio que conteniacarboximetilcelulosa 1,5 %,
SFBI 10 % y glutamina 1 % y se incubd en las
condiciones anteriores durante 7 d.

Al cabo de este tiempo se siguid el
procedi miento descrito por |garashi*®* modificado,
sefijaronlasmonocapas cel ulares con metanol frio
y seutilizaronladilucion 1/100 deliquido ascitico
policlonal contrael virusdengue 1y 1/1000 de un
conjugado anti-1gG de ratobn marcado con
isotiocianato de fluoresceina. Posteriormente se
realizé la observacién en el microscopio de
fluorescencia, se conto el numero de focos
fluorescentes por pozoy secalcul6 € titulo viral.

ESTUDIODEINFECTIVIDAD VIRAL

Para el estudio de infectividad viral se
inocularon 50 uL de las cepas virales en células
HepG2 y Vero a diferentes multiplicidades de
infeccion (m.o.i.), en placas de 96 pozos. En la
linea celular HepG2 se emplearon m.o.i. de 0,004
y 0,04 paralas cepas Hawaii y Riberao Pretto
y 0,001 y 0,01 m.o.i. para la cepa 3 Peru,
mientras que en lalinea celular Vero solo se



utiliz6 0,004 m.o.i. paralasprimerasy 0,001 m.o.i.
para la segunda.

A los 3y 5 d posinfeccion se recogi6 el
sobrenadante de ambas|ineas celularesinfectadas
paradeterminar presenciadevirus, paralo cual se
realizo latitulacion por latécnica de deteccidn de
focos por inmunofluorescenciaen cdulasBHK 21
clono 15 descritaanteriormente. Deformaparaela
se determiné el porcentgje de células infectadas
por losvirusenlaslineascelulares estudiadas. Para
esto sefijaron las monocapas celulares infectadas
conmetanol frio parahacer ladeteccion deantigeno
dengue mediante latécnicadeinmunofluorescencia
indirecta.’®* Posteriormente se realizo la
observacion en el microscopio de fluorescencia,
determinandose el porcentaje de célulasfluores-
centes para cada caso.
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RESULTADOS

Lostitulosdelascepasempleadasen € estudio,
obtenidos por lalecturadelosfocos fluorescentes
fueron los siguientes: 3 Pery, 5,2 x 10° UFF/mL;
Hawaii, 2 x 10* UFF/mL y Riberao Pretto,
1,5 x 104 UFF/mL.

L os porcentajes de células HepG2 infectadas
semuestran en lafigural. EI mayor porcentaje de
células infectadas en esta linea celular se obtuvo
para las m.o.i. més elevadas: 0,01 y 0,04. Los
resultados obtenidos con las células Vero se
evidencian en lafigura 2. El mayor porcentgje de
células HepG2 y Vero infectadas para las cepas
estudiadas se obtuvo al 5to. dia. La cepa Hawaii
permitié megjoresresultadosal ser capaz deinfectar
mas rapido (3 d) un mayor porcentgje de células
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Fig. 1 Células HepG2 fluorescentes (%) alos 3y 5 d posinfeccion. A: cepas Hawaii y Riberao Pretto (m.o.i. 0,004), 3 Per( (m.o.i. 0,001).
B: cepas Hawaii y Riberao Pretto (m.o.i. 0,04), 3 Perd (m.o.i. 0,01).
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en cadaunadelaslineas celulares, que el resto de
las cepas empleadas.

Al analizar los sobrenadantes de los cultivos
celularesinfectados, no se obtuvieron titulosen el
sobrenadante de la linea celular HepG2 para las
cepas Riberao Pretto y 3 Pert, mientras que en €l
delas Vero, solo fue posible detectarlos al 5to. dia
posinfeccion (Riberao Pretto, 40 uff/mL y 3 Pert
10 uff/mL). Para la cepa Hawaii si fue posible
detectar virus en el sobrenadante de las lineas
celularesinfectadas paraambos dias posinfeccién,
excepto a 3ro. para la m.o.i. 0,004 (tabla). Los
titulos virales siempre fueron més altos a 5to. dia
gue a 3ro. para ambas lineas celulares y fueron
mucho mejores paralalineacelular Vero que para
la HepG2, tanto al 3ro. como al 5to. dias
posinfeccion. Los mejores titulos en las células
HepG2 infectadas con la cepa Hawaii se
obtuvieron con lamultiplicidad mésalta(0,04).

TABLA. Titulos (uff/mL) de la cepa Hawai en el sobrenadante
de células HepG2 y Vero a los 3ro. y 5to. dias posinfeccion

Dias HepG2 Vero

m.o.i. Titulo m.o.i. Titulo
(uff/mL) (uff/mL)

3 0,004 - 0,04 5x10?
0,04 40

5 0,004 10 0,04 3x10°
0,04 50

DISCUSION

En esteestudio, lasusceptibilidad alas 3 cepas
de dengue 1, fue mejor paralas células Vero que
paralasHepG2. Al analizar losmismosvaloresde
multiplicidad (0,001 y 0,004) para ambas lineas
celulares se detectaron mayores porcentgjes de
células Vero que HepG2 infectadas, estos
porcentgjes resultaron similares a los que se
obtuvieron con lascélulasHepG2 inoculadasalas
multiplicidades més altas (0,01 y 0,04). Estos
resultados coinciden con lamayor susceptibilidad
de las células Vero comparados con las HepG2 a
la cepa Oster de dengue 1.5 Estos resultados son
similares alos descritos por Anderson y otros,® a
encontrar esta linea celular més sensible a la
infeccién por dengue 4 y por Diamond y otros,*
quienes observaron una marcada variacion en
cuanto a la susceptibilidad de diferentes tipos

celulares, a la infeccidn por diferentes cepas de
dengue 2. En este estudio € grado de infeccion
viral resulto delainteraccion entrefactoresviraes
y celulares especificos.

Varias explicaciones han sido propuestas para
justificar la mayor susceptibilidad de las células
Vero. Esto puede deberse aunamejor unién dela
proteina E del virusdenguealasuperficie celular.
Marianneau y otros,® reportaron que aunque
aparentemente habiaunamayor cantidad de sitios
deuniénen cdulasHepG2 que en Vero, laafinidad
de unién de dengue 1 fue mayor paraestas Gltimas,
también sus estudios sugieren la presencia de
receptores diferentes o presentados en un ambiente
diferente enlasuperficie deambaslineascelulares.
Recién hasido reportado qued ciclo cdular influye
en la permisividad de las células HepG2 a la
infeccion por virusdengue 2y 3adiferenciadelas
Vero.?® Este resultado demuestra la influencia de
la fisiologia de la célula en la permisividad de
determinados tipos celulares a la infeccion vira,
evidencidndose una vez mas la importancia del
factor celular en este proceso.

Launién de un virus a su receptor especifico
es un factor principal del tropismo celular y un
determinanteimportante en lapatogénesis. Recién
han sido encontradas proteinas especificas para
cada serotipo viral en la superficie de células
HepG2, las cualesmedian launién alacélula, del
serotipo parad cual son especificas, evidenciando
gue existe un comportamiento seroti po especifico
gue regulala entrada del virus ala célula.®’

Es importante destacar que paraambaslineas
celulares los mejores resultados se obtuvieron al
5to. dia posinfeccién, por 1o que seria el méas
recomendado para la obtencion de buenos
resultadosen estetipo de estudios. Enlosresultados
lamejor multiplicidad de infeccién en el sistema
celular HepG2 fue 0,04, esto es consistente conlo
reportado por otros autores que en la medida en
gue aumentaron lam.o.i., aumentabael porcentgje
de células infectadas.®

Se encontraron diferencias en el
comportamiento de las 3 cepas empleadas en este
estudio. La cepa Hawaii fue capaz de infectar un
mayor porcentaje de célulasHepG2 y fuelalnica
gue mostro titulos en el sobrenadante de ambas
lineas celulares, exceptuando la m.o.i. més baja
(0,004), alos3d en HepG2. Con las otras 2 cepas



solo se detectd titulo en el sobrenadante para la
lineaVeroa 5to. dia. LascepasHawaii y laRiberao
Pretto fueron inoculadas con los mismos valores
dem.o.i. obteniéndose con laprimera, como yase
menciond, losmejores resultados. Esto sugiereuna
mas rdpidareplicacidn o eficiente maduracion y/o
liberacion delacepaHawaii enlaslineascelulares
estudiadas, especialmente en las Vero. Esta cepa
puede ser degran utilidad en estudios que requieran
resultados en corto tiempo empleando bajas
multiplicidades deinfeccion. AunguelacepaPert
fueinoculadacon unam.o.i. masbajadebido alos
bajos titulos del virus de partida, fue la Riberao
Pretto la que mostro | os porcentajes mas bajos de
céulasinfectadas, |o cua sugieree papel dd factor
viral enlainfectividad.

Esta variacion entre cepas de un mismo
serotipo de virus dengue ha sido encontrada por
otros autores. La cantidad de antigeno viral y €
nimero de viriones infecciosos producidos en la
linea celular HepG2 mostrd diferencias
significativas entre cepas de dengue 2.24 Las cepas
A15, Jamaica y Nueva Guinea C de dengue 2
difieren en cuanto a su comportamiento biol6-
gico.1*18 Estudios moleculares realizados arrojan
diferencias genotipicas entre estas cepas.’®

L os estudios de caracterizacion molecular de
cepas de dengue de los distintos serotipos han
demostrado la correlacion entre las diferencias
genéticasy las formas clinicas de presentacion de
esta enfermedad.® Esta correlacion habia sido
reportada, pero con respecto a la estructura
antigénica entre cepas de dengue 2.2° Una
correlacion entre el patron deinfecciéninvitro, €
genotipovira y e fenotipoin vivo también hasido
hallada; las células primarias de fibroblastos de
dermis humana HFF (human foreskin fibroblasts,
siglas en inglés), solo fueron infectadas
productivamente por cepas aisladas a partir de
pacientes con FHD, pertenecientesal genotipo del
sudeste asiético y no por las pertenecientes al
genotipo Jamaica, provenientes de casos de FD.*

El conocimiento deladianacelular humanade
la infeccién por dengue y las consecuencias que
ocasiona esta infeccién en los niveles celular y
molecular, laidentificacion delosreceptores para
el virus y la caracterizacion de los factores de
virulenciadelas cepas, estén entre las prioridades
de investigacion por su vital importancia en el
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establecimiento de una estrategia efectiva contra
estaenfermedad. L osresultados obtenidos en este
estudio apoyan laimportanciadel factor viral enla
patogénesis de esta enfermedad.

Evaluation of theinfectivity of dengue 1 strainsin the
HepG2and Verocel lines

SUMMARY

Viral infectivity of Hawaii, 3 PerG and Riberao Pretto dengue 1
strains was evaluated in Vero and HepG2 cell lines by indirect
immunofluorescence techniques. Dengue virus cellular tropism
in vitro is diverse. They may replicate themselves in a great
variety of cellular cultures, whose sensibility to viral infection is
variable. The greatest percentage of infected cellsin the
HepG2 cell line was obtained with the highest multiplicities of
infection (0,04 for Hawaii and Riberao Pretto strains and 0,01
for 3 Pertl). The highest percentage of infected HepG2 and Vero
cells for the studied strains and the greatest titer in the viral
overnadant was obtained on the 5" day. Vero cell line was more
sensitive to vira infection, since for the same multiplicity values
it was detected a higher number of fluorescent cells and a better
viral titre in the line of this overnadant than in the HepG2. The
best result was obtained with the Hawaii strain that allowed to
confirm faster the infection of the studied cellular lines.

Key words: Infectivity, dengue, cell lines.
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