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RESUMEN

Introduccién: durante la epidemia cubana de dengue ocurrida en Santiago de Cuba, 1997, se evidencié un incremento de la
severidad en el tiempo en términos de proporcion de casos graves y muertes por dengue hemorrégico, que pudiera estar dado por
la aparicion de mutantes de escape a la neutralizacion, con mayor potencial virulento. Objetivos: estudiar algunas propiedades
bioldgicas de cepas aisladas en diferentes momentos de la epidemia de Santiago de Cuba en 1997. M étodos. se estudiaron 9 cepas
de DENV-2, se evalud el efecto citopatogénico y el crecimiento viral en las lineas celulares C6/36 HT y Vero, tamafio de las
placas virales, sensibilidad a la temperatura, neurovirulencia en ratones lactantes y la influencia del pH en la union del virus a la
célula, asi como en el medio de multiplicacion. Resultados: las cepas del final de la epidemia mostraron propiedades que las
diferencian de las aisladas al inicio, entre las que se encuentran un mayor efecto citopatogénico en células C6/36 HT, titulos
virales superiores y una mayor neurovirulencia en ratones lactantes. Por otra parte, en la union del virus a la célula las cepas del
inicio de la epidemia resultaron favorecidas por un pH &cido mientras que a las cepas del final de la epidemia las favorecio un pH
basico. Conclusiones: pudo demostrarse que ademas de los cambios genotipicos observados previamente, existen diferencias
fenotipicas entre cepas de distintos momentos de la epidemia, que pudieran estar asociados con diferencias en cuanto a la
adecuacion viral de estas y(0) en su potencia virulento.
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INTRODUCCION

La fiebre del dengue (FD) y la fiebre he-
morrégicadel dengue/sindrome de choque por den-
gue (FHD/SCD) se han convertido en un problema
creciente de salud en el mundo tropical y
subtropical.! Especificamente en Cuba, han ocu-
rrido epidemias bien documentadas que han facili-
tado e estudio deestaentidad vira. En 1977, ocurrio
una epidemia de FD causada por €l virus dengue
serotipo 1 (DENV-1), genotipo americano, que
afectd a todo € pais con més de 500 000 casos
reportados;? 4 afios més tarde sucede una epide-
mia de FHD causada por €l virus dengue serotipo
2 (DENV-2), relacionado genéticamente con las
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cepasvigasde genotipo asiatico.® Laintroduccion
de este genotipo en Cubamarcé laaparicion dela
formaméas severade laenfermedad en lasAmérices,
desarrollandose una epidemia sin precedentes
en laregion. Sereporto un total de 344 203 casos,
10 312 severos con 158 fallecidos, 101 de ellos
nifos.*

Desde 1982 hasta 1996, se desarrollé una
efectivacampafaparael control del Aedesaegypti
el principal vector de esta enfermedad, lo cual
permitié que no se observaran casos de dengue.
Sinembargo, en 1997, e mosquito habiareinfestado
varias provincias del pais, consecuentemente el
DENV-2, de nuevo de origen asiético, reemergio
en el municipio de Santiago de Cuba. Sediagnos-
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ticaron 3 012 casos confirmados serol 6gicamente,
de los cuales 205 se clasificaron como casos de
FHD y 12 de estos fallecieron.® En 98 % de los
casos graves se comprobo lainfeccion secundaria
(DENV-1/DENV-2). Un andlisis comparativo de
las epidemias de DENV-2 de 1981 y 1997 mues-
tra que la de 1997 resulté mas severa, reporte de
granimplicacion epidemiol 6gicas setieneencuen-
ta que ocurrié a 20 afos de lainfeccion primaria
con DENV-1.8

Las epidemias de 1981 y 1997 tuvieron en
comun, la asociacion de la FHD/SCD con lain-
feccidn secundaria, la presencia de cepas de ori-
gen asidtico como agente causal de la infeccién
secundariay €l incremento de la severidad con el
transcurso de la epidemia. Teniendo en cuenta
estas observaciones en el afio 2000, Guzman y
otros, plantearon como hipétesisque eseincremento
en severidad podria estar dado por la aparicién de
mutantes de escape alaneutralizacion heterotipica.”
La epidemia de 1997 es la mas severa que se ha
registrado en Cubahastalafechay el Laboratorio
de Arbovirus del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK) cuenta con un banco de cepas
de bajo pase en cultivo celular, obtenidas durante
el transcurso de esta epidemia. Por lo tanto, se
consideré de gran interés realizar una caracte-
rizacion biol 6gica de cepas aisladas en diferentes
momentos de la epidemia, de las cuales se harea-
lizado previamente la caracterizacion molecular,®
paraconocer si |0s cambios genotipicos encontra-
dostienenimplicacionesfenatipicas, que pudieran
relacionarse con €l incremento de severidad ob-
servado con € transcurso delaepidemiaen € tiempo.

METODOS

Cepas virales

Parael estudio se utilizaron 9 cepasde DENV-
2 aidadasdurantelaepidemiade Santiago de Cuba,
1997, seleccionandose cepas aisladas en diferen-
tesmomentos delaepidemia. Todoslosaislamien-
tos virales se obtuvieron a partir de suero de
pacientes en fase aguda, con excepcion de lacepa
205/97 aislada apartir de muestradetejido (bazo)
obtenida durante la autopsia de un caso fatal. Las
cepas utilizadas fueron multiplicadas en la linea
celular C6/36 HT (Aedes albopictus, cepa celular
del clono C6/36, ATCC CRL 1660). Una vez
realizada la cosecha viral se prepararon lotes
de todas las cepas, 10s cuales fueron conservados
a-70°Cy selesdeterminé € titulo viral. En la
tabla 1 se brinda informacién sobre las cepas
estudiadas.

Estudio del ECP en las lineas celulares
C6/36 HT y Vero

Se empl earon tubos plasticos sembrados con
células C6/36HT y Vero (rifibn de mono verde
africano, ATCC CCL-81) que presentaban una
monocapa confluente. Se inocularon con |as cepas
en estudio aunamultiplicidad deinfeccion (m) de
0,01. Luegode 1l hdeadsorcina33°Cenel caso
delascélulas C6/36 HT y a37 °C paralascélulas
Vero se elimind el inéculo, se lavd la monocapa
con el medio correspondiente (medio esencial
minimo eagle[MEM] paraloscultivosde C6/36 HT

Tabla 1. Cepas de DENV-2 utilizadas en €l estudio

Fecha de inicio
de los sintomas  Clasificacion clinica No. de pases C6/36 HT

Codigo de la cepa

13/97 30/01/97
58%/97 05/02/97
23/97 19/05/97
115/97 11/06/97
142/97 12/06/97
165/97 14/06/97
166/97 14/06/97
188/97 23/06/97
205/97 01/07/97

FD
FD

FD

FD

FD

FHD

FHD

FD

FHD (fallecido)

WNNWWWWWW

FD: fiebre dengue, FHD: fiebre hemorrégica de dengue.



y medio 199 paralos de Vero) y finalmente se les
adicion6d 1 mL de medio de mantenimiento que
contenia los medios indicados antes y suero de
ternera fetal inactivado (STFI) a 2 %. Los tubos
de C6/36 HT se incubaron durante 6 d a 33 °C;
tiempo durante €l cual se observo diariamente el
efecto citopatogénico (ECP). En el caso de los
tubos sembrados con lalineacelular Vero € periodo
de incubacion fuede9d a37 °C.

Cinética de crecimiento viral en las lineas
celulares C6/36HT y Vero

Se empl earon tubos plasticos sembrados con
células C6/36 HT y Vero con monocapa celular
confluente. Seinocularon con las cepasen estudio
am=0,01. Luego de 1 h de adsorcion a33 °C en
€l caso de C6/36 HT y a37 °C paraVero seelimind
el in6culo, se lavd la monocapa con 1 mL del
medio correspondientey por Ultimo selesadicion6
1 mL de medio de mantenimiento. A diario setomo
un tubo de cada una de las cepas inoculadas, del
primero al sexto dia posinoculacion en la linea
celular C6/36 HT y del primero a noveno dia
posinoculacién en la linea celular Vero; el
sobrenadante se recogid y se conservéd a-— 70 °C,
después fue descongelado para ser titulado por
triplicado segiin el método descrito antes, a partir
dediluciones seriadas en base 10 (10*-10*). Los
resultados obtenidos se graficaron enfrentando la
mediadeloslogaritmosdelostitulosvirales(log,,
UFP/mL) contra los dias de cosecha con la re-
presentacién ademés de la desviacion estéandar.

Titulacioén viral

Para la titulacion viral se siguié e método
descritopor Alvarez y otrosutilizando cdulasBHK -21
(rifidn de hamster recién nacido, clono 13, ATCC
CCL 10).°

Sensihilidad a la temperatura y tamafio de placas

Lostitulosvirdes seestablecierona37y 39 °C,
determinandose el porcentaje de reduccién del
titulo viral con el aumento de latemperatura para
cada cepa viral .’ Las placas virales fueron eva-
luadas seguin su tamafio. Se consideraron pequefias
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todas aquellas con un diametro= 1 mm y grandes
aquellas con un didmetro > 1 mm. También setuvo
en cuenta la forma de las placas obtenidas, se
clasificaron en redondeadas, estrelladas o hetero-
géneasen e caso queunamismacepavird tuviera
placas redondeadas y estrelladas.

Determinacion de la neurovirulencia
en ratones |lactantes

L as cepasen estudio fueron diluidasen medio
199 e inoculadas por viaintracerebral en ratones
|actantes de 24 h de nacidos, arazon de 20 UFP/
/animal seinocularon 2 familiasde8a10 animales
cada una, para cada cepa. Los ratones se obser-
varon adiario durante 14 d en busca de cualquier
signo de enfermedad o muerte. Las muertes ocu-
rridas en las primeras 24 a 48 h, no fueron consi-
deradas alos efectos del estudio. Se determiné el
porcentaje de supervivencia en los dias
posinfeccion para cada cepaviral.

Influencia del pH en la multiplicacion del virus

Se estudiaron todas las cepas escogidas me-
diante diluciones seriadas en base 10 (10%-10%);
seaplicd el método descrito paralatitulaciéon.® Los
titulosvirales serealizaron por cuadruplicado para
su determinacion apH 6,5; 7; 7,5y 8; se gjusté €
pH del medio con bicarbonato de sodio.

Influencia del pH del medio de inoculacién
en la unién del virus a la célula

Tubos plésticos sembrados con células C6/36
HT con monocapacelular confluente seinocularon
con lascepasen estudioam=0,01. Al medio utili-
zado en ladilucién delas cepas sele gjusto € pH
con bicarbonato desodioapH 6; 6,5; 7y 7,5. Luego
de 1 hdeadsorcion a33 °C seelimind e indculo,
selavo lamonocapa con 1 mL de medio de man-
tenimiento sin SFBI y finalmente se les adiciond
1 mL de medio de mantenimiento. Los tubos se
incubaron durante 2 d a33 °C. Setomd un tubo de
cada una de las cepas inoculadas alas 24 y las
48 h; se recogio el sobrenadante y se conservo a
— 70 °C. Posteriormente, este sobrenadante fue
descongelado paraser titulado por triplicado seglin
el método descrito (259),° realizando diluciones
seriadas en base 10 (10-10%).
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Andlisis estadistico

L os resultados obtenidos en | os experimentos
paradeterminar lainfluenciadel pH enlamultipli-
cacion delos DENV asi como en launion de este
alacélulafueron analizados mediante el programa
STATISTICA, en el primer caso con un ANOVA/
/IMANOVA mientras que en el segundo caso se
hizo unapruebat de Student.

RESULTADOS
ECP en células C6/36 HT

El ECP observado consistio en la formacion
de sincitios redondeados, con bordes bien defini-
dosy altarefringencia, que degeneraban haciala
desaparicion de la estructura de la monocapa.
Todas |as cepas estudiadas fueron productoras de
ECP. A pesar de que el ECP descrito anteriormen-
te fue similar para todas las cepas evaluadas, se
pudo observar diferencia en cuanto a momento
de aparicion y asu intensidad. Entre las cepas de
DENV-2,1a13/97 aislada el primer mesdelaepi-
demia a pesar de que su ECP tuvo un comienzo
tardio a partir del tercer diaposinoculacién, yaen
el quinto dia se observé laformacién de sincitios
en 75 % delamonocapacelular. En €l resto delas
cepas la aparicion del ECP comenzo a partir del
segundo dia posinoculacién. No obstante a esta
similitud en cuanto al dia de aparicion, se com-
probd unamayor intensidad del ECP, en las cepas
del final de laepidemia. Lacepa 205/97 produc-
torade FHD, aislada durante el séptimo mesdela
epidemia, tuvo suméximo ECP desde el quinto dia
posinoculacién, manifestando mayor intensidad
que €l resto de las cepas.

ECP en células \ero

El ECP fue similar paratodas las cepas estu-
diadas. Este consistio en redondeamiento celular,
gue conllevo a desprendimiento y la destruccion
de la monocapa. Se observa una aparicion tardia
del ECP, encontrandose un grupo de cepas (inicio
y medio) en las que se detecta entre el séptimo y
octavo diaposinoculacion. En el resto delas cepas
correspondientesal final delaepidemia, no eshasta

el noveno dia posinoculacién en que es apreciado
el ECP. En cuanto asu intensidad, no seencontraron
diferencias entre las cepas estudiadas.

Cinética de crecimiento viral en células C6/36 HT

En la figura se muestra la curva obtenida a
partir delamediay ladesviacion estandar del titu-
lo infectivo de las cepas de DENV-2 estudiadas
por dia de cosecha. Para la cepa 205/97 no se
detecté titulo viral alas 24 h delainocul acién como
en el resto de las cepas'y tuvo una caida brusca al
quinto diaposinocul acion.

Titulo viral
(log ufp/mL)
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a0 %”‘E\{
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Fig. Cinética de crecimiento viral de las cepas de DENV-2 en
células C6/36 HT (A) y Vero (B).

Cinética de crecimiento viral en células Vero

Lostitulosinfectivos delas cepasde DENV-2
en esta linea celular fueron menores que los ob-
servados en la cinética de crecimiento viral en
C6/36 HT. Lostitulos comienzan a elevarse entre
el quinto y e sexto dia de cosecha. En los dias
posteriores de la cinética se observa una curva



guetiene sumaximo en el séptimo diaparalama
yoriade las cepas, a continuacion se ve una caida
en el octavo diay unatendenciaa aumento en €l

noveno. Aunque lamanera en que aumentay dis-
minuyed titulo essimilar paratodas|as cepasy se
obtienen curvas semejantes en cuanto a su forma,
la marcada diferencia de los titulos obtenidos en
los dias de cosecha para cada una de las cepas es
notable. Por esta razén las medias de los titulos
virales muestran unadesviacion estandar aprecia-
ble. Este resultado puede apreciarse en lafigura.

Sensibilidad a la temperatura

De forma general en todas las cepas de
DENV-2 d titulo viral seredujo deun 15-29 % al
aumentar la temperatura a 39 °C, con excepcion
de la cepa 166/97 paralacua el titulo se redujo
solo en 1,9 %. Coincidentemente para esta cepa,
no hubo una reduccion del tamafio de las placas.
L os datos obtenidos de este experimento indican
la capacidad de esta cepa (aislada de un paciente
con FHD) de multiplicarse a temperaturas mas
elevadas. En lamayoria de las cepas lareduccion
del titulo viral coincidié con unareduccion del ta-
mafio delas placas. En latabla 2 se muestracomo
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el aumento de latemperatura afectd el titulo viral
de las cepas en estudio. Las placas observadas
para las cepas de DENV-2 fueron en su mayoria
heterogéneas.

Neurovirulencia en ratones |lactantes

Laneurovirulenciaen ratones se evaluo sobre
la base del porcentaje de supervivencia. Los re-
sultados obtenidos se muestran en latabla 3. La
mayoria de las cepas provocaron las primeras
muertes apartir del sexto dia posinoculacion, con
excepcion de lacepa 13/97 del inicio de laepide-
mia, que provoco las primeras muertes apartir del
séptimo dia. Lasfamilias deratones|actantesino-
culadas con las cepas del inicio (13/97, 58497 y
23/97), mostraron los mayores porcentajes de su-
pervivencia que oscilan entre 53 y 82 %. Las fa-
milias con menor porcentaje de supervivencia, se
correponden con las inoculadas con cepas del fi-
nal de laepidemia: 165/97, 188/97 y 205/97; esta
supervivencia oscilé entre 22y 39 %, lo cual indi-
ca que este grupo contiene las cepas mas
neurovirulentas. Es de destacar que la cepa 166/97
de este grupo final constituye una excepcién, con
un alto porcentaje de supervivenciadelasfamilias

Tabla 2. Sensibilidad a la temperatura y tamafio de placa de las cepas de DENV-2 estudiadas

Temperatura 37 °C

Temperatura 39 °C Porcentaje de reduccion

Cepas log,, (titulo viral) Tamafio de placa (mm) log,, (titulo viral) Tamafio de placa (mm) del titulo viral
13/97 5,40 1 4,23 0,6-0,7 21,7
58997 4,97 1-1,2 4,08 0,6-0,7 17,9
23/97 5,31 1-1,2 4,32 0,5-0,6 18,7
115/97 5,32 1 4,45 0,4-0,5 16,4
142/97 5,52 1 4,32 0,5 21,7
165/97 5,75 1-1,5 4,60 1-1,2 20
166/97 5,20 1 5,10 1 1,9
188/97 5,11 1 3,63 0,8 29
205/97 5,15 1 4,38 0,5 15
Tabla 3. Porcentaje de supervivencia de ratones lactantes inoculados con las cepas de DENV-2
Dias Cepas
posinoculacion 13/97  58¥97  23/97  115/97  142/97  165/97  166/97  188/97  205/97
3 100 100 100 100 100 100 100 100 100
4 100 82,4 100 100 100 100 94,7 100 100
6 100 76,5 82,4 66,7 76,5 72,2 94,7 47,1 61,1
7 94,1 76,5 82,4 61,1 76,5 55,6 94,4 29,4 50
10 52,9 76,5 82,4 27,8 76,5 50 66,7 29,4 27,8
11 52,9 70,6 82,4 22,2 76,5 50 61,7 29,4 27,8
14 52,9 70,6 82,4 5 76,5 38,9 61,1 23,5 22,2
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inoculadas. Por su parte lacepa 115/97 a pesar de
no ser aislada de un caso grave, resultd la més
neurovirulenta.

Influencia del pH del medio en la multiplicacién
del virus

Para evaluar lainfluenciadel pH en lamulti-
plicaciénviral, sedeterminé el titulo viral de cada
unade las cepas crecidas a pH del medio overlay
desde 6,5 a 8. Los titulos infectivos de las cepas
de DENV-2, no presentaron diferencias con la
variacion del pH (p= 0,442) aunque tienden a ser
mejores a pH 8. Es de destacar que las cepas que
alcanzanlos mejorestitulosviralesen todoslospH
evaluados (165/97 y 205/97) fueron aisladas de
pacientes con FHD.

Influencia del pH del medio de inoculacion
en la unién del virus a la célula

Lainfluenciadel pH enlauniéndel virusala
célula se medio mediante latitulacion viral delos
cultivosinoculados, 24y 48 h posinocul acién. Aungue
el experimento seredliz6 gjustando € pH del in6eulo
alosvalores: 6,0; 6,5; 7,0y 7,5; soloenlosva ores
extremos de pH, &cido (6,0) y bésico (7,5) se en-
contraron diferencias, observandose 2 patronesde
comportamiento. Existe un grupo de cepas en las
queel pH 6,0 favorecelaunién, por cuanto € titulo
viral esdetectablealas24 h posinoculaciény otro
grupo en el gue este pH no es permisivo y se co-
rresponde con las cepas del final de la epidemia.
En este segundo grupo, es posible detectar titulo
viral con el pH 7,5. A las 48 h posinoculacién se
observan diferencias significativas en el titulo
infectivo a variar el pH (p=0,032). Paratodas|as
cepaslostitulosson ligeramente mésaltosapH 7,5.

DISCUSION

La circulacion de los 4 serotipos del DENV
en el mundo se ha incrementado bruscamente en
los Ultimos afios, 1o que se ha acompafiado por un
incremento en ladiversidad genéticade estevirus.
El andlisis filogenético realizado por Zanotto y
otros,® sobre la base de |os aislamientos de den-
gue acumulados en un periodo de 200 afios, revel 6

un incremento simultédneo en el nimero delingjes
viralesen todos|os serotipos. Evidentemente, este
incremento de ladiversidad genética, podriatener
también implicaciones fenatipicas, como son: la
emergencia de virus antigénicamente diferentes,
mas virulentos y(0) con cambios en cuanto a su
tropismo celular.

Durante laepidemiacubanade dengue ocurrida
en Santiago de Cuba, 1997, se pudo constatar un
incremento en la severidad de la epidemia, dado
por un aumento cada mes de proporcion de casos
de FHD/SCD asi como laproporcién de muertos.”
Se planted como hipétesis, que este incremento
podria estar dado por la aparicién de mutantes de
escape a la neutralizacion, capaces de producir
las formas mas severas de laenfermedad.” Basados
en estas observaciones, Rodriguez-Rochey otros,
realizaron la caracterizacién molecular de cepas
aisladas en diferentes momentos de la epidemia,
mediante |a secuenciacion nuclectidicadel genoma
viral completo. L osresultados obtenidos por estos
autores mostraron que existia un claro patrén de
evolucion, porquelosaidamientosdel iniciodela
epidemiasediferenciaban delos aislados 4 meses
més tarde®

Los resultados obtenidos en el estudio de las
propiedades biol gicas de estas cepas, indican que
existe una variabilidad en el comportamiento de
los virus aislados en diferentes momentos. Pudo
encontrarse que las cepas de DENV-2 son méas
citopatdgénicasen céulasC6/36 HT queen células
Vero. Los DENVs infectan las células diana me-
diante la union a varios receptores celulares,
muchosdelos cua es son aln desconocidos. Algunos
reportes como el de Bielefeldt-Ohmann y otros™*
muestran que a infectar diferentestipos de células
humanas, €l nivel devirusqueseunealascélulas
varia ampliamente al comparar diferentes lineas
celulares y de modo notable entre cepas virales
incluso del mismo serotipo. Existen reportesen la
literatura que demuestran una mayor sensibilidad
delalineaC6/36 HT, paralamultiplicacion delos
DENVs.’2 A este aspecto podria agregarse €l
hecho de quelas cepas del estudio fueron aisladas
y crecidas mediante 2 a 3 pases sucesivos en esta
linea celular, o que sin dudas influye de manera
notable en su adaptacion en las células C6/36 HT,
haciendo lalineacel ular Vero menospermisivapara
sumultiplicacion.



Por otra parte, se encontré una concordancia
entre los experimentos de estudio del ECP y la
cinética de crecimiento viral. De esta forma las
cepas menos citopatogénicas (inicio), mostraron
un crecimiento viral méstardio. En el caso delas
cepasdel final caracterizadas por producir un ma-
yor ECP en células C6/36 HT, se observd una
caidadelostitulosviraleshaciad fina delacinética
de crecimiento, lo que se explica por el deterioro
del cultivo celular.

En este estudio se han encontrado algunos
patrones de comportamiento que dividen las cepas
deinicioy final en 2 grupos, como eslatendencia
de las cepas del fina de las epidemias a ser mas
citopatogénicas y que el pH &cido o basico fa-
vorezcalaunién alacélulade un grupo de cepas
y otras no, que pudieran tener influencia sobre la
patogeniavira. El tituloinfectivo en todas|as cepas
aumenté con los dias de cosecha, pero lacepa 205/97
tuvo unacaidabruscaa quinto diaposinoculacion.
Eso pudo deberse a que esta cepa a cuarto diade
observacién presentaba un ECP mucho mas in-
tenso que el resto de las cepas, lo cual indica su
mayor potencial citopatogénico. Es|ogico pensar
que con latotal destruccion delamonocapa, haya
una disminucion notable del titulo infectivo. Este
resultado es de especial importanciasi setieneen
cuenta que este aislamiento pertenece a 1 caso
fatal y que se obtuvo a fina de la epidemia. El
estudio de la secuencia nucleotidica del genoma
compl eto de la cepa 205/97 determinadareciente-
mente, muestra que la cepa 205/97 acumuld un
nimero considerable de cambios en el gen que
codificalapolimerasadel virus. Dentro deloscam-
bios nucl eotidicos observados en este gen, uno de
ellos se corresponde con una sustitucién amino-
acidica®

Aunque no se conocen las implicaciones de
estos cambios, podrian estar relacionados con €l
comportamiento encontrado para esta cepa en
cuanto a sus propiedades biolégicas. En 1999,
Bartholomeusz y otros, encontraron que algunas
mutacionesintroducidas en el gen delapolimerasa
viral del virus de la hepatitis C expresada en
baculovirus, podriaconllevar aunareducciontotal
delaactividad enzimatica, sin embargo, un simple
cambio aminoacidico conservado, introducido en
otros motivos, podia ocasionar un incremento de
arededor de 50 % en su actividad enzimatica.*®
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Cuando se analiz6 lasensibilidad a latempe-
ratura de las diferentes cepas se pudo observar
que todas fueron afectadas por un aumento de la
temperatura. Sin embargo, la cepa 166/97 del
DENV-2 aislada de un paciente con FHD, muestra
mayor capacidad para crecer a temperaturas mas
elevadas con una disminucién despreciable del
titulo viral y la conservacion del tamafio de la
placaviral. A pesar de que otras cepas productoras
de FHD evaluadas en este estudio, no muestran
una alta resistencia a la temperatura, muchos au-
tores consideran esta caracteristica fenotipica
como marcador de virulencia. De esta forma las
cepas vacunales atenuadas, obtenidas para algu-
nos Flavivirus por pases sucesivos en cultivo de
tejidos, muestran una mayor sensibilidad alatem-
peraturay placas de menor tamafio que e obtenido
paralas cepas savaes que le dieron origen.1#s

Otro delos marcadoresfenotipicosqueindica
una mayor virulencia de las cepas, es la neuro-
virulenciaen ratones|actantes. En este sentido, en
el presente estudio pudo apreciarse, que en las
cepas del fina de la epidemia se encuentran los
menores porcentajes de supervivencia, 1o cual
pudiera asociarse con su mayor virulencia. Es
significativo que la cepa 115/97 del DENV-2 que
no fue aislada de un caso grave muestre el menor
porcentaje de supervivencia. De acuerdo con los
resultados de la secuenciacion nucleotidica, pue-
den encontrarse 3 cambios nucleotidicos Unicos
para esta cepa cuando se comparan con € resto
de las cepas de DENV-2 secuenciadas.® Esos
cambios se encuentran en la zona NS2B-NS3,
aunque no se puede plantear que los cambios ob-
servados en la secuencia estan relacionados con
una mayor neurovirulencia de esta cepa. Shafee
y otros reportaron que la serina-proteasa NS3
y su proteina precursora N2B-NS3 del DENV-2,
inducen apoptosisen célulasVeroy seobservé un
alto porcentaje de apoptosis en células que expresan
la proteina precursora. Ademas, demostraron que
algunas mutaciones en la NS3 reducen la capaci-
dad de esta de inducir el fenGmeno apoptotico.®

En laliteraturaconsultada, no existen reportes
acercadelainfluenciadel pH enlamultiplicacion
y launion alacélulade los DENV-2. Un estudio
realizado con la cepa A15 del DENV-2 muestra
su capacidad de multiplicacion, a variar €l pH en
un rango de 6,5 a 8, que acanza el mejor titulo
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viral a pH 7,5; mientras que la cepa 116/00 del
DENV-3 solo produjo placasapH 7,5y 8 con €l ti-
tulo mas alto a pH 7,5.° De forma similar, en €
presente estudio las cepas de DENV-2 presentan
titulo viral en cada valor de pH pero los mejores
titulos son obtenidos a pH 8.

El conocimiento acerca de las sustituciones
nucleotidicasen el DENV no solo brindainforma-
cién acercade su historiaepidemiol 6gica, también
escrucia parael entendimiento de su proceso de
evolucion viral. La identificacion de cambios
genéticos que se puedan relacionar con la expre-
sién de alguna propiedad biol dgicaresultadegran
importanciaen lacaracterizacion completade cepas
dedengue (biol 6gica, antigénicay molecular).

En este estudio se han encontrado algunos
hallazgos que hablan a favor de cambios en las
propiedades biol 6gicas de las cepas con la pro-
gresion de las epidemias. Algunos de estos cam-
bios fenotipicos podrian rel acionarse con cambios
genotipicos. Con e avance delabiologiamolecular,
tenemos a nuestra di sposicion nuevas tecnologias
que permitirén definir el impacto de los cambios
genoatipicos observados en laevolucion delas epi-
demiasy lainfluencia que tienen en el comporta
miento biol 6gico del virus.

Laevoluciondd virusdel dengue hatenido un
granimpacto enlavirulenciay enlaepidemiologia
de la enfermedad en todo el mundo. Se han evi-
denciado diferencias genéticasy antigénicasentre
cepasviraesdediferente origen geogréfico, lafata
de model os animales parareproducir laenfermedad
ha hecho dificil demostrar los determinantes
genéticosrelacionados con lamayor virulenciade
algunos serotipos y(0) genotipos particulares.'’

Leitmeyer y otros, mediante la secuenciacion
nucleotidicadel genoma completo del DENV-2 a
partir del plasmade pacientesinfectados, tanto con
FHD como FD, de diferentes origenes geogré-
ficos, encontraron cambios estructurales que po-
drian ser determinantes de FHD.*® Recientemente,
Cologna y otros, generaron una serie de clonos
infecciosos quiméricos de DENV-2, con diferentes
combinaciones de las secuencias de | 0s genotipos
asiatico (productor de FHD/SCD) y americano
(productor de FD) que incluyen los cambios en-
contrados por Leitmeyer y otros.”® Los resultados
encontrados por estos autores revelan que para
algunos delos virus quiméricos se alterd la mor-

fologia de las placas, y que a pesar de que todos
eran capaces de replicarse de forma similar en
células de mosquito, se encontraron diferencias
en cuanto alasalidade ARN viral por célulainfec-
tada, cuando |os experimentos se hicieron en ma-
crofagoshumanosy células dendriticas. Losdatos
sugieren gue |os cambios encontrados podrian ser
responsables de unadisminucion delareplicacion
viral en células blanco humanas o de una mayor
virulenciadurantelainfeccion.

Lavariabilidad del virus circulante dentro de
unamismaepidemia, enmarcadaen unaregion en
particular y en un periodo de tiempo dado, hasido
poco abordada como estudio. Sin dudas, para dar
continuidad a este trabajo, deben evaluarse otros
modelos que permitan demostrar el papel de los
cambios encontrados en |a patogénesisviral.

Dengue virus serotype 2 strains isolated from
theepidemicoccurred in Santiago deCubain 1997

ABSTRACT

Introduction: during the Cuban epidemic that occurred in
Santiago de Cuba in 1997, there was observed increasing severity
in the course of time, in terms of proportion of serious dengue
haemorrhagic cases and deaths that could be due to the emergence
of escape mutants to neutralization with greater virulent
potential. Objective: to study some biological attributes of a
group of strains isolated at different points of time during the
Santiago de Cuba epidemic in 1997. Methods: nine DENV-2
strains were studied. The cytopathogenic effect, the viral growth
in C6/36 HT and VERO cell lines, the virus plague sizes, the
sensitivity to temperatures, the neurovirulence in newborn mice
and the influence of the pH in the union of the virus to the cell
as well as in the multiplication medium were all evaluated.
Results: the strains isolated at the end of the epidemic differed
from those of the beginning showing increased neurovirulence
in newborn mice and higher viral titers and greater cytopathogenic
effect in HT C6/36 cells. On the other hand, the virus and the
cell union was favored by acid pH when testing strains from the
beginning of the epidemic, whereas this union was favored by
the basic PH in the strains isolated at the end of the epidemic
Conclusions: the present study managed to show that in addition
to the previously observed genotypical changes, there were
phenotypical differences among the strains isolated at different
points of time in the epidemic; all these aspects may be associated
with differences in the viral fitness and/or in the virulent potential
of these strains.

Key words: dengue, strains, biological attributes, severity.
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