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RESUMEN

OBJETIVO: partiendo de que los anticuerpos preexistentes en la infección secundaria por dengue suprimen la acción de moléculas
con acciones antivirales como el óxido nítrico, se determinó el comportamiento de esa molécula en suero de monos Macacus
irus inoculados con virus dengue 2 como infección primaria y en monos con una infección secuencial dengue 4-dengue2. MÉTODOS:
los niveles de óxido nítrico referidos como niveles de nitritos fueron detectados mediante la reacción de Griess. RESULTADOS: los
niveles máximos de óxido nítrico se detectaron en los animales que sufrieron una infección primaria a partir del séptimo día
posinoculación, a diferencia de los monos con infección secundaria en que no se obtuvieron niveles mayores de 100 μM. CONCLUSIONES:
al parecer existe una asociación entre la infección secundaria y la inhibición de la producción del óxido nítrico.
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INTRODUCCIÓN

La enfermedad causada por los virus del den-
gue ha emergido como el mayor problema de sa-
lud para las áreas tropicales del mundo donde el
mosquito Aedes aegypti es el principal vector y el
hombre el principal reservorio.1 Puede evolucio-
nar desde una infección subclínica o producir una
amplia gama de formas clínicas que van desde la
fiebre indiferenciada, pasando la fiebre del dengue
(FD) o dengue clásico, hasta las formas graves
como la fiebre hemorrágica del dengue (FHD) o
el síndrome de choque por dengue (SCD).1

Los factores específicos del virus y del hospedero
que causan la forma severa de la enfermedad no
están definidos hasta el momento. Se conoce que
el óxido nítrico (ON) es un importante mediador
intracelular y extracelular implicado en numerosas
funciones biológicas y su papel ha sido demostrado
en la patogénesis de varias enfermedades infec-
ciosas, en particular en la severidad de las fiebres
hemorrágicas virales.2 No queda exento de esto la
infección por dengue3,4 donde, paradójicamente, los
niveles de ON detectados en el suero de pacientes
infectados, han sido correlacionados con la forma
menos severa de la enfermedad.
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En este estudio se determinaron los niveles de

ON en suero de monos con infección primaria o

secuencial con virus dengue 2.

MÉTODOS

Del sexo masculino, 2 monos (Macacus

irus, 4-6 kg) se inocularon por vía subcutánea

con 105 ufp de virus dengue 4 cepa H 241 (24

pases en ratón, cepa estándar de referencia). Un

año después les fue inoculado a ambos animales el

virus dengue 2 cepas A 15 (4 pases en ratón, 2

pases en Vero, aislada en Cuba en 1981) y, siguien-

do igual esquema, se inocularon adicionalmente con

el virus dengue 2 cepa A15, 2 monos no inmunes a

Flavivirus. La infección se confirmó por aislamien-

to viral e inmunofluorescencia indirecta (IFI) en

la línea celular C6/36 HT2 PV (aislada en 1977,

gentilmente donada por el ya fallecido doctor

Robert Shoppe) y por PCR (del inglés polimerase

chain reaction). Los sueros tomados en días

alternos (el día 0 hasta el día 9 posinoculación) se

almacenaron a - 70 °C hasta su uso. Todos los

experimentos fueron diseñados siguiendo las guías

cubanas de salud para el uso de animales de la-

boratorio.5

Los niveles de óxido nítrico, reportados como

la acumulación de nitritos en las muestras de sue-

ro de los monos, se determinaron mediante la re-

acción colorimétrica de Griess.6

RESULTADOS

Como se aprecia en la figura los niveles de

ON fueron similares en los primeros días posi-

noculación (días 0, 4), tanto en los monos con in-

fección primaria como en uno de los que se

estableció la infección secundaria. Un incremento

de los niveles de ON se hace notable en aquellos

monos con una infección primaria después del

cuarto día, con valores máximos en los días 7 y 9.

Sin embargo, en aquellos monos con infección

secundaria los niveles de ON se mantuvieron en

niveles basales similares a los del día 0 de la inocu-

lación viral (muestra obtenida preinoculación).
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Fig. Cinética de los niveles de ON referidos como niveles de
nitrito (μM) en infección primaria y secundaria por virus dengue
2 desarrollada en monos Macacus irus.

DISCUSIÓN

Existen reportes sobre la detección de ON en
sueros de pacientes de dengue colectados durante
el transcurso de la infección. Sin embargo, la
detección de los niveles de ON inmediatamente
después de la inoculación viral del dengue podría
ofrecer información de interés, que brindaría más
elementos sobre su posible papel en esta enferme-
dad en estadios tempranos. Como los pacientes
infectados por el virus dengue arriban al hospital
después que tiene lugar el inicio de los síntomas
fue propósito en este trabajo estudiar ese marcador
en monos inoculados, los cuales no mostraron nin-
guna señal de la enfermedad pero desarrollaron
viremia que puede tomarse como un modelo ani-
mal con cierta similitud a aplicarse en dengue y así
buscar aproximaciones al humano.

El ON tiene complejas y diversas funciones
bajo condiciones patológicas y fisiológicas. Recien-
temente se ha demostrado que este mediador es
capaz de suprimir el ARN del virus dengue así como
la acumulación de proteínas en células infectadas
al inhibir la actividad ARN polimerasa-ARN de-
pendiente.7 Sin embargo, estudios in vitro sugie-
ren que esta molécula podría estar involucrada en
el desarrollo de la patogénesis de la FHD.8

El aumento hacia el séptimo día posinocu-
lación viral en la infección primaria, no así en la
secundaria, sugiere una posible asociación entre
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la infección secuencial y la inhibición de la produc-
ción de ON.

Evidencias in vitro avalan esta hipótesis que
relaciona la supresión del radical nítrico y otras
citoquinas proinflamatorias con el fenómeno que,
hipotéticamente, explica el desarrollo de la FHD,
la amplificación dependiente de anticuerpos
(ADA).9 Se plantea que la alta producción de par-
tículas virales en la infección mediada por la ADA,
comparada con la infección por el virus per se
podría deberse a la supresión, durante esta infec-
ción mediada por anticuerpos, de determinadas
moléculas antivirales como los radicales de ON.
Se ha señalado además que ocurre un bloqueo del
factor de transcripción genético de la enzima
inducible óxido nítrico sintasa (iONS), el IRF-1.9

Dado que no existe un modelo animal idóneo
para dengue, hoy día se plantea que deberían inte-
grarse datos obtenidos a partir de cultivos primarios
de células humanas, mosquitos, monos, ratones y
estudios clínicos que integrados permitan el enten-
dimiento de la enfermedad.10 Es interesante para el
caso del ON los resultados aquí obtenidos coinciden
con los reportados para humanos infectados con
dengue que desarrollaron sus 2 formas clínicas.3

Valero y otros detectaron elevados niveles de ON
en pacientes que desarrollaron la forma clásica del
dengue FD y niveles bajos, en aquellos que mostra-
ron un cuadro de fiebre hemorrágica. La molécula
de ON, por las coincidencias experimentales en-
contradas en primates y humanos, debería ser uno
de los marcadores a tener en cuenta en el desarro-
llo de los modelos computadorizados que integren el
análisis de los modelos de la enfermedad.

Por causa de las coincidencias encontradas
entre primates y humanos así como la posible im-
plicación en el desarrollo de FHD que tendría la
inhibición de la expresión de la molécula de ON,
sería muy interesante ampliar los estudios relacio-
nados con este marcador asociado al desarrollo de
los modelos animales, que permitan esclarecer la
inmunopatogenia de la enfermedad y facilitar el
camino para el desarrollo de vacunas.

Serum nitric oxide in Macacus irus monkeys
inoculated with dengue virus

ABSTRACT

OBJECTIVE: To determine the action of nitric Oxide (NO) in serum
samples of dengue 2 inoculated Macacus irus monkeys as primary
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infection and in dengue 4 -dengue 2 inoculated monkeys as
secondary infection, taking into account that preexisting
antibodies in secondary dengue infection elicit the action of
antiviral molecules such as nitric oxide. METHODS: NO levels
referred as nitrite levels were detected by Griess colorimetric
reaction. RESULTS: The highest nitric oxide levels were
detected in those animals with primary infection seven days
after inoculation monkeys whereas those monkeys with
secondary infection did not show NO levels over 100 μM.
CONCLUSIONS: Our results suggest that there seems to be a
relationship between secondary infection and NO production
inhibition.
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