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Resumen

La interaccién de virus-vector-hospedero, dan como resultado que se
produzca una infeccién con determinado grado de virulencia por dengue
virus (DENV), dependiendo de su patogenicidad. Esta se han
determinado que se asocia a ciertas regiones en el genoma del DENV
que se han asociados a la alteracion de los signos y sintomas en
modelos de animales; aunado a esto y con los estudios de los brotes
epidemioldgicos se han determinado mediante la secuenciaciéon de
genomas completos, la existencia de genotipos asociados con un
incremento del numero de casos con diagnéstico de fiebre hemorragica.
Esto sugiere que el virus posee propiedades genéticas y proteinas
especificas que afectan drasticamente el resultado de una infeccién por
DENV, lo que seguramente le conferirle a este una mayor virulencia.
Este conocimiento ademas de tener importancia en el entendimiento de
la patogénesis de DHF, concibe un camino para el disefio de
herramientas de diagnéstico altamente eficaces. La fabricacion de un
Biosensor de DNA puede ayudarnos en dicho diagnéstico ya que
ademas de conferirnos la ventaja de deteccion del DENV en un gran
numero de muestras de pacientes y el mosquitos vector en un corto
periodo de tiempo y con una alta sensibilidad, reproducibilidad vy
especificidad por un determinado serotipo. Asimismo nos permitira
detectar infecciones simultaneas por dos serotipos; y en un momento
dado podremos discriminar incluso entre los genotipos. Por lo que se
disefid un Biosensor de DNA que incluso podria contribuir en el disefio

de vacunas para el DENV.



Abstract

The interaction between virus-vector-host may result in an infection that
occurs with certain degree of virulence caused by dengue virus
(DENV). Different regions in the genome of DENV have been
identified to be associated with the alteration of signs and
symptoms in animal models; this in conjunction with studies of
outbreaks and complete genomes sequencing have been useful
to identify different genotypes associated with an increased
number of cases diagnosed with hemorrhagic fever, suggesting
that the virus has specific proteins and genetic properties that
dramatically affect the outcome with a DENV infection, that may
confer greater virulence. This knowledge will be important in
addition to understanding the pathogenesis of DHF, conceived a
way to design highly effective diagnostic tools. Making a DNA
Biosensor can help in the diagnosis as well as confer the
advantage of detection of DENV in a large number of patient
samples and mosquitoes in a short time and with high sensitivity,
reproducibility and specificity for a particular serotype. It will also
allow us to detect simultaneous infection by two serotypes; and
at one point we even discriminate between genotypes. So a DNA
Biosensor may even contribute to the design of vaccines for
DENV.



INTRODUCCION

1 El Dengue

El Dengue es una enfermedad infecciosa aguda metantropondtica (el
hombre como virtual huésped unico sintomatico) de etiologia arboviral
(siendo el mosquito el vector transmisor del virus) [1, 2]. El riesgo global
de Dengue es muy alto con un estimado de 50 a 100 millones de
infecciones anualmente, con medio millobn de casos de dengue
hemorragico y 25,000 muertes en mas de 100 paises, siendo esta con
una distribucién del vector cosmotropical, donde el costo total anual de
los tratamientos asciende a mas de dos mil millones de délares (basado
en cifras de cinco paises Americanos y tres Asiaticos), presentando un
potencial de esparcimiento holoendémico geografico a futuro. Debido a
que en los ultimos 50 anos, la incidencia de Dengue ha aumentado 30
veces llegando a ser hiperendémico, causado por la sinantropicidad del
vector (preferencia por zonas urbanas y rurales), donde la poblacién

mundial en riesgo es de mas del 40% [3, 4, 5, 6].

1.1 Caracteristicas clinicas de la enfermedad y sintomatologia

El espectro de sintomas que se definen como Dengue fue determinado
después de cientos de observaciones hechas desde 1920 en
infecciones naturales o experimentales, después de un periodo de
incubacion de 3 a 15 dias (usualmente 5 a 8) [1], comenzando los
sintomas sorpresivamente seguidos de 3 fases: la fase inicial, la fase
critica (cuando empieza a disminuir la carga viral) y la fase de
recuperacion espontanea. La organizacion mundial de la salud (WHO)
ha clasificado a la infeccibn que genera DENV en los pacientes,
dependiendo de la severidad de dicha infeccion, ya que esta puede
variar, ya sea que presenten Fiebre por Dengue clasico (DF) o Dengue
severo (Fiebre hemorragica por Dengue= DHF o Sindrome de shock

por Dengue= DSS) [3]. EI Dengue clasico es caracterizado por



presentar un comienzo abrupto de fiebre (39.4-41.1 °C), conocida como
fiebre aguda febril, dolor de cabeza frontal o retro orbital, mialgias,
artralgias, dolor de espalda y varias partes del cuerpo, malestar,
postracion, sarpullido, leucopenia y enrojecimiento de la piel de la cara
y cuerpo. Durante los dias 2-6 de fiebre continua, se puede producir
anorexia, nausea, vomito, sudoracion intensa, limfadenopatia
generalizada e hiperalgesia cutanea, terminando en crisis, en el ultimo
dia de la fiebre o durante las siguientes 24 horas, una erupcidn
macropapular duradera (1-5 dias) puede aparecer y picazén en las
palmas de las manos y plantas de los pies es comun con descamacion
menos frecuente. La viremia generalmente coincide con la fiebre.
Aparentemente un segundo incremento de la temperatura puede surgir
resultando en un perfil de fiebre, es decir, la fiebre es bifasica. Hacia el
final del periodo febril, las erupciones se desvanecen. Durante los picos
febriles, los nifios pequefios pueden presentar sintomas respiratorios
como tos, dolor de garganta vy rinitis [1]. En este diagndstico, algunos
pacientes se recuperan sin mayores complicaciones [4]. Por otra parte
tenemos la fiebre por Dengue hemorragico, estos sintomas comienzan
como los causados por el Dengue clasico, es decir, en un principio son
indistinguibles, seguidos, de 2-5 dias después, con un rapido deterioro,
colapso fisico e incluso la muerte. Esta se presenta como una segunda
fase de la enfermedad que ademas coincide con la defervescencia de
la primera fase, esta es febril severa caracterizada por anomalias de la
hemostasis [1] o sindrome de ruptura vascular con problemas de
coagulacion de sangre, donde incluso las células se pueden volver
necréticas, siendo mas evidente en niflos y adultos jovenes [4]
incrementandose la permeabilidad vascular y capilar, con trasvasacion
al tejido extracelular de liquidos y proteinas [1]; es decir estudios de
capilares de biopsias de piel, muestran distorsion e hinchazén con
niveles altos de marcador de dafo endotelial trombomodulina, aunque

no halla dafio severo de los vasos (disfuncion) [4], con facil aparicion de



moretones, sangrado en los sitios de puncion venosa, con
manifestaciones de lesiones hemorragicas pequefias a manera de
puntos en todo el cuerpo y en ocasiones en las mucosas de la cavidad
oral (petequias), con una larga y espontanea equimosis, sangrado
gastrointestinal, menorragia, sangrado de otros organos, epistaxis y
sangrado bucal; en algunas ocasiones se presenta hepatomegalia, todo
lo anterior en conjunto en algunas instancias resulta en sindrome de
shock hipovolémico mejor conocido como sindrome de shock de
Dengue, siendo esta la etapa letal; donde el pulso es rapido
(taquicardia) pero débil, acompafiado de una presion sanguinea de <20
mm hg [1], ya que al inicio los mecanismos compensatorios fisiologicos
son sobreregulados en un intento de mantener la circulacion adecuada
en organos criticos, lo cual genera la disminucion en la presion arterial
cuando la perdida de volumen plasmatico llega a ser critico,
presentandose signos de colapso vascular periférico [4], temperatura
corporal baja y ansiedad [7], ademas puede ocurrir acumulacién de
suero que cause dificultad pulmonar y dafio severo a érganos [3], en
este diagndstico, la resucitacion efectiva se vuelve urgente, ya que ante
la disminucion de la presién sistélica y la ruptura vascular, es crucial
estar al tanto de los signos vitales donde una resucitacion no efectiva
puede llevar a una muerte inminente [4]. La convalecencia por ataque
severo de Dengue es caracterizado por una pronunciada bradicardia y
una marcada astenia, asi como depresion psicomotora puede ser
evidente en varios pacientes, consistente con el nombre de “fiebre
rompehuesos [1]. Tras una trombocitopenia severa, en la fase de
recuperacion, se observa un aumento plaquetario a las 48h,
permitiendo que la permeabilidad vascular alterada revierta casi
espontaneamente a niveles normales, ademas de una mejoria en los

sintomas en general en los pacientes de una a dos semanas [4]c.

Los investigadores han observado que los pacientes que tenian DHF

de diferentes areas geograficas y diferentes brotes, no siempre se



presentaban con las mismas caracteristicas clinicas, por ejemplo en
Bangkok es comun presentar Hepatomegalia, a pesar de que esta
caracteristica no es muy comun para la enfermedad. Otro ejemplo es
que en Indonesia se presenta sangrado gastrointestinal antes de la
aparicion del shock y ademas no coincide con la hemoconcentracion
tipica, cumpliendo los casos en este pais solo un 70% de los criterios
de la Organizacion Mundial de Salud, todas estas variaciones podrian
estar resultando posiblemente de diferencias étnicas, ambientes
culturales, la veracidad de las evaluaciones clinicas y el estatus
inmunoldgico de la poblacién asi como otros factores no reconocidos;
También se han reportado casos de Dengue combinado con
enfermedades causadas por otros Flavivirus e incluso coinfecciones

con otro serotipo de Dengue [1].

En los ultimos dos siglos, el Dengue ha sido conocido con los siguientes
seudodnimos, la fiebre rompe huesos, fiebre “dandi”, denguero, fiebre
ramo, fiebre de la jirafa, fiebre polca, fiebre del quinto dia o del séptimo
dia, fiebre remitente biliosa, etc. Probablemente el Dengue sea la
enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante en
términos de morbilidad y mortalidad humana, generando el mayor
problema de salud publica a lo largo de regiones tropicales y sub-
tropicales [1], ya que la OMS calcula que 2500 millones de personas se

encuentran en riesgo de contraer la infeccion [3].

1.2 Diagndstico de la infeccidn (pruebas de laboratorio y coinfecciones)

En las pruebas de laboratorio para el diagnodstico, se establece
mediante la deteccion de componentes virales en el suero mediante
métodos directos como el aislamiento de la particula viral [8] y la
hibridacién del acido nucleico como la RT-PCR o los Microarreglos [4,9],
cabe mencionar que en células limfoblastoides B humanas tratadas con
mitogenos, se puede observar la replicacién in vitro del Virién, lo cual

seria un método directo de deteccion viral [1]. Por otra parte también se



cuenta con métodos indirectos como el uso (PRNT y HI) o la
identificacion de los anticuerpos especificos (ELISA) tanto para la
deteccion de componentes del huésped como los anticuerpos IgM e IgG
y componentes virales como la capsula, de la proteina NS1 la cual es
soluble y se desprende del polipéptido viral, o de la proteina E en la
envoltura, con la cual podemos determinar el serotipo, ya que son 4
serotipos los que presentan al virus, ya que se tratan de virus del
Dengue filogenéticamente y antigénicamente distintos [8,4]. La
sensibilidad de cada técnica depende de la fase de la infeccion en la

que se determine [4].

Las particulas virales han sido aisladas de raton, cultivo celular y
mosquitos vivos. De los cultivos de las células es factible obtener el
aislado, por ejemplo de la linea celular C6/36 de A. Albopictus que fue
desarrollada por su habilidad de crecer al virus (inclusive otros
arbovirus), creando un alto titulo. Por mucho el método de aislamiento
mas sensitivo es la inoculacién intratorasica de T. Splendens o A.
Aegypti (incubandolos 14 dias a 30 °C), incluso mas que las lineas
celulares. Aunque estas ultimas hacen posible identificar al virus a los 6
dias. Este sistema se mejoré por la inoculacion en el mosquito usando
la larva e identificando al virus a los 4-6 dias. Estos métodos se han
utilizado para aislar al virus de los pacientes confirmados en un 20-65%
[1]; también algo que cabe senalar es que los titulos de Dengue son
menores que los de la Encefalitis, esto se designa para enfermedad la

primaria [10].

La identificacion del serotipo a partir de los aislados primeramente se
llevé a cabo con anticuerpos policlonales preparados con un ensayo de
fijacion estandarizado, o por neutralizacion de reduccion de placa
(PRNT), el cual no es mas que el poder neutralizante de un suero,
siendo una técnica muy sensible en virologia, donde se mezcla a una

suspension de virus con suero, y si el suero tiene las Inmunoglobulinas



(Ig) especificos contra ese virus se evita la infeccidn. La infectividad de
la mezcla puede determinarse inoculando embriones de animales o
cultivos celulares, en estos ultimos se determina la neutralizacién si se
inhibe el efecto citopatico (degeneracion celular) en fase liquida o si
existe la producciéon de placa (multiplicacién en el cultivo). EI método
fue exitoso ya que es muy sensible para la deteccion de anticuerpos
contra Dengue, y los Ig producidos después de la primera exposicion
son comunmente monoespecificos, sugiriéendose que el titulo
neutralizante contra el serotipo responsable de |la primera infeccion es
anestésicamente mejor que el titulo neutralizante contra el virus
responsable de la segunda infeccion. Usando este ensayo de
neutralizacion de reduccién de placa, fue que se concluyé que los 4
serotipos pertenecian a una unica y compleja especie de virus, estos
datos nos dicen que el ensayo es muy amigable para estudios

epidemioldgicos, aunque es laborioso y tardado [1].

Después de la introduccion de los anticuerpos monoclonales
especificos (método Henchal) para cada serotipo, la identificacion fue
mas sencilla y rapida, incluso cuando cambios significativos en los
determinantes neutralizados hicieran dificil la serotipificacion por PRNT.
Estos Ig monoclonales son usados en inmunofluorescencia directa, ya
que los antigenos son visualizados por microscopia fluorescente en
células de mosquito, al igual que en la superficie de los linfocitos B
durante estados agudos de DHF y DSS (estas observaciones pueden
ser debidas a la fijacion de los inmuno-complejos circulatorios al
receptor Fc) Aunque actualmente son mas ampliamente usados los
métodos de ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), ya
que se este ensayo puede modificarse para la deteccién de IgM y por
lo tanto la determinacion de la infeccién primaria [1]. Es decir, el
diagnostico serologico de infecciones primarias por Dengue se basa en
la deteccion de niveles altos de IgM sérico anti-virus a partir de los 4

dias después de que la fiebre comienza [4]. En esta etapa los ensayos



tienen del 10-78% de sensibilidad cuando el suero admitido es probado
y >97% con suero convalescente, siendo ampliamente utilizado por
investigadores para distinguir entre Dengue y Encefalitis japonesa en
regiones geograficas donde ambos virus circulan comunmente; donde
ademas, pacientes con encefalitis que presentaban anticuerpos contra
dengue en el suero, indicaban que se tiene probablemente una memoria
inmunoldgica para flavivirus heterdlogo [1, 10]. Por lo que esta prueba
se emplea para detectar la seroconversion de IgM como una prueba
confirmatoria cuando se trata de una infeccion primaria. Ademas los
pacientes con infecciones secundarias presentan repuestas humorales
rapidamente en donde los niveles de IgG especificos para virus de
Dengue predominan sobre los de IgM, es decir, la infeccidn puede
determinarse como primaria o secundaria determinando el rango de
unidades de IgM y IgG, ya que también una infeccién con varios
epitopes o agentes compartidos, provoca una respuesta inmune por
incremento de IgG, donde la IgM solo reconoce un unico epitope. En
lugares donde los diagndsticos con meétodos moleculares no son
posibles, el buscar niveles de IgM reactivo a Dengue o NS1, es un
método basico [4]. Aun asi habra que recordar que el diagnostico
seroldgico es complicado por la existencia de la reaccion cruzada de
determinantes antigénicos compartidos por los 4 serotipos y otros
miembros de la familia Flaviviridae que son reconocidos por las IgM,
Por lo que es posible diferenciar entre una infeccién primaria y una
secundaria. [1, 10, 11]. Para infecciones primarias para personas que
no habian sido infectadas previamente (como es el caso de viajeros), la
sensibilidad diagnostica de la deteccién de NS1 en la fase febril puede
exceder el 90% y la presencia de antigeno puede persistir por varios
dias tras la resolucion de la fiebre. La sensibilidad de la deteccion en la

fase febril es menor en las infecciones secundarias (60-80%) [4].

El método mas ampliamente usado décadas atras fue el ensayo de

inhibiciéon por hemaglutinacion (HI), ya que fue reemplazado como una



prueba estandar seroldgica por la técnica de ELISA, donde se inhibe a
los antigenos mediante Ig (incremento en titulo de Ig), quedando bien
establecidos los estandares que diferencian entre una enfermedad
primaria (primera exposicion), la cual es detectada del 5to al 6to dia
después del comienzo de la fiebre, o una secundaria, la cual es
detectada por una elevacion en el titulo de HI al 2do-3er dia debido a la
presencia de altos titulos de anticuerpos IgG. En pacientes con la
enfermedad primaria, al dia 5 presentan IgM detectable el cual persiste
hasta los 90 dias, caracteristica que se comparte con otros flavivirus,
por otra parte tenemos al IgG el cual aparece el dia 14 en la infeccién
primaria, mientras que en la secundaria al dia 2-3. Este IgG, se ha
detectado hasta los 60 afios después de la exposicion, y debido a la
durabilidad del IgM en respuesta a algunos flavivirus, se sabe que no
necesariamente su presencia indica infeccion reciente. Pacientes de
Dengue primario, usualmente tienen titulos de Ig de inhibicion de la
hemaglutinacion convaleciente de <1:1,280, por lo tanto el test de HI no

sirve para distinguir el tipo de flavivirus [1, 10].

Métodos alternativos para la deteccion del material genético viral y el
virus fueron posteriormente reportados y actualmente ampliamente
utilizados, algunos de ellos son la hibridacion de acidos nucleicos y la
union competitiva de sitios multi-epitopes con anticuerpos
monoclonales. La reaccion de cadena de la polimerasa con retro-
transcriptasa (RT-PCR), tiene el potencial para una deteccion sensitiva
y rapida de los acidos nucleicos virales [1], y puede hacerse durante la
fase febril a partir del suero [4], pero por otra parte tenemos el uso de
Microarreglos, donde con este método, podemos emplear un enfoque
multiple de deteccidn, en contraste con la RT-PCR, la cual se limita a 4

objetivos; (figura 1) [9].



Curso de la infeccion del Dengue a travéz del tiempo
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Figura 1 Opciones de diagndstico de laboratorio y métodos de de-
teccion como pruebas confirmatorias en pacientes con posible in-

feccion por Dengue.

La deteccion en el suero durante la viremia del &cido nucleico viral, NS1
o la seroconversion de IgM son resultados confirmatorios en pacientes
en donde la infeccién por Dengue es probable, dia cero es el primer dia
cuando el paciente noto algun sintoma durante su enfermedad, cuando
la IgM comienza a ser detectable, la viremia y la fiebre terminan apare-
ciendo en el tercer dia de la enfermedad afebril y declina su deteccién
hasta el dia 30-90, asi como la IgG en infeccidn secundaria suele ser
detectable a los 3 dias, diferente que en infeccion primaria donde suele
detectarse después de los 10 dias [7].

En cuanto al diagndstico de la infeccidn, resultados de laboratorio
revelan un decremento del conteo de los leucocitos (leucopenia)

periféricos con una absoluta granulocitopenia y un conteo plaquetario



por abajo de los <100,000/mm3 (trombocitopenia) en un caso DHF [1],
esta ultima puede ser severa o moderada, ya que también puede

aparecer en el rango de 20 x 10%L células [4].

La organizacién mundial de la salud, ha definido criterios estrictos para
describir y reconocer DHF y DSS dentro de 4 grados de acuerdo a la
severidad de la enfermedad (tabla 1). La hemorragia
independientemente del sitio y severidad, cuando no es acompanada
pon trombocitopenia e hipovolemia, no satisface el criterio de DHF, ya
que estos 2 diferencian al grado Ay B de DHF, del Dengue clasico con
manifestaciones hemorragicas. El shock es el criterio para distinguir

entre el grado Ay B del grado Cy D [1, 3].

Tabla 1. Criterios de clasificacion de reconocimiento de DHF y
DSS en pacientes segun la OMS [1, 3].

Grado de la enfermedad Sintomas

A Fase febril con sintomas diversos
y prueba del torniquete positiva
como la Unica manifestacion

hemorragica

B Igual que el grado A, pero con
manifestaciones hemorragias

espontaneas como petequias etc.

C Signo de alerta: Falla en la
circulacion con pulso débil vy
estrecha presion (<20 mmHg) o

hipotension

D Falla multiorganica, shock
profundo, sin presion y pulso

detectables.




Por ultimo, en cuanto al diagnéstico de infecciones simultaneas, algu-
nos investigadores han reportado en varios paises una infeccion con
Dengue combinada con infeccion de la Encefalitis Japonesa [1]; tam-
bién en un estudio sobre diagndstico, se desarrollé un Microarreglo que
podia serotipificar el Dengue en el suero del humano y en los mosquitos,
el sistema ademas de poder distinguir entre los 4 serotipos, podia diag-
nosticar infecciones duales con diferentes serotipos, encontrando dos
casos de coinfeccion, de igual manera se tenia capacidad de la detec-

cion de otros flavivirus animales y humanos [9].

1.3 Mecanismos de patogénesis y patologia (de DF a DHF)

Los factores de riesgo y mecanismos de patogénesis para DHF y DSS
en humano son controversiales y no entendidos completamente, debido
al numero limitado de huéspedes naturales del virus asi como de un

modelo animal optimo [1,4].

En lo que respecta al huésped humano, después de un gran trabajo en
Tailandia, Halstead propuso la hipétesis de la “infeccién secundaria” o
“potenciamiento de la infeccion inmunitaria”, ademas de que varios
estudios sugieren que los individuos que tuvieron una previa infeccion
con algun serotipo del Dengue, sus anticuerpos especificos para ese
serotipo (inmunidad), ahora resultan ser no-neutralizantes para otro
serotipo, creando una reaccion cruzada inesperada, que facilita la
infeccion y por lo tanto se encuentran en riesgo de desarrollar DHF que
podria derivar en DSS, es decir, de esta manera el sistema inmune
sensibilizado responde de una forma mas agresiva generando peores
sintomas [1, 8], por lo que de manera paralela al trabajo de Halstead,
estudios epidemioldgicos han demostrado una clara correlacion entre la
enfermedad severa e infecciones secundarias con un serotipo distinto a

la primoinfeccion, es decir, bajo ciertas condiciones los anticuerpos anti-



DENV podrian estar generando una reaccion cruzada induciendo el
Fenobmeno de potenciamiento dependiente de anticuerpo=mejora
dependiente de anticuerpo (ADE) de la infeccion, resultando en una
infeccidn severa, por lo que estos estudios han demostrado que la
infeccion primaria es especifica de “tipo” predominantemente, mientras
que las respuestas cruzadas se han visto en infecciones secundarias.
El fendmeno ADE aumenta la carga viral que entra a las células blanco
que presentan el receptor FcY, esto se debe a la hipotesis de que los
anticuerpos no neutralizantes o sub-neutralizantes dirigen al virus hacia
células con receptor de Fc (FCYR), como monocitos, macréfagos y
células dendriticas, las cuales son blanco natural del virus, resultando
en un titulo mayor de infeccién de células, lo cual eventualmente,
potencia la enfermedad. También estudios han demostrado que la
opsonizacién del virion ocurre cuando el titulo de anticuerpos es menor
que el umbral; Los anticuerpos podrian potenciar la union del virus a la
superficie celular y facilitar la entrada del virién via endocitosis. Esto no
solo aumenta el numero de células infectadas sino que también
aumenta las particulas virales por célula infectada. También en los
ultimos anos se ha demostrado que la entrada mediada por FcR
suprime la respuesta antiviral inducida por disminuir la produccion de
IFN-Y', TNF-a y 6xido nitroso y aumentar la producciéon de IL-12 e IL-10.
No solo los anticuerpos anti-E se han visto implicados en el fendbmeno
de ADE, sino que también los anticuerpos anti-prM, sin embargo estos
potencian la infectividad con viriones inmaduros y no tienen un efecto
significativo en los virus producidos por la célula infectada [4]. Estos
mismos estudios epidemioldgicos han demostrado que una infeccién
primaria de infantes de menos de 1 afo de edad, debido a que sus
madres pudieron haber tenido previamente una infeccion con DENV en
el embarazo y él bebe pudo haber adquirido los anticuerpos que
potencian la infeccién secundaria por otro serotipo, lo que incrementa

el riesgo de desarrollar dengue hemorragico, de manera similar a las



infecciones secundarias con un serotipo heterélogo [3,4]. Por lo tanto
patrones espaciales y circulacion secuencial de DENV-1-4 suelen ser
considerados junto con la genética del hospedero como factores de
riesgo poblacional importantes para la enfermedad del dengue severo
[8]. Asimismo se ha demostrado que en la presencia de anticuerpos de
otros flavivirus que causan reaccién cruzada debido a la vacuna de virus
atenuados de Dengue-2, solamente aquellos anticuerpos que actuaron

contra el Dengue, contribuyeron a la enfermedad severa [1, 13].

También se sabe que las células T contribuyen a la inmunopatogenesis
participando en la cascada pro-inflamatoria generando niveles elevados
de TNFa; de esta manera la respuesta inmune humoral no solo esta
implicada en la inmunopatogenesis, sino que también causa proteccion;
por lo que es importante sefalar un papel importante de la proteina NS1
en la patogénesis de DHF en humanos ya que tiene la capacidad de
modular la respuesta del complemento en el hospedero, y tal evento

podria estar relacionado con el aumento de la permeabilidad vascular

[4].

También se han realizado estudios donde se plantean algunos
polimorfismos genéticos que causan cierta predisposicion asociada a
un incremento de riesgo de padecer un Dengue grave, por ejemplo
polimorfismos en el gen TNFa y TGFB. Otros polimorfismos que en
cambio parecen beneficiar, son los que se dan en el gen del receptor de
la vitamina D, los cuales al parecer ofrecen cierta proteccion contra el
desarrollo de formas graves tras la infeccidén con un segundo serotipo.
También se ha reportado que una anomalia genética comun en Africa
que es la deficiencia de glucosa-6-P, parece aumentar el riesgo a

Dengue grave.

Todo lo que se ha reportado hasta hoy son estudios en cultivos celulares
de células Dendriticas (DCs), modelos animales que se han utilizado
(cada uno con sus limitaciones), los datos clinicos reportados y los



episodios epidemiolégicos que se han analizado con ayuda de
herramientas bioinformaticas y matematicas [4]. Otros factores que se
ha observado que contribuyen al incremento del riesgo de
enfermedades severas [1]; son los genotipos virales, donde se sabe que
hay unos mas virulentos que otros, capaces de generar brotes y
desplazar a otros genotipos existentes en el area geografica. Esto es
indicativo de la posibilidad de reconocer propiedades en el genoma del
virus que pueden influir en la manifestacion de los signos de la
severidad de la enfermedad en los individuos (véase capitulo 4

Virulencia, patogenicidad y severidad) [4].

En cuanto al estudio de los episodios epidemiologicos y brotes, en
primer instancia, estos sugieren la presencia de propiedades genéticas
asociadas a virulencia; donde las primeras descripciones en la
diferencia de virulencia de DENV, fueron observadas en estudios
epidémicos y entomoldgicos en el Pacifico Sur por Rosen y Gluber en
1970. Ellos notaron que algunos brotes en esta region presentaban
menor numero de casos de DHF donde los virus transmisores se
consideraron de menor virulencia; otros brotes presentaban mayor
numero de casos después de la primoinfeccion y estos virus se
consideraron de mayor virulencia. Sin embargo, no fue hasta el
desarrollo de las técnicas de secuenciacion de RNA y el uso de estas
secuencias para la generacion de arboles filogenéticos de relaciones
evolutivas entre los virus para descubrir que ciertas variantes de grupo
o genotipos, se encuentran mas frecuentemente asociados con
epidemias de Dengue y enfermedad severa. Mas recientemente se ha
mostrado que ciertos genotipos asociados a DHF se han introducido y
se han establecido endémicamente en otros continentes, desplazando
a los DENV menos virulentos (que muchas veces solo causan DF) ya
establecidos en estas regiones. Los genotipos mas “virulentos” se han
descrito para los serotipos 2 y 3 y todavia falta estudiar si estudios

evolutivos sefialan grupos similares en los serotipos 1y 4.



Con todo esto, es que podemos hablar de factores
intrinsecos/extrinsecos generales que influyen en la patogénesis de la
infeccién con resultado severo en humanos; donde los factores que
distinguen la inmunopatogenesis por anticuerpos de reaccion cruzada
no son claros y su entendimiento podria contribuir a un mejor disefio de

vacunas [4].

En lo que a patologia respecta, el examen para determinarla en la piel
con cuadro de fiebre clasica, es que se muestre hinchazén endotelial,
edema perivascular e infiltracion de células mononucleadas. En
material de biopsia, no se han encontrado virus ni antigenos virales,
sugiriendo que las pustulas macropapulares pueden ser causadas por
inmunoglobulinas o por otro mecanismo que no muestre infeccion
directa en la piel. Al analizarse tejidos de casos fatales de DHF y DSS,
se observa hemorragia en el corazon, tracto gastrointestinal y tejidos
subcutaneos, asi como cambios histopatoldgicos significativos como la
degeneracion en el higado, células de kupffer y cuerpos de councilman,
por otra parte se han visto cambios en el sistema reticuloendotelial.
Dilatacién, congestion de los vasos y edema de las paredes de las
arterias son comunmente encontradas, asi como la acumulacion de
fluidos en las cavidades corporales, ademas se observa proliferacion de
linfocitos jovenes, células plasmaticas y células del revestimiento
sinuidal en el bazo y nddulos linfaticos, asi como una acelerada
actividad fagocitica de los linfocitos. Se puede presentar hipoplasia de
la medula ésea, atrofia aguda y perdida del timo, delacién y atrofia de
las células en las vainas linfaticas periarteriales del bazo y del area
paracortical de los nédulos. Varios de los tejidos afectados son areas
timo-dependientes del baso, los nédulos y del timo mismo, y se ha
sugerido que la inmunodepresion puede ser una parte integral de la
patofisiologia de DHF, consistente con esto es que los antigenos del
Dengue fueron localizados en monocitos y estos como células

asociadas a membranas basales del glomérulo y en células



mononucleadas cercanamente infiltradas a las paredes de los vasos
sanguineos en las papilas dermales. En microscopia electronica se ha
visto que las células endoteliales tienen un incremento en las vacuolas
y vesiculas pinociticas, esto es importante en el transporte de los fluidos
plasmaticos del capilar al espacio pericapilar. Se ha observado que el
virus puede infectar células hematopoyéticas alterando su capacidad
proliferativa. Evidencia de que las células mononucleadas, macréfagos
0 monocitos son blanco del virus, se deriva de que se ha observado que
las células mononucleadas filtradas de tejidos afectados contienen
antigenos virales. El virus puede regularmente ser aislado de fracciones
leucositicas de sangre periférica, donde a cultivos de monocitos se
pueden infectar con virus en presencia o0 ausencia de anticuerpos que

generan la reaccion cruzada [1].

Otro rubro importante en los mecanismos de patogénesis se desprende
del analisis reciente de diferencias nucleotidicas en las secuencias del
genoma del virus entre los distintos genotipos, nos sefiala que repercute
directamente en la frecuencia del uso de codones en la traduccion,
ademas de que se ha observado que ocurre desplazamiento de
secuencias por aquellas con mayor frecuencia de uso de codones para
tRNAs mas abundantes o disponibles, esto nos permite asociar dicho
desplazamiento con una mayor eficiencia de traduccion del genoma del
virus, consecuentemente esto estaria alterando la patogénesis
observada ya sea aumentando la severidad o disminuyéndola [4]. Es
decir, debido a que en las células de las especies animales huéspedes
(mosquitos, el hombre etc.), disponen de una cantidad mas elevada de
tRNAs que de otros, es que resulta mas eficiente la traduccion de ciertos
codones y por lo tanto de unas secuencias que de otras, inclusive,
aunque los codones de las distintas secuencias de los genotipos, solo
tengan cambios en la tercera base del codén (codones homdélogos), y
generen ante la traduccién el mismo aminoacido, pueden tener distintas

eficiencias de traduccion dependiendo del uso de codones y por lo tanto



es que se comienza a desplazar a la secuencia que presenta menor

frecuencia.

partes importante sefalar que regiones que presentan mayor presion
de seleccion, presentan variabilidad genética, como ocurre con NS1,
NS3 y NS4B, donde los cambios de nucledtidos en estas regiones
podrian estar alterando la estructura secundaria del RNA en la etapa de
replicacion, de manera que la eficiencia se altere, ya que la formacion
de la estructura secundaria del RNA resulta una forma de regulacién de
la sintesis del RNA que sera como molde nuevas rondas de replicacion
o como sustrato para la encapsidacion; pero aun mas importante, es
que dichas regiones mas que considerarlas como mecanismos de
patogénesis ya establecidos por DENV, se podrian considerar como
regiones genéticas que favorecen una mayor virulencia de las cepas y

por lo tanto una mayor severidad en la infeccion que genera este virus

[4].

2 Patrones epidémicos

El virus del Dengue es el arbovirus con mayor propagacion geografica,
ya que se encuentra disperso en bastantes naciones, las cuales
contienen zonas tropicales y subtropicales (distribucion principal del
vector), donde 2.5 mil millones de personas estan en riesgo de contraer
la infeccidn, ya que la incidencia de Dengue ha aumentado y seguira
este proceso de expansion hacia nuevos paises y nuevas regiones
rurales y urbanas, tornandose de una enfermedad hipoendémica o
mesoendémica en algunos casos, a una enfermedad con grado de
endemicidad hiperendémica (se presenta en areas donde la intensidad
de transmision e incidencia es persistente por afos o largos periodos
aunque temporal o estacionaria, donde la inmunicidad de la poblacion
es insuficiente para prevenir los efectos de la enfermedad) y con riesgo



a llegar a ser holoendémica (figura 2). Mas de 50 millones de casos
ocurren anualmente, y se desconoce y no esta claro si dichos casos o
reportes totales de los 4 serotipos son representaciones de una forma
epidémica de transmision persistente del virus o solo desbordamientos
esporadicos del ciclo de transmision selvatica [8], ya que se tiene
informacion que sustenta ambas hipétesis; lo que si es claro, es que se
ha demostrado por analisis de secuencias, que el virus del Dengue que
participa en los ciclos de transmision selvatica es diferente al virus
asociado a los brotes epidémicos de transmision en los asentamientos
humanos urbano-rurales [1], lo cual de manera concluyente nos dice
que cual fuera la hipétesis mas aceptada sobre los reportes de casos
de Dengue, simplemente los virus participantes en los dos tipos de
nichos, son diferentes genéticamente. Cabe sefalar que la confusién
viene a partir de que existe evidencia de que los serotipos se conducen
de manera ciclica en dichos asentamientos humanos, lo cual es
caracteristica de los virus selvaticos, y por lo cual se plantean las
siguientes dos hipotesis, a manera de dar una mejor explicacion; es
decir, por una parte los investigadores han planteado un posible
desbordamiento del ciclo selvatico ya que se tiene bien documentado
que existen especies salvajes de mosquitos como A. niveus (subgénero
Finlaya) y A. taylori o A. furcifer (subgénero Diceromyia), que son parte
del mantenimiento del ciclo selvatico en la selva del sureste Asiatico y
en Africa (sub-sahariano), tal y como se comprobé un ciclo selvatico
para el virus de la fiebre amarilla en el centro de América. Donde el ciclo
funciona de la siguiente manera; dichos mosquitos son hospederos
naturales del virus del Dengue, y con lo cual podemos decir que son
primarios dentro de dicho ciclo; estos infectan a primates no humanos
(babuinos, monos, chimpancés etc.), los cuales también son
hospederos naturales del virus; estos mamiferos posteriormente
pueden ser picados por otras especies de mosquitos sinantrépicos, es

decir no salvajes, donde debido al desplazamiento de las especies



(mamiferos y mosquitos) dentro de los limites de una zona salvaje y una
zona rural con presencia de actividad humana (desplazamiento fortuito
del virus a estas nuevas zonas habitadas por el hombre), donde dichas
especies de mosquitos sinantropicos son A. aegypti y A. albopictus, el
cual ademas puede llevar acabo su ciclo de vida en zonas de transicion
selvatica-urbana, quedando como un potencial vector del virus hacia los
hospederos humanos, los cuales mantienen una relacion interespecifica
con dichos mosquitos sinantropicos, quedando susceptibles los
humanos a contraer el virus creando una infeccidén sintomatica, ya que
es la unica y virtual especie que parece presentar los sintomas de la
enfermedad (virus-metantroponaético). Al mostrarse infeccién aparente
de ciertas especies de mono, hiso que se sugiriera que se podia estar
transmitiendo el virus de una manera similar al ciclo selvatico del virus
de la fiebre amarilla y por consiguiente que se planteara esta hipotesis
[1, 4, 8]. Por otra parte o como una segunda hipétesis, es que los casos
podrian solo ser reportes de representaciones de formas epidémicas de
transmision que podrian estar siendo afectados y regulados por la
combinacién de cambios demograficos, ambientales e inmunolégicos
(Walker demostré que una variacién antigénica significativa puede
ocurrir dentro de un afio epidémico en un area geografica definida),
causando que el numero de reportes o casos por infeccion varié cada
ano, con epidemias de 3 a 5 afios con tendencia ciclica entre los
serotipos, por ejemplo, influencias climaticas como el fenémeno de “El
nifo” y el calentamiento global se han sugerido como factores que
contribuyen al patron ciclico del Dengue en dichos asentamientos
humanos [3, 4, 14].



Figura 2. Riesgo global de Dengue.

La determinacion del estatus de riesgo global se basé en los reportes
combinados de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), los Centros
de Control de Enfermedades (CDC), Gideon Online, ProMED,

Eurosurveillance y Dengue Map [4].

2.1 Denque en el mundo

El primer escrito epidemiolégico que se tiene del Dengue como
enfermedad (fiebre de las articulaciones), ocurrio en 1779 en brotes
simultaneos en Batavia (Yakarta) y el Cairo [1], aunque se sospecha de
infecciones tipo Dengue reportadas en Martinique Guadalupe y Panama
en 1699, es decir, que la introduccion del Dengue a América este
datando del siglo XVII, sin embargo, es dificil confirmarlas sin evidencia

clinica que lo sustente [4].

Subsecuentemente a los brotes de Dengue anteriores al siglo XX,
fueron reportadas descripciones de brotes en Philadelphia en 1780 por
Benjamin Rush, en Zanzibar en 1823, Calcuta en 1824, y se tornaron
comunes en los puertos de las ciudades del Caribe, centro y al sur de

Ameérica, siendo relacionados con actividades comerciales. Entre 1827



y 1828, un brote se suscité en el Caribe y el Golfo de México, sin
embargo, no fue hasta la epidemia de 1828 en Cuba que la infeccién
fue nombrada Dunga, posteriormente cambio a Dengue [15]. Entre
1845 y 1849 existe evidencia de brotes parecidos a Dengue en Nueva
Orleans, Cuba y Brasil. En 1873 en Nueva Orleans ocurrié uno de los
brotes mas grandes (40,000 personas afectadas), seguido de varios
brotes de relevancia en este pais en los afios siguientes [4], también se
presentd un brote en Queensland 1897. En regiones donde es
endémico el virus de Chikungunya, se cuestiona si los brotes ocurridos
pueden ser atribuidos totalmente al virus del Dengue, debido a las

caracteristicas clinicas similares que presentan [1, 16].

Los mayores brotes epidémicos y la mayor cantidad de reportes de
Dengue han ocurrido en el siglo XX en intervalos irregulares por donde
sea que el mosquito se halla encontrado, ya que este es el vector.
Algunos grandes brotes del siglo XX ocurrieron en E.U.A. en 1922,
Australia en 1925, Grecia y Durban 1927, Formosa 1931, Japén 1942-
1943 y Tailandia 1982, Asi como algunos reportes ocurrieron en Hong
Kong en 1901 [1], Polinesia Francesa en 1943 (primer DENV-1
confirmado), Hawai 1944-1945 (DENV-1), Papua Nueva Guinea e
Indonesia en 1944 (primeros DENV-2 confirmados) y en los 70s (DENV-
2 y 3) en Indonesia, filipinas en 1954-1956 y en los 80s (DENV-2)
ademas en 1953 (primer DENV-3 confirmado y primer DENV-4
confirmado), malasia en los 60s (DENV-2) y en los 70s (DENV-3),
Tailandia en 1953 y cada ano a partir de 1973 y hasta 2010 (DENV-3,
también primer caso de este serotipo confirmado) y en los 60s (DENV-
2) asi como en 1953 (también primer reporte de DENV-4 confirmado) y
de 1999 a 2002 (también DENV-4) y entre 1943 y 1959 (DENV-1), y
existen reportes de 1960 a 1969 aunque serotipo no especifico, china 'y
Singapur en los 80s (DENV-2) y en los 90s (DENV-3), sur de India entre
1943 y 1959 (DENV-1) y en varias regiones del subcontinente en los
80s (DENV-2) y existen reportes de 1960 a 1969 aunque serotipo no



especifico, Japén 1943-1959 (primer DENV-1 aislado), Camboya y
Vietnam en los 90s (DENV-2 y 3), Laos de 1960 a 1969 aunque serotipo
no especifico, Sri Lanka en los 80s (DENV-2 y 3) y a partir de 1978
(DENV-4) y por ultimo para Asia, en los 90s y 2000s en Arabia Saudita
(DENV-1y 3), aunque miles de reportes al sur de Asia han ocurrido en
los Gltimos 15 afios. En Africa se sabe que en Sudan se report6 en 1984
(DENV-1) y se tienen reportes de 1970 a 1979, Nigeria 1964 y 1968
(DENV-2), Gabén en el 2010 (DENV-2), Kenia en el 2013 (DENV-2) y
Mozambique 1984-1985 (DENV-3), asi como reportes en Namibia y
Etiopia en 1980-1989, y en los 90’ y 2000-2014 también se dieron
reportes en algunos paises del continente, cabe mencionar que muchos
estudios de arbovirus se comenzaron a conducir en la zona desde los
80s como respuesta a un esfuerzo para incrementar el numero de
reportes, ya que en el este del continente apezar de la presencia del
Dengue, casi no existe informacién de las locaciones especificas de los

brotes [8]. Por ultimo se tienen reportes en Australia de 1980 a 1999.

Son varios los factores que permiten una expansion geografica de la
enfermedad, por lo que fue después de la segunda guerra mundial que
los reportes de deteccion y las epidemias, incrementaron
drasticamente, en unas areas mas rapido que en otras. En la region que
va de India a las islas del Pacifico [8] y sureste asiatico, se presentaron
los casos en cientos de miles cada afio, donde los 4 serotipos pueden
ser encontrados con nuevos patrones endémicos de la enfermedad
acompanados por un incremento en la incidencia de la forma severa del
Dengue DHF y DSS azolando la zona, siendo menos comun este tipo
de diagndstico en otras zonas dejandonos claro que las enfermedades
mas serias DHF y DSS, no fueron elementos muy comunes de los
brotes de Dengue en ciertas regiones [1], ademas, segun la divisién de
poblacién de las naciones unidas, Asia y africa en 2030 tendran cuatro

quintas partes de la poblacion mundial, por lo que monitorear la



dispersion de los serotipos en estas regiones sera bueno para poder

responder mejor a la enfermedad [8].

Esfuerzos por tratar de tener un informe completo de todos los casos
reportados y confirmados (articulos, bitacoras, periddicos y reportes de
ministerios de salud, un total de 3276 recursos en 4 idiomas fueron
analizados y reportes sospechosos fueron excluidos), han dado paso a
la elaboracion de los mapas mundiales, por pais y regionales, mas
actualizados, donde se muestra la distribucion-dispersion, aumento y
patrones endémicos de la enfermedad de cada uno de los serotipos a
lo largo de 70 afos desde la segunda guerra mundial (divididos en
periodos de 10 afios), esto con el fin de dar un mejor entendimiento a la
progresion de la transmision hiperendémica y a los patrones de la
enfermedad ya que se puede apreciar el incremento y dispersion de la
infeccion provocando una co-circulacion de los 4 serotipos y por ende
una co-infeccion e infeccién secundaria; reportandose de mayor a
menor numero, con un total de 1956 para DENV-1, 1931 para DENV-2,
1631 de DENV-3 y 1000 de DENV-4. particularmente intensificadas en
los 90s, fueron mapeadas, asi como 1811 infecciones que no fueron
atribuidas a ningun serotipo, por otra parte, la escasez de informacién
tipo especifica y geografica, como por ejemplo, en varias partes de
Africa (que poco nos dice en cuanto a la historia evolutiva, dinamica
actual, transmisidn y esparcimiento de la infeccidn en la regién), hacen
que a pesar de este gran trabajo, sea imposible hacer inferencias
acerca de la prevalencia relativa de cada serotipo en una localidad
dada, aunque la amplitud de este trabajo también nos permite obtener
mucho mas detalles de la propagacion, que los reportes que se tenian
disponibles anteriormente, dejandonos entrever que es necesario

urgentemente la recoleccién de la informacion (figura 3) [8].
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Figura 3. Distribucion espacial de Dengue en los ultimos 70 anos.

La distribucion espacial global de los casos confirmados de DENV-1,

2,3y 4 por periodo de tiempo [8].

2.2 Dengque en América

Mas alla de los reportes generados antes del siglo XX en América, se
observo que a principios de dicho siglo, hubo una amplia distribucion de
la enfermedad, incluyendo regiones mas al norte de los Estados Unidos
y paises mas al sur del continente como Chile y Argentina, no obstante,
la historia de la infeccion de Dengue en América se puede resumir en

guerras ganadas y perdidas [15].

Para el Sur de los Estados Unidos de América, la epidemia de Dengue
en el sur de E.U.A. afecto de 1 a 2 millones de personas en 1922, y
aunque después de una ardua campafa se controld la poblacién del
mosquito, aun existia la incertidumbre de una posible reintroduccion de

la enfermedad. A partir de 1977 se confirmaron casos de introduccion



del Dengue, asi como de 1980 a 1989.En los 90s el vector asiatico del
virus del Dengue Aedes albopictus, se establecio en el este de E.U.A.

en zonas con una latitud mas elevada 42° N [1].

Para Latinoamérica, existieron grandes epidemias en 1952 y 1963 [1],
asi como reportes en 1953 en Trinidad y Tobago (DENV-2/genotipo
americano), siendo aqui la primera vez que se aislaba de una muestra
de paciente con DF este genotipo, al final de los 60s y principio de los
70s en Puerto Rico (siendo el que presento el mayor numero de casos
27,000 personas) y las regiones cercanas en el Caribe se presentaron
epidemias (DENV-2) asi como en 1963 y hasta 1978 (DENV-3) y de
nuevo de 1994 a 2008 pero con otro genotipo asiatico de DENV-3,
también Puerto Rico reporto desde 1981 y hasta los 90s al igual que
otros paises de la region (México, Centro y Sudamérica) y demas islas
caribefas (Antillas) el serotipo 4/genotipo |. Por otra parte Jamaica
también presento un brote en 1963-64, considerandose parte del primer
gran episodio epidémico fuerte junto con el de Puerto Rico dentro de
este periodo, ya que el segundo episodio se presentd en 1968- 1969,
donde se aislé DENV-3 genotipo V (una sepa de origen asiatico). Desde
el colapso de la campana de erradicacion en Ameérica del vector A.
Aegypti en los 60s-70s y mediante el comercio asiatico, hubo la
introduccion de otros serotipos a Centro y Suramérica y El Caribe
resultando en grandes epidemias entre 1970 y 1979 (Barbados, Cuba,
Antillas Francesas, Granada, México, Colombia, Paraguay y Puerto
Rico, todos de DENV-1) y 1981 (Cuba DENV-1, 2 (genotipo asiatico) y
4), con 344,203 reportes siendo 10,312 casos de DHF (siendo el primer
episodio de DHF reportado en esta region y 158 muertes); los reportes
también incrementaron en Brasil, México, Colombia, Costa Rica,
Guyana francesa, Paraguay, Peru, Venezuela y Puerto Rico (todos de
DENV-1) en las décadas siguientes (80s-90s), donde apezar de la
rapida dispersion, la incidencia de DHF permanecié baja hasta un

episodio de DHF reportado en Venezuela en 1989-1990 donde presento



6,000 casos y 73 muertes, siendo DENV-2 el mas asociado con los
casos fatales, con el mismo genotipo (asiatico) que la epidemia de Cuba
en 1981. Los reportes alcanzaron su punto maximo 2005-2006, al igual
que se reporta en Brasil en 1984 (DENV-2) y a mediados de los 2000s
(DENV-3) asi como en 1981 (DENV-4), también se reporta en Dominica
y las lIslas Virgenes US en 1981 (DENV-4), por ultimo Venezuela,
Colombia, Nicaragua Brasil y Peru, reportaron al serotipo 4 desde los
90s hasta los 2000s [8], también en 1994, DENV-3/genotipo IlI, fue
reintroducido en Ameérica inicialmente en Nicaragua y Panama (469
casos), siendo Nicaragua el que reporto mayor numero de casos
(19,260 para el afo de 1995); posteriormente se distribuyé a América
central y México en 1995. Desde entonces multiple serotipos se hicieron
endémicos en varios paises en América tropical y sub-tropical (es decir
se les asocia a brotes y no solo casos aislados, figura 4), ademas de un
incremento en el numero de casos de manifestaciones hemorragicas
han sido reportados cada afio en el Caribe desde la gran epidemia en
Cuba [17], es decir, desde los 90s probablemente debido al reemplazo
del genotipo americano DENV-2 por el genotipo importado asiatico 1
(DENV-2) que es mas virulento, es que el DHF viene en incremento [4,
8]
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Figura 4. Representacion de los desplazamientos de los serotipos

en América desde 1980.

Histograma que muestra el porcentaje de infecciones confirmadas por

aislamiento del virus para cada serotipo por afio [4].

Durante los afos 2000-2010, el numero de casos reportados en
América ha aumentado sin precedentes, circulando los 4 serotipos y se
han sobrepasado los mas altos records de la dultima década.
Presentando dos episodios sobresalientes, en 2002; PAHO reporto un
total de 1, 015,420 casos incluyendo 14,374 casos de DHF y 255
muertes, siendo de Brasil el 75% de los casos. Para este brote se
reporté a DENV-3 como el responsable de la mayoria de los casos. En
2010, mas de 1.7 millones de casos, 50,235 clinicamente severo y
1,185 muertes. La tasa de mortalidad se elevé a 2.6%, presentandose
varios brotes en distintos paises, siendo Colombia el que presento
mayor numero de casos, asociados a DENV-2. Brasil duplico sus cifras
de infeccién alcanzando el millon de infectados en este afo, con
prevalencia de DENV-4; Honduras con el peor brote de su historia con

66,814 casos con prevalencia en nifios de 9-15 afios siendo DENV-2, el



serotipo mayormente reportado, y entre el 2000 y el 2014 ya se han

presentado reportes en Argentina y Uruguay (figura 5) [4].
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Figura 5. Cifras de casos de infeccion por Dengue en el periodo
de 1980-2010 en Ameérica.

Se observa como en la ultima década se ha tenido un incremento de
4.6 veces, en distintos paises de América. México presento un brote de
importancia en 2009, asociado a DENV-1 con un cuarto de millon de

casos [4].

‘Pan american health organization” (PAHO) en colaboracion con el
“Center for Disease Control” (CDC) de Puerto Rico, proveen la
asistencia técnica para desarrollar las redes de vigilancia de laboratorio
para varios paises de la region, lo cual explica parcialmente el

incremento de los reportes de todos los serotipos desde su creacién [8].

Son varios los factores responsables del incremento de la transmisién
del Dengue y la introduccién de nuevos genotipos en localidades donde
aun no estan presentes en América, es decir sin previo reporte de
infeccion: la falla en el control poblacional del mosquito Aedes aegypti

vector del virus y el cual se expande a nuevas regiones, la introduccion



y rapida diseminacién de nuevas cepas virales dentro de la regién a
través de distancias mas largas y en muy poco tiempo por el incremento
de los vuelos, rutas y comercio debido al fenomeno global, asi como la
migracion y el aumento de la urbanizacién en infraviviendas con
abastecimiento de agua poco fiable y una escasa sanidad [4, 8] creando
las condiciones Optimas ecoldgicas, tal fue el caso de las ciudades
tropicales americanas a finales de los 80s y principios de los 90s, las
cuales coexisten con multiples serotipos del Dengue por la proliferaciéon

de A. aegypti [1].

2.3 Dengque en México

Los primeros esfuerzos en este pais por controlar al mosquito fueron en
campafas hechas en 1901 mediante la aplicacién del petréleo como
larvicida a los cuerpos de agua para erradicar a la fiebre amarilla,
resultando en el olvido los programas ante la llegada de la revolucién
mexicana, tornando la enfermedad. Donde mas adelante se pusieron
en marcha nuevos programas de control del vector (1920) con ayuda
del uso de Diclorodifeniltricloroetano (DDT), declarando al pais territorio
libre de Aedes en 1963, pero dos afios mas tarde entro por la frontera
norte y en 1977 por la frontera sur, y con la creacion de la vacuna
antiamarilica, dejaron de enfocar los esfuerzos en el vector, y comenzé
a ser un problema ahora pero por otra enfermedad.....el Dengue (figura
6) [10].
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Figura 6. Mapa global de areas donde es factible el desarrollo de

Aedes aegypti en México [10].

Se recomienda el uso de cartas de mayor escala emitidas por el INEGI
de tipos y sub-tipos de climas clasificacion de Koppen modificado por
Garcia para poder observar a detalle las zonas de riesgo de trasmision
del Dengue segun la temperatura minima media anual requerida que
permita el desarrollo adecuado del vector, tal y como se plantea en el

apartado 3.1 vector [10].

En 1987 se registrd por primera vez en México una poblacién de Aedes
aegypti establecida en Tlayacapan, un poblado del estado de Morelos
a una altura de 1630 msnm y mas tarde un brote de Dengue en Taxco,
Guerrero a 1735 msnm, ambas localidades con temperatura media

anual por encima de los 19.3°C [10].

El vector Aedes albopictus se detectd en 1985 en el condado de Harris
en Houston Texas aumentando su distribucion a tal grado que se
detectd su presencia en una llanta en Matamoros Tamaulipas, siendo

en este pais el primer registro de la especie de infeccién natural con



DENV-1y DENV-3, y la especie no volvié a encontrarse en México hasta
los ultimos meses de 1992, y finalmente se confirmd su presencia en
poblaciones establecidas en algunas ciudades fronterizas de Coahuila
en 1993 y para 1995 ya se encontraba disperso en la ciudad de Muzquiz
de este mismo Estado y en otras ciudades fronterizas de Tamaulipas y
Nuevo Leodn, por lo que es de suma importancia realizar monitoreo y
control entomoldgico periddicos y sistematicos de esta especie tanto

como de A. aegypti [10, 18].

En México los primeros reportes de Dengue se registraron en 1941,
cuando se notificaron 6955 casos en toda la republica y durante esa
misma década, el Dengue se disperso en regiones donde anteriormente
no se presentaba, contrayendo la enfermedad habitantes de Sonora en
1945-1946, identificando como DENV-2 al patégeno mediante los
estudios seroldgicos que se realizaron a la poblacion mas adelante,
posteriormente se reportaron pocos casos, hasta su desaparicién en
1963 gracias a la campafia de erradicacion de Aedes que mantuvo al
Dengue ausente durante 12 anos. Sin embargo en 1978 se reintrodujo
en México donde aumentaron los casos a partir de 1980 lo que convirtid
al Dengue en uno de los problemas actuales mas importantes de salud

publica a nivel nacional [4, 19].

A partir de su reintroduccién, el Dengue ha causado cuatro brotes
epidémicos: el primero en 1980, en el cual se reportaron 51406 casos y
se detectd la circulacion de DENV-1; el segundo en 1997 con 53541
casos de los cuales 980 correspondieron a DHF y donde se observo la
circulacién predominante de DENV-3; el tercero en 2007, con 52369
casos, 9433 correspondieron DHF; y el cuarto en 2009 con 55961 casos
de los cuales 11396 correspondieron a DHF, en los dos ultimos se
observé la circulacion predominante de DENV-1 y DENV-2 (figura 7)
[19].
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Figura 7. Total de casos de DHF y DF en la republica mexicana.

Casos reportados por la secretaria de salud de 1979 a 2011 [19].

Muchos casos de reporte no comprenden en su totalidad informacién
detallada como la tipificacion (por falta de capacidad de diagndstico), la
temporalidad y la espacialidad, ademas de tener variabilidad en
diferentes factores como el etiquetado de la muestra y la confiabilidad
de los métodos de tipificacidon, es decir, por las practicas de reporte que
se han tenido a lo largo de los afios y la variabilidad en la practica por
regiones o paises, ademas no todos los casos son reportados,
causando irregularidad que afecta a las estadisticas, recordandonos
que la ausencia de un reporte de algun serotipo, no es sinénimo de que

ese serotipo No aparezca.

Con estudios filogeograficos y de filogenia, complementado con una
vigilancia activa (rastreo de las dispersiones de los serotipos) y con una
mejora en el mundo en los métodos de tipificacion y estudios de
seroprevalencia a un mejor costo-efectividad y menor trabajo laborioso,
realizando una exhaustiva descripcién de los casos confirmados, es que
se tendran bien documentados los reportes, incrementando
significativamente su numero, siendo ademas tipo-especificos, es decir,

se elucidaran y entenderan los patrones de co-circulacion global, el



establecimiento y cambios de la hiperendemicidad en un area en el
tiempo, la severidad de la enfermedad, la estructura poblacional del
Dengue, su evolucion e informacién sobre como la inmunidad en el
humano regula la transmision de la enfermedad en microescalas y
macroescalas, colaborando con el disefio de vacunas y otras

estrategias de prevencion [8].

2.4 Descubrimiento del agente infeccioso e identificacion del vector

El Dengue fue la segunda enfermedad humana (después de la fiebre
amarilla) que su etiologia fue criticada como un “virus filtrable”.
Investigaciones tempranas habian sugerido que el Dengue se
transmitia por mosquitos, pero esto fue demostrado hasta 1906, siendo
su vector el mosquito Aedes aegypti, probablemente esta idea surgio al
demostrar el cubano Carlos Finlay que el vector de la enfermedad de la
fiebre amarilla era el mosquito Aedes aegypti. En los afios siguientes,
Ashburn y Craig demostraron por primera vez el caracter filtrable
ultramicroscépico del agente etioldgico. Conforme se establecieron los
estudios por los investigadores, se establecio el rol de A. albopictus en
la transmision del Dengue, asi como la demostracion de que en ciertas
especies de monos el virus no mostraba infeccion aparente, y con estos
resultados se sugirié que el Dengue se podia estar transmitiendo de una
manera similar al ciclo selvatico del virus de la fiebre amarilla.
Posteriormente se encontrd evidencia de que existen ciclos selvaticos
en la selva del sureste asiatico y en Africa. También otras especies de

Aedes fueron implicadas en Asia y en Africa como vectores [1].

El virus y sus cepas, no eran en gran parte estudiados por los
laboratorios hasta después de la segunda guerra mundial, estimulado
por las demandas de la guerra en el sureste del pacifico, donde en

Japon en 1943 se aisl6 DENV-1 y Sabin y sus colaboradores en 1944-



45 en Hawai [8] aislaron al menos 2 cepas (DENV-1 y DENV-2) de
voluntarios que fueron inoculados con la infeccién, este reconocimiento
se baso en la susceptibilidad de los cambios heterologos después de la
convalecencia de la infeccion inicial, también hicieron descubrimientos
importantes con respecto a los sintomas clinicos, el tamano de la
particula viral, rutas de la infeccidén, competencia vectorial, estabilidad,
la sensibilidad del virus ante agentes desnaturalizantes, la
susceptibilidad de ciertos animales como hospederos de la infeccién,
induccion y duracion de la proteccion inmunitaria y la interferencia con
virus heterdlogo. Ante el modelo de infeccién de raton, se comienza
con la nueva era de la virologia del Dengue, encontrandose que algunos
ratones adaptados a cepas virales, fueron atenuados para poder
estudiar la habilidad de causar la enfermedad humana del agente pero
en esta nueva especie y sin riesgos para el hombre, asi como otros
ratones se desarrollaron para adaptarse a las diferentes cepas del virus

y poder cultivarlo [1].

2.5 La filogenia como una herramienta de caracterizacién

epidemioldgica-evolutiva

Las primeras comparaciones genéricas que se llevaban a cabo en los
serotipos de DENV, eran principalmente en “RNA fingerprinting” donde
se agrupaban cepas de DENV en topotipos basadas en la topologia de
los arboles realizados con valores de “bootstrap” (cepas que compartian
la distribucion espacial similar). La secuenciacion directa del RNA viral
permitié la caracterizacion de cepas de aislados de DENV con mayor
detalle. Esto ayudo a delinear las relaciones evolutivas de DENV-1y
DENV-2 en un principio, introduciendo el término de “Genotipos” y
desapareciendo el de topotipos, como el grupo de virus de DENV con

una divergencia de secuencia nucleotidica menor al 6%, y como



“Serotipos” al grupo de virus de DENV con una divergencia menor al
30% dentro de una region dada [20]. Al avanzar la tecnologia, la
secuenciacion automatica permitié la utilizacion de genes o genomas
completos para obtener una filogenia mas robusta y precisa, con

frecuencia identificando genotipos adicionales e intragenotipos [4, 6].

Chen R. y Nikos V. en 2011, determinaron para DENV-1, utilizando
secuencias completas del gen E o secuencias completas de genomas,
cinco genotipos; el genotipo 1, representa sepas del sudeste de Asia,
China, y Medio Oriente. El genotipo Il representa un par de sepas
recolectadas en Tailandia durante 1950 y 1960. Estas sepas no se han
detectado en la actualidad sugiriendo que este genotipo circula en muy
baja frecuencia o bien se ha extinguido. El genotipo Il (silvestre),
representa lo que al principio se pensaba, incluia dos aislados silvestres
putativos recolectados en Malasia. Se pensaba que su origen era a
partir de los simios, sin embargo, se ha sugerido que su origen es de
humano. El genotipo IV representa cepas del Pacifico (Japén, Corea,
China, Myanmar, Malasia e Indonesia), las islas del Pacifico Occidental
(Nauru, Filipinas, y Hawai) y Australia. El genotipo V representa
mayormente cepas de América: América Central (Nicaragua y Costa
Rica), América del Sur (Venezuela, Colombia, Brasil, Paraguay y
Argentina) y el Caribe como Puerto Rico; asi como para América del

Norte las de los casos de la frontera México/Texas [21].

Para DENV-2, inicialmente se identificaron 4 genotipos, al realizar
estudios filogenéticos del gen E con un mayor grupo de datos revelaron
la existencia de dos genotipos adicionales con una distribucion
geografica restringida (Unicamente Asia). El genotipo Asiatico | incluye
cepas provenientes de Malasia, Camboya, Myanmar, Vietnam vy
Australia, asi como la cepa de referencia 16681, aislada en Tailandia en
1964. Estudios recientes sugieren que la re-introduccion de este

genotipo en Vietnam y Tailandia en 1990 llevo a una serie de brotes y



el desplazamiento del genotipo Asiatico/Americano al colocarse como
el linaje dominante de la region. Este desplazamiento se atribuyd en su
ventaja de adaptacion (la habilidad de generar viremias mas altas en
humanos). El genotipo Asiatico Il, representa cepas de China,
Indonesia, Las Filipinas, Taiwan, Sri Lanka, India, Honduras y México
(el nombre no limita la endemicidad necesariamente). Este genotipo
incluye la cepa prototipo New Guinea C (NGC) aislado en 1944. Varias
cepas aisladas independientemente de distintas partes del mundo (por
ejemplo, México, Honduras, China) son genéticamente similares a la
cepa NGC. EI genotipo Asiatico/Americano sugiere una division
espacial de dos subclados: todas las cepas recolectadas del sudeste de
Asia y todas las cepas recolectadas de América Central y del Sur y del
Caribe de los ultimos 30 afios. Debida a su gran habilidad de
adaptacion, estos virus desplazaron cepas menos virulentas del
genotipo Americano. El genotipo Cosmopolitan o genotipo |V,
representa cepas distribuidas en una region geografica muy amplia,
incluyendo Africa, Medio Oriente, India y regiones cercanas al
subcontinente Hindu, islas del Océano Pacifico y Australia.
Recientemente se han recolectado en México [22]. El genotipo
Americano (V) representa cepas de América del Sury Central, el Caribe
y cepas antiguas recolectadas en India e islas del Pacifico, estas cepas
se recolectaron antes de 1971, posterior a este genotipo se present6 un
desplazamiento por cepas del genotipo Cosmopolita. Histéricamente,
cepas de este genotipo se han asociado con Dengue no severo, con
corroboracion experimental y asi, considerada con impacto
epidemioldgico bajo. Por ultimo, el genotipo silvestre o VI, representa
cepas provenientes de humanos, mosquitos y primates recolectados en
Africa occidental y del sudeste de Asia. Este genotipo es el mas distinto
genéticamente y recae en la parte basal del linaje DENV-2, indicando
que representa al genotipo mas ancestral. Reportes recientes, indican

que DENV-2 silvestre (de mosquitos y primates) evoluciona de una



manera similar a DENV-2 en humanos (1, 2, 3, 4, 5y 6) sugiriendo que
la dinamica de mutacioén, replicacion y seleccion de ambos tipos, son

equivalentes e independientes del hospedero [23].

En DENV-3, Lanciotti delimito por primera vez 4 distintos genotipos; el
genotipo | representa cepas del sudeste de Asia, Las Filipinas e islas
del Sur del Pacifico. ElI genotipo Il, representa cepas de la parte
continental del sudeste de Asia; el genotipo Il representa cepas de
propagaciéon en Asia, Africa oriental y América y el genotipo IV
representa cepas de Puerto Rico y Tahiti. Sin embargo, al haber
aumentado las secuencias viables del gen E, sugieren un nuevo
genotipo (V) donde se incluyen cepas provenientes de Japon, China

(del muestreo de 1997-2009) y muestras de Brasil en el afio 2000.

En DENV-4, se ha confirmado la existencia de otros genotipos y genera
una vision mas amplia que las topologias anteriores. El genotipo |
representa cepas de las Filipinas, Tailandia, Vietnam, Myanmar, Sri
Lanka, India y un numero importante de casos en Japon, China y Brasil.
Este genotipo incluye el aislado prototipo H241 aislado en las Filipinas
en 1956. EI genotipo Il representa cepas del sudeste de Asia
(Indonesia, Malasia, Singapur), China, Australia, el Caribe y América.
La introduccion de este genotipo del sudeste de Asia en América tomo
lugar a principios de 1980 por el Caribe [24]. El genotipo lll, representa
cinco cepas aisladas entre 1997 y 2001, siendo distintas de todos los
demas aislados en Tailandia. Por ultimo, el genotipo IV representa tres
cepas silvestres aisladas en monos centinelas en Malasia en 1970.
Todas estas cepas silvestres son distintas genéticamente de las demas

cepas humanas, sugiriendo que representa el genotipo ancestral [4].

Ante la genotipificacion por serotipo hecha por Angeles en 2012 para
secuencias de genomas completos de virus del Dengue recolectados
en América en el periodo 2000-2009 [4], mediante reconstruccidn
filogenética con criterio de distancias Neighbor-Joining, se encuentra un



modelo evolutivo diferente, lo cual hace pensar que posiblemente los
diferentes serotipos del Dengue han presentado distintos tipos de
presion selectiva lo cual ha generado diferente divergencia evolutiva
facilmente detectable entre estos, ademas, en la mas reciente
reconstruccion filogenética realizada por Chen R. y Nikos V. et al en el
2011, se reportan los genotipos de todos los serotipos que presentan
prevalencia en América. El genotipo V del serotipo 1, es el genotipo
prevaleciente desde 1940. El genotipo asiatico/americano del serotipo
2, es el prevaleciente desde los 80’s como resultado de la adaptacién
del genotipo asiatico en América, desplazando el genotipo
prevaleciente; el analisis de este episodio epidemioldgico sugiere una
de las evidencias mas importantes a favor de la existencia de cepas
mas virulentas en DENV que otras, ya que el primer brote de Dengue
hemorragico reportado en América (Cuba 1981), coincide con la
emergencia en ese entonces de dicho serotipo asiatico. El serotipo 3
genotipo Il es el prevaleciente de las secuencias de mas de 10 paises
en la década del 2000, este genotipo se encuentra presente desde hace
mas de tres décadas, donde se hipotetiza la posible entrada al
continente fue a través de México; antes de América, las cepas mas
antiguas, provienen de Sri Lanka e India aunque también se encuentran
algunas secuencias de Africa, dependiendo del autor asi como los
parametros utilizados en la reconstruccion filogenética. El serotipo 4
genotipo |l proviene de Asia, ElI Caribe y América en general, este
genotipo presenta una distribucion conservada en el tiempo a diferencia

de los otros serotipos.

Dicho lo anterior podemos decir con certeza que actualmente con el
analisis de gendmica comparativa de aislados clinicos virales de DENV
con datos epidemioldgicos, encuestas de enfermedad e historial clinico
bien definidos, resulta ser una alternativa para definir los determinantes
genéticos asociados con la severidad de la infeccién [4], donde la

viabilidad de secuencias gendmicas completas asi como el software



avanzado funcionan como herramientas importantes e indispensables
para detectar y entender los factores intrinsecos como la presion de
seleccion, dinamica de intervalos de evolucion (divergencia y nuevos
grupos virales) y la influencia de la dinamica de poblacién humana en
la evolucion de DENV, por ejemplo, en recientes afios mucha atencion
se ha puesto en estos rubros y en la diversidad génica viral, teniendo
en cuenta que el Dengue, similar a otros virus de RNA, exhibe un alto
grado de variacion genética debido a la falta de actividad de prueba de
lectura de su polimerasa, las altas tasas de mutacion, el inmenso
tamano poblacional y la presion inmunoldgica, dejando a la emergencia
de nuevos sub-tipos virales tal y como se ha descrito la existencia de
varios taxa, permitiéndonos saber las tazas de divergencia entre los
diferentes niveles taxondmicos, es decir nos provee datos relacionados
al proceso que controla la evolucion viral, asi como informacion sobre
la variabilidad de cada gen a través de los diferentes grupos virales,
ademas sabemos que los cambios genéticos, juegan un papel
importante en el trazo del origen de la infeccidn; todo esto es posible
primeramente a través de los analisis de secuenciacion y filogenética
del gen completo de la envoltura de los aislados (ya que las proteinas
de la envoltura confieren una proteccion a la respuesta inmune
provocada por la neutralizacion y mejora de la replicacion de los
anticuerpos, siendo el gen mas comun en los estudios epidemioldgicos
moleculares), y ultimamente gracias a la secuenciacion nucleotidica
completa de la region codificante (ORF), llevado a cabo por el método
de “Neighbor-Joining” o el método Bayesiano, donde los arboles
filogenéticos obtenidos pueden ser construidos por el modelo de
Tamura-Nei para el método de “Neighbor-Joining” o por inferencia de
cadena de Markov para el método Bayesiano, donde las sepas de
serotipos individuales frecuentemente caen en genotipos bien definidos
con ayuda de altos valores de “bootstrap” restringidos a un area

geografica particular, donde se muestra el reflejo de la extensa



migracion tanto del hospedero como del vector, contribuyendo en el
entendimiento de la relacion entre las sepas de diferentes areas y
tiempos, determinando si la epidemia ha reemergido, o solo es una
nueva introduccion, es decir, no solo se limita en areas endémicas,
dicho entendimiento puede ser usado para seleccionar blancos para el
disefio de sondas de diagndstico, terapias antivirales y la construccion
de vacunas candidatas ademas de ser funcional en la caracterizacion
de las epidemias futuras de DENV [5, 6, 25].

Por ejemplo en el analisis epidemiolégico y filogenético basado en
secuencia de genoma completo de acidos nucleicos de aislados
obtenidos en el 2009 en Guangzhou, China (area endémica
mayormente afectada en este pais y azotada por mucho tiempo
principalmente por el serotipo 1 aunque los otros tres estan muy bien
documentados (ciclos de 3 a 5 afios), y después de 30 afios sin reportes
desde los brotes sucedidos en la segunda guerra mundial) resultaron
ser parte del serotipo 3 genotipos Il y V, es decir mostraban una co-
circulacién incrementando el riesgo de una potencial infeccidon
heterdloga-secundaria en la poblacién, dicho genotipo Il fue
encontrado circulando en India dos afios antes, asi como en Pakistan
causando una emergencia en casos DHF, sugiriendo una posible
importacion del genotipo, pudiendo causar infecciones esporadicas o
grandes epidemias, cabe mencionar que apezar de que los aislados se
obtuvieron de tres miembros una misma familia, hubo incluso
diferencias de 3 nucledtidos entre dichos aislados, por lo cual se
caracterizaron como dos sepas distintas, lo que nos muestra la alta tasa
de mutacién del virus, el mismo estudio se llevé a cabo en la misma
ciudad de Guangzhou en el 2010 en el aislado de un paciente que
recientemente habia viajado a Tailandia (el pais con el mayor reservorio
y epicentro del virus del Dengue) usando el mismo método, mostro ser
parte del DENV-4 genotipo Il ausente por 20 afos ya que en 1990 en la

misma ciudad en un brote se aislé el mismo serotipo pero del Genotipo



I; el aislado del 2010, tiene una estrecha relacion con aislados del
sudeste de Asia (Indonesia, Singapur y Tailandia) con una homologia
aminoacidica del 99.5% en promedio, donde los aislados posicionados
en el Cluster filogenético muestran distancias que representan la
divergencia evolutiva en el tiempo entre ellos mismos. En los ultimos 10
afnos DENV-4 ha estado reemergiendo o emergiendo en diferentes
paises y regiones después de una ausencia de 25 afios, por ejemplo el
genotipo Il reemergié en Brasil seguido por el genotipo |, también en
India reemergio el genotipo I, en el Caribe el genotipo Il fue aislado
después de la Introduccion desde Asia en el 81, en conclusion, DENV-
4 tuvo una alta tasa de dispersién, tanto como el DENV-2 en América
durante el periodo de estudio, donde el rango de evolucién puede
incrementar seguido de una expansion geografica tal como se mostré
en Peru en 2008 donde dicho serotipo reemplazo al DENV-3 como una
sepa epidémica, al igual que se encargo de desplazar al DENV-1 como
la sepa epidémica primaria en la region del Pacifico en el 2007; el
reconocimiento de los clusteres de la infeccion es importante para los
prestadores de servicios médicos y para el personal de salud publica
que trata y controla le enfermedad, debido a que multiples genotipos

podrian ocurrir simultaneamente [5, 6, 13, 25].

Otro estudio filogenético similar se llevé a cabo en Brasil en 2012 para
relacionar la dinamica de la poblacion viral y de la divergencia asi como
la evolucién entre los aislados obtenidos en dicho pais y Paraguay con
respecto a secuencias del Genbank, todos de DENV-3 (introducido en
Ameérica por Nicaragua-Panama en 1994 causando brotes en
Centroamérica, México, El Caribe, Brasil en el 2000 y Paraguay en
2002); los genomas virales completos fueron secuenciados, analizando
su divergencia nucleotidica y la presencia de motivos aminoacidicos,
agrupandose dentro de tres genotipos (I, Il y Ill), y muchos clados fueron
encontrados dentro de los genotipos llamados linajes los cuales a su

vez se dividieron en sub-linajes y estos a su vez se llegaron dividir en



grupos (el genotipo | contiene dos linajes= | y Il, y sucesivamente el
linaje Il se diversifico en dos sub-linajes= | y Il, donde el sub-linaje Il se
diversifico en tres grupos mono fileticos= A, B y C; el genotipo Il se
diversifico en cuatro linajes, donde el linaje 1V incluia cuatro sub-linajes=
A, B, C y D; el genotipo Ill contenia tres linajes= I, Il y Ill, y
sucesivamente el linaje lll se diversifico en cuatro grupos mono
fileticos= A, B, C y D); la divergencia nucleotidica analizando el ORF
completo en promedio entre los genotipos fue de 6.7 %, y para los
genotipos Il y Ill, sus linajes tuvieron una divergencia de 2.7 % y para
los sub-linajes de 1.5 %, ya que para el genotipo |, se mostré una tasa
mas elevada en la divergencia para sus linajes y sub-linajes, para el
analisis de cada gen por separado resulto en una divergencia
nucleotidica entre los genotipos de 4.1 a 8.8 % (la divergencia mas baja
fue observada para el gen C= 4.1 %, y la mayor para NS2A= 8.8 %,
NS4A= 8.1 % y E= 7.3 % en promedio), ademas de que fueron
analizados los motivos aminoacidicos (sustituciones aminoacidicas
presentes en al menos 90 % de la secuencia dentro de cada grupo
genético) del ORF completo mostrando una divergencia en la
secuencia aminoacidica entre los genotipos de 3.25 % y entre los sub-
linajes de 0.55 % en promedio, para el anadlisis de cada gen por
separado resulto en una divergencia entre los genotipos de 0.5 a 3.6 %
(la divergencia mas baja fue observada para las proteinas NS2B= 0.5
%, NS4B=0.95 % y NS3=1.35 %, y la mayor para NS4A= 3.6 %, NS2A=
3.2 % y E= 2.65 % en promedio); identificando como responsables de
la segregacion del DENV-3 en diferentes genotipos a todos los genes,
aunque en mayor medida a unos que otros, ya que al analizarse las
secuencias de los genes por separados (construyendo arboles
filogenéticos con dichas regiones gendmicas), mostraron la misma
segregacion que si fuera utilizando el ORF completo, con algunas
excepciones (gen prM del genotipo | ya que no forma un grupo mono

filetico, y gen NS4A del genotipo |, ya que algunos aislados de 1980 y



otros virus con secuencia idéntica, fueron agrupados en el genotipo Il);
especificamente el analisis mostro que el virus que circulo en Brasil en
la década del 2000 pertenecia a tres sub-linajes (A, B y D) del linaje I
del genatipo lll, sugiriendo diferentes eventos de introduccion del virus,
al menos tres (por Rio de Janeiro el cual se encuentra muy bien
documentado y por el norte procedente del caribe debido al parentesco
con aislados de este lugar), donde posteriormente se disperso a
Paraguay solo el sub-linaje B (parentesco muy cercano al virus que
circulaba en Brasil) siendo el unico encontrado en circulacion, cabe
mencionar que cada sub-linaje muestra una divergencia evolutiva muy
caracteristica; pudiéndose llegar a este tipo de deducciones gracias a
la colaboracién de la epidemiologia y la filogenética, ya que en un
analisis previo de DENV-3, aislado en Sri Lanka e identificado después
de 1989 (reemplazo de genotipo Il linaje Il sub-linaje A por sub-linaje
B) como un nuevo sub-tipo, fue relacionado con epidemias de DHF que
se dispersaron a india, este de Africa y América en los 90’s tal y como
lo muestran los aislados obtenidos en Nicaragua y por lo que se piensa
que fue la puerta de entrada a este continente. Por otra parte, este
serotipo en previos estudios donde se han analizado los genes C, PrM,
E y NS3, ha mostrado que se distribuye en cuatro genotipos, pero Wittke
y colaboradores, han sugerido la existencia de un nuevo genotipo (V),
aunque en el analisis filogenético del gen E de estas secuencias
sugieren que dicho genotipo corresponde al linaje | dentro del genotipo
[, el cual al igual que el linaje Il del mismo genotipo, tienen una
divergencia nucleotidica en promedio de 4.9 %, aunque mayor que la
observada entre otros linajes del mismo serotipo (2.7 %), es menor que

la observada entre los genotipos de dicho serotipo (6.7 %) [6 y 26].

Por ultimo y como parte de esta serie de analisis evolutivos, fue
analizada la secuencia nucleotidica de la region C-PrM de aislados del
sur de India (region endémica), de un brote ocurrido durante los meses

pre-monsonicos o de sequia irregular Mar-May (brote no estacional,



donde ocurre una fuerte asociacion entre los brotes de DENV vy el
periodo del monzén y pos monzoén Jun-Oct donde resurge la actividad
del mosquito), formando parte la inmensa mayoria de un clado (1) del
genotipo Il DENV-1, y una sola muestra tenia parentesco con
secuencias de América dentro de otro clado (2) del mismo genotipo; dos
muestras del primer clado (1) mostraban relacién con aislados de
Tailandia 1980, Comoros 1993, Singapur 1993 y Brunei 2005 (es decir
con significante parecido genético entre paises del borde indo-pacifico)
en un 98% tanto en nucledétidos como en aminoacidos, revelando
muchas sustituciones aminoacidicas no sinénimas en regiones
previamente reportadas como funcionales tanto en proteinas
estructurales y no estructurales (capside, NS1 y NS5), ademas tienen
una delecion en la region hipervariable de 21 nc dentro de la region
variable del 3' UTR (correspondiente a la posicion entre el nc 10293 y
el 10325, region que con solo 26 de sus 45 nc, es suficiente para una
eficiente replicacion del RNA, y donde la delecion observada es rio
abajo de estos 26 nc, por lo tanto no se ve afectada la cinética de
replicacion viral), este reporte en india revela brotes causados por sepas
virales genéticamente diferentes, dejando a la posibilidad de
introducciones en la region por varios frentes, donde la variacion
genética observada en los aislados puede ser debida a una rapida
evolucion, ya que este virus es el que tiene la tasa de mutacion mas alta
entre los flavivirus, lo cual permite la formacion de linajes entre los
genotipos gracias a estas deleciones y mutaciones las cuales se van
acumulando como cambios nucleotidicos durante las infecciones
esporadicas, mostrando una viremia acrecentada de algunos genotipos,
potenciando la transmisibilidad durante el brote, creando un progresivo
desplazo de sepas menos virulentas (menor viremia) durante los brotes
de larga escala. En la caracterizacion molecular, el reemplazo de un
segmento genético por todo el genoma completo, ha permitido que

entendamos la dinamica de la enfermedad mejor, ademas de hacer



analisis de presion de seleccion mas finos. EI DENV-1 es el serotipo que
circula con mas dominancia en aquellos paises endémicos, y muy
importante es que se observd variacidn genética durante los 90’s y
2000’s que creo un nuevo linaje, ademas de la co-circulacion de
multiples linajes genéticos, teniendo en cuenta que en la dinamica
evolutiva, cambios a nivel de genotipo, son considerados significantes
y convencionalmente se les atribuye a cambios en el perfil de la

infeccién [26].

3 Factores generales que generan la infeccién del Dengue

3.1 El vector

El virus del Dengue es transmitido por mosquitos vectores. El vector
primario o principal transmisor de DENV es la especie Aedes aegypti,
la cual probablemente aparecié inicialmente en Africa y fue introducida
a América (donde muestra sinantropia muy claramente) durante los
siglos XV y XIX con el trafico de esclavos y los viajes de conquista,
diseminandose hacia Asia en los siglos XVIIl y XIX debido al intercambio
comercial. Desde entonces se ha visto una constante diseminacion
mundial al aumentar los lazos globales por el comercio y transporte en
los ultimos 50 afos. La rapida urbanizacion de ciudades en Asia como
en América Latina ha generado la posibilidad de mayores sitios de
reproduccion del vector dentro de ciudades como en sus alrededores.
También como vector importante se tiene a la especie Aedes albopictus,
aunque esta se considera como vector secundario, ya que no se ha
establecido una relacién directa de este mosquito con la transmision

epidémica de DENYV, sino solo casos especificos [4, 27, 10].

El vector tiene distribuciéon hemisinantrépica cosmotropical, ya que se
ha distribuido ampliamente a lo largo de las regiones tropicales y

subtropicales que van desde el ecuador y hasta los trépicos a lo largo



del cinturdn ecuatorial terrestre (circuntrépical) alcanzando a mas de
100 paises entre las isotermas de 20°C dentro de los limites de los 35°
de latitud norte y los 35° de latitud sur, correspondiente a los limites de
la isoterma de verano de 10°C con ciertas expansiones a regiones mas
frias en las épocas del aino mas calurosas y por los msnm que
combinados con el sub-tipo de clima resulten en una temperatura ideal
de reproduccion, en términos generales se le ha encontrado en areas
geograficas con una temperatura media anual mayor a los 16.9°C en la
mayoria de los subtipos de clima presentes en dicho cinturdn
circuntropical (tipos A=tropical lluvioso, B=templado humedo y sub-
hiamedo y C=seco) los cuales permiten el desarrollo continuo del vector
a lo largo del ano, presentando un patrén de distribucién idéntico al de
los asentamientos humanos (zonas urbanas y rurales) y con indice de
sinantropia exdfila (con preferencia peridomiciliar), refiriéndonos con
esto a su diseminacion geografica dependiente de la actividad humana,
la cual va en crecimiento y expansion, ademas presenta actividad
estacional; destacando que la especie A. aegypti es la mejor establecida

en estas regiones circuntrépicales [3, 4, 27, 10]

3.1.1 Taxonomia y Cepas

Sistematica cientifica
Dominio: Eucaria
Reino:Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Subclase: Pterigota
Infraclase: Neoptera
Superorden: Endoterygota
Orden: Diptera

Suborden: Nematocera



Infraorden: Culicomorpha
Superfamilia: Culicoidea
Familia: Culicidae

Subfamilia: Culicinae
Infrafamilia: Aedini
Género: Aedes

Subgénero: Stegomyia
Especie: Aedes aegypti (Lineo 1762)

Subespecies: Formosus y Aegypti
Tribus: A. aegypti (mundo entero) y A. aegypti aegypti (Africa)

Cepas: Moyo, Moyo R, Moyo S, Rockefeller, Liverpool, DMEB I, IBO I,
DS3 etc.

Especie: Aedes albopictus (Skuse 1985)

Nombre comun mosquito (en espanol) con otros muchos nombres
alrededor del mundo, dependiendo el idioma o lengua, y en cuestiones
de sistematica llega a tener cambios taxondmicos o sinbnimos. Y la
diferencia entre las dos especies de vector, son que Aedes aegypti
presenta un escutem curveado con lineas blancas laterales y dos
bandas centrales cosa que en Aedes albopictus no se presenta ya que
en este se presenta en el escutem una unica banda blanca. En cuanto
a la especie Aedes aegypti, se sabe que existe una poblacién dividida
genéticamente en 2 grupos con diferente distribucion geogréfica,
basandonos en el gen ND4 de la mitocondria, donde los clados

muestran 5 haplotipos [27, 18]

Se sabe por estudios filogenéticos, que el mosquito del genero Aedes,
diverge evolutivamente de la mosca de fruta hace aproximadamente

250 millones de afios, motivo por el cual actualmente los estudios



enfocados en control con mosquitos transgénicos, suelen estar basados

en genomas de Drosofila sp.

3.1.2 Biologia- desarrollo

El vector esta bien adaptado a la vida urbana y tipicamente se cria en
aguas estancadas en las ciudades o cerca de ellas, y su actividad
disminuye a los 17 °C, desapareciendo a los 12°C (la temperatura es el
factor limitativo mas importante de la distribucion y no la altitud como
antes se creia). El superorden Endopterygota=alas internas, es de
desarrollo holometabolo también conocido como metamorfismo
completo, caracteristico de los insectos mas modernos en términos
evolutivos, y el cual es el caso del vector , en este suceden las fases de
embridn, larva (2.7 dias), pupa (>4 dias) e imago (adulto=2 dias), con
alas presentes en esta ultima fase (los esbozos de las alas estan dentro
del cuerpo durante los estadios larvales de desarrollo); la etapa
embrionaria tiene lugar dentro del huevo, larvas y pupas son etapas
inmaduras (preimaginales), siendo muy distintas del adulto, tanto por lo
que refiere a su anatomia como a su ecologia. Mudan varias veces para
crecer. El paso de larva a adulto requiere de una serie de cambios
drasticos que ocurren durante la fase de pupa, estos cambios incluyen
la diferenciacion de los tejidos y 6rganos del adulto y la destruccion de
los de la larva, en el caso de los dipteros, el adulto no muda [18]; dicho
desarrollo se puede llevar a cabo en cuerpos de agua lenticos
relativamente pequefios no contaminados con calidad aceptable de
agua en términos quimicos (oxigeno disuelto, pH, nitritos, nitratos,
amonia, salinidad y sustancias organicas en descomposicion) y fisicos
(temperatura, grado de insolacion y movilidad), con permanencia tal que
permitan completar los ciclos de vida y con poblaciones de otros
organismos (flora y fauna) en densidades que no impacten

negativamente a la poblacién de este mosquito; al momento de la



adultez se da la copula (fase temeral-abordaje-introduccién del
aedageus 0 pene-inseminacion o introduccidon de semen-se crea
taponina o complejo proteico), luego viene el desarrollo orogénico que
es cuando maduran los foliculos (5 etapas escala de Christofer= 1, 2a,
2b, 2c, 4 y 4b) y se continua con la oviposicién; la especie muestra
preferencia por cierto tipo de depdsitos con agua para la oviposicidon
algunos de los cuales podrian favorecer la esperanza de vida de la
siguiente generacion, en general la especie es mas frecuente en los
recipiente artificiales que en otro tipo de contenedores naturales, y aun
de estos recipientes artificiales existen aquellos que muestran
capacidad diferencial en la dinamica poblacional y productividad, es
decir diversos factores ecoldgicos determinan una distribucidon
diferencial de las poblaciones de mosquito no solo en sentido espacial
sino también temporal, en cuanto a Aedes albopictus, este se
encontraba restringido a Asia y océano pacifico, siendo un vector
eficiente de los cuatro serotipos de Dengue tanto vertical como
horizontalmente el cual ademas soporta una temperatura media anual
considerablemente inferior a la indicada para A. aegypti pudiendo lograr
dispersiones a mayores altitudes (quizd solo restringido por
adaptaciones al fotoperiodo de latitudes por encima de los 28°, cosa
que se observa en la ciudad de México, y cosa que se ha violado en
Miami E.U.A.) y causante de desplazamiento competitivo en otras
especies como A. aegypti y A. triseriatus en las cuales causa
decremento paulatino de su poblacion e incremento en la suya, lo que
con el transcurso del tiempo podria implicar un cambio interesante en
la epidemiologia del Dengue; ambas especies son oviparas y la especie
A. aegypti presenta poliandria o competicidn espermatica ya que a la
copula, el macho deja un sello que la enzima femal degrada en 14
minutos, quedando preparado para poder recibir la segunda carga
espermatica; también se sabe que el vector presenta capacidad de

diapausa, lo cual es la interrupcién temporal del desarrollo en el estado



de huevo, ademas de que el huevo presenta resistencia ante la
desecacion causada por los cambios ambientales que suceden en
zonas tropicales y subtropicales. Se ha demostrado el mantenimiento
del reservorio del virus en la naturaleza en varios estudios de la
transmision transovarial conocida como transmision vertical (A.
albopictus en mayor grado) [1, 4, 27, 10y 18].

El macho se alimenta de la savia de las plantas y aunque no causan
picadura, pueden detectar el CO2 y el acido lactico (por lo que se
pueden utilizar como atrayentes), las hembras tienen habitos
hematdfagos con grado marcado de antropofilia, detectando el CO2 de
los animales de los que se alimentara mediante sensores en las antenas
(sensulus) y patas y barbillas a un costado de la probdscide, ademas
de que se piensa que al picar las hembras, estas levantan las patas
traseras para detectar hormonas (cosa que en el macho (sugieren los
entomdlogos) hacen para aparearse y otros sugieren que es porque la
coxa no es detenida por el merén, quiza faltan hacer estudios con el
electroantendgrafo), las femeas se pueden alimentar de sangre en
cualquier momento, aunque con mas frecuencia suelen hacerlo al
atardecer o al amanecer, ya que la temperatura altera la digestién de la
sangre, cabe mencionar que la sangre aporta el alto contenido proteico
necesario para la produccion del huevo durante su ciclo gonotrépico,
por lo cual al picar la hembra, es que a los pocos dias esta apta para la
ovoposicion (aegypti mas de una vez, albopictus con una sola comida
completa su ciclo gonotrépico). Aunque los estudios de competencia
interespecifica por los recursos y sobre los enemigo naturales
(depredadores, parasitoides y parasitos) son extremadamente escasos
en México, y aunque los competidores o enemigos existan, no se
encuentran en abundancia suficiente como para limitar la poblacién a
tamafnos que no representen un peligro epidemiolégico; cabe
mencionar que el genoma del mosquito Aedes aegypti fue el segundo

en ser secuenciado, y posee 15419 genes, ademas de que existe



intercambio de material genético entre especies y entre otros insectos
[27, 10y 18].

3.1.3 Proteinas del intestino medio

Es necesario estudiar y determinar las diferencias poblacionales de
mosquitos existentes, asi como su competencia vectorial (habilidad
intrinseca del vector para transmitir una enfermedad causada por un
patdogeno) para transmitir al virus, es decir a la permisividad del
artrépodo vector a infectarse, replicarse y transmitir al virus. La
transmision del Dengue involucra la interaccion de este con el mosquito
en un ciclo humano-mosquito, donde la capacidad vectorial comprende
tanto la interaccidn del vector con el patdbgeno, como la interaccion de
este con el hospedero; mientras que la competencia vectorial esta
restringida exclusivamente a la interaccion vector-patogeno, por lo tanto
la competencia vectorial depende de factores propios del vector
(genéticos) como de factores relacionados al patégeno (figura 8) [28,
29].

4 1

Figura 8. Ciclo del DENV en el humano y en el mosquito [28].



Cuando este mosquito ingesta sangre virémica, el virus tiene que pasar
varias barreras antes de que pueda ser transmitido al nuevo hospedero
vertebrado. Primero el virus encuentra la barrera del intestino medio del
mosquito que debe ser sobrepasada para que el virus infecte
exitosamente las células del epitelio del intestino medio. Si la infeccidn
del intestino medio es establecida, entonces ahora el virus debe de ser
capaz de escapar de las células epiteliales (superando la barrera de
escape al intestino medio) para esparcirse al resto de los tejidos del
mosquito para establecer la infeccion diseminada a través de la
hemolinfa y los 6rganos blanco secundarios (traquea, cuerpo graso,
musculatura toracica, tubulos de Malpigui, ovarios, sistema nervioso).
Si el virus no puede escapar del intestino medio (debido a
caracteristicas genéticas del vector que impiden que el virus establezca
una infeccién) entonces este tiene la barrera de escape en el intestino
medio. Finalmente, el virus debe de infectar a las glandulas salivales
(6érgano mas importante en la transmision efectiva) y ser liberado en la
saliva para que ocurra la transmision al siguiente hospedero. La
determinacién de la viremia se hace 14 dias después que el mosquito
ingirié sangre virémica (periodo de incubacion extrinseco, el cual varia
dependiendo de la cepa y las caracteristicas ambientales que le
confieran viabilidad) a partir de su cabezas por inmunofluorescencia con
Ig anti Dengue, y si no se detecta el virus, se procede la busqueda a los
abdémenes, y asi se determina la susceptibilidad de los mosquitos a la
infeccion por Dengue (cepa DS3 es altamente susceptible y la
subespecie Formosus es resistente a la infeccidn), la cual es diferente
mostrando diferente competencia vectorial entre las cepas bajo

condiciones espacio-temporales dadas [28, 29].

Se sabe que en el intestino medio se tiene un receptor principal con un
peso molecular de aproximadamente 67/64 kDa, ya que anticuerpos

especificos por esta proteina bloquean la infeccion de las células de los



mosquitos C6/36, pudiendo sr usada como marcador de competencia
vectorial, y se sugiere que aquellos individuos que tienen en la
superficie de sus células epiteliales esta proteina pueden ser mas
susceptibles a la infeccion. En los ultimos afios muchos otros receptores
han sido identificados no solo en células del hospedero humano, si no
en el mosquito vector, tal es el caso de otra proteina de 80 KDa que
interactud con todos los serotipos de DENV en un estudio realizado. Las
proteinas de la envoltura se unen a los receptores presentes en la célula
huésped a través del dominio Ill, y por analisis de espectrometria de
masas de las proteinas purificadas separadas por gel de electroforesis
de poliacrilamida es que se determiné su identidad, indicando que las
particulas virales se unen a proteinas con el mismo aparente peso
molecular de 57 y 67 KDa, asi como a moléculas de alto peso molecular,
las proteinas identificadas fueron enolasa, receptor cinasa beta-
adrenergico (beta ARK), factor de elongacion de translacion (EF-1)
alfa/Tu y caderina. Estudios recientes han permitido identificar proteinas
en glandulas salivares de mosquitos del género Aedes que pueden
llegar a estar involucradas en la entrada de los cuatro serotipos de
DENYV a los érganos. Usando ensayos de union a proteinas virales se
han identificado en extractos de glandulas salivares de mosquitos A.
aegypti cuatro proteinas, de 77, 58, 54 y 37 KDa respectivamente,
capaces de unirse a los cuatro serotipos de DENV. Estos primeros
estudios abren la puerta a investigaciones que permitan caracterizar los
receptores involucrados en la entrada del virus a las glandulas salivares
del vector [28, 29, 30].

Por otra parte, se sabe que las barreras que tiene que pasar el virus del
Dengue en las tres fracciones intestinales son enzimas digestivas,
lectinas (proteina que se une azucares), péptidos antimicrobianos,

oxido nitroso y el complejo profenoloxidasa [31].



Recientemente se ha demostrado que la saliva del mosquito potencia
la replicacion y patogénesis de numerosos virus transmitidos por
artropodos ya que se ha demostrado in vivo, en ratones
NOD/SCID/IL2ZRYKO que los ratones infectados por picadura de
mosquito desarrollaron signos de la enfermedad como lo es el eritema,
aumento de citosinas como INF-Y e IF-8, generando mayor severidad
de la infeccion, que cuando se inyecta el virus solo directamente [4].
Por otra parte algunos estudios demuestran que el virus se multiplica
en el interior del mosquito sin afectarlo, y otros estudios demuestran que
el mosquito es afectado y vive menos tiempo al estar infectado con el
virus [32].

3.1.4 Comunidades parasito-bacterianas en el intestino de A. aeqyplti

Al realizar analisis de RNA16s qRT-PCR (gen libraries) para medir y
saber cuales eran las comunidades bacterianas del intestino medio del
mosquito Aedes aegypti, se encontr6 ademas que la capacidad
vectorial del virus del Dengue, varia dependiendo de dicha flora
intestinal, es decir, las diferencias influyen en la susceptibilidad del
mosquito para la infeccion del virus. Por lo tanto se estipula que cepas
diferentes de Aedes aegypti tienen diferente susceptibilidad genética
para contraer el DENV. Algunas cepas de Aedes aegypti que tienen
diferentes comunidades bacterianas son MOYO, MOYO-R y MOYO-S;
donde fueron encontradas en las tres cepas de mosquito Pseudomonas
spp (Proteobacteria), pero en especial fueron diferentes las de MOYO-
R, las cuales pueden determinar su capacidad como vector, también en
esta cepa se encontraron las bacterias Pedobacter sp (Bacterioidetes),
Janthinobacterium sp (Proteobacteria) y Rahnella sp (Enterobacteria),
por lo cual la abundancia de bacterias fue mayor en esta cepa, con al
menos 10 veces mas que en las otras dos cepas, por lo tanto la cantidad

de DNA patégeno encontrada fue mayor; la cepa MOYO ademas de



Pseudomonas spp tiene Rahnella sp (Enterobacteria); la cepa MOYO-
S presento ademas de Pseudomonas spp, Bacillus sp (Firmicutes). Las
bacterias al tener propiedades y caracteristicas fisiologicas distintas,
afectan de manera distinta la infectividad del Dengue e incluso de otras
enfermedades, ya que también se ha reportado que las bacterias del
intestino medio inhiben la esporogonia de Plasmodium en Anopheles
sp, evitando que el mosquito cause la enfermedad de la malaria, aun
asi las habilidades del mosquito para transmitir diferentes
enfermedades o patégenos también se relaciona a complejos factores
genéticos, por otra parte, la susceptibilidad y el rol natural y ecolégico
de las bacterias en el intestino medio de los mosquitos son
desconocidos. Una de las maneras en la que las bacterias modulan la
infeccion de DENV es activando “the toll inmuno pathway”, e incluso
puede que las bacterias influyan en la interaccion del virus al epitelio,
como ocurre con Pedobacter sp, y aunque no se ha encontrado es una
interaccion directa de virus-bacteria, se sabe que todas las bacterias
tienen su nicho unico en el intestino medio y esta interaccion varia de
bacteria a bacteria. Las bacterias Pedobacter sp comunmente se
encuentran en agua, suelos y nematodos de plantas, y esta secreta
heparinasa (heparin liasa), la cual degrada a la heparan sulfato, la cual
se encuentra en un receptor importante usado por muchos patégenos
para unirse a la superficie celular (Plasmodium sp, virus, Trypanosoma
sp, Leishmania sp etc.). Se ha observado similaridad entre la heparan
sulfato del mosquito y la del higado humano, esto es importante para la
transmision de Plasmodium sp desde el mosquito al higado, y cabe la
posibilidad que otro patdégeno como el DENV pueda utilizar la heparan
sulfato para mantenerse infectivo desde el mosquito hasta el humano.
Janthinobacterium sp es comun en rios, lagos y cascadas y produce un
pigmento violaceo insoluble que es antibacterial, antiviral, antileshmania
y antitumoral, por lo tanto le puede conferir cierta inmunidad a los
mosquitos contra los patdégenos; por lo tanto Pedobacter sp y



Janthinobacterium sp tienen un importante roll para determinar la
refractariedad (afinidad) del mosquito por DENV o Plasmodium vy asi
desarrollar una estrategia para prevenir la transmision de DENV o
malaria. Una reduccion en la flora del mosquito Anopheles sp
incrementa la susceptibilidad por la infeccién del Plasmodium sp,
ademas de que poco contenido de diversidad bacteriana puede indicar
un restringido ambiente que soporta minima colonizacién, lo cual
aplicaria para muchas otras especies de mosquitos, por lo cual se
pretende la identificacion de bacterias potenciales que sirvan para
prevenir la infeccion y que se inducirian al medio por paratransgenesis
a las cepas de mosquitos. En otros habitats, las diferentes cepas de
mosquito de Aedes pueden tener diferentes comunidades bacterianas
y estar directamente relacionadas con la refractariedad por el DENV, y
por lo tanto influyen en la competencia de la capacidad vectorial del

mosquito [31].

Ademas este mosquito puede transmitir el parasito de la filiariais tal
como Wuchereria bancroftii, Brugia malayi y Brugia timori vy
considerando que es sinantrépico, se corre el riesgo de un panel de

infecciones mas amplio que solo la transmisién del Dengue [33].

3.2 El hospedero humano

La respuesta inmunoldgica que se genera tras la infeccion de DENV por
el vector es la parte mas estudiada y compleja. La respuesta inmune a
la infeccién producida por DENV, contribuye a la resolucién de la
infeccion y juega un papel clave en la proteccion contra la reinfeccion.
A la inversa, puede tomar un rol critico en el potenciamiento de la
severidad de la enfermedad en pacientes con DHF/DSS, es decir,

dentro de la respuesta inmunolégica se pueden sefialar varios factores



importantes que se han relacionado con un resultado severo en la
enfermedad del individuo infectado. Por lo tanto la inmunizacion en
contra la infeccidén por DENV podria generar problemas de proteccién o

bien de potenciamiento de la severidad en pacientes con DHF/DSS [4].

3.2.1 Inmunidad innata

El fendmeno que se presenta es el llamado tormenta de citosinas, ya
que incrementan los niveles plasmaticos de citosinas pro-inflamatorias
y vasoactivas (IFNa, IFNY, IL-6, IL-8, IL-10, CXCL9, CXCL10, CXCL11,
MIF, TNF y VEGF), asi como el TNFa, los cuales generan la
desregulacion de la respuesta inmune y se le ha asociado con la
patogénesis de la enfermedad severa, ademas de que se le ha
relacionado a esta tormenta [4], junto con la proteina NS1, a la
generacion de lisis de células infectadas con DENV por activacion
excesiva del complemento [34], ya que las anafilotoxinas que se
generan como producto de la activacion de la cascada (C3a, C4ay C5a)
inducen vasodilatacion y la extravasacion. La primera linea de defensa
en contra de la infeccion por DENV es la produccidn de interferén (IFNs)
al igual que la mayoria de las infecciones virales. Tras la picadura del
mosquito, DENV infecta inicialmente a las células dendriticas (DCs)
intersticiales de Langerhans que se encuentran justo en la epidermis,
las cuales en las primeras horas producen IFN tipo |, y no solo las DCs,
sino que la mayoria de las células infectadas producen interferon [4],
por ejemplo las células CD4+ en la infeccion, proliferan y producen
interferon gamma en respuesta de antigenos solubles del virus, y
también en la respuesta humoral, las células T, pueden jugar un rol
importante en la inmunopatogenesis de DHF y DSS [1]. Por lo cual se
han encontrado ambos tipos de IFNs; el tipo | (ay B) y el tipo 1l (Y), los

cuales son cruciales contra la infeccion por DENV in vivo e in vitro.



Ademas de que la activacion temprana de células asesinas naturales
(NK), las principales productoras de IFN- Y, son importantes en la
infeccién de DENV [35].

La produccion de IFN se inicia cuando el virus interacciona con los
receptores de reconocimiento a patégenos (PRRs), por ejemplo, las
lectinas tipo-C y los receptores tipo Toll (TLRs). La transduccion de
sefales generada por los PRRs activos lleva a la induccion de IFN. El
IFN secretado se une a los receptores de IFN de las células vecinas,
esto activa la via JAK/STAT lo cual activa a mas de 100 proteinas
efectoras [36]. Las vias dependientes de STAT-1 e independiente de
STAT-1 se han visto implicadas en la respuesta mediada por IFN contra
la infeccion por DENV [37, 38]. La respuesta activada por IFN induce
que la célula entre en un estado antiviral iniciando un gran numero de
procesos incluyendo el control metabdlico para tratar de eliminar la
infeccién viral. Ademas de que estas respuestas promueven la
respuesta inmune adaptativa estimulando la maduracion de DCs y

activando directamente linfocitos B y Ts (figura 9) [39].



: IFNa/B

Figura 9. Respuesta innata generada ante la infeccion por DENV.

La respuesta del IFN tipo | y Il es la primer linea de defensa contra el
virus de Dengue. Se ejemplifica unicamente IFN-I que transduce a la
activacién de elementos ISRE (Elemento de Respuesta a Secrecién de
Interferdn) [4, 36, 37, 38, 39].

DENV es capaz de inhibir la respuesta antiviral de la via de IFN-a, en
particular NS2, NS4a, NS4b y NS5 que podrian estar bloqueando la
sefalizacion de IFN reduciendo la activacion de la via STAT. Ademas de
que la habilidad de suprimir la respuesta de IFN-1 se ha encontrado que
depende de la cepa, dentro de cada serotipo [40].

3.2.2 Inmunidad adaptativa




La respuesta humoral se desarrolla seis dias después de la picadura
del mosquito infectado con DENV. La respuesta generada es
principalmente anti-E y anti-prM que estan en la superficie del virus.
También se presenta una respuesta anti-NS1, ya que esta proteina se
expresa en la superficie de células infectadas y es excretada como un
factor soluble [41, 42]. Sin embargo, los anticuerpos pueden neutralizar
o bien, potencializar la infectividad de DENV in vivo e in vitro, lo cual
indica un papel ambiguo en la respuesta humoral al controlar la
respuesta humoral [43]. Los anticuerpos neutralizantes mas potentes
son dependientes de la sepa, ademas de reconocer el dominio Il de la
proteina E y los anticuerpos neutralizantes mas débiles provienen del
dominio Il y I. sin embargo, la respuesta humoral predominante en
humanos es hacia los dominios | y Il de esta proteina [4]. Los
anticuerpos generados en contra de la proteina E, son claramente los
mediadores principales de proteccidén en contra de DENV vy por lo tanto,
el principal objetivo de la inmunizacién es la induccion de niveles de
proteccion de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, existen barreras
de una inmunizacidn exitosa, como la incapacidad de producir

inmunidad protectora a largo plazo [4].

La respuesta inmune que se genera para infecciones primarias de
DENYV es relativamente convencional, una respuesta temprana de IgM
a los antigenos de Dengue seguida de una respuesta de IgG
(predominantemente subclases 1gG1 y 1gG3). Durante una infeccién
secundaria se observa una respuesta acelerada de IgG con una
respuesta IgM disminuida. Lo que es particularmente interesante en la
infeccion por Dengue es la respuesta inmune desencadenada hacia
DENV homotipico y heterdpico seguida de una infeccidn primaria o
secundaria con DENV. Este hallazgo es inesperado ya que los cuatro
serotipos estan relacionados estructuralmente y comparten estructuras

antigénicas comunes en sus proteinas E [4].



La reaccion cruzada serotipica provoca que sean detectadas las clonas
de los linfocitos T citotoxicas CD4+ CD8- las cuales son restringidas a
clase Il y secretan interferon gamma. Se ha visto que el interferén
gamma incrementa la infeccién en los monocitos humanos debido al
potenciamiento de la inmunoinfeccion. Por otra parte se observé la
proliferacion de células mononucleadas de la sangre periférica de un
donador inmune a DENV-4 en respuesta a una particula viral generando
una reaccion cruzada de un linfocito citotéxico clase | especifico para
virus del Dengue CD8+, lo cual sugiere que este linfocito puede mediar
la salida del virus y contribuir al shock lisando a la célula infectada en la

infeccién secundaria [1].

Interesantemente, seguida de la infeccion secundaria, se generan
anticuerpos neutralizantes contra serotipos de DENV, con los que la
persona jamas ha tenido contacto. Esto complica en gran manera, el
uso de ensayos de anticuerpos para identificar el serotipo causante de
la infeccidn secundaria y en la ausencia del aislamiento del virus. La
inferencia que queda para determinar el serotipo causante de la
infeccion primaria se hace examinando la magnitud de la respuesta
IgM/IgG. Sin embargo, la creacién de anticuerpos contra serotipos de
DENV con los que el paciente jamas ha estado en contacto genera
dudas sobre la capacidad de los anticuerpos neutralizantes para mediar

proteccion en humanos [44].

La identificacidn de factores que contribuyen en la enfermedad requiere
estudios de la virulencia de diferentes cepas del DENV, asi como la
identificacion de epitopes antigénicos en la superficie de los virus vy
definir el papel de las células del sistema inmune en la regulacion de la

inmunopatologia de la enfermedad [1].



3.3 El virus

3.3.1 Estructura y composicion

3.3.1.1 Propiedades fisicas y quimicas del viridon

El virion maduro del Dengue consiste en un genoma de una cadena
simple de RNA, rodeado por una nucleocapside aproximadamente
icosaedrica o isométrica de 30 nm de diametro. Esta nucleocapside es
cubierta por una bicapa membranal de lipopolisacaridos de 10 nm de
grosor de origen reticular endoplasmatico. El virion inmaduro mide 60
nm de diametro y el viribn maduro completo mide 50 nm de diametro,
siendo una particula esférica, y tiene una densidad de 1.23 g/icm?®y fue
medido por centrifugacion equilibrada en gradiente de 6xido de sucrosa
y deuterio y el coeficiente de sedimentacion fue de aproximadamente
210 s20, w, todos los pesos y las medidas son aproximadas [1, 4, 45]
(figura 10).

DENV inmaduro

PrM-Envoltura

Bicapa lipidica
Nucleocapside icosaedrica

(+) ss-RNA

Envoltura proteica
Bicapa lipidica
Nucleocapside icosaedrica
(+) ss-RNA

Figura 10. Propiedades Fisicoquimicas del Virion [46].

Se muestra el virus en su estado inmaduro y maduro.



3.3.1.2 Genoma

La cadena simple del RNA tiene un coeficiente de sedimentacion de
aproximadamente 42 s20, w y un peso molecular de 3.3 x 10% Da. A
partir de la informacién de la secuencia nucleotidica, se han predicho
estructuras secundarias en las regiones no codificantes (UTR) &'y 3'
[1], particularmente los primeros 100 nc del 3'UTR forman el dominio |,
la cual es variable para los cuatro serotipos, dichos nucledtidos, su
estructura secundaria generan interacciones RNA-RNA que
potencializan la sintesis de RNA, es decir, la funcidon es como de
enhancer en la sintesis. Al generarse la estructura secundaria del RNA
en esta region con el software RNAstructure-MatthewsLab, se observa
el bucle caracteristico, el cual ademas mantiene su estructura en
secuencias tanto de diagnostico DHF como del DF, aunque la
estabilidad energética de la estructura se ve disminuida para las
secuencias de DF, con lo cual podria afectarse su capacidad de
potenciamiento de la sintesis y disminuir su infectividad del RNA; dicha
estabilidad depende del numero de adeninas, dicho lo anterior, es que
se propone que la estabilidad de la estructura secundaria en esta region
podria resultar en la eficiencia del enhancer de la sintesis del RNA que
esta presente; también se ha propuesto que la evolucién genética
observada en el extremo 3° UTR de los flavivirus se ha dado
dependiendo de los ciclos de replicacion y transmision en el mosquito y
en su hospedero primate/humano. Esto explica por qué encontramos
mayor similitud de las secuencias por pais, ya que la evolucién del
extremo 3’'UTR dependera de la region donde se presente (figura 11)
[4, 6, 26].
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Figura 11. Prediccion de estructura secundaria de RNA de la
region nucleotidica 10430-10471 (Dominio 1 del 3’UTR).

Se muestran las estructuras de las secuencias con diagnostico DF
(arriba) y DHF (abajo), su estabilidad energética, al igual que la

probabilidad de cada estructura dependiendo del color [4].

El RNA es infectivo ya que es de polaridad positiva el cual puede ser
transcrito “in vitro”, por lo tanto su RNA natural y que trae consigo, ya
funge como “mensajero” (polaridad positiva), aunque también esta

hebra resulta de la replicacion (fase temprana) donde se utilizan



cadenas de polaridad negativa (estas cadenas meramente sirven para
replicar el genoma); ademas es monocatenario. El 5' del RNA tiene un
cap, Yy carece de una cola de poli A en el 3'. EI RNA tiene una longitud
de aproximadamente 10698 nucledtidos (10.7 Kb), y tiene solo un
marco de lectura abierta (ORF) de 10185 nucledtidos que codifican para
un polipéptido de 3395 amino acidos, flanqueado por las regiones no
codificantes (UTR), es decir, se encuentran en los extremos y son
altamente conservadas ya que presentan una funcion indispensable en
la replicacion viral; La del 5' mide apenas 95 nucledtidos, seguida por el
primer codon AUG donde la traduccion es iniciada, esta region es
considera mas pequefia que la de los picornavirus. La traduccion se
inicia con el gen C de 342 nc, seguido del gen prM de 498 nc, gen E de
1485 nc (en total los genes estructurales 2325 nc), NS1 de 1056 nc,
NS2A de 654 nc, NS2B de 390 nc, NS3 de 1857 nc, NS4A de 450 nc,
NS4B de 747 nc y finalmente NS5 de 2706 nc (en total los genes no
estructurales 7860 nc). El primer codon de termino (UAG) se encuentra
en el nucledtido 10278, seguida por una region no codificante (UTR) de
418 nucledtidos en el 3' [4, 45, 47] (figura 12).

5"UTR

NS2A NS4A
a1 Y,) i o [E] m S ) - NS5 '
L& Jd el A |
3 UTR

NS28 NS48

RNA del Flavivirus
5-NTR ORF 3-NTR

Cap %, (+) RNA de una sola hebra (~11kb) j

Figura 12. Genoma (ORF) y RNA del Dengue virus.



Se muestran las estructuras secundarias que flanquean al ORF de
cadena (UTRs). (Genome Organization. Molecular Virology University

of Heidelberg).

La disponibilidad de las clonas de algunos flavivirus infecciosos pueden
permitirnos explorar la funcidn de los genes y asi desarrollar vacunas

para sitios especificos mutagénicos [1].

3.3.1.3 Proteoma estructural y no estructural

La nomenclatura para los Flavivirus de proteinas estructurales y no
estructurales, fue propuesta por Rice y sus colaboradores. El virus
maduro contiene tres proteinas estructurales: C, la nucleocapside, M,
una proteina asociada a la membrana y E, la proteina de la envoltura.
El viribn inmaduro (es decir cuando sigue dentro), contiene una proteina
que es conocida como preM, la cual es precursora de M. Los genes que
codifican para las proteinas estructurales (3), estan localizadas en el &'
y comprenden un poco mas de un cuarto de la regién con capacidad
codificadora del RNA. El orden de las proteinas estructurales en el 5'
terminal es C-prM (M)-E (Figura 13), las proteinas derivan de un unico
polipéptido transmembranal precursor, o0 que genera una poli proteina
[1, 48].
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Figura 13. Proteoma del Dengue virus.

Se muestran las proteinas que contiene el polipéptido asi como sus
sitios de corte. [Protein Organization. Molecular Virology University of
Heidelberg y 48].

La nucleocapside se conforma por multiples copias de la proteina C y
es la primera en sintetizarse durante la traduccion, y tienen un peso
molecular de 13500 Da, siendo rica en residuos de Lisina y Arginina
(25%), este alto caracter basico probablemente le permite interactuar
con el RNA al cual protege. Esta proteina carece de N-terminal, el cual
funciona como senal hidrofébica, lo que sugiere que su sintesis no
sucede en ribosomas unidos a la membrana. Un tramo hidrofébico de
amino acidos en la parte del carboxilo terminal, probablemente actué
como sefal transmenbranal de la proteina adyacente prM, este dominio
hidrofébico puede servir para anclarse transitoriamente la proteina C a



la membrana en el sitio de replicacién después del corte que hace
probablemente una signalasa del hospedero en el N-terminal de prM.
Después, el dominio hidrofobico se corta de la proteina C quiza por una
proteasa codificada por el virus antes de que el virus madure.
Diagramas de hidropatia de esta proteina, indican que es
estructuralmente conservada entre flavivirus, aunque menos que otras

proteinas estructurales [1, 4 y 48]. (Figura 14).

Proteina de la capside

Figura 14. Estructura obtenida en NMR del dimero de la proteina

de la capside.

La hélice uno se muestra en azul, la dos en verde, la tres en amarillo y

la cuatro en rosa [438].

Un corte especifico proteolitico de la proteina glicosilada precursora prM
(aproximadamente 21000 Da), durante la maduracion del virus, resulta
en la formacion de la proteina pequefia M de 8000 Da “perteneciente a
la envoltura” ya que esta se encuentra anclada en la bicapa. Este corte
que ocurre en las vesiculas acidas post-Golgi, parece preceder a la

liberacion del virus de la célula, asi como la cantidad de pr asociado al



virus extracelular, es bajo. La formacion de M a partir de prM es crucial,
ya que es el evento terminal de la morfogénesis, lo cual resulta en un
gran incremento en la infectividad y en la reorganizacion de la
superficie, la cual se compone de los heterodimeros de preM-E en los
viriones inmaduros, dando paso mediante el corte a cambios
rotacionales y de conformacién para la maduracién del virion en un
rearreglo de la glicoproteina E (la cual también se encuentra anclada a
la bicapa) como homotrimero, con lo cual se reduce el diametro de la
particula viral y la proteina pr queda libre y soluble en el citoplasma,

siendo también liberada al exterior celular [1, 4 y 48] (figura 15y 16).

pH. pH 6.0 PHT0
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Figura 16. Esquema de los cambios entre las proteinas pr, My E

ante el corte en viriones inmaduros.

(A) Durante el ensamblaje del reticulo endoplasmico y virus inmaduros
(B) detectados en el espacio extracelular. El clivaje final de la prM es

catalizado por la proteasa celular furina (aparato de Golgi), liberando al



fragmento pr y permitiendo la reacomodacion de las glicoproteinas M-
E, al igual que se muestran los pHs a los que ocurre el corte y rearreglo
[48, 49].

La glicoproteina E, es la glicoproteina mayor de la envoltura con un
peso de 53000 Da, aparece como un homotrimero en la superficie de
los viriones maduros o como un heterodimero de prM-E si se encuentra
intracelularmente el viridn. La comparacion de las secuencias del gen E
de diferentes flavivirus, muestran una conservacion perfecta de 12
residuos de cisteina, los cuales forman 6 puentes disulfuro y al
deducirse la localizacion de estos, se obtiene un modelo,
correlacionandose propiedades estructurales de los diferentes epitopes
de los dominios con dichos puentes. El modelo de la proteina E (figura
11), consiste en 3 dominios antigénicos no superpuestos compuesto de
al menos 16 epitopes distintos, A, B y C. Ay B contienen epitopes
discontinuos y su integridad depende de los puentes disulfuro intactos,
y el hecho de que el dominio C (3) que es muy variable, no tenga
puentes, los epitopes en esta region no pueden ser destruidos por
reduccion, carboximetilacion o desnaturalizacion por dodecil-sulfato de
sodio, solo pudiéndose desnaturalizar después de remover la region de
carbohidratos de la cadena. Los dominios funcionales (A=1y B=2) son
los responsables de la neutralizacion del virus (los que generan la
respuesta inmune), hemaglutinacion, fusion e interaccion con
receptores especificos de la superficie celular. Epitopes antigénicos
asociados a la neutralizacion del virus han sido mapeados usando
anticuerpos monoclonales de raton en ensayos competitivos de union,
mostrandonos 3 o0 4 sitios antigénicos con mas afinidad; aunque
epitopes inmunodominantes en ratén pueden no ser inmunogénicos en
humano y vice versa, también estudios sobre neutralizacion de epitopes
usando péptidos sintéticos, proteinas expresadas y neutralizacion por
variantes de escape de anticuerpos monoclonales han sido utilizados

[1]. Estructuralmente en un virion inmaduro (heterodimero= pr-M-E), en



la proteina E, el dominio | esta posicionado entre el dominio Il (el
dominio de homotrimerizacion) y el dominio Ill (de reconocimiento de
inmunoglobulina) [50, 51]. En el virion maduro, después del corte con
furina, el complejo deja de ser una heteroproteina pr-M-E, donde la
proteina E reacomoda sus dominios y utiliza un péptido fusion, donde
ademas presenta una orientacion de cabeza-a-cola como homotrimero
(3 proteinas E), es decir, se encuentra en grupo de tres de manera
paralela una de otra en la superficie viral, y la proteina M se encuentra
de manera homoproteica debajo de la superficie viral y embebida en la
bicapa lipidica. Esta simetria de la proteina E, sugiere que presenta tres
posibles configuraciones en tres medios quimicamente distintos que
pueden jugar distintos papeles en etapas diferentes de la infeccion
(figura 17) [4].
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Figura 17. Modelo de Ila proteina E.

Se muestran sus residuos hidrofébicos en circulos blancos, los circulos
con punto representan residuos intermedios y los circulos negros

representan aminoacidos hidrofdébicos. La posicion del numero es de



cada 50 residuos. También se muestran los puentes bisulfuro que se
forman entre las cisteinas. Las flechas representan sitios potenciales de
corte. Se muestran los 3 dominios y la membrana lipidica con las 2

regiones transmembranales [1].

Figura 18. Cambios conformacionales de la superficie viral de

DENY en el proceso de maduracion.

Se observa la superficie de un viriobn inmaduro por
CrioElectromicrografia, Arriba-izquierda= la proteina prM (pre-
membrana), arriba-derecha= tenemos a la proteina E (envoltura) antes
de poder formar los homotrimeros debido al impedimento que genera la
proteina prM, cabe destacar que ambas proteinas se encuentran
embebidas en la membrana lipidica obtenida del huésped; arriba-en
medio= superposicion de ambas imagenes mostrando al viridon
inmaduro tal como es (60 nm), donde se destaca la presencia de la
proteina prM “impidiendo” el rearreglo de la proteina E. Abajo-
izquierda= se enfatiza en los diferentes dominios de la proteina E, rojo=

dominio I, amarillo= dominio I, azul= dominio Ill y verde péptido fusion,



los cuales al cortarse la proteina pr de M, se desplazan para formar
homotrimeros, resultando en un virion maduro y mas pequeio, tal y
como se muestra abajo-derecha. Los posibles cambios de

conformacién se describen en el texto [1, 4, 50, 51].

Siete proteinas no estructurales y no sobrelapadas han sido
identificadas y mapeadas del RNA por secuenciacion aminoacidica
(amino y carboxi terminal), codificando en la region 3' del RNA'y a partir
de la proteina E, encontrandose en el siguiente orden: a NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5 [1].

NS1, la primer proteina no estructural, se encuentra glicosilada en el
dominio | (sitio del aminoacido N130 para N-glicosilacion), es decir se
agrega el azucar complejo, indispensable e importante para la
formacion, secrecion, solubilidad e interaccidn con moléculas del
complemento C1s y C4; pesa 48000 Da, ademas contiene 2 senales
del tipo Asn-X-Ser/Thr, que son usadas para la adiciéon de carbohidratos
al N-terminal. Esta es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso
como una glicoproteina oligomérica hidrofilica, e inmediatamente
después de eso, forma una unidn no covalente homodimérica, la cual
es mas hidrofébica que el mondémero, y este incremento de
hidrofobicidad no se sabe exactamente si se debe a la dimerizacién o a
otras modificaciones postraduccionales. Después de la formacion del
dimero y antes de ser secretada de la célula, esta glicoproteina es
transportada al aparato de Golgi, donde 2 de sus 4 glicanos unidos al
N-terminal son modificados por una manosa en una proteina compleja.
NS1 puede permanecer intracelular, ser transportada a la membrana
plasmatica o puede ser secretada de la célula, donde presenta una
estructura hexamérica al ser secretada al medio extracelular. La
secrecion de grandes cantidades de NS1, esta restringida a mamiferos
infectados y no a células de mosquito. La N-glicosilacién no parece ser

requerida en la dimerizacién o la secrecién. Esta implicada en la



replicacion ya que esta participando asistiendo en la morfogénesis viral,
ademas es importante sefalar que tiene importancia inmunologica, para
la deteccion de células infectadas por ejemplo, con funciones
sorprendentes como la union a ciertos componentes de la respuesta
inmune innata ya que desde que la célula expresa la proteina en su
superficie, comienza a ser blanco para la inmuno citélisis o lisis, ya que
se conoce que la forma hexamérica tiene afinidad a componentes de la
cascada de complemento proC1s/C1s y C4 lo cual resulta en una
eficiencia de corte de C4 a C4a y C4b lo cual limita el C4 viable,
protegiendo al virus de la neutralizacién por complemento. De manera
antagodnica se demostré que se une a la proteina regulatoria C4BP,
reguladora de la cascada del complemento que se une a C4 evitando
su rompimiento, donde se hipotetiza que interfiere en la activacién de
las vias clasicas asi como via lectinas; lo anterior indica que NS1 tiene
la capacidad de modular la respuesta del complemento del huésped y
estar intimamente relacionado con el aumento de la permeabilidad
vascular y por lo tanto en la patogénesis de DHF en humanos, la falta
de glicosilacion de N130 lleva a una falta de NS1 soluble hexamérica
debido a que la glicosilacidn es para mantener y estabilizar al hexamero,
la cual en modelo animal murino disminuye la neurovirulencia asi como
en mosquito, el cual no posee esta maquinaria de glicosilacion; todo
esto hasta hace no mucho se desconocia y no se sabia que tenia otra
funcion ademas de participar en el evento de replicaciéon; cabe senalar
que esta region debido a que presenta mayor presion de seleccion, es

que presenta variabilidad genética [1, 4 y 52] (figura 19).




Figura 19. Representacion de la NS1.

(A) Se muestra el dominio | (rojo), dominio Il (azul) y dominio Il
(amarillo). En esferas amarillas se muestran los 12 residuos de cisteina
conservados. En negro se muestran los 2 sitios de N- glicosilacion. La
prediccion de estructura secundaria se muestra abajo. La hélice en rojo
y B-plegada en verde. (B) conformacion tridimensional de NS1 para la

generacion del dimero [52].

La region codificante NS2, consiste en 2 proteinas. NS2A ha sido
identificada como una proteina hidrofébica de 20000 Da con muchos
dominios putativos transmembranales, los cuales son importantes que
mantengan el caracter hidrofébico ya que un cambio de carga por
pequefio que sea, podria resultar significativo. Es requerida para un
proceso proteolitico apropiado del C-terminal de NS1, por lo tanto se ha
asociado con funciones esenciales e importantes para la replicacion,
ensamblaje y liberacion de las particulas virales asi como presentar un
papel en la unién y degradacion de STAT1 como mecanismo de evasion
de la respuesta inmune innata del hospedero, sin embargo aun se
desconoce cuales son las regiones que participan en cada region y poco
se conoce de su estructura donde apenas en 2013 se propone un
modelo con una hipotética estructura (Figura 14) estructura propuesta
en 2013. NS2B pesa 14500 Da y es hidrofébica, siendo esta region de
la proteina la formadora y reguladora de la actividad de proteasa viral
NS2B-NS3 encargada de realizar varios cortes de la poliproteina tras la
traduccion, por lo tanto es una region relevante en relaciéon a la
severidad de la patogénesis en la infeccion de DENV en su hospedero
debido a la eficiencia de corte , siendo hasta hace poco que se tiene
idea de la estructura de esa proteina, donde se predice la presencia de
tres dominios transmembranales y una porcién hidrofilica, del

aminoacido 51, 53-55 y 56-93, los cuales tienen la funcion de activar la



proteasa que forma con los primeros 140 aminoacidos del extremo N-

terminal de la proteina no estructural NS3 (figura 20) [1, 4, 53, 54].
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Figura 20. Modelo de la estructura de NS2A en la membrana.

Se observa el modelo de DENV-2 NS2A embebida en la membrana del
reticulo endoplasmico. La regién 1-69 se observa en el Lumen del RE
seguida de dos porciones transmembranales. La region 118-143 en el

Lumen del RE seguida de tres porciones transmembranales [54].

Figura 21. Representacion de NS2B en la membrana del reticulo

endoplasmico.

Se muestra la conformacion de la proteina no estructural 2 en la

membrana. En azul se representa la porcién transmembranal y en rojo



la porcién hidrofilica con funcién reguladora de la proteasa NS2B-NS3
[53].

NS3 es una proteina de 70000 Da e hidrofilica, y se sugiere que tiene
actividad de proteasa en el proceso postraduccional de la poliproteina,
asi como ser componente de la RNA polimerasa viral (helicasa y
NTPasa); la region que codifica para la helicasa, al determinarse su
estructura, se observa que presenta a lo largo de los dominios 1 (B-
plegada) y 2 parches con aminoacidos cargados negativos en direccién
de la formacion del tunel, dado que en estas regiones se forma la
estructura por donde se predice pasa y se desenrolla el ssRNA que va
a servir de molde para la replicacion. Esta fuerza de repulsion tan
grande que presenta sirve para que la eficiencia de desenrollado del
RNA sea optimo y no permita la formacion de otras estructuras o retraso
del desenrrollamiento debido a la traccién de las cargas; por lo tanto, si
se reduce la carga (cambio de aminoacido que conlleve modificacion de
carga a un menor contenido energético negativo), o por aminoacidos
con carga neutra, podrian afectar y disminuir la eficiencia de
desenrrollamiento del RNA en el evento de replicacién; este dominio 1
de la helicasa, posee una alta homologia funcional con el dominio 2, lo
cual es de suponer provienen de un proceso de duplicacion génica.
Mientras la region del N-terminal comparte homologia en la secuencia
con tripsina como proteasa de serina, el C-terminal al principio se
pensaba que la secuencia se parecia a la de proteinas que unen
trifosfato al nucledsido, lo cual desempefa la funcién de la replicacion
del acido nucleico, pero ahora ya se sabe que ese parecido es debido
a que se trata de una trifosfatasa de RNA; esta region presenta
variabilidad genética debido a que presenta mayor presion de seleccion
[1, 4 y 48] (figura 22).



Figura 22. Estructura de listones del dominio de proteasa y
helicasa de NS3.

Se representa la conformacion tridimensional (mediante estructuras de
a-hélice y B-plegada) de la proteasa y la helicasa (con 3 dominios, el

dominio 3 es una estructura unica para flavivirus) de DENV NS3 [48].

NS4A y NS4B, estas proteinas hidrofébicas tienen un peso molecular
de 16000 y 27000 Da respectivamente y podrian ser cofactores de la
polimerasa viral de RNA dependiente de RNA (NS5), formando un
complejo de replicacion del RNA viral [1]; la estructura de NS4A hasta
ahora no ha podido determinarse, sin embargo, se conoce la
funcionalidad de algunas de estas regiones. Se conoce que el extremo
N-terminal de esta proteina, presenta la actividad de cofactor del
dominio de helicasa de NS3 durante el evento de replicacion, ademas
de que se le atribuye a esta proteina la formacion de los rearreglos
membranales esenciales para la formacion del complejo de replicacion,

ademas de que la region del N-terminal de la porcion de NS4B, es



asociada a la funcion de evasion de la respuesta de interferdn tipo | ya
que se une y degrada a STAT1 (por lo que es recurrente a la asociacion
de severidad de la infeccion debido a que un factor importante de esta
es la modulacion de la respuesta de evasion de la respuesta inmune
innata), esta region se encuentra asociada al lumen del reticulo
endoplasmico con una posible funcibn membranalmente activa, y de
igual manera, la estructura de la NS4B aun o se determina con detalle;
cabe sefalar que esta region debido a que presenta mayor presion de
seleccion, es que presenta variabilidad genética, al igual que ocurre con
NS1y NS3 [4 y 55] (figura 23).
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Figura 23. Representacion lineal de NS4B.

Se representa los dominios funcionales de NS4B. Se coloco estrellas a
la regién asociada al Lumen del RE, la cual tiene funcion de evasion de
la cascada del INFa/p y los fragmentos TM3 y TM5 asociados a la
supresion de RNAI [55].

Basandonos en su gran tamano, peso de 105,000 Da y la presencia de
Gly-Asp-Asp en su secuencia aminoacidica, la cual es comun en otras
polimerasas virales de RNA, se sabe que parte de la proteina NS5, es
una polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdRp) [1], la cual en el
dominio conocido como “palma”, se conforma de la a-hélice 16 y 18,
donde se presenta la estructura tunel por donde el RNA naciente recién
sintetizado va saliendo, este centro catalitico de polimerizacion de la
cadena de nucleétidos, presenta tres aminoacidos muy conservados
(GDD=662-663-664). Se ha reportado que esta region debe presentar
cambios conformacionales finos controlados para evitar un choque del
RNA saliente con la estructura de “pulgar” que tiene el priming loop

donde inicia la sintesis de RNA, de manera que un cambio de



aminoacido en este dominio podria alterar la eficiencia de cambio de
conformacién del dominio de “palma”, y de manera indirecta afectar la
eficiencia de replicacion del RNA [58], donde incluso se han reportado
cambios en este sitio, los cuales reducen hasta 51 LDso la
neurovirulencia observada en ratones, por lo tanto se corrobora la
importancia de la regién con la severidad de la patogénesis [56] (figura
24).

Figura 24. Representacion de listones de la metiltransfera y RdRp
codificada en NS5.

Se muestran las 2 regiones, la primera abarca del aminoacido 1 al 272
de la proteina NS5 mientras que los dominios de la RdRp abarcan del
aminoacido 273 al 900. La polimerasa muestra el dominio de los dedos
en azul, en rojo el del pulgar y en verde el de la palma [58].

3.3.1.4 Composicion de la membrana viral




La composicion lipidica de la envoltura viral refleja con pocas
excepciones, la de la membrana de la célula hospedera de la que el
virus se produce presumiblemente, pudiendo ser obtenida del reticulo
endoplasmico, después de una examinacion del flavivirus encefalitis de
St. Louis, se encontrd que los lipidos eran el 17% del peso seco y de
estos el 90% eran fosfolipidos, el 7% esfingomielinas y el resto consistia
en colesterol y lipidos neutrales. Esta estructura es importante ya que
la nucleocapside es una estructura tenue permeable a RNAsas y asi el
rol de la envoltura también seria la de proteger al RNA. Probablemente
también en el primer contacto del virio con la célula, la envoltura se
fusiona a la membrana celular durante la penetracion, para después
pasar a la etapa de desnudamiento, presumiblemente promovido por

un unico dominio de fusién de la proteina E [1].

3.3.2 Recepcion y penetracion

El virus del Dengue se une a las células susceptibles o blanco primarias
(la linea mononuclear fagocitica: monocitos MO, macréfagos Mg y
principalmente células dendriticas DC incluyendo las células de
Langerhans, las cuales son una subpoblacion de esta ultima y que se
encuentran en la piel) en una infeccion natural por DENV por cualquiera
de 2 mecanismos conocidos. En un caso las particulas virales no
neutralizadas, pueden ser tomadas por la inmunoglobulina G (IgG) y
esta puede unirse a los macrdéfagos o monocitos via receptor Fc
encontrada en la superficie celular. Cuando el receptor Fc sujeta a la
region constante del IgG, la célula podra ser infectada en la presencia
de una reaccion cruzada seroldgica y la neutralizacion llega a su punto
final, obteniéndose un gran numero de células infectadas y un gran titulo
viral, esta contradiccion inmunoldgica, se conoce como mejora de la

infeccion inmune, la cual puede contribuir a la patogénesis del DHF y



DSS. Alternativamente el virion puede unirse a las células de la linea
mononuclear fagocitica, via receptor del virus sensitivo a tripsina. La
composicion y estructura de este receptor celular, nos dice mucho de
las regiones distintas de la glicoproteina E a las que se une, por
ejemplo, se tiene al receptor no especifico de material extrafio de la
célula presentadora dendritica de lecitina tipo C llamado DC-SIGN,
siendo el punto principal que permite la entrada del virus al interior de

la célula la cual migra hacia el nédulo linfatico mas cercano [1, 57, 58].

En insectos, DENV inicialmente infecta el intestino medio (donde se
propaga Yy replica posteriormente a diversos Organos y
compartimentos). El amplio intervalo de células permisivas indica que
el virus se une a varias moléculas de superficie celular o bien se une a
varios receptores [4]. En el mosquito se ha descrito que DENV
interactua con las proteinas de shock de calor Hsp70 y Hsp90 [59], R80
y R67 [60], Heparan sulfato [61], CD14 [62], y en células de mamiferos
se une a lectina tipo-C, receptores tales como la molécula de adhesioén
intracelular especifica de DC ICAM-3 (DC-SIGN, CD209*) [63] vy

receptor de manosa [64].

En la invasion a la célula hospedera, la membrana del viridbn puede
fusionarse con la membrana plasmatica con deposicion inmediata de la
nucleocapside en el citoplasma, o la membrana plasmatica puede
invaginarse, formando una vesicula de membrana endocitica
(endosoma) alrededor de la envoltura viral, es decir, al igual que en
otros flavivirus, la endocitosis de DENV es mediada por clatrinas para
entrar a la célula [65]. Las particulas son transportadas por endosomas
Rab5-positivo, los cuales maduran a Rab7-positivos ante la
desencapsidacion [66]. Usando microscopia electronica se ha reportado
que los viriones del Dengue y la Encefalitis japonesa penetran la
membrana plasmatica de las células del moquito a través de una

disrupcién creando sitios de absorcion, esto fue observado también en



particulas de Dengue que entraban a monocitos de sangre periférica,
es decir, creaban vacuolas macropinociticas, estos datos sugieren que
los flavivirus tienen diferentes mecanismos para entrar a la célula, y
ademas de que la interpretacion de las micrografias electronicas en las
que las conclusiones se basan, son complicadas debido al PFU [1]
(figura 25).
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Figura 25. Ciclo de replicacion del Dengue y antigenos.

El virus se une a los receptores de la superficie membranal celular (no
estan completamente caracterizados aun), y asi es como los viriones se
internalizan mediante endocitosis. La acidificacién de las vesiculas
endocitica permite el rearreglo de la superficie de la envoltura
(glicoproteina E), posteriormente se fusionan las membranas del virién
y de la vesicula y se libera el RNA en el citoplasma. EI RNA se traslada
después para producir las proteinas virales en el reticulo endoplasmico,
y asi las proteinas virales y el nuevo RNA recién sintetizado se
ensamblan en viriones inmaduros dentro del lumen del RE,
posteriormente ocurre un corte en la proteina precursora de la
membrana viral (prM) por la enzima del huésped furina permitiendo la
formacion del virio maduro, el cual es secretado de la célula. Ademas la

proteina no estructural sintetizada (NS1) se expresa en la membrana



plasmatica de la célula o es excretada. Algunos viriones son secretados
en forma inmadura. Viriones maduros e inmaduros inducen la respuesta
de anticuerpos contra la proteina E, y esos anticuerpos pueden
neutralizar o incrementar la infeccidn mediante mejora o potenciamiento
de la infeccion dependiente de anticuerpo. Viriones inmaduros también
inducen respuesta de anticuerpo contra la proteina pr-M. Anticuerpos
especificos para NS1 pueden interactuar con la union a la membrana
de NS1 vy causar lisis dependiente de complemento de las células
infectadas [67].

3.3 3 Desencapsidacion

Similar a otros endosomas virales, al tener al endosoma Rab7-positivo
(endosoma maduro en donde se activa la fusion de membranas
principalmente) [66], la fusidn de proteinas de la envoltura viral con la
membrana celular endosomal parece ser dependiente del pH, mas
especificamente de las condiciones acidas [1], se ha propuesto que el
pH acido de los endosomas genera la disociacion de los homotrimeros
de E, lo cual genera la exposicién del dominio Il y por consiguiente la
exposicion del péptido de fusién hidrofobico a la membrana lipidica del
endosoma. Por lo tanto, los residuos hidrofébicos del dominio Il se
insertan en la membrana, permitiendo la formacion de los
heterodimeros de E; entonces el dominio |ll cambia de conformacion y
se dobla hacia el péptido de fusién en una horquilla. Este mecanismo
forzaria a la membrana endosomal y a la membrana viral a doblarse
para acercarse una a la otra y eventualmente fusionarse, dando paso a
la deposicion o liberacion de la nucleocapside al citoplasma celular [68].
Evidencia de que la glicoproteina E es la que se fusiona, viene de

experimentos que muestran como los Ig monoclonales anti-E inhiben la



fusibn y ademas dicha proteina sufre un cambio conformacional

irreversible en pH acido [1, 69] (figura 26).

Loopue Loop de fusian

Figura 26. Proceso de desencapsidacion del virion.

Se muestra el proceso de desencapsidacion después de la endocitosis
del virion debido a cambios de pH (reduccion del pH) sufridos dentro del
endosoma, los cuales promueven el rearreglo de las glicoproteinas de
la envoltura (proteinas E) exponiendo el bucle del péptido fusién vy
permitiendo que las glicoproteinas individuales o mondémeros se
muevan libremente en el plano de la envoltura lipidica, lo cual conllevan
al virtual anclaje en la membrana interna del endosoma de los trimeros
que forman las glicoproteinas E, esto debido a que exponen su bucle
de fusién insertdndolo sobre la membrana del endosoma, donde luego
se pliegan sobre si mismas en direccion del carbono terminal, el cual se
encuentra anclado en la membrana viral, torciendo el bucle de fusién
provocando una invaginacion membranal del endosoma y una
evaginacion de la membrana viral lo cual provoca que ambas
membranas lipidicas se fusionen y asi forman lo que es llamado el poro
de salida o expulsidn del acido nucleico al citoplasma celular, mientras
la envoltura viral continua desplegandose sobre la membrana del

endosoma quedando de esta manera en sentido opuesto hacia el



exterior o el citoplasma, dejando ver a las proteinas E ancladas en su
superficie. Cabe mencionar que la nucleocapside al tener contacto
inmediato con el citoplasma ante la formacion del poro, el cual tiene otro
pH, le provoca tener reacomodos que de igual manera facilitan la
liberacion del RNA [1, 66, 68, 69].

3.3.4 Traduccidn v replicacion (transcripcion)

3.3.4.1 Traduccion

Después del evento de entrada y desnudamiento de la nucleocapside,
el RNA al ser de sentido positivo, puede y necesita ser primero traducido
para hacer a la polimerasa que requerira para su replicacion. Proteinas
estructurales y no estructurales derivan de un unico y largo polipéptido
precursor codificado por un solo ORF en la traduccion. Este precursor
no es usualmente visto en una célula infectada. La traduccion empieza
en el primer codon AUG del RNA. La traduccién puede estar
empezando inicialmente en ribosomas que no estan unidos a la
membrana del reticulo endoplasmico debido a que la proteina C, la
primera en sintetizarse, no tiene secuencia sefal hidrofobica N-terminal,
dicha sefal se encuentra en el C-terminal de la misma proteina
(proteina C), después que se encuentra dicha sefal, el complejo RNA-
ribosoma comienza a asociarse a la membrana del reticulo
endoplasmico rugoso (RER) para continuar con la traduccion vy
concomitante translocacion membranal de las proteinas faltantes hasta
encontrar la secuencia de “alto de transferencia” de la poliproteina en la
proteina NS5 [1, 4].

3.3.4.2 Proceso proteolitico de proteinas virales




Proteinas individuales son formadas por un proceso proteolitico
parcialmente autocatalitico co- y pos-traduccional del polipéptido
precursor, donde el primer péptido liberado, libera a los demas, las
proteasas son tanto hospederas como virales, generando tres proteinas
estructurales (C, pr-M y E) y siete proteinas no estructurales (NS). Las
signalasas (del hospedero) en el lumen del reticulo endoplasmico son
probablemente las responsables de la reaccion proteolitica del N-
terminal de las proteinas, generando los péptidos prM, E, NS1 y NS4b,
e indirectamente el péptido C (donde la M requiere otro corte de la
proteasa viral en el N-terminal) ya que en el no ocurre el corte pero se
encuentra al extremo del polipéptido. Posibles sitios de corte precedidos
por una secuencia senal hidrofébica han sido identificados, ademas de
que se ha visto en un sistema de traduccién in vitro que las membranas
celulares son requeridas para el proceso proteolitico de la proteina
precursora; por lo tanto, mutaciones que anulan la translocacion,
afectan el corte. Otro tipo de actividad proteolitica ha sido identificada
después de un aminoacido de cadena corta, como ocurre en el N-
terminal de la proteina NS2a, aunque la proteasa es desconocida. En
cambio, otra actividad proteolitica ocurre debido a una proteasa no
signalasa viral después de 2 aminoacidos basicos como la Arg-Arg en
el N-terminal de M, NS2b, NS4a, NS4b y NS5, mientras que el corte del
N-terminal usualmente ocurre igual en la NS3 en otros flavivirus, en el

Dengue ocurre después de GIn-Arg (tabla 4) (Figura 13) [1, 4].

Tabla 2. Proteinas del Dengue: formacion y funcién [1].

nombr | glicosilacié | Corte en el N- | Numero | Funcién
e n terminal de aa en
proteina
s

maduras




C NO Aminopeptidas | 99 Nucleocapside
a NS2B-3
privi S Furina (Golgi) | 166 Precursorde M
M NO Bibasica 75 Proteina
membranal
E SI Signalasa 495 Proteina  de
envoltura
NS1 S Signalasa 352 Ensamblaje
viral y
activacion de
complemento
NS2A | NO Desconocida 218 Procesamiento
de NS1
NS2B | NO Bibasica 130 Resistencia a
NS2B-3 IFN
NS3 NO Bibasica 618 Proteasa,
NS2B-3 helicasa,
NTPasa
NS4A | NO Bibasica 150 Resistencia a
NS2B-3 IFN
NS4B | NO Signalasa 248 Resistencia a
NS2B-3 IFN
NS5 NO Bibasica 900 RNA
NS2B-3 polimerasa,
metiltransferas
a

El proceso proteolitico ocurre muy rapido, de hecho es muy dificil
identificar al precursor. El corte entre NS1 y NS2a, es interesante, ya

que requiere la presencia de la mayor parte de la proteina NS2a, y la



NS1 fusionada a la NS2a que se encuentra truncada por ser
transmembranal, no pueden ser procesadas in vitro ya que resultan en
una proteina mas larga que la NS1 madura. Si la NS2a es una proteasa
0 si es meramente requerida para la correcta conformacién del sitio de
corte, no es conocido, y tampoco tiene homologia con proteasas
conocidas. En el supuesto de que sea una proteasa, podria estar
actuando en cis, ya que el complejo truncado NS1-NS2a, no es cortado
por NS2a libre [1].

3.3.4.3 Replicacion temprana

Tras la traduccion y plegamiento de las proteinas individuales, las
proteinas NS inician la replicacién del genoma viral [70]. Esta puede ser
detectada a las 3 horas después de la infeccion y ocurre en la zona
perinuclear o membranas rugosas. La polimerasa transcribe de la
cadena positiva de RNA la cadena negativa de RNA, la cual sirve de
templado-molde para transcribir y formar mas réplicas de cadenas
positivas durante el largo periodo de incubacién (12-16 horas),
permitiendo la formacion de la primera progenie de virus, sirviendo el
RNA primero como un templado para la traduccion y replicacion y no
para encapsidacion. Tanto las cadenas positivas como las negativas
son hechas en tasas iguales, permitiéndole al RNA amplificarse
exponencialmente, y al final del periodo de incubacion se inclina la
sintesis a cadenas positivas para que ellas sean las ensambladas. La
membrana del reticulo contiene complejos de replicacion, la cual
incorpora precursores de los nucledsido trifosfatos, detectados
mediante marcaje y aislado. Tres formas de RNA pueden ser extraidas
y aisladas por sedimentacion a través de gradientes de sucrosa de una
célula infectada: RNA resistente a RNAsa de 20S a 22S llamado “RNA
replicativo”; RNA parcialmente resistente a RNAsas heterodisperso de



20S a 28S llamado “RNA de replicacion intermedia”; y el “RNA sensitivo”
a RNAsas de 42S. EI RNA replicativo puede convertirse a RNA
sensitivo por medio de calor u otros desnaturalizantes, al igual que el
de replicacién intermedia, solo que este ultimo también se convierte en
fragmentos mas pequefos, estos estudios sugieren que la forma
explicativa es completamente RNA de cadena doble, una positiva y una
negativa. El de replicacion intermedia es parcialmente de doble cadena,
debido a un desplazamiento de cadena que pudo haber ocurrido
durante la elongacion de la cadena naciente; por lo tanto el replicativo

y de replicacion intermedia, son los precursores del RNA 42S [1].

3.3.4.4 Replicacion tardia

La replicacion podria estar siendo regulada posiblemente por los
complejos tempranos y tardios de la RNA polimerasa, ya que estos
tienen diferentes afinidades por los templados positivos y negativos. La
replicacion tardia favorece la sintesis de la cadena positiva (infectiva).
Al haber mas proteina C, se da el ensamblaje, el cual remueve a las
cadenas positivas, se ha propuesto que la unién de la proteina C es al
3' de la cadena positiva, lo cual previene que sea reconocido el RNA por
la polimerasa y asi ya no se forma la cadena negativa mediante
replicacion, aunque si lo reconocera el ribosoma, ya que este se une al
5', esto permitiria su continua traduccidn y explicaria la predominancia

de las cadenas positivas en la infeccién tardia [1].

3.3.5 Ensamblaje-maduracién

Este proceso se divide en dos fases: En la primera, se da el ensamblaje
de las proteinas C que formaran la nucleocapside que a la vez empaca



al RNA recién sintetizado, este ensamblaje podria ser debido al
incremento en la concentracion de proteina C en la infeccién tardia,
donde el C-terminal de esta proteina el cual tiene aminoacidos
hidrofébicos que se anclan a la membrana del reticulo, hacen que se
tenga que remover la proteina del lumen intrarreticular mediante corte
proteolitico con una signalasa hospedera y una proteasa viral al N-
terminal de la proteina vecina prM durante la maduracion del
ensamblaje de la nucleocapside. En la segunda fase, se envuelve la
nucleocapside a través de la membrana y dentro de la cisterna del
reticulo rugoso, al integrarse las proteinas prM y E (acumulacion de la
envoltura), las cuales forman heterodimeros que son localizados hacia
el lumen del reticulo. Los heterodimeros prM-E se asocian en trimeros
y estas interacciones oligoméricas se cree, forman una superficie curva,
lo que hace que se induzca la formacion de la envoltura con forma
circular o mejor dicho, que se adquiera la conformacion vesicular,
quedando dentro de esta la nucleocapside, donde circulando las
particulas como vesiculas intracitoplasmicas, son excretadas del RE
continuando con la maduracién viajando al aparato de Golgi [1, 4].
Posteriormente aqui se da el corte especifico del péptido pr de la
proteina M (ambas glicosiladas), ya que el pH de la vesicula que es
ligeramente acido (5.8-6.0), genera la disociacion de los heterodimeros
prM-E, lo cual cambia la conformacion de la envoltura viral, donde la
proteina prM protege el péptido de fusién de la proteina E; esta
reorganizacion estructural membranal expone el sitio de corte por la
proteasa del hospedero furina (de Golgi) de la proteina prM, lo cual
libera a la proteina M del péptido pr, resultando en una reorganizacion
mas elevada de la superficie de la envoltura viral, crucial para terminar
la morfogénesis, ya que de prM-E heterodimeros, pasa a E monotrimero
[71], la cual es también es glicosilada de manera postraduccional en
dicho aparato de Golgi para su correcto plegamiento [72], concluyendo

con la maduracion del virion, ademas, este péptido pr, se mantiene



asociado al viridn hasta que este es liberado al medio extracelular [71].
Se cree que tanto la proteina prM como el péptido pr tienen funcion de
chaperonas que estabilizan a la proteina E de manera que no se una a
la membrana de forma prematura. Al disociarse el péptido pr, los
viriones han madurado, siendo las nuevas particulas virales
potencialmente infectivas transportandose a la membrana celular. Las
particulas envueltas inmaduras, son algunas veces mayores que las
maduras, lo cual concuerda con la generacion de precursores (NS1).
Con pocas excepciones, la nucleocapside de los flavivirus no se
observa libre en el citoplasma, como en los Alfavirus (Chinkungunya),
que adquieren su envoltura en el citoplasma-membrana plasmatica, y
aunque existe evidencia contradictoria, por ejemplo, se reportd en
DENV-2 cepa PR 159, que su maduraciéon en células de mosquito,
ademas se ser intracitoplasmatica, también se present6 en la
membrana plasmatica; por lo tanto, las vias morfogenéticas pueden
diferir dependiendo de la célula hospedera y de la cepa, ademas, la
composicion de los recursos (lipidos) de la envoltura, aparentan ser mas

intracitoplasmaticos que de la membrana celular [1, 4] (figura 18).

3.3.6 Liberacion

La salida del virion de la célula infectada, se da como resultado del
proceso de ensamblaje-maduracion de la envoltura, mediante vesiculas
exocitoticas, presumiblemente como virus dentro de vesiculas
secretorias que se fusionaran con la membrana plasmatica, pudiendo
provocar ante un elevado titulo viral la lisis celular. La liberacion lleva
consigo la proteina pr, por lo tanto el corte de dicha proteina de M (fase
final de maduracién) puede estar ocurriendo antes o durante la
liberacion, dejando al virion competente y mas labil. También se llegan

a liberar particulas que no maduraron totalmente y al contener pr-M, son



60 veces menos infectivas que las maduras pero aun asi pueden llegar
a crear mejora dependiente de anticuerpo. También el pr se sabe que
puede mantener al viridn en un estado aunque relativamente inerte,

pero muy estable [1] (figura 18).

3.3.7 Relacion del virus del Dengue con otros Flavivirus

Al ancestro de este virus ha sido postulado que emergié 1000 afos
atras en un ciclo de infeccidn entre primates no humanos y mosquitos
con transmision a humanos de los 4 serotipos de manera independiente
solo unos cientos de afos atras [8]. Los 4 serotipos de Dengue son
miembros del grupo IV de la clasificacion de Baltimore (RNA
monocatenario positivo “ssRNA (+)”), perteneciente a la Familia
Flaviviridae la cual contiene 5 Géneros, de los cuales 4 tienen
clasificacion en el ViPR (viral pathological resourse) [69], y estos se
clasifican segun sea su vector, animales hospederos o infectados y
zona geografica de origen, es decir, aquellos virus transmitidos por
artrépodos son llamados arbovirus; por ejemplo, dentro del Genero
Flavivirus que es transmitido por garrapatas, mosquitos etc., es decir,
los vectores son varios artrépodos (incluso se presenta a veces un
vector desconocido), podemos encontrar al “grupo del Dengue”, que
exclusivamente infecta a primates no humanos, mosquitos y humanos
(sintomaticos) y exclusivamente es transmitido por mosquitos, dicho
grupo contiene a 2 especies de virus, DENV (virus Dengue) y KEDV
(virus Kedougou); el Genero Flavivirus, contiene mas de 60 especies de
artropovirus de los cuales 53 se encuentran en el ViPR clasificados y el
mas representativo es el de la fiebre amarilla [1, 69]. Los 4 serotipos
bajo estudio, pertenecen a la especie DENV [1], y segun el serotipo, es
la zona geografica de distribucién (figura 3).
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Figura 27. Clasificacién del DENV [69].

El virus de la fiebre amarilla es el virus prototipo de toda la Familia.
Ademas todos los miembros comparten una morfologia y estructura
gendémica comun, lo que hace que compartan los mismos
determinantes antigénicos, lo que hace su clasificacion individual dificil

con las técnicas seroldgicas comunes [1].

Mediante caracteristicas epidemiolégicas se pensaba ya en 1928 que
el virus del Dengue era el mismo que el virus de la fiebre amarilla, pero
fue hasta 1950 cuando las relaciones seroldgicas con otros flavivirus se
demostraron por la reaccion cruzada seroldgica. Se observo que el virus
de la fiebre amarilla inmunizaba a los individuos después de que fueron
infectados con Dengue, posteriormente se estandarizaron
cuidadosamente ensayos de HI para formalizar relaciones seroldgicas
entre diferentes arbovirus, y mas tarde se defini6 un Unico epitope

antigénico que comparten los flavivirus en la envoltura glicoproteinica
[1].

3.3.8 Variantes virales (serotipos y genotipos) y mutantes

El virus del Dengue abarca a cuatro distintos serotipos (DENV-1 a
DENV-4), estos serotipos estan estrechamente relacionados [3]. La
existencia de variantes ha sido bien reconocida por muchos
investigadores usando ensayos seroldgicos. Esto es porque la
mutabilidad del genoma de RNA causa variacidon dentro de cada
serotipo de manera normal. Los virus del Dengue fueron primero

diferenciados en el laboratorio usando “indices de neutralizacion”, y



algunos de ellos difirieron de la referencia que se tenia del virus
prototipo de tal manera que ellos fueron interpretados como diferentes
serotipos. Después, se caracterizaron dos aislados virales, TH-36 y TH-
SMAN, los cuales al principio se sugeria que eran tipo 5 y 6, después
usando suero especifico en ensayos sensitivos de neutralizacion de
reduccion de placa, concluyentemente se demostré que esos virus
Tailandeses no fueron distinguidos del prototipo DENV-1 y DENV-2. Sin
embargo, aislados individuales del virus, muestran variacion
significativa en el ensayo de neutralizacion de reduccion de placa por
un unico inmuno-suero prototipo como referencia son encontrados
frecuentemente. La existencia de subtipos del Dengue fue
especialmente demostrado cuando anticuerpos de referencia para
ciertos aislados del virus DENV-3 Tahitianos y Caribeios mostraron
neutralizar pobremente los prototipos del sureste asiatico.
Similarmente, usando el ensayo de neutralizacién de reduccién de
placa, también se demostré que el aislado de DENV-4 de la extensa
epidemia en el Caribe en 1981-1982, difiere significativamente del

prototipo del virus [1].

Interés en la variantes intratipicas fue inicialmente debido a
observaciones en algunas epidemias ocurrian con transmision
explosiva y sintomas severos inusuales. Mientras que el factor de
virulencia aun no habia sido identificado para el virus del Dengue, los
pacientes se agrupaban de acuerdo a la severidad de la enfermedad,
usando un cuidadoso criterio clinico definido. También se reporté que
aislados del DENV-2 de pacientes con diferentes niveles de enfermedad
severa tenian diferencias antigénicas identificables, detectadas por el
uso de anticuerpos monoclonales preparados con antigenos de DENV-
4. Sin embargo marcadores definitivos de virulencia apenas comienzan

a ser identificados [1].



En un principio, avances en biologia molecular permitieron la
identificacion de variantes del virus, por ejemplo el ensayo fingerprinting
con oligonucleétidos de RNA demostré ser una herramienta efectiva
para la identificacién de virus que tienen caracteristicas genéticas
similares, ya que se compartian dichos patrones de fingerprinting. Los
aislados del virus que compartian los mismos patrones de RNA se
organizaban en grupos llamados “topotipos”, los cuales describian las
diferentes distribuciones geograficas o regionalidad, lo cual vendria mas
tarde a corroborar de manera tajante la secuenciacion o el uso de los
genotipos. Numerosos topotipos genéticos de los 4 serotipos fueron
identificados. El DENV-2 ha sido el mas estudiado y 14 topotipos de
diferentes regiones geograficas fueron descritos. Comparaciones
exhaustivas de la secuencia homologa de diferentes virus del Dengue
han sido completadas y tazas de evolucién han sido estimadas y
evaluadas. Caracterizacion adicional con anticuerpos monoclonales
(inmunodeteccién) ha asistido la identificacion de la variacion ocurrida
en epitopes especificos. Analisis de firmas antigénicas, en donde la
unién de varios anticuerpos monoclonales directos contra diferentes
epitopes de las glicoproteinas de la envoltura (antigenos de superficie)
fueron evaluadas, demostrando pocas diferencias entre DENV-2 de la
misma regidon geografica, y revelando diferencias antigénicas
significativas entre aislados de diferentes regiones. También se
demostrd que variacién antigénica significativa puede ocurrir dentro de
un solo ano epidémico en un area geografica definida. Muchos de esos
cambios ocurren en la NS1. Mientras tanto los significados de esos

cambios con respecto a la virulencia aun no ha sido bien determinada
[1].

Se han hecho exhaustivas comparaciones de secuencias del gen E de
DENV-2 de aislados de pacientes con diferentes niveles de severidad
en la enfermedad, y ninguna de las secuencias cambio, ya sea a nivel

de nucledtidos o en la secuencia de aminoacidos sin poder ser



correlacionadas con las diferencias percibidas en la severidad de la
enfermedad. Estudios adicionales se requieren para correlacionar estas
diferencias con otros aspectos funcionales de la envoltura proteica. Se
ha demostrado por analisis de secuencias limitadas que el virus del
Dengue que participa en los ciclos de transmision selvatica puede ser

diferenciado de los virus asociados a brotes epidémicos [1].

La seleccion de variantes virales de la poblacion natural o por
mutagénesis ha sido usada para desarrollar cepas candidatas para la
vacuna. Sensibilidad a la temperatura y una morfologia de placa
pequeina son caracteristicas fenotipicas frecuentemente asociadas con
atenuacion de virus. Se demostré que la funcidén de la vacuna que fue
candidata de DENV-2 PR-159 es menos eficiente en sensibilizar a las
células a altas temperaturas, sugiriendo que se presentan algunas
alteraciones en la envoltura glicoproteina, asi como un ensamblaje
tardio en la fase de maduracién durante el tiempo de replicacion viral,
también fueron inhibidos. Mientras tanto, estas caracteristicas
fenotipicas no son marcadores confiables de la atenuacién del virus y

frecuentemente no eran estables para transferir la progenie del virus [1].

Cabe mencionar que dentro de los serotipos antes descritos, una
variacion aproximadamente del 7 por ciento, es asociada a un genotipo
distinto, e inclusive dentro de un mismo genotipo, los genomas del
Dengue presentan cierta variacion en la composicion genética
especifica dependiendo del pais o region de donde provengan las
secuencias (intragenotipos), donde recientemente, estudios donde se
utilizan secuencias genomicas completas provenientes de aislados
clinicos han mostrado la importancia de serotipos o genotipos virales

especificos causantes de brotes de infeccion severa [4].

Tabla 3. Endemicidad-distribucion u orden de aparicion de los

genotipos.



La tabla no incluye las exportaciones, los genotipos también son
geograficos especificos y en la actualidad debido a la globalizacién ya

se presenta cambio en la endemicidad de algunos genotipos.

1 2 3 4
| (China-Medio Oriente) ASiéﬂCO 1 | (Pacifico) l (Asia-Brasil)
| (railandia “extinto™ ASiétiCO 2 (Mexico-Honduras) Il (Asia) [l (Pacifico-Ameérica)
1l (sivestre) Asiatico/Americano 1 (africa-asia-América) |l (7ai)
IV (Pacifico)-América Cosmopolita IV (Puerto Rico-Tahiti) |V (silvestre)
\/ (Amcrica) Americano (india-Pacifico) V (asia-Brasi) ?
Silvestre (asia-africa)

4. Interaccion de los factores extrinsecos-intrinsecos

Existen diversos factores extrinsecos-intrinsecos que interactuan y que
en conjunto son responsables de generar desde la aparicion del

mosquito, hasta un cuadro severo de la enfermedad del Dengue.

Uno de los factores mas importantes es el virus en si. A lo largo de la
historia de DENV, no se ha detectado incremento en la tasa de
replicacion para ningun genotipo, sin embargo, algunos de los eventos
evolutivos han producido cepas mas virulentas y que se han propagado
del sudeste de Asia a otras areas del mundo. Ademas de que no se ha
medido ningun cambio genético especifico encontrado en las
poblaciones virales como genotipos virulentos que se hayan dispersado
hacia otros continentes y no se conoce si alguno de estos cambios se
hayan presentado debido a la adaptacion a los nuevos ambientes. Por
ejemplo, para el serotipo 2, el genotipo Asiatico 1 introducido en

América; para el serotipo 3, el genotipo de Sri Lanka Il introducido a



Ameérica; es decir, estos virus han incrementado su acoplamiento desde
su origen, lo cual se ha ligado directamente con la aparicion de mas
reportes DHF siendo transmitidos de manera eficiente por mosquitos,
por lo que se les asocia como cepas mas virulentas, donde para el caso
de DENV-2 genotipo asiatico 1, ya existen estudios que dejan saber
bajo que mecanismo patolégico opera esta premisa (véase

antecedentes).

Otro de los factores importantes es el hospedero humano, ya que no
obstante, algunos investigadores proponen que las diferencias en la
presentacion clinica y severidad de la enfermedad estan en funcion de
la diversidad inmunoldgica y genética de las poblaciones en ambos
continentes (Asiatico y Americano), y no solo que los anticuerpos no
neutralizantes formados durante la infeccion secundaria con DENV
estarian jugando un papel en la seleccion de virus patdgenos en
humanos. Como ya se explico en el capitulo 1.3 “Mecanismos de
patogénesis y patologia (de DF a DHF)”, es menester hacer énfasis en
cuanto a la patologia de la enfermedad severa en humano, esto para un
entendimiento mas completo de uno de los factores intrinsecos que

interactua con otros factores [4].

Algunos de estos factores que interactuan, son el Hospedero, el Virus,
los Ecoldgicos y el Vector; y estos a su vez desglosan una serie de
caracteristicas sumamente especificas como lo son: (intrinsecos)
Hospedero= genéticos, fenomeno ADE, inmunosupresion, tormenta de
citosinas, edad, etnia, enfermedad; Virus= NS1 “que activa al
complemento”, virulencia del genotipo y cepa, plasticidad genética,
mutacion; Vector= barreras gastrointestinales, flora intestinal
bacteriana, saliva, densidad, resistencia del huevo a la sequedad,
capacidad de diapausa, ciclo de vida rapido, elevada taza generacional,

plasticidad genética etc.; (extrinsecos) Ecoldgicos= ciclo selvatico,



condiciones ecoldgicas, circulaciéon viral, demografia humana, cambio
climatico, rutas de comunicacion, globalizacion y colonizacién de
nuevas areas geograficas, factores economicos; y que son en

conclusién las causantes del tipo y grado de la enfermedad del Dengue
(figura 28) [1, 3, 4, 8].
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Figura 28. Resumen de los principales factores reportados
extrinsecos-intrinsecos asociados a patogénesis severa en
humanos.

Los mecanismos de patogénesis que generan el cuadro de enfermedad
severa en humanos se desconocen, y dicho cuadro severo es resultado
de la interaccién de los distintos factores [1, 3, 4, 8].



5 Tratamiento, desarrollo de vacunas y medicamentos auxiliares

5.1 Tratamiento

No existe un tratamiento especifico de la infeccidn en los pacientes. Los
cuidados intensivos de soporte incluyen descanso en cama, antipirético
y analgésico. El mantenimiento de los fluidos y los electroliticos es muy
importante en pacientes con DHF. La Aspirina y otros salicilatos podrian
ser evitados en vista de que disminuyen el numero de las plaquetas
(trombocitopenia) y posiblemente su funcion con lo cual funcionaria
como anticoagulante [1].

Intentos de inducir proteccion contra el Dengue transmitido
experimentalmente inoculando a voluntarios con virus no modificados
mediante rutas de infeccidon anormales (instilacion nasal, esclarificacion
dermal e instilacion de sacos conjuntivos) fueron hechos por Sabin [1].
Los prospectos de vacunas para Dengue comparten objetivos en
comun, necesidades que a lo largo del estudio del Dengue han
generado en comun todos los desarrolladores de vacunas, sin importar
el tipo de vacunas que generen. En primer lugar, la vacuna debe ser
protectora de cada uno de los 4 serotipos de DENV. Esto podria ser
alcanzado, ya sea con una vacuna que incluya solo una proteina E
representativa de cada serotipo o bien, que la vacuna consista de un
antigeno que compartan y que induzcan inmunidad protectora de cada
uno de los 4 serotipos asi como se evite la induccion del fendmeno de
ADE. En segundo lugar, la proteccidn que genere debe ser de gran
duracion, es decir, los titulos virales producidos deben ser comparables
a aquellos que se observan en la infeccion con DENV silvestre. En
tercer lugar, la inmunizacion debe ser segura y bien tolerada y causar
unicamente un nivel aceptable de sintomas locales o sistémicos. En
cuarto lugar, que tenga una cobertura universal para las regiones

endémicas con esta infeccion. Ademas de que una vacuna para viajeros



debe cubrir personas de todas las edades y en quinto lugar, el costo de
la vacuna debe ser accesible a la poblacion [4].

Existen 4 tipos de vacunas en desarrollo para Dengue.

5.2 Vacunas vivas atenuadas

El desarrollo de vacunas efectivas contra el Dengue ha tenido lugar
desde la década de los 40s, con la identificacion especifica de epitopes
como complejos reactivos en antigenos estructurales y no estructurales,
usando anticuerpos monoclonales de raton, estos nos ha ayudado a
saber que esos determinantes antigénicos, podrian estar jugando un
papel importante en la inmunopatologia de la enfermedad y nos han
ayudado a asociar el DHF y DSS con la reaccién inmune del hospedero,
aun dentro de toda la complejidad del Dengue; por otra parte, estudios
epidemioldgicos sirven de evidencia de que los anticuerpos anti-

dengue, juegan un rol en el potenciamiento de la infeccion [1].

Las vacunas vivas atenuadas (LaVs) pueden inducir respuestas
inmunes humorales y celulares ya que la mayoria mimetiza la infeccion
natural. Varios parametros son cruciales para LaVs: en primer lugar los
virus deben ser atenuados eficientemente y presentar una baja viremia,
baja reactogenicidad y alta inmunogenicidad. Los niveles de viremia

deben ser bajos para que no haya transmision viral a mosquitos [4].

En 1944-45 Sabin-Schlesinger en Hawai, aislaron, prepararon y
probaron la “primer” vacuna contra el DENV-1 viva atenuada (por pasaje
serial en ratén), hecho también independientemente en Japdn en el 43
(a menor escala) [8] provocando en los pacientes un bajo grado de
fiebre con o sin dolor de cabeza y malestar, al menos 24 h o menos o
quizd ningun sintoma, todas las vacunas desarrollaron postulas

macropapulares y petequia, apezar de ello todos fueron completamente



inmunes al virus homotipico no modificado. Ademas, después de que
las cepas de DENV-2 fueron propagadas a altos titulos con éxito en
ratén, pruebas en humanos con las dos sepas modificadas (Nueva
Guinea C y Nueva Guinea B), indicaron que su comportamiento era
como el de DENV-1, por lo tanto se prob6 la vacuna de DENV-1
derivada de los 18 pases en raton y luego sometida a 13-14 pases
adicionales, en 1,100 individuos durante la epidemia en puerto rico de
DENV-3, mostrando ser bien tolerada sin causar reacciones sistémicas
(solo leve sarpullido en algunos pacientes), induciendo anticuerpos
neutralizantes tipo-especificos y reduciendo el incidente de Dengue en
mas de la mitad con respecto al grupo placebo. Trabajo similar con
estas vacunas han sido abandonados para evitar posibles

complicaciones asociadas con vacunas derivadas de cerebro de ratdn
[11.

Ademas fue probada la vacuna de DENV-1 propagada en huevos
embrionarios de pollo (por pasaje serial) usando como modelo la exitosa
vacuna derivada de embrion de pollo de la fiebre amarilla 17D,
mostrando que después de 38 pases, el virus retiene el caracter
atenuado de su progenitor (raton-adaptado); la prueba se hiso
inoculando dos nifios nefroticos, para obtener una posible medida
terapéutica, sufriendo nulos o leves (2-dias de fiebre con sarpullido)

efectos pero produciendo anticuerpos neutralizantes [1].

Intentos de proteger a humanos y primates por medio de la hiper-
inmunizacién con varios flavivirus se han probado sin éxito y aunque
sujetos vacunados producen un alto titulo de anticuerpos de
neutralizacion cruzada, después de una infeccidén serial o simultanea
con varios flavivirus, ninguno fue protegido contra los virus heterologos;
la proteccion duradera es establecida solo en respuesta a un estimulo
inmunolégico por un serotipo especifico, siendo convincente vy

estableciendo efectividad. Se ha reportado infecciéon serial con 3



diferentes serotipos de Dengue, aunque la evidencia epidemiolégica

sugiere que la enfermedad clinica raramente sucede con 3 0 4 serotipos

[1].

Dos vacunas contra el DENV-2 producidas en cultivo celular han sido
exitosamente probadas, la PR-159/S-1 que derivo de la seleccion de
una clona de un virus estable después de un pasaje secuencial en
células primarias de higado de mono verde, fue dada a mas de 145
voluntarios siendo un producto seguro que atenua moderadamente,
ademas tiene marcadores fenotipicos de sensibilidad a la temperatura,
produce placas pequefas y causa una reducida viremia en monos,
aunque ensayos eficaces no se han llevado a cabo con este producto,
y las candidatas para DENV-1, DENV-3 y DENV-4 con propiedades
similares han sido evaluadas en voluntarios obteniendo resultados
insatisfactorios. También virus atenuados por pasaje serial a través de
células PDK han demostrado ser vacunas prometedoras, e incluso se
han producido de esta manera vacunas para DENV-1, DENV-2 y DENV-
4, siendo extensivamente probadas para saber su seguridad y eficacia.
Posteriormente surgi6 el interés en el desarrollo de una vacuna contra
subunidad, ya que por ejemplo se demostré que al ratdén se le podia
proteger de una infeccion letal si se le inmunizaba con DENV-1 NS1
purificada, al igual que los antigenos (proteinas NS y estructurales de
DENV-4) expresados con los virus vectores vaccinia y baculovirus
ofrecian proteccion. Se han hecho intentos por identificar epitopes
importantes para la proteccion como los de las proteinas prM, E, NS1 y
NS3 usando anticuerpos monoclonales en ensayos de proteccion
pasiva. Compuestos de péptidos sintéticos de secuencias de amino
acidos lineales han sido usados para identificar regiones reactivas

antigénicas en la proteina E [1].

Las mutaciones que confiere el fenotipo atenuado deben ser estables y

no revertir al fenotipo silvestre o alguna otra forma virulenta. Sin



embargo, el manejar la interferencia viral y el balance de la atenuacién
para producir inmunogenicidad tetravalente aceptable con
reactogenicidad minima es otro desafio. Cada uno de los cuatro
componentes de la vacuna debe inducir una respuesta humoral

neutralizante balanceada [4].

5.3 Vacunas quiméricas vivas atenuadas

La vacuna del Dengue con mas desarrollo y avance es la vacuna
quimérica de Dengue/fiebre amarilla. Esta vacuna usa el virus de la
vacuna de fiebre amarilla 17YD como estructura base y reemplazados
los genes E y M con cada uno de los cuatro serotipos de Dengue. Esta
vacuna mostro ser atenuada, eficaz, segura y no transmitida por
vectores artropodos. La vacuna ChimerVax-Dengue (Sanofi Pasteur,
Lyon, Francia) genera anticuerpos contra el Dengue Unicamente. Esta
vacuna se ha aplicado en sujetos con inmunidad preexistente para virus
de fiebre amarilla. Los resultados muestran que esta inmunidad no
interfiere con la inmunidad y la respuesta a largo plazo y neutralizacién
cruzada para los cuatro serotipos de Dengue virus. En la actualidad,
esta vacuna esta en fase lll.

Otra vacuna quimérica viva atenuada usa la vacuna PDK-53 DEN-2
Mahidol como estructura base. Este virus fue atenuado por pases en
cultivo primario de rindn de perro. De manera similar al concepto de la
vacuna quimérica de Dengue/fiebre amarilla, los genes E y prM de
DENV-2 se reemplazaron con DENV-1, DENV-3 y DENV-4. Las tres
mutaciones atenuantes de PDK-53 DEN-2 se localizan fuera de los
genes de las proteinas estructurales y parecen ser estables. La vacuna
tetravalente producida por combinacion de los cuatro virus de Dengue
quiméricos genera proteccion cuando se administra en ratones y monos

y apenas y apenas se han iniciado las pruebas en humanos.



Una tercera vacuna quimérica usa un virus DENV-4 atenuado por una
eliminacion (A30) de la region no traducible 3'-UTR como estructura

base. Las proteinas prM y E se remplazan como las anteriores [4].

5.4 Vacunas inactivas

Las vacunas de virus completos inactivados presentan dos ventajas
sobre las vacunas de virus atenuadas. En primer lugar, no es posible
que reviertan a un fenotipo virulento; y segunda, la induccién de una
respuesta humoral es mas facil de obtener. No obstante, las multiples
dosis y la respuesta inmune relativamente mas corta hace de esta
técnica sea menos atractiva comparada con las otras, aunque ambas
estrategias tienen sus limitaciones se pueden superar utilizando
adyuvantes novedosos. Estas propuestas son costosas y no serian

rentables para aquellos paises con economias en desarrollo [4].

5.5 Vacunas de DNA

Tecnologias de DNA se han desarrollado para construir vectores de
expresion de DNA que llevan los epitopes de los cuatro serotipos. Estas
vacunas han mostrado inmunogenicidad y estudios de vacunas para
Dengue monovalentes se encuentran en fase |. Esta estrategia
presenta ventajas rentables en términos de produccidn, estabilidad,
transporte a temperatura ambiente, baja interferencia en la replicaciéon
y la posibilidad de vacunacion en contra de multiples patégenos en una
sola aplicacién. Las desventajas, al igual que las vacunas inactivadas
necesitan multiples dosis y adyuvantes experimentales ademas de no

ser nada economicas [4].



5.6 PRODEN®

La Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (Anvisa), aprobo
el registro de un medicamento o producto homeopatico Industrializado
contra el dengue que es utilizado sin la necesidad de prescripcidon
médica llamado PRODEN® (nombre comercial), y desarrollado por la
farmacéutica argentina Almeida Prado El medicamento se utiliza para
el tratamiento en caso de haber contraido Dengue y también es utilizado
como preventivo ya que segun estudios Médicos, en un programa de la
secretaria de salud en una region de Brasil se afirma que cerca del 80%
de los pacientes que tomaron esta férmula homeopatica no contrajeron
Dengue, y las contraindicaciones no son totalmente conocidas, aunque
se sugiere a personas hipertensas no tomar el medicamento. Su
féormula esta basada en parte, en remedios caseros utilizados
empiricamente por los nativos indios americanos como el veneno de la
serpiente Crotalus horridus (serpiente de cascabel) diluido, el cual
causa un sintoma subclinico de hemorragia, parecido al Dengue
hemorragico, por otra parte, el medicamento utiliza Eupatorium
perfoliatum que es una planta perenne utilizada para curar la fiebre, el
medicamento también posee fosforo el cual ejerce proteccidon
hepatotropica, manutencién de la integridad funcional de los 6rganos y

de la produccion de los factores de coagulacion [73, 74].
La vacuna del futuro indudablemente ofrecera proteccién contra los

diferentes serotipos y trabajo extensivo es aun requerido para definir los

elementos importantes para una respuesta de proteccion inmune [1].

6 Caracteristicas biolégicas




6.1 Rango alimentacién del mosquito y rango de hospederos del virus

que presentan infeccion, ¢todos son sintomaticos?

Apezar de que el rango de alimentacion de las femeas es amplio, ya
que pueden picar para alimentarse a animales exoticos de sangre
caliente, aves, ganado, animales domeésticos y desde luego al hombre
[2], los humanos, primates no humanos y mosquitos, representan los
unicos hospederos naturales del virus del Dengue [1], y de estos el
unico sintomatico de manera natural es el hombre, es decir, es el unico
que presenta infeccion sintomatica, por lo tanto este virus es
metantropondtico [2]. Muchas especies de primates no humanos
(chimpancés, Rhesus, gibon y macacos) desarrollan viremias en una
magnitud suficiente para infectar mosquitos y desarrollan respuesta

inmune con ningun signo clinico detectable después de la infeccion [1].

El dnico mosquito que es hospedero natural para el virus del Dengue,
es miembro del genero Aedes y muchos reportes en la literatura han
incriminado a las especies del genero Culex, donde miembros de este
género se sabe que son resistentes a la infeccion del virus. A. aegypti y
A. albopictus son hospederos bien reconocidos, otras especies del
amplio y distribuido subgénero Stegomyia que puede transmitir el virus
del Dengue son A. scutellaris, A. africanus y A. leuteocephalus. También
otras especies son A. niveus (subgénero Finlaya)y A. taylorio A. furcifer
(subgénero Diceromyia, los cuales parecen ser parte del mantenimiento
del ciclo selvatico en Asia y Africa, por otra parte, se ha realizado
propagacion del virus en A. mediovittatus (Gymnometopa) y A.

triseriatus (Protomacleaya) [1].

6.2 Infeccion en animales experimentales para desarrollo de vacunas y

medicamentos




El desarrollo de vacunas de Dengue se ha convertido en una prioridad
de la Organizacion Mundial de la Salud por tres décadas. Los desafios
del desarrollo de una vacuna de Dengue son el fenomeno ADE, la falta
de un buen modelo animal y la confianza de obtener un marcador
sustituto de inmunidad. Solo las observaciones clinicas han aportado
informacion sobre la patogénesis de DENV, sin embargo, por la falta de
un modelo animal adecuado no nos podra dar informacion confiable de
este patégeno humano. Un modelo animal es ideal para la investigacion
de interacciones huésped-patogeno [4].

Se han hecho muchos intentos por adaptar el virus en modelos
animales (no primates), como por ejemplo, se reporté la replicacion de
una cepa del virus en membranas corioalantoideas de pollo, aunque no
fue hasta los 1950s que se realizé los 90 pasajes del virus en embridn
de pollo, ademas de esto, investigacidn para alcanzar un modelo animal
alternativo fue llevado en practica por Sabin y sus colaboradores en
1944. Infantes de ratén y hamsters, cerditos de guinea recién nacidos y
adultos, ratas de algodon, conejos y monos Rhesus fueron inoculados
intracerebralmente, intra-abdominalmente, o ambos. Donde el suero
colectado después de 6 dias de la infeccion, fue inoculado en
voluntarios humanos, siendo las unicas muestras las de mono, las que
causaron los sintomas tipicos de la fiebre del Dengue. La replicaciéon
del virus fue demostrada por pasaje serial del suero en otros voluntarios,

los cuales desarrollaron los mismos sintomas de enfermedad [1].

En la ausencia de un modelo animal satisfactorio es que no han sido
bien establecidos los parametros que reproduzcan los sintomas clinicos
humanos asi como marcadores de atenuacion que predigan el posible

éxito de una vacuna contra el Dengue [1].

6.2.1 Modelo de ratdon




Los ratones Wild-type (WT) son resistentes de manera natural a la
infeccion por Dengue. Es por eso que los ratones utilizados en la
actualidad para modelar la infeccidn son ratones
inmunocomprometidos, se utilizan vias de inoculacién no naturales y

ratones con tejidos humanos, los cuales presentan sus limitaciones [4].

La infeccion en el modelo de ratén, fue desarrollada para el estudio del
virus del dengue, en modelos murinos iniciales no se observaba ningun
tipo de signo de infeccion por DENV como en humanos, pero si se noto
que se desarrollaba la enfermedad neurotrépica, la cual no se observa
generalmente en humanos [4]. El virus puede infectar al raton por varias
rutas, pero la manera intracraneal es la mas sensitiva, especialmente
en ratones con 1 o 2 dias de inoculacion, ademas de que si el virus se
adapta bien, este muere por encefalitis en una semana, dependiendo
de la dosis del virus; y debido a que el virus usualmente no es
neurotropico, el proceso de adaptacién usualmente requiere varios

pasajes ciegos seriales [1].

Se demostrd posteriormente que el 50% de la dosis letal para ratones
adultos inoculados intracranealmente, incrementa después de repetidos
pases del virus, y algunas cepas de este virus resisten el aislamiento
con este método. Los picos de los titulos virales en el rango de 108 a
109 UFP/g en tejido cerebral son incomunes. Los ratones generalmente
llegan a ser menos susceptibles a la encefalitis por el virus del Dengue

cuando comienzan a hacerse mas viejos [1].

Ratones WT de las cepas A/J, BALB/c; soportan bajos niveles de
replicacion de DENV, aunque se limita a dafio en el higado y
trombocitopenia. Sin embargo, solo se ha reportado severidad de la
infeccion en ratones BALB/c con cepas adaptadas a raton. Al inocular

dosis mas altas de DENV, se induce dafio endotelial y hemorragias sin



la presencia de otro tipo de signos [4].

Utilizando ratones incapaces de desarrollar células T y B, llamados
comunmente ratones con inmunodeficiencia severa combinada (SCID),
es que se ha estudiado las infecciones por DENV. Sin embargo, se ha
utilizado otro tipo de modelos en los cuales a ratones SCID se les ha
injertado células tumorales previo a la infeccidn, posteriormente DENV
se inocula en las células injertadas. DENV se replica eficientemente en
las células tumorales, el virus infecta el cerebro y causa neuropatias
como paralisis general. Los modelos con células tumorales mas
utilizados son K562-SCID; Huh7-SCID o HepG2-SCID. Estos modelos
no generan informacion relevante para estudios de tropismo vy
patogénesis, sin embargo, es util para evaluacion de farmacos y

vacunas [4].

Otro enfoque que se ha desarrollado son ratones con injerto de
progenitores de células humanas como células CD34*. Los ratones
SCID pueden ser facilmente injertados con células tumorales pero no lo
es si se trata de injertos humanos; no es 6ptimo debido a la respuesta
inmune innata fuerte, incluyendo NKs que dificulta la aceptacion del
injerto. Es por eso que se han cruzado con ratones diabéticos no obesos
(NOD) los cuales presentan defectos en la funciéon de NKs y n la
respuesta por complemento por la falta de C5 y por lo tanto, con ratones
IL2RY -knock-out (KO). La combinacion de la deficiencia de la respuesta
innata y adaptativa permiten que haya diversidad d trasplantes de
células y tejidos humanos. La constitucion de ratones
NOD/SCID/IL2RYKO con células progenitoras humanas CD34* permite
el desarrollo de distintas estirpes celulares de humano, incluyendo
células dendriticas (DCs), una de las principales células blanco en
humanos. DENV infecta células humanas en distintos tejidos murinos,

incluyendo bazo, medula ésea e higado, todos tejidos importantes en la



patogénesis. Tras la infeccidn, estos ratones desarrollan signos clinicos
de DF incluyendo fiebre eritema y trombocitopenia, aunque
generalmente no se dan signos de enfermedad severa. La ventaja de
este modelo es poder estudiar la respuesta inmune humana in vivo. En
contraste, no se ha podido generar una produccion sostenida de
anticuerpos, sin embargo, logran generar una respuesta de células T.
otro tipo de ratones, los RAG/IL2RY KO, los cuales son deficientes en
genes RAG e IL2RY, han demostrado la produccién de anticuerpos

neutralizantes [4].

Otro modelo de ratdén inmunosuprimidos pero no “humanizado” como
los anteriores es el AG129, el cual tiene una deficiencia de receptores
de INF tipo | y Il. Se ha llegado a presentar signos de infeccién severa,
ademas de utilizarse ampliamente en el estudio de del fendmeno ADE

y en la evaluacién de vacunas [4].

Otros factores ademas de la edad en el ratén, han sido encontrados que
influyen en la patogénesis del virus. Cepas virales que difieren en su
patogenicidad en ratén han sido identificadas. Ademas diferentes cepas
de ratén tienen diferentes grados de susceptibilidad al virus. Sabin
elegantemente demostré6 que el raton del Instituto Princeton, era
resistente a la infeccion por Flavivirus como reflejo de una depresioén de
la multiplicacion viral, la cual es controlada por un unico gen autosomal
dominante heredado de acuerdo con las leyes mendelianas, y también
se sugiere que la sobrevivencia del ratdn resistente a la infeccion es
asociada con un sistema inmune funcional y al incremento en la

generacion de genomas interferidos defectivos y particulas [1].

6.2.2 Modelo de primate no humano

En el primer intento de infectar hospederos no humanos, se demostro



que el virus puede ser transmitido de mono a mono y de mono a
humanos, y aunque los primates no humanos no manifiestan
enfermedad clinica aparente, ellos son frecuentemente usados como
modelo en el estudio de la respuesta inmune ante una infeccién por
flavivirus, y como sujetos de prueba de vacunas desde que se observé
que el inicio de la viremia en estos animales es similar a la de los
humanos [1], es decir, que aunque los NHPs no desarrollan ningun tipo
de signo clinico de la enfermedad, si desarrollan una respuesta inmune
humoral similar a la observada en humanos; también se ha observado
que infecciones secuenciales en NHPs inducen reaccion cruzada, la
viremia incrementa tras la infeccion secundaria sugiriendo que se
presenta de igual manera el fendmeno de ADE en NHPs. Con dosis
>10* via subcutanea, NHPs pueden sustentar la replicacion viral, sin
embargo, la carga viral es mucho menor que en humanos, se limita a
tejidos linfoides. El uso de inmunosupresor ciclofosfamida, permite que
se presente infeccion de monocitos en monos Rhesus por periodos
prolongados. Ocasionalmente se pueden presentar cuentas bajas de

plaquetas pero en NHP no se presentan otros signos de importancia [4].

Las viremias en estos primates, generalmente dura 1 o 2 dias y
raramente llega a titulos de 108 (50% la dosis de infeccion del mosquito),
comparado con la viremia humana que va de 2 a 12 dias y con titulos

de 108 (50% la dosis de infeccion del mosquito) [1].

Ante el interés de vacunas contra las subunidades, que ofrezcan
proteccion de una infeccién letal al ser inmunizados los individuos por
un antigeno (proteina purificada NS o estructural) expresado con los
vectores vaccinia y baculovirus, se han hecho ensayos en modelos de

primates infectados, teniendo éxito limitado [1].



6.3 Propagacion en cultivos celulares

El virus puede ser propagado en un amplio rango de células hospederas
en cultivo celular, incluyendo aquellas de origen mamifero o de insecto.
El efecto Citopatico es el resultado de un rango de la infeccion del virus,
desde severo hasta inaparente, dependiendo de la linea celular y de la
cepa viral utilizada. Como con otros flavivirus, el dengue no apaga la
biosintesis de proteinas en la célula hospedera. El efecto cito patico es
visto usualmente como un incremento en la refractariedad celular,
redondeamiento celular y algunas veces como una fusion celular.
Parece ser que existe menos efecto Citopatico en células de mosquito
que en las de mamifero, pero esto depende en gran parte del serotipo
del virus, cepa e historia de pasajes. Después de la infeccion de las
células en cultivo, se entra en un largo periodo de latencia, tipicamente
entre 12-16 h, antes de que la progenie del virus pueda ser detectada
en el medio extracelular. Usando muchas multiplicidades de la
infeccion, titulos virales altos son usualmente obtenidos de 3 a 6 dias
después de la infeccidon, dependiendo de la combinacion del virus-
cultivo hospedero. En el pico de produccion viral, el rendimiento del
virus por célula a 37% raramente excedia de 200-500 UFP/cel. También
mientras un gran numero de particulas que no se desarrollaron bien
como viriones se acumulan intracelularmente, el 80% o mas de la
infectividad es encontrada en el medio extracelular. Los virus
intracelulares pueden consistir en inmaduros, viriones menos
infecciosos que contienen a la proteina preM en lugar de la M en la

envoltura [1].

Las lineas celulares de mamiferos que han sido usadas extensamente
con el virus del Dengue son: LLC-MK2 (rindn de mono), VERO (rindn
de mono), BHK-21 (rindn de hamster bebe), varias lineas celulares

humanas, FRhL (pulmén de feto de mono Rhesus) y PDK (células



primarias de rindn de perro). En cada caso de los anteriores, el periodo
de adaptacion después del aislamiento es frecuentemente requerido, y
los maximos titulos raramente exceden 105 a 106 UFP/ml. La linea
celular LLC-MK2 tiene valor comprobado para el ensayo de titulacion
de placa o ensayo de la neutralizacion de reduccion de placa. El método
de microtitulacion usando la linea BHK-21 ha sido descrito. Las células
FRhL son un sustrato popular para la produccion de virus vivos y vivos
atenuados. En los ultimos afios la linea PDK esta siendo extensamente
usada para producir virus candidatos vivos atenuados o cepas que se

espera sirvan para la vacuna [1].

Lineas celulares de mosquito han demostrado ser altamente
susceptibles a la infeccion del virus. C6/36 (A. albopictus), AP-61 (A.
pseudoscutellaris), y TRA-284 (Toxorhinchites amboinensis) son
algunas de las lineas celulares mas ampliamente usadas en el campo
del aislamiento del Dengue. Los titulos maximos son que se han
obtenido son arriba de 108-109 UFP/ml [1].

La infeccion persistente en cultivos celulares, la cual produce infeccion
por largos periodos de tiempo, hace que estos puedan ser sub-
cultivados indefinidamente, siendo bien establecido el método en
células de vertebrado e invertebrado. Debido a los virus que fueron sub-
cultivados por un afo con persistencia de infeccién, los cultivos
celulares de mosquito no vector T. amboinensis, mostraron cambios en
la reactividad antigénica, incrementando su sensibilidad a la
temperatura, y disminuyendo su neurovirulencia en ratén en
comparacién con los cultivos que contenian al virus original usado para
iniciar la infeccion. Se ha demostrado la habilidad del DENV-2 para
establecer infeccion persistente en monocitos humanos. Correlatos
clinicos no han reportado hasta el momento la persistencia de casos de

infeccion latente por Dengue [1].



7 Prevencion y control

La transmisiéon del Dengue puede ser prevenida controlando la

poblacion del vector.

El surgimiento de nuevos brotes de Dengue debido a distintos genotipos
(genotipo asiatico 1 serotipo 2 principalmente) y otros flavivirus en
diversos paises de América, causados por reintroducciones y la
expansion geografica del mosquito, son ligados directamente a
decisiones hechas hace mas de 4 décadas atras con mermar y
deteriorar los programas de control del mosquito y erradicacion del A.
Aegypti, ya que desde 1940 y hasta 1960 la PAHO (Organizacién
Panamericana de la Salud) realizaba rigurosas campanas de
eliminacién del vector debido a que se tom¢é importancia y conciencia
de un problema a nivel continental, ademas de ser una medida de
prevencion en Brasil, debido a las epidemias de fiebre amarilla, en
donde ademas el Buro Sanitario Panamericano (PASB) promovio
campafas intensas de erradicacion del vector en todos los paises
afectados, logrando debido a este gran esfuerzo que solo dos tipos de
virus (genotipo americano serotipo 2 y genotipo IIl del serotipo tres)
estuvieran remanentes en circulacion a mediados del siglo XX y a
finales de los 70s, es decir, el niumero de casos empez6 a aumentar
considerablemente a principios de los 80s, de tal forma que a finales de
esa década, en varios paises se presentaba de forma endémica los
cuatro serotipos; esta merma en el programa fue debido a
desestabilidad econdmica y perdida del interés politico de la region es
que programas de este tipo se dejan en el limbo soportando los paises
un incremento en la transmisién de virus por artrépodos, en donde en
algunos paises no se logro erradicar como en E.U.A. y Cuba, Venezuela

y de algunas islas caribenas; en dicha introduccion del genotipo asiatico



1, el cual se establecio en los 70s, se hiso evidente una disminucion en
la circulacién del genotipo americano, es decir, del virus remanente aun
con todo y el programa de erradicacion, esto podria ser explicado por el
reemplazo de un serotipo por otro; por otra parte, en algunas regiones
el control es considerado imposible debido a la intensidad del ciclo
selvatico, al numero disponible de habitats del mosquito y al intercambio

comercial con dicho continente [1, 4].

Ademas, con la incesante propagacion del Dengue es necesario
implementar medidas para viajeros detectando rapidamente algun
caso, ya que deberian ser considerados aquellos que presenten fiebre
hasta por 14 dias tras la picadura y que hayan tenido un viaje a algun
pais tropical y subtropical (caso importado) ya que la patogénesis de
infeccion varia ampliamente en los individuos, y esto podria causar un
esparcimiento epidémico en al pais de residencia, es decir que se dé

una rapida repuesta de salud publica [4, 5].

Continuas campafias, encuestas epidemioldgicas como conducta
preventiva y mercadotecnia social en salud son necesarias para
monitorear la transmisién en estados con poblaciones significativas del
vector y el incremento de los brotes epidémicos en areas tropicales y
sub-tropicales [1], por lo tanto cabe destacar la importancia de evaluar
los métodos generales de estudio entomoldgicos como la vigilancia
(ciclos gonotrépicos (determinar la taza diaria de sobrevivencia) indices
y analisis espaciales) y control larvario directo para conocer el estado
de infestacion, larvitrampas, ovitrampas, captura de adultos mediante
cebo humano, captura de adultos en sitios de reposos, bioensayos con
insecticidas en larvas y adultos para verificar la posible erradicacion del
vector, tomando en cuenta la temperatura, los mm de lluvia anuales, asi
como las caracteristicas culturales y patrones conductuales humanos
que sean factibles de ser aplicados ya sea en forma cotidiana o como

estudio base regional que haga mas eficiente la valoracion del riesgo



para evitar la continua transmisién y expansién de DENV hacia regiones
no endémicas y que fuera posible si organizaciones globales unieran

esfuerzos, [4, 26 y 10].

También el demostrar las interacciones competitivas de las dos
especies que fungen como vectores principales con otros elementos de
la fauna mexicana, podrian ser posibles alternativas para el control de
sus poblaciones en un ejemplo de biorremediacion-biocontrol [10], tal
es el caso del método de biorremediacion que se ha propuesto como
control larvario de A. Aegypti, usando la larva de Toxorhynchites
splendens, la cual demuestra en su biologia depredar para su
supervivencia a otras larvas que estén en desarrollo en el mismo sitio
de crecimiento, incluyendo incluso larvas de otros insectos, donde
desde luego no tendria que causar un impacto ecoldgico hacia otras
especies [18, 75]. Por otra parte, para el control del vector, se ha
planteado el uso de la bacteria wolbachia, ya que reduce la sensibilidad
de Aedes aegypti al virus del Dengue, por lo que se propone introducirla
al area de distribucidn del mosquito, y asi disminuir la poblacion humana
infectada; estudios preliminares confirmaron que mosquitos inoculados
con la bacteria, la transmitieron a la poblacion local donde fueron
liberados [18, 76], ademas el estudio de diferentes bacterias que
puedan funcionar previniendo la infeccion como las del genero
Pedobacter las cuales podrian ser inducidas y liberadas, y mediante
paratransgénesis infectar a los otros mosquitos del medio para la
propagacion bacteriana que evita que la particula viral sea reconocida
por el receptor heparanan sulfato con proteinas degradadas, por lo
tanto Pedobacter puede ser usada con fines comerciales para la
produccion de la enzima heparinasa como nueva forma de estrategia

contra el Dengue [31].

También se han hecho experimentos con hongos entomopatogenos, de

los cuales en algunos es inhibida la esporulacién y la germinacion al



utilizarse algunos insecticidas, tal es el caso de Trichoderma
longibrachiatum (el mas patdégeno para Aedes sp el cual ademas infecta
imago y larva) siendo el inhibidor el insecticida “malation®”; también se
sabe que los cloripirifos son toxicos al crecimiento vegetativo
reduciendo la esporulacidn, por lo que se tienen que buscar hongos
compatibles dependiendo que insecticida sea el que se quiere usar, es
decir, que no sea inhibida la funcién del biorremediador, por ejemplo
existen especies de hongos resistentes o compatibles a ciertos
insecticidas, tal son los casos de Gliocladium virens (patégeno a imago
y larva) y Metarhizium anisopliae, este ultimo se ha observado que
mediante la copula y encuentro de cuticulas de los mosquitos, uno le
pasa al otro los conidios del hongo por contacto sexual y de tarsos (esto
se puede observar gracias a un biomarcador de color), y considerando
que el macho fecunda a entre 6 y 8 hembras, resulta en una forma muy
eficaz de control, dejando a los mosquitos muertos dentro de los 6 0o 7
dias siguientes, esto ocurre ya que las hifas provocan dafio mecanico
en cuticula externa, penetrando por ano, espiraculo y probdscide,
gracias a enzimas Yy toxinas dafinas al vector, matando incluso a cepas
de mosquitos resistentes a insecticidas, ya que estos resultan mas
susceptibles a la infeccion, y de manera inversa, los mosquitos
infectados con hongo son mas susceptibles al insecticida, a lo cual se
le conoce como control integral, ademas de que reducen la capacidad
vectorial al transmitir el virus, es decir, este no llega a la probdscide.
Este método ya se emplea actualmente en Africa en muchas aldeas,
donde se tiene al hongo y conidias en mantas y estas son colocadas
sobre las tejas de palma de las casas o chozas, en donde se trata de
controlar a la malaria (vector Anopheles gambiae), solo se tiene que
tener cuidado sobre las reacciones alérgicas que pueda llegar a causar
al humano. Cabe mencionar que existen 750 especies de hongos
entomopatogenos, y que este método de control tiene mayor

persistencia en el tiempo ya que un individuo muerto se convierte en



una nueva fuente de inoculacion y resultan muy econémicos ya que se

pueden producir incluso con arroz [10].

Por otra parte, el uso de pirotrenos o piretroides (deltametrina,
permetrina, esbiolaletrina, propoxur, lambda cialotrina, bifentrina y
piroproxifeno) asi como insecticidas organofosforados y carbamatos
son ampliamente utilizados con los cuales se pueden impregnar la ropa,
telas y cortinas, evitando al vector, estos compuestos actuan sobre los
canales de sodio en el mosco, siendo larvicidas, pupicidas y adulticidas,
aunque se sabe que se aumenta la resistencia a estos compuestos
quimicos, donde quiza la causa sea el factor operacional de las formas
de aplicacidn, por lo que se sugiere utilizar nebulizadores o dispositivos
ULV, ya que la neblina se dispersa y entra a la vegetacion en areas
suburbanas y rurales, asi como en todos los rincones dentro de la
vivienda con una mortalidad del 80-90 %. Por otra parte surge la
pregunta de ¢si monitoreando la resistencia a dichos insecticidas,
podriamos detener la dispersibn de los genes que brindan la
resistencia?, mientras estos estudios no se realicen, se seguiran
fabricando insecticidas de ultima generacion, tal es el caso de los que
contienen benzoluireas (compuesto que inhibe la biosintesis de quitina),
otro caso son los que desregulan el crecimiento mediante el
desequilibrio de las hormonas en el desarrollo, o el uso de metopreno
altosid XR-6, el cual es un analogo a la hormona juvenil, evitando que
pueda emerger adecuadamente el imago, generando malformaciones
que provocan que las larvas queden esclerotizadas con dérganos
degradados sin poder pasar al estado de pupa, sin que exista desarrollo
de pelos los cuales son importantes en el vector ya que tienen funcion
sensorial, sin contar que estos nuevos insecticidas, vienen en
microcapsulas que provocan al adherirse al exoesqueleto de los

artrépodos su liberacion progresiva, con propiedades de hasta 12



meses de residualidad una vez adherido a las superficies (documentado
en Sudafrica) También existen repelentes con DEET (N, N-dietil

metatoluamida), suelen ser los mejores [10, 27].

Como estudios alternos se han hecho Intentos por transformar
mosquitos Aedes con elementos genéticos méviles o transposones de
la clase Il de Drosophila melanogaster se ha hecho desde 1980, sin
embargo no hubo éxito en ese proyecto. Recientemente, ensayos
exitosos de transposicion en embriones de A. aegypti se reportaron para
Hermes, mariner y piggyBac que pertenecen a los elementos
traspasables de la clase Il. La longitud del DNA de las secuencias
insertadas fluctia aproximadamente de 4.8 a 10-11 kb. La habilidad de
manipular el genoma de este mosquito da la posibilidad de verificar
experimentalmente la funcion de moléculas importantes para el
mosquito y expresarlas, incluyendo aquellas que sean anti-patégenos,
asi como la expresion de un gen mortal [33].



Antecedentes

A) Reportes de regiones gendmicas (determinantes genéticos)

asociados a alteracién de la virulencia.

Se han reportado trabajos donde identifican cambios de nucleétidos en
ciertos sitios especificos del genoma que repercuten en la alteracion de
la virulencia en modelo de ratdn y por consiguiente podrian estar

relacionados a humano.

Mecate en 2013 a partir de una base de datos de genomas completos
de DENV, mediante miles de sondas de 10bp realizo huellas gendémicas
y a las sondas funcionales resultantes (163) les agrupo con Cluster
obteniendo 6 grupos importantes, aquellas que se unian de manera
preferencial a un tipo de diagnéstico (DHF o DF) y que no la hacian con
el otro, ademas de discriminar entre el serotipo (1, 2 o 3), esto para
encontrar las regiones genéticas asociadas a alteracion de la virulencia;
posteriormente analizo dichas regiones nucleotidicas y aminoacidicas
(realizo traduccidon in silico) para ser determinadas, encontrando
diferencias entre los dos tipos de diagndstico, muchas de ellas
reportadas en la literatura como asociadas a alteracidn de la virulencia
en modelos de ratén, las diferencias no eran mas que cambios de
nucleétido o aminoacido. Esto nos podria estar advirtiendo de que
ciertas regiones genéticas se involucran con la severidad de la
patogénesis pero mas que como mecanismos de patogenicidad ya
establecidos, lo hacen como resultado de la mayor adaptacion al medio

donde se presentan [4].

Chen en 1995 [77], causo mutaciones puntuales en el gen E para
determinar la respuesta inmune generada y la neurovirulencia en

ratones, mediante inoculacion via intracraneal, determinando que la



mutacién EE406k generaba 100% de mortandad. También nos explica

que este cambio de aminoacido genera un cambio de carga.

Por otra parte tenemos que Leitmeyer en 1999 [78], al secuenciar los
genomas completos de los genotipos Americano y Asiatico de DENV-2,
encontro 55 cambios de aminoacidos de los cuales 6 son de cambio de
carga, y basados en el aumento de casos de DHF ante el
desplazamiento en Latinoamérica del genotipo Americano por el
Asiatico, es que propone que estos cambios le dan mayor virulencia al

Asiatico, y que es reflejada en una patogénesis mas severa.

Ademas tenemos que Grant en 2011 [79], identifico en una cepa de
DENV-2 (que se sabia causaba infeccién letal en ratones y con 47 aa
diferente a una cepa no letal malaya), un determinante critico de
virulencia ya que al realizar un panel de mutaciones, una en especial,
la NS4BF52L abolié por completo la patogenicidad, reduciéndose el
titulo viral y la permeabilidad vascular estaba intacta. Por el contrario,
en una cepa del mismo serotipo pero no virulenta, al mutarle el mismo
aminoacido pero invertido, es decir la L por la F, se produjo una letalidad
del 80% en los ratones y un incremento en la viremia, ya que la letalidad
no estaba ligada al hecho de que la proteina NS4B era blanco de los
IFN de la respuesta de la célula para activar a otras células en la
respuesta IRES, sino que esta proteina degrada directamente al factor
de transcripcion STAT1 y por lo tanto la respuesta IRES era nula;
ademas Grant demostré que este determinante era mas afin a células

de mamifero que a las de C6/56 ya que aqui se replicaba mejor.

También Engel y colaboradores en el 2010 [56], crearon virus
quiméricos de virus de Encefalitis transmitido por garrapatas (TBEV)
con DENV-4, los cuales llevaban mutaciones en los genes E315 con
una sustitucion de K por D y las reportadas en el 2002 por Hanley D. et
al, del gen NS5 en las posiciones 654 Y 655 de los aminoacidos Dy R

por A 'y A. Los viriones con estas combinaciones redujeron la



neurovirulencia en ratones Swiss Webster de tres dias de edad, 51
veces la LDso observada en ratones control con la cepa quimeérica sin
las mutaciones, siendo que con las mutaciones individuales disminuyen
6.6 y 16.2 veces la dosis de letalidad, por lo que la combinacion de

mutaciones disminuye significativamente la neurovirulencia en ratones.

Otro de los antecedentes es el de Rodpothong P. y Praser A. [80],
quienes en 2011, encontraron un sitio (codén en la posicion 82)
sometido a presion positiva a lo largo de la linea ancestral (rama B) del
gen prM de DENV-2 usando Branch-Site model. El sitio se localiza en
la region de la premembrana (pr) de la proteina prM. La proteina prM se
asocia con el dominio Il de la proteina E y actua como chaperona para
el plegamiento de E y para prevenir la fusién prematura del virus a la
membrana dentro de la célula del huésped [49, 71]. El sitio detectado
en este estudio es proximo al corte de furina en la posicion P10. El sitio
de corte contiene aminoacidos basicos en las posiciones P1, P2 y P4,
seguido con Arg (P4)-X (P3)-X (P-2)-Arg (P1). De las posiciones P5-P13
son residuos basicos adicionales altamente conservados en DENV. El
corte de prM esta asociado con la maduracion viral y la eficiencia del
corte es distinta en diversas lineas celulares. Al comparar el corte
completo de prM en otros flavivirus, este corte parcial en DENV ha
generado varias interrogantes, como la asociacion entre el corte parcial
y la propiedad de potenciamiento de prM. La habilidad de prM de
potenciar una infeccion viral se demostro en el estudio de Dejnirattisai
W. y colaboradores en 2010 [81], donde los anticuerpos anti-prM
potencian la infeccidn viral mas que neutralizarla, mientras que los anti-
E dirigidos hacia el dominio Ill parecian ser los mas potentes en
neutralizar al virus. También mostraron que tanto los anticuerpos anti-
prM y anti-E generan reaccion cruzada para los cuatro serotipos, pero
cuando compararon si existia reaccion cruzada con JEV, la mayoria de

los anti-prM no. Esto sugiere un posible papel para este sitio que podria



explicar por qué el DENV-2 se ha asociado mas frecuentemente con
DHF/DSS.

Lee y colaboradores en 2011 [82], determinaron la estabilidad genética
que el genoma viral de DENV presenta en cultivo celular. Al realizar
pases determinan la frecuencia de mutaciones para una cepa de DENV-
4 2A y una mutante con una eliminacion de la porcion 3’'UTR llamada
DENV-4 2A A30. Determinaron el sitio de la mutacion por secuenciacion
y evaluan la neurovirulencia en ratones inmunocompetentes C57BL/6,
encontrando que las mutaciones puntuales en Ea43sH, EvassL, NS2Ba7sH
y NS2Ba1131 generaban mayor severidad del cuadro hemorragico en los

organos de los ratones.

Por ultimo de Borba L. y colaboradores en 2012 [83], como objetivo de
su estudio fue identificar posibles determinantes virales utilizando firmas
moleculares encontradas en los genes E y NS3, reportadas
anteriormente por Bordignon J. (codones Er402;, Et40s, ¥y NS3v209,
NS3L435s, ¥ NS3L4s0s,) [84]. Evaluaron las mutaciones en ratones
FGA/NA como mutaciones individuales, dobles o triples. Encontraron
que las mutaciones de Easo02, E405 podrian estar involucradas en la
formacién de homotrimeros, lo cual estaria involucrado en el evento de
fusion de membranas dentro del endosoma en el fenbmeno de entrada.
Las mutaciones encontradas en NS3209, 435, 480 Se situan en el dominio
de la helicasa, la cual esta involucrada en la replicacion junto con la
polimerasa de RNA dependiente de RNA (RdPd) codificada por el gen
NS5. La mortalidad en los distintos grupos de ratones con mutaciones
individuales era del 29% para NS3435y del 61% para NS3a4s0, las cuales
destacan su importancia en la neurovirulencia, sin embargo, el efecto
para las mutaciones de E402 y E405 no fue mayor que la observada en el
control. Al realizar mutaciones dobles y triples se encontré que la
neurovirulencia aumentaba al 73% para E405/NS3435 y para E402/ns34s0

y para la mutacion triple E402/NS3209/NS34s0 fue del 100% la mortalidad.



Lo cual demuestra que mutaciones multiples en distintas regiones del

genoma de DENV cooperan en la modulacion de la virulencia de DENV.

B) Microarreglo

B 1) ventajas de este método de deteccién

Un Microarreglo es una herramienta de diagndstico que se basa en la
hibridacion de acidos nucleicos, y es empleado en el estudio de
secuencias conocidas permitiendo la automatizacion simultanea de

miles de ensayos [9].

Las ventajas de este método de deteccion se presentan en la cantidad
minima de cDNA a utilizar para hacer la hibridacién en el spot o pozo,
con respecto a otros métodos como en la RT-PCR, ya que el poder
minimo de deteccién del amplicon en gel de agarosa en electroforesis
es de 20-30 ng de concentracion de cDNA, mientras que en el
Microarreglo es de 0.5-2 ng de concentracion de cDNA, es decir, se
requiere una cantidad 10 veces menor de la muestra para realizar la
deteccion, ademas de que la sensibilidad de deteccidén es absoluta y
especifica lo que permite su reproducibilidad, aunado a esto, el enfoque
de deteccion es multiple, con respecto al RT-PCR, el cual solo se limita
a 4 objetivos, con lo cual el Microarreglo, permite la automatizacién
simultanea de miles de ensayos con dicha sensibilidad vy
reproducibilidad [9].

B 2) Construccién de un Microarreglo




Fabricacion de un Microarreglo de DNA
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Figura 29. Construccion de un Microarreglo.

Nos muestra los pasos basicos de fabricacién de un chip, donde el
didmetro de cada uno de los spots, es de 300 um y la separacion entre
cada uno de los spots es de 200 pm, y la separacion entre el centro de

un spot con respecto al otro es de 500 pym [9].

B 3) Antecedentes del uso de Microarreglo para deteccién de flavivirus

Se tienen algunos antecedentes del uso de este método de deteccién
de virus de diferentes familias, e incluso de flavivirus, donde se ha

demostrado su efectividad y precision.

Por ejemplo Kang en el 2011 [85], utilizo sondas (oligonucledtidos)
especificas a ciertos géneros de virus. Estas sondas fueron utilizadas

para visualizar virus de RNA patégenos en humano. Un total de 628



sondas fueron necesarias, cubriendo 32 géneros de virus de RNA

dentro de 14 familias.

Por otra parte, Alvaro en 2014, utilizo el método de deteccion de
Microarreglos, para serotipificar al virus del Dengue, e incluso detectar
infecciones simultaneas por dos o mas serotipos, o entre diferentes
flavivirus en una misma muestra de paciente, es decir, el chip, era capaz

de detectar co-infecciones [9].



Justificacion

Debido a que ciertas regiones del genoma del DENV se han asociado
con su virulencia, y considerando la interaccidn que existe entre virus-
vector-hospedero, se plantea el escenario donde se obtenga como
resultado una infeccién con determinado grado de virulencia que puede
ser dengue clasico, o en el peor de los casos puede generarse la
enfermedad grave o el shock por dengue (SSD).el DENV. Por lo tanto
es de suma importancia estudiar la relacion que existe entre la
patogenicidad del virus y su genoma. Lo que nos permitiria desarrollar
un sistema de diagnostico basado en un Biosensor de cDNA que nos
daria la ventaja de detectar al DENV en un gran numero de muestras
de pacientes y mosquitos en un corto periodo de tiempo y con una alta
sensibilidad, reproducibilidad y especificidad por un determinado
serotipo; detectar infecciones simultaneas por dos o mas serotipos; la
discriminacion entre genotipos; y la distincion entre la posible derivacion
de la enfermedad en DEN grave.

Este futuro Biosensor también podria detectar otros flavivirus humanos
con la misma secuencia consenso de los “primers especificos” como lo
son la Encefalitis japonesa, Kunjin y Fiebre amarilla, contribuyendo en
otras aplicaciones en el estudio de la patogénesis viral. Asimismo,
debido a la aparicion de infecciones producidas por el virus
Chikungunya se podrian disefiar sondas adicionales e incluirlas en este
ensayo en el futuro. El resultado final de este proyecto fue evaluar si
dengue virus posee propiedades genéticas asociadas a la severidad de

la infeccidon observada.



Hipotesis

El genoma del DENV se ha asociado con la gravedad de la enfermedad
por lo tanto, Las sondas seleccionadas para la deteccion con el
Biosensor, serviran como marcadores de severidad y por lo tanto se
espera que funcionen como sondas especificas de diagndstico en la

construccion del Biosensor comercial.



Objetivo general

Disefio de un Biosensor de DNA para la deteccion del serotipo y los
marcadores de la severidad de la enfermedad del Dengue clasico y

grave.

Objetivos particulares

1. Disefiar las sondas para diferenciar Dengue clasico (DF) de Dengue
hemorragico (DHF), asi como la obtencién de la regién que sera

amplificada en las muestras de los pacientes

2. Establecer las condiciones o6ptimas de inmovilizacion de la
neutravidina, captura del amplicon del DENV e hibridacién de las

sondas mediante la técnica de SPR

3. Disefio del prototipo final del Microarreglo para comercializar

4. Establecer las condiciones de inmovilizacion de los amplicones

marcados del Dengue e hibridacion de las sondas en el Microarreglo



Materiales y Métodos.

A. Materiales, reactivos y equipos

Para el analisis de depuraciéon de las sondas se utilizd el software
Geneious®, y para elegir la region de los primers en las muestras de los
pacientes para los tres serotipos se utilizaron los programas Seaview,
WebLogo y AmplifX, para obtener el RNA de las muestras de pacientes
se empleod el equipo PREPITO® (Perkin Elmer), y su kit de extraccion
Viral 300 RNA/DNA extraction. Para la amplificacion y reamplificacion
de los cuatro serotipos del fragmento DV1-DV3 del DENV se empled el
kit RT-PCR one step de SuperScrip Il de Platinum Taq
retrotranscriptasa-DNA polimerasa (Termophilus aquaticcus) High
fidelity (Invitrogen®, Calrbad, CA, USA) y el kit One Step PCR con
HotStar Tag DNA Polimerasa (Taq, Thermophilus aquaticcus-
QUIAGEN®), asi como el termociclador GENEAMP® system 9700
Applied biosystems, para la concentracion de los amplicones se utilizo
el kit DNA Clean up y para precipitarlos se utilizé acetato de sodio. El
termociclador real time-PCR que se utilizé fue CFX96™ touch Bio Rad
para amplificar los serotipos del DENV afiadiendo la biotina con primers
biotin-DV1-DV3 de IDT (integrate DNA tecnologies-Belgica). Todos los
quimicos y solventes para la fabricacion del Biosensor mediante la
técnica de SPR fueron apoyados a través del proyecto titulado:
“‘Advanced Multiplex Nanosensor Platform for Proteomic and Genomic
Biomarkers for Dengue Virus” (A Cranfield University and Cinvestav
Joint Research Projects) a cargo de las Doctoras Maria de Lourdes
Mufioz Moreno (Cinvestav) e Ibtisam E. Tothill (Cranfield). El
material fue: PBS buffer, MUDA (acido mercaptoundecanoico), chip de
oro de General Electric® para Biacore 3000®, maquina Biacore 3000,
neutravidina, acido acético, acetato de sodio, hidréxido de sodio,
EDC/NHS (1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida clorhidrato +N-



hidroxisuccinimida), etanolamina, HEPES buffer, BCA-suero bovino
fetal. Ademas se utilizé para el SPR las sondas especificas
fluorescentes de DENV (20 uM Texas red-DSP 1 (color amarillo), 20 uM
6 FAM-DSP 2 (color azul), 20 uM Cy5-DSP 3 (color rojo) and 20 uM
Yakima yellow-DSP 4 (color verde); (Jena Bioscience®)). Todos los
quimicos y solventes para la fabricacién del Microarreglo (DMSO pH
6.5, Buffer CAPS & CHAPS 10x, H20 DEPC, SDS 0.1%, H20 mili Q, 4x
SSC, 1% SDS, y 10 mg/ml BSA (soluciéon de bloqueo) y la camara
humeda (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA), se compraron a
Fluka-Sigma de St. Louis, MO, USA al mas alto grado analitico en su
caso. Fueron utilizados los sustratos Slide A+Aminosilane-Coated
substrate (Schott Nexterion®, Jena, Alemania), se utilizd6 un robot
espoteador de cabezal con 32 puntas solidas (GeneTAG G3, Genomiic
Solutions, Harvard Bioscience, Boston, MA, USA) para la impresién y
se utilizd para la visualizacion el escaner GeneTac LS IV (Genomic
Solutions, Harvard Bioscience, Boston, MA, USA). Los valores de
fluorescencia se obtuvieron usando el software TM4 (Spotfinder, MeV,
MIDAS y Madam Administrator) y el analisis estadistico se llevé a cabo

con el software estadistico S-Plus.

B. Virus

Los virus utilizados como controles positivos del DENV-1 cepa de Hawai
(HA1-1944), DENV-2 cepa de Nueva Guinea C (NGC-1944) y DENV-3
cepa de Filipinas (H-87) utilizados en este estudio fueron obtenidos por
una generosa contribucién del Dr. J. Gubler (Division of vector-borne
Infectious Diseases, Center for Diseases Control, Fort Collins, CO,
USA).

C. Muestras de los pacientes



Las muestras de los pacientes fueron obtenidas por un programa de
encuentra epidemioldgica llevada a cabo por la secretaria de salud y el
Instituto Mexicano del Seguro social (IMSS) de los Estados de Veracruz
y Oaxaca, las Cuales fueron evaluadas con ELISA en dichas
instituciones. Estas muestras fueron guardadas a -70 °C. El estudio fue
revisado y autorizado por el comité de bioética para la investigacion en
seres humanos del centro de investigaciones y de estudios avanzados
del IPN (COBISH-CINVESTAV IPN).

D. Seleccién de sondas a partir de la coleccion de sondas; definicidén de
la regidn a amplificar; construccion de los primers a utilizar; y analisis

de diagndstico in silico para verificar su funcionalidad.

Selecciodn de las sondas.

A la coleccidon de sondas obtenidas in silico por Mecate en el trabajo
que le antecede al presente proyecto, se seleccionaron aquellas
considerando que no hibriden en otras regiones del genoma del virus;
ni que no estén en la misma regidon genodmica; y que no alineen en otros
genomas de otro serotipo, 0 genotipo y diagndstico. Esta seleccién se
realizd mediante analisis de busqueda-ubicacion (mapeo) con
alineamiento de la sonda contra el genoma viral de ocho tipos de
secuencias distintas. El Software utilizado fue Geneious®. Para poder
hacer la seleccion de sondas a sintetizar, primero se tuvieron que tener
las secuencias de las sondas almacenadas en formato fasta y con su
encabezado (<), seguido del nombre de la secuencia y su numero de
registro o acceso en el banco de datos de secuencias, donde después
fueron metidas al programa Geneious para mapearlas en sets con sus
respectivas sondas, donde se coloco en la primera fila la secuencia viral

de 10.7 kb y a partir de la segunda fila se colocaron las sondas y se



procedié con el analisis, esto para los seis sets y por lo tanto se

generaron seis carpetas de archivos en el programa.

Seleccion de region a amplificar

Una vez que se obtuvo el catalogo final de sondas depuradas, fue po-
sible determinar la region que seleccionara para amplificar el genoma
del virus de las muestras de los pacientes, ya que en esta region es
donde dichas sondas determinaran mediante complementacién al
cDNA el serotipo y el tipo de diagndstico. El criterio de seleccidon de
region nucleotidica a amplificar fue que nos permita disminuir el numero
de sondas a sintetizar al momento de la fabricacion del chip, este mé-
todo permite economizar dinero en las sondas a fabricar sin comprome-
ter la capacidad de diagnoéstico. Ademas de que la amplificacion sera
menos susceptible a errores por parte de la polimerasa ya que sera una
region mas pequena comparada con utilizar el genoma completo, donde

incluso el tiempo de amplificacion sera mas eficiente.

Construccién de primers

El numero de primers que utilizara la instancia que maneje el microchip
para el diagnostico (el sector salud etc.) sera de 3 juegos de primers
(forward y reverse), es decir por serotipo, por lo cual se hiso analisis de
alineamiento por Seaview, y con ayuda de WebLogo se determind la
zona de disefio de los primers y se establecieron sus caracteristicas de

los mismos mediante el programa AmplifX.

Analisis in silico de diagnostico



Posteriormente se realizaron las sondas por un mapeo contra todas las
179 secuencias de DENV que se utilizaron para la construccion de las
sondas en el trabajo previo o antecedente directo al presente proyecto,
las secuencias de virus que circulaban en América en el periodo 2000-
2009 Esto se hizo para realizar el primer analisis de diagnaostico in silico,
para corroborar que fueran funcionales las sondas seleccionadas. De
igual manera se mapearon las sondas del DENV-3 (dengue clasico)
contra secuencias de virus que circularon recientemente (2010) de
DENV-3 (dengue clasico) obtenidas del ViPR, para corroborar que los
marcadores de severidad se mantengan funcionales y asi quedar listas
para su sintesis; (no se mapearon los otros 5 sets de sondas contra
secuencias de virus que circularon recientemente ya que no se encon-

traron secuencias en la base de datos del ViPR para dichos sets).

E. Extraccién, amplificacion, concentracion y precipitacion del RNA viral
de DENV de las muestras de pacientes (tres serotipos) para poder
establecer las condiciones Optimas de captura del amplicon e
hibridacion de las sondas después de la inmovilizacion de la

neutravidina mediante la técnica de SPR

Extraccion

Se extrajo el RNA total del plasma de la fase aguda de las muestras de
los pacientes colectadas en los programas de encuestas
epidemiologicas de las dependencias de salud. EI RNA se obtuvo
usando el equipo PREPITO® de acuerdo con las recomendaciones de
manufactura y usando el kit de extraccion del nucleo acido viral de la

misma marca. El RNA fue resuspendido por el aparato en 200 uL de



H20 tratada con dietilpolycarbonato (DEPC), la cual inactiva las

ribonucleasas.

Amplificacion

El RNA extraido fue usado como templado (5uL) para la transcripcion
reversa (muestras procesadas por un ciclo de transcripcion reversa= 42
°C, 45 min [86]) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en 25
ML de mezcla de reaccion. Los primers que se utilizaron fueron
complementarios y especificos a una regién blanco altamente
conservada del gen NS3 para los 3 serotipos y ambos diagndsticos
DHF/DF, lo cual maximizé la probabilidad de que todos los miembros
virales sean detectados (forward= DV1 (+),
5'GGRACKTCAGGWTCTCCS3', posicion del 4918nc al 4934nc del
genoma completo viral= fraccion del NS3, y reverse= DV3,
5'AARTGIGCYTCRTCCATS3', posicion del 5368nc al 5384nc, fraccion
de NS3; tamafio del amplicon de 470 nc) dando paso a productos todos
del mismo tamano. El cDNA obtenido se procesé a 35 ciclos de PCR
(cada ciclo= 30 sega 94 °C, 30 sega 50 °Cy 60 sega 72 °C) [86, 87].
La verificacién del tamafio esperado se realizO mediante un gel de

agarosa al 2% 100 V/100 mA por 35 minutos.

Concentracion

La concentracion de los amplicones se determiné mediante la técnica
de DNA Clean UP, siguiendo las instrucciones dadas en el kit de
Wizard®. Cada suspension de DNA fue concentrado por separado en

un solo tubo eppendorf.

Precipitacion



La precipitacion de los amplicones se realizé con el uso de acetato de
sodio y etanol, la cual fue realizada para poder enviar las muestras de
los serotipos a Cranfield para continuar con la estandarizacion de las

condiciones del chip mediante la técnica de SPR.

Trabajo realizado en Cranfield University

Reamplificacién para afadir la biotina a los amplicones

Se realizo la reamplificacion de los serotipos con primers que afiaden la
biotina en el 5 del amplicon (forward= DV1 (+), 5' biotin-
GGRACKTCAGGWTCTCC3', posicion del 4918nc al 4934nc del
genoma completo viral= fraccion del NS3, y reverse= DV3,
5'AARTGIGCYTCRTCCATS3', posicion del 5368nc al 5384nc, fraccidon
de NS3; tamafo del amplicon de 470 nc) con el kit Rotor-Gene SYBR
Green, siguiendo la ficha técnica y para 16 reacciones en termociclador
de tiempo real CFX96 de Bio Rad.

Precipitacion a los amplicones con biotina

La precipitacion de los amplicones se realizé con el uso de acetato de
sodio y etanol convencional, la cual fue realizada para resuspender el
pellet en buffer PBS necesario para comenzar la inyeccion en el

experimento de SPR.

Inmovilizacion de la neutravidina

Preparar el chip de general electric® con MUDA 5mM 10 mL por un dia
en usencia de luz e un tubo falcén, lavarlo con etanol y secarlo a
corriente de aire de nitrégeno, y colocarlo en la maquina de Biacore

siguiendo las instrucciones del equipo, colocar la etanolamina pH 8.5



1M 1 mL, neutravidina 0.200, 0.100 y 0.050 mg/mL (acetato de sodio 10
mM 4,45y 5 pH) 1 mLy EDC/NHS 200Mm/50mM 1 mL en el equipo
para comenzar a hacer las exploraciones en las concentraciones de la
neutravidina y el pH para poder hacer una inmovilizacion adecuada.
Igualmente se siguieron las instrucciones del manual para la colocacion
de las muestras en la equipo (rack A columna Afilas 1, 2 y 3), asi como
el buffer PBS 7.4 pH 10 mM 400 mL y de la programacioén con el
software Wizard. Las inyecciones se dan por tres minutos con
volumenes de 10 pL por minuto, segun estandarizaciones en el manual

de Biacore.

Captura del amplicon

Se resuspendido al amplicon con biotina en buffer PBS 7.4 pH 10 mM
500 uL para proceder a las inyecciones en el equipo (el pellet
concentrado precipitado de las 16 reacciones de 50 uL de amplicon en
500 uL de buffer), para lograr una captura adecuada se hizo una
exploracién de la concentracion, posteriormente se inyecto el hidréxido
de sodio 0.005 mM que funciono como buffer de apertura de la cadena
del amplicon, lo cual permitié que las sondas puedan ser capturadas al

ser de cadena sencilla.

Hibridaciéon de las sondas

Después de estandarizar la inmovilizaciéon y union del amplicon y
apertura de su cadena, se hibridaron las sondas para serotipificar el
amplicon respectivo en estudio, la concentracion de estas fue de 50
ng/uL en HEPES buffer 7.4 pH 10 mM 500 uL, cabe mencionar que el

fluoréforo presente en la sonda en este caso no es funcional.



Trabajo realizado en Cinvestav

F Disefio del prototipo final del Microarreglo para comercializar

Disefo

El disefio se hizo siguiendo el arreglo idéntico a la tabla de distribucion
en localizaciones conocidas de las sondas seleccionadas para su
sintesis, el cual es dividido por serotipo (metafila), tipo de diagndstico
(meta columna) y numero de sondas (fila), ademas el disefio presenta
repeticion por triplicado (columna), ademas se deja un espacio para
posibles sondas a futuro para el serotipo 4 y se contemplan los controles

positivos y negativos en el disefio del Microarreglo.

G. Establecer las condiciones de inmovilizacién del amplicon del DENV
marcado e hibridacién de las sondas en la fabricacion del Microarreglo
[88]

Impresion, fijacion y bloqueo

Este paso comenzé después de la compra del sustrato de vidrio con
cubierta en forma de pelicula de aminoacil, donde Los amplicones de
RNA fueron impresos inmovilizados como se muestra en la figura 31
donde alicuotas con una concentracion de 100 ng/uL se diluyeron en
buffer (1.6 mol/ml CHAPS, 1% CAPS, buffer 50 % DMSO pH 6.5) y se
imprimieron con un robot espoteador a 55% de humedad relativa y una
temperatura de 20-25 °C. Cada pin solido libero un volumen de aprox
0.2 uL creando un spot de un diametro de 300 um, del centro de un spot
al centro de otro spot son 500 um. Después de la impresion del amplicon
de doble cadena, se unid mediante enlace covalente a la superficie

mediante una breve exposicion a un haz de luz UV (crosslinked-254 nm



a 250 mJ/cm2), el cual protona a los grupos amino primarios disponibles
en una alta concentracioén en la superficie del sustrato, adquiriendo una
carga positiva cuando son colocados en una solucion acuosa casi
neutral, y los amplicones que son moléculas negativas (carga negativa
que es conferida por el grupo fosfato del acido nucleico) pueden iniciar
la formacién de multiples interacciones iénicas con la superficie cubierta
de aminos cargados positivamente, sin necesidad de que
modificaciones adicionales sean hechas en los grupos amino de los
acidos nucleico., Posteriormente se incubo el chip por 20 minutos a 75
°C seguido de un extenso lavado con 0.1 % de SDS y dos enjuagues
con agua doble desionizada. Los chips se bloquearon con buffer pre-
hibridizador (4x SSC, 1% SDS, y 10 mg/ml BSA) por 45 min a 42 °C, se
lavé con agua doble desionizada por 20 seg y se seco con corriente de

aire filtrado.

Hibridacion, visualizacion-deteccion, analisis estadistico, correccion de

background y normalizacion

Las sondas marcadas con fluoréforos se hibridan a los amplicones
inmovilizados en el chip, en un volumen de 5 pl de las sondas sobre la
lamina y fue cubierto el chip con dos cubreobjetos, el chip y los
cubreobjetos fueron sellados en una camara humeda e incubados a 65
°C por al menos 6 horas. La concentracion optima de las sondas se
determind iniciando con 20 pM. Los cubreobjetos y soportes se
removieron cuidadosamente con 4x SSC en una botella de lavado y los
chips se lavaron por inmersién en 1x SSC, 0.1% SDS por 10 minutos
(equivalencia de 10 chips en 250 ml), 0.1x SSC, 0.1% SDS dos veces
por 10 minutos y 0.1x SSC dos veces por 10 minutos, finalmente los
chips se secaron en corriente soplando el liquido fuera del spot y hacia
los bordes exteriores.



Los chips fueron escaneados para detectar fluorescencia Texas Red, 6-
FAM, Cy5 y Yakima Yellow a ondas de excitacion de 583, 519, 646 y
530 nm respectivamente. Los valores de fluorescencia se obtuvieron
usando el software TM4 (Madam, MeV, Spotfinder y MIDAS) y el analisis
estadistico se llevd acabo con el software estadistico S-Plus. La
normalizacion de los medios se llevd a cabo después de la correccion
del background. La especificidad de hibridacion fue analizada por dicha
normalizacion de los valores de la intensidad de la fluorescencia de
todos los fluorocromos, donde hubo la posibilidad de que la variabilidad
de los valores de fluorescencia normalizados sean mayores entre
muestras que la variabilidad entre muestras por triplicado, es decir que
lo esperado fue que la variabilidad de fluorescencia haya sido muy baja

en los ensayos.

Optimizacion de la concentracion en el spot

Fue optimizada la concentracién de la sonda en la superficie del chip
para una hibridacion efectiva, empleando varias concentraciones en el
rango de 50, 100, 200 ng/ul y se determiné la densidad al momento de
la lectura con la visualizacion, determinandose que la concentracion
ideal de DNA spoteado para una deteccion fluorescente con la sonda
complementaria marcada (20 uM) fue de 50 ng/uL. Todos los
experimentos se hicieron con 5 spots cada uno de la misma muestra.

Disefio de la estrategia experimental Figura 30.



Estrategia experimental general de trabajo
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Figura 30. Estrategia experimental.

Se presentan los pasos o estrategia experimental que se llevo a cabo

durante el desarrollo del proyecto.
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Figura 31. Representacion grafica de construccion de los
Biosensores para la seleccion de sondas especificas positivas de

DF/DHF para la fabricacion del Chip de diagndstico.

Mediante la técnica de SPR se optimizaron las condiciones de inmovili-
zacion de la neutravidina, la cual capturo al amplicon del DENV para
después establecer las condiciones de apertura de su cadena y asi po-
der hibridar las sondas y determinar la especificidad de las mismas.
Abajo) Mediante el uso de un robot, los amplicones fueron impresos en
el sustrato para luego ser unidos covalentemente mediante el uso de
luz UV. Posteriormente se dio lavado y secado al sustrato para eliminar
aquellos residuos inespecificos y asi se dio paso al bloqueo de los am-
plicones con el uso de buffers de pre-hibridacion. Mas adelante fueron
hibridadas contra el sustrato las sondas marcadas, para dar lugar a la
visualizacion del Microarreglo y asi poder obtener los valores de fluo-
rescencia de aquellas sondas que hayan hibridado, para finalmente dis-
criminar aquellas sondas especificas positivas y asi poder dar paso a la

construccion del chip de diagndstico que sera comercializado.



Informacién general de las sondas (Genes que hibridan con las
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Figura 32. Numero de sondas que se unen en cada gen ante la
hibridacién de las sondas contra genomas con diagnéstico DHF y

DF de cada serotipo.

Se muestran las sondas totales obtenidas por Mecate en 2014, las
cuales se dividen por serotipo y tipo de diagndstico, ademas se muestra
en las graficas la distribucion de dichas sondas de acuerdo al numero

que corresponde a cada gen del virus.



Resultados

1

Seleccion de sondas mediante analisis de mapeo en Geneious®,
seleccién de region a amplificar en las muestras de los pacientes
(disefio de primers), fusion de sondas que se traslapan, seleccion de
sondas a emplear para el diagndéstico, analisis de diagndstico in silico
con secuencias de genomas completos de Dengue del continente
Americano del periodo 2000-2009 y analisis de diagndstico in silico
con secuencias de genomas completos de Dengue del continente de

Americana recientes.

A) Seleccion de sondas

De las 163 sondas divididas en 6 sets para los serotipos 1, 2 y 3 del
DENV DF y DHF (Figura 33) se realizé un analisis de mapeo con se-
cuencias de los dos diagndsticos (DHF y DF) de su respectivo serotipo,
también se mapearon contra secuencias de genes por separado de su
respectivo diagnostico y serotipo. De la misma manera se mapearon
contra una secuencia de genotipo distinto de su respectivo serotipo; se
indica en las imagenes la particularidad de ese set de sondas, el cual
varia con respecto a otro set al ser mapeados contra los diferentes ge-
nomas. Se muestran solamente 2 ejemplos de estos resultados, en los
cuales se puede apreciar cobmo es que se hiso la selecciéon de sondas
gue son unicamente especificas, desechando aquellas sondas que no

son funcionales o especificas.
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Figura 33. Esquema de hibridacién de las sondas.

Se muestra el esquema de hibridacién de los 6 sets de sondas contra

los 8 tipos distintos de secuencias.

Mapeo de set de sondas DENV-1 DHF con genoma DENV-1 DHF
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Figura 34. Sonda 4635 DENV-1 DHF.

Se muestra la region especifica del genoma completo de DENV-1 DHF
donde alinea la sonda perteneciente a DENV-1 DHF.
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Figura 35. Sonda 4635 DENV-1 DHF.

Al ser alineada con genoma DENV-2 DHF, si existe alineamiento, com-

probando inespecificidad de esta sonda en este caso.

Sondas depuradas por serotipo y por tipo de diagndstico y sondas que

no sirven

De las sondas seleccionadas en el mapeo por serotipo y por tipo de

diagndstico, quedaron 114 en total.

Se muestra una lista de sondas que hibridan en su secuencia especifica
y una de sondas que hibridan con otra secuencia con serotipo, genotipo
o diagndstico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no son
funcionales para el diagnéstico, por serotipo y tipo de diagndstico, por
lo tanto, estas tablas muestran los resultados concentrados de las ima-

genes que no se muestran del analisis de mapeo anterior.



Tabla 4. Lista de sondas depuradas de DENV-1 DHF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen NS5

funcionales (9) que en otras regiones.

1460_DENV-1_DHF_E E
4635_DENV-1_DHF_E E

8 DENV-1_DHF_E E
3121_DENV- NS1
1_DHF_NS1

3455 _DENV- 25 nc NS1
1_DHF_NS1

1672_DENV-

1_DHF_NSf1

363_DENV- 18 nc NS1
1_DHF_NS1

3712_DENV-

1_DHF_NS1

4875_DENV- NS1
1_DHF_NS1

883_DENV- NS2A

1_DHF_NS2A



509 DENV-
1_DHF_NS2A

4328 DENV-
1_DHF_NS2A

3030_DENV-
1_DHF_NS2A

3361_DENV-
1_DHF_NS2B

2284 DENV-
1_DHF_NS3

4890 DENV-
1_DHF_NS3

3279 DENV-
1_DHF_NS3

2062_DENV-
1_DHF_NS4B

679 DENV-
1_DHF_NS5

2363 DENV-
1_DHF_NS5

4218 DENV-
1_DHF_NS5

1553_DENV-
1_DHF_NS5

1012_DENV-
1_DHF_NS5

25 nc

17 nc

18 nc

NS2A

NS2A

NS2B

NS3

NS4B

NS5



2459 DENV- 21 nc NS5
1_DHF_NS5

294 DENV-
1_DHF_NS5

477_DENV- NS5
1_DHF_NS5

4734 _DENV- NS5
1_DHF_NS5

Tabla 5. Lista de sondas de DENV-1 DHF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagnostico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

2802 _DENV-1_DHF_NS5 NS5



Tabla 6. Lista de sondas depuradas de DENV-1 DF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen E fun-

cionales (7) que en otras regiones.

4247 DENV-1_DF_E E
4319 _DENV-1_DF_E E
2312_DENV-1_DF_E E
2094 DENV-1_DF_E E
717_DENV-1_DF_E E
2640 DENV-1_DF _E 30 nc E

4187_DENV-1_DF_E

245 DENV-1_DF_NS1 NS1
348 DENV-1_DF_NSf1 NS1
2715_DENV-1_DF_NS2A NS2A
3803 DENV-1_DF_NS3 NS3
1226_DENV-1_DF_NS3 NS3

366_DENV-1_DF_NS5 NS5



Tabla 7. Lista de sondas de DENV-1 DF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagndstico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

1572_DENV-1_DF_E_1561 E

3678_DENV-1_DF_NS1 NS1
683 DENV-1_DF_NS2A  NS2A
1862_DENV-1_DF_NS2B  NS2B

1170_DENV-1_DF_NS3 NS3

3386_DENV-1 DF_NS3  NS3

Tabla 8. Lista de sondas depuradas de DENV-2 DHF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen NS3

funcionales (9) que en otras regiones.

1857_DENV-2_DHF 15NC E



39 DENV-2_DHF_E

3454_DENV-2_DHF_M

534 _DENV-2_DHF_M

3891 DENV-2_DHF_NS1

2881 DENV-2_DHF_NS3
2160 _DENV-2_DHF_NS3

1853 _DENV-2_DHF_NS3

4433 DENV-2_DHF_NS3
4002_DENV-2_DHF_NS3
4630_DENV-2_DHF_NS3

4431 _DENV-2_DHF_NS3

725 DENV-2_DHF_NS3

3371_DENV-2_DHF_NS3

4511_DENV-2_DHF_NS5

3861_DENV-2_DHF_NS5

1097_DENV-2_DHF_NS5

4653 _DENV-
2 DHF_3'UTR

3840 _DENV-
2 DHF_3'UTR

13 NC

15 NC

13 NC

13 NC

NS1

NS3

NS3

NS3

NS3

NS5

NS5

NS5

3JUTR



Tabla 9. Lista de sondas de DENV-2 DHF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagndstico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

1063 DENV-2 DHF E E

2228 DENV-2 DHF E E

549 DENV-2 DHF E  E X
2908_DENV- NS2A X
2 DHF_NS2A
1360_DENV- NS3 X
2 DHF_NS3
1598 DENV- NS3
2 DHF_NS3
1558 _DENV- NS3
2 DHF_NS3
3235 _DENV- NS3 X
2 DHF_NS3
4097 _DENV- NS4B X
2 DHF_NS4B

NS4B X

4293_DENV-



2 DHF_NS4B

1782_DENV- NS4B X
2 DHF_NS4B
4291 _DENV- NS4B X
2 DHF_NS4B
3592 _DENV- 3UTR X
2 DHF_3'UTR

Tabla 10. Lista de sondas depuradas de DENV-2 DF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen NS3

funcionales (4) que en otras regiones.

12_DENV-2_DF_E E

24_DENV-2_DF_NS$S1 16 NC NS1

3129 DENV-2_DF_NS1

2983 DENV- NS2A
2 DF_NS2A
2851 _DENV-2_DF_NS3 NS3

4317_DENV-2_DF_NS3 NS3



2279 DENV-2_ DF_NS3 15NC NS3
511_DENV-2_DF_NS3

2701_DENV- NS4A
2 _DF_NS4A

3274_DENV- 14 NC 3UTR
2 DF_3'UTR

3911_DENV-
2 DF_3'UTR

Tabla 11. Lista de sondas de DENV-2 DF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagnostico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

2585 DENV-2 DF_C C

2633 DENV-2_DF_E E

22 DENV-2 DF_E E

2379 DENV-2 DF E  E

2105 _DENV-2_DF_E E

1071_DENV-2 DF E  E



910 _DENV-2_DF_NS1

26_DENV-2_DF_NS2A

3435 DENV-
2 DF_NS2A

3015_DENV-
2 DF_NS2A

3407_DENV-2_DF_NS3

2866_DENV-2_DF_NS3

1160_DENV-
2 DF_NS4B

2011_DENV-
2 DF_NS4B

622 DENV-2 DF_NS5

1590 _DENV-2_DF_NS5

4166_DENV-2_DF_NS5

3620_DENV-2_DF_NS5

NS1

NS2A

NS2A

NS2A

NS3

NS3

NS4B

NS4B

NS5

NS5

NS5

NS5



Tabla 12. Lista de sondas depuradas de DENV-3 DHF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen NS3

funcionales (9) que en otras regiones.

2992 DENV-3_DHF_E E

56_DENV-3_DHF_M M

117_DENV-3_DHF_NS1 NS1

4612_DENV- NS1
3 _DHF_NS1

2403 DENV- 13 NC NS1
3_DHF_NS1
4607_DENV-

3 _DHF_NS1

825 _DENV- NS2A
3_DHF_NS2A

1718_DENV- 14 NC NS2A
3_DHF_NS2A

4494 DENV-
3 _DHF_NS2A

4084_DENV-
3 _DHF_NS2A



1809_DENV-
3 DHF_NS2B

2488 DENV-
3 _DHF_NS2B

3959 DENV-
3 _DHF_NS3

4162_DENV-
3 _DHF_NS3

4196_DENV-
3 _DHF_NS3

2758 DENV-
3 _DHF_NS3

2383 DENV-
3 _DHF_NS3

454 _DENV-3_DHF_NS3

2877 DENV-
3 _DHF_NS3

4931 _DENV-
3 DHF_NS3

503 _DENV-3_DHF_NS3

1893_DENV-
3 _DHF_NS4A

3935 DENV-
3 _DHF_NS4A

10 NC

15NC

16 NC

12 NC

NS2B

NS3

NS3

NS3

NS3

NS3

NS4A

NS4A



3181_DENV- NS4B
3 _DHF_NS4B

1327_DENV- NS5
3 _DHF_NS5

Tabla 13. Lista de sondas de DENV-3 DHF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagndstico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

3289_DENV- NS3
3_DHF_NS3

Tabla 14. Lista de sondas depuradas de DENV-3 DF.

Este set depurado de sondas tiene mas sondas alineadas al gen NS3
funcionales (5) que en otras regiones.

128_DENV-3_DF_E E

371_DENV-3_DF_NS1 17 NC NS1



4264 DENV-3_DF_NS1

1961_DENV-3 DF_NS1 16 NC

4396_DENV-3_DF_NSf1

282 DENV- 12 NC
3 _DF_NS2A

2525 DENV-
3_DF_NS2A

2520 DENV-3_DF_NS3

205 _DENV-3_DF_NS3

4149 DENV-3_DF_NS3

2781_DENV-3_DF_NS3

2035_DENV-3_DF_NS3

3037_DENV-
3 _DF_NS4B

2058 DENV- 14 NC
3 DF_NS4B

2714_DENV-
3 _DF_NS4B

NS1

NS2A

NS3

NS3

NS3

NS3

NS3

NS4B

NS4B



Tabla 15. Lista de sondas de DENV-3 DF que alinean en otra

secuencia.

Lista de sondas que alinean en otra secuencia con serotipo, genotipo o

diagndstico distinto aun corrigiendo el mismatch, es decir que no sirven.

4827 DENV-3 DF M M

4889 DENV-3 DF M M
8 DENV-3 DF_NS1 NSt
410_DENV-3_ DF_NS1 NS1
2984 _DENV-3_DF_NS1 NSt
3245 DENV-3_DF_NS1 NSf1
3791 _DENV-3 DF_NS1 NSf1
2269 _DENV-3_DF_NS1 NSt

2310_DENV- NS2A
3 DF_NS2A

589 _DENV-3_DF_NS3 NS3

3477 _DENV-3_DF_NS3 NS3

769_DENV-3_DF_NS3 NS3



3285 DENV-3 DF_NS5 NS5

3080_DENV-3_DF_NS5 NS5

B) Region a amplificar de los genomas de DENV extraidos de las mues-
tras de los pacientes a diagnosticar.

Esta region se eligio por ser la que tiene mayor numero de sondas fun-
cionales alineadas de los 6 sets distintos después de la depuracion (lo

cual garantizara la serotipificacion con diagnostico).

Tabla 16. Genomas de los 3 serotipos y de los 2 diagnésticos (6),

mostrando region con mas sondas alineadas.

Se muestra la region de cada genoma en la cual se alinean mas sondas
funcionales después de la depuracion, lo que se puede apreciar es que
la region perteneciente al gen NS3 es la que tiene mayor niumero de
sondas funcionales alineadas (31 en total, 4 de estas se encuentran en
DENV-1 DHF y DF), por lo cual se seleccionara esta region a amplificar

en el RNA viral de las muestras extraidas de los pacientes en los cuales

se hara el diagnostico.

DENV-1 DHF NS5 3

DENV- 1 DF E 2

DENV-2 DHF NS3 9



DENV-2 DF NS3 4
DENV-3 DHF NS3 9

DENV-3 DF NS3 5

Distribucion de los sets de sondas en el genoma

< o [ |
® ® e

DENV-1 DHF

DENV- 1 DF

DENV-2 DHF @
DENV-z DF

DENV-3 DHF @

DENV-3 DF ®

5 19

Figura 36. Distribucion de los sets de sondas en el genoma.

Son tres las regiones candidatas a seleccionarse para amplificar en las
muestras de los pacientes, pero la region perteneciente al gene NS3
tiene mas sondas funcionales alineadas, por lo cual esta region es la

seleccionada para amplificar.

Nc 4454 Nc 6349

Figura 37. Region seleccionada para amplificar en las muestras

de los pacientes para el diagnostico (gen NS3).

La region comprende del nc 4494 al nc 6349 en el genoma de DENV

(genoma estandar promedio de los genomas utilizados para el analisis).
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Figura 38. Distribucién de las sondas depuradas seleccionadas.

Distribucién de las sondas depuradas seleccionadas a lo largo de la re-
gion que sera amplificada en las muestras de los pacientes, divididas

por sets (6).

C) Disefio de los tres juegos de primers (3 juegos=3 serotipos) para
amplificar la region seleccionada en las muestras de los pacientes para

realizar el diagndstico.
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Figura 39. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 1 region 5’

gen NS3 por Seaview.



Alineamiento de la region 5’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer forward; la primera linea de
derecha a izquierda representa el nucleétido especifico donde empieza
el gen NS3, la segunda representa el nucledtido especifico donde se

une la primer sonda de diagnostico.

A T

S4t8 4460

CCAGCAACTCTTTITGTGTGGT

(22 nc) forward

Figura 40. Analisis WebLogo para diseno de primer forward del

serotipo 1.

Analisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacién del primer Forward (5’), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de
sebador. De igual manera el analisis muestra la secuencia del primer,
notese que un nucledétido tendra que ser degenerado para su total fun-

cionamiento (A o G=R).

: I
B R R
: B E £

E5EE
i

L G) G) G) 63 6) 63 G) 6 () G
AT EA A EA XA AR
AT TR EA TN TN

PANANNYER YA ERN ()

BEBEEHBEH S
000 004 0 G



Figura 41. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 1 region 3’

gen NS3 por Seaview.

Alineamiento de la region 3’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer reverse; la primer linea de iz-
quierda a derecha representa el nucleétido especifico donde se une la
ultima sonda de diagndstico, la segunda representa el nucleotido espe-

cifico donde termina el gen NS3.

CTTCATAEAATATT A0
FCHTTIAACTTCOAS ACMARTET

GGCCCIGCGCGAGTITAAA

(19 nc) reverse

Figura 42. Analisis WebLogo para disefio de primer reverse del

serotipo 1.

Analisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacién del primer Reverse (3’), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de
sebador. De igual manera el anélisis muestra la secuencia del primer,
notese que dos nucledtidos tendran que ser degenerados para su total

funcionamiento (T o C=Y).



N 4454 N¢ 6349

=3 E=a
Primer del ne 4650 al 4471 Primer gl ne 6315 #f 6333
{22 ne de largo) 19 nc de lawgo)
@r¥cn @ secuenca de gen unian a secoencla de gen
NS2B NS

Figura 43. Localizacién de Primers del serotipo 1.

Localizacién de los Primers (22 nc forward y 19 nc reverse) a utilizar
para la amplificacion de la region seleccionada en el gen NS3 del DENV
para serotipo 1 ambos diagndsticos, es decir region consenso. Notese
que la region donde sebara el primer forward sera perteneciente al gen
NS2B. También se muestran las sondas (rojo) que hibridaran en los ex-

tremos de la region ante el diagndstico.

[.oag & primer it fie v]| " Defaun fe ki
| sequence +|ID Descriptive name ™ 56 Good
] CCAGCAACTCTTTTIGIGTGGT primer  forward GCpercent 45 Good
1 GGCCCTGCGCGAGTTTAAA primer2  reverse 3 end suabity 3 Good
[02d 2 primer fist fie w] (" Defaunt fie o
| Sequence D Descriptive name { ™ 36 Good

[l CCAGCAACTCTTTTIGTGIGGT 5 forward GCpercent 57 Goos
B GGCCCTGCGCGAGITTAAA . Yenamebiy 0 Goos

Figura 44. Analisis AmplifX para comparar las caracteristicas de
los primers del serotipo 1.

Se muestra el analisis de ambos primers donde se observa que poseen
una TM similar y un buen porcentaje de G=C, por lo cual son aptos para

la misma amplificacion.
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Figura 45. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 2 region 5’

gen NS3 por Seaview.

Alineamiento de la region 5’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer forward; la primer linea de de-
recha a izquierda representa el nucleétido especifico donde empieza el
gen NS3, la segunda representa el nucleétido especifico donde se une

la primer sonda de diagnostico.

GCAGCAGCATIGGTIACCIGT
(19 NC) FORWARD

Figura 46. Analisis WebLogo para diseno de primer forward del

serotipo 1.

Analisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacién del primer Forward (5’), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de

sebador. De igual manera el analisis muestra la secuencia del primer.
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Figura 47. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 2 region 3’

gen NS3 por Seaview.

Alineamiento de la region 3’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer reverse; la primer linea de iz-
quierda a derecha representa el nucleétido especifico donde se une la
ultima sonda de diagndstico, la segunda representa el nucleétido espe-

cifico donde termina el gen NS3.

AT RTGET
3 T AT AACAMATETTCA

6340 6355

CCCACTGGCACTAAAAGAATICAAG
(25 NC) REVERSE

Figura 48. Analisis WebLogo para disefio de primer reverse del

serotipo 2.

Analisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacién del primer Reverse (3’), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de
sebador. De igual manera el analisis muestra la secuencia del primer,
notese que un nucleodtido tendra que ser degenerado para su total fun-

cionamiento (A o G=R).



Nedd34 Ne 6349

== =
Primer del nc 4441 al 4479 Primer del nc 6308 al 6332
(19 nc de largo) (25 nc de largo)
Union a secuencia del gen Union a secuencia del gen NS3

NS2B

Figura 49. Localizaciéon de Primers del serotipo 2.

Localizacion de los Primers (19 nc forward y 25 nc reverse) a utilizar
para la amplificacion de la region seleccionada en el gen NS3 del DENV
para serotipo 2 ambos diagnosticos, es decir region consenso. Noétese
que la region donde sebara el primer forward sera perteneciente al gen
NS2B. También se muestran las sondas (rojo) que hibridaran en los ex-

tremos de la region ante el diagndstico.

1020 2 pemer iet e 3] () Deteun % forward

Sequence [} Descriptive name \ ™ 57T Good
GC percert &7 Good

CCCACTGGCALCTAAAAGAATTCAAG REVERSE 3 endstabliey 3 Goos

|.cad a pimer bzt fae w| 7 Defaun e REVERSE
Sequence D Descriptive name ' ™ 56 Goss
GCAGCAGCATGGTACCTGT torward GCpercent 44 Goos

- CCCACTGGCACTAMAGAATICAAG REVERSE ¥ end stabdty 2 Goeo

Figura 50. Analisis AmplifX para comparar las caracteristicas de

los primers del serotipo 2.

Se muestra el analisis de ambos primers donde se observa que poseen
una TM similar y un buen porcentaje de G=C, por lo cual son aptos para

la misma amplificacion.
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Figura 51. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 3 region 5’

gen NS3 por Seaview.

Alineamiento de la region 5’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer forward; la primer linea de de-
recha a izquierda representa el nucleétido especifico donde empieza el
gen NS3, la segunda representa el nucleétido especifico donde se une

la primer sonda de diagndstico.

ATACCCHAGATT s TG CATACT S CAMM

GGCATACTTGGCAAAAGCAAAC
(22) Forward

Figura 52. Analisis WebLogo para disefio de primer forward del

serotipo 3.

Andlisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacion del primer Forward (5), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de

sebador. De igual manera el andlisis muestra la secuencia del primer,



noétese que un nucledtido tendra que ser degenerado para su total fun-

cionamiento (T o C=Y).
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Figura 53. Alineamiento de 10 secuencias del serotipo 3 region 3’

gen NS3 por Seaview.

Alineamiento de la region 3’ del gen NS3 para poder seleccionar la re-
gion referencia para el disefio del primer reverse; la primer linea de iz-
quierda a derecha representa el nucleétido especifico donde se une la
ultima sonda de diagnéstico, la segunda representa el nucleétido espe-

cifico donde termina el gen NS3.

T T TR

AT CALAM TOM s C0CT

6330 8335 6340 6345 6350 6365 6360

CCCITAGCACTCAAGGAATICAAG
(24) Forward

Figura 54. Analisis WebLogo para diseno de primer reverse del

serotipo 3.



Analisis para escoger la region consenso en el alineamiento para la fa-
bricacién del primer Reverse (3’), la cual ademas de ser consenso, con-
tiene un buen porcentaje de G=C que se requiere para la funcién de
sebador. De igual manera el analisis muestra la secuencia del primer,
notese que dos nucledtidos tendran que ser degenerados para su total

funcionamiento (T o C=Y).

Mo N 6348
= ==
Primer del nc 44464 al 4485 Primer del nc 6305 ol 6328
(22 nc de largo) (24 nc de lorgo)
Union o secuencia del gen N528 Union o secuencia del gen NS3

Figura 55. Localizacién de Primers del serotipo 2.

Localizacién de los Primers (19 nc forward y 25 nc reverse) a utilizar
para la amplificacion de la region seleccionada en el gen NS3 del DENV
para serotipo 2 ambos diagnésticos, es decir region consenso. Nétese
que la region donde sebara el primer forward sera perteneciente al gen
NS2B. También se muestran las sondas (rojo) que hibridaran en los ex-

tremos de la region ante el diagndstico.

|oad a primer int Se w] " Defuut fie forward
| Sequence | 10 Descriptive name | ™ 55 Good
GGCATACTIGGCAAAAGCAAAC forward 1 HC P A S
Feng ey 3 Good

~08d B pamec it e | Defaun f REVERSE
| Sequence | ID Descriptive name | ™58 Sood
] CTTAGCACTCAAGGAATT REVENSE GC parcent 45 Guod
¥ end stabiley 2 Sooa

Figura 56. Analisis AmplifX para comparar las caracteristicas de

los primers del serotipo 3.



Se muestra el analisis de ambos primers donde se observa que poseen
una TM similar y un buen porcentaje de G=C, por lo cual son aptos para

la misma amplificacion.

D) Ademas de que algunas de estas 31 sondas depuradas selecciona-
das se pueden fusionar a una mas grande, disminuyendo el costo de
sintesis sin poner en riesgo la especificidad y certeza de la deteccién

en el diagnéstico.

Distribucion de los sets de sondas en el gen NS3

N53 gene (1855 nc)

DENV-1 DHF [
DENV-1 DF HE Em

DENY-2 DHF | [ ] I .
DENV-2 DF I [ ]
DENV-3 DHF [ | I . N N
DENV-3DF  pom = . T

Figura 57. Muestra la distribucion de las 20 sondas seleccionadas

en el gen NS3 del genoma viral.

De las 31 sondas 11 se pueden fusionar en una sonda mas larga, por
lo que en total son 20 las sondas que se utilizaran para el analisis in

silicio.

E) Primer analisis in silico para corroborar la especificidad de las 20
sondas depuradas seleccionadas por secuencias del virus del dengue
que circula en América obtenidas en el periodo 2000-2009 utilizadas por
Mecate para la construccion de las sondas, unicamente se muestran 2

resultados de dicho analisis, los mas representativos.
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10. 2284_DENV-1_DHF_NS3_6270 @
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12, 3279 DENV-1_DHF_NS3_6271 1 ®

DD B LN -

Figura 58. Alineamiento entre todas las secuencias (9) de DENV-1
DHF contra todas las sondas de DENV-1 DHF (3).

Las secuencias son diferentes entre si en un nucledtido en la misma

posicion, por lo cual se tendra que degenerar la sonda en esa posicion.

Idenlity
1. GQB68SSS

3 EU4B2724
4. EU482853
5 EU482725
6. EU482748
7. EU482770
8. EUA82680 ;
9 EU482762 ; L |
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Figura 59. Alineamiento entre todas las secuencias (27) de DENV-
2 DHF contra todas las sondas de DENV-2 DHF (9).

Las secuencias son diferentes entre si en dos nucleétidos en la misma
posicion, por lo cual se tendran que degenerar las sondas en esa posi-

cion.

F) Segundo analisis in silico de las sondas depuradas seleccionadas de



DENV-3 DF para corroborar que los marcadores de severidad se man-
tienen funcionales a través del tiempo por secuencias del virus del den-
gue que circula en América encontradas en la base de datos mas re-
cientes (2010/ViPR page); es decir para observar el comportamiento y
evolucion de la secuencia del Dengue a través del tiempo. Cabe men-
cionar que no se hiso el analisis para los otros 5 sets de sondas ya que
no se encontraron en la base de datos secuencias mas alla del 2009
para dichos sets, unicamente se muestran 2 resultados de dicho anali-

sis, los mas representativos.
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Figura 60. Alineamiento entre secuencias de DENV-3 DF del 2010
(10) contra todas las sondas del DENV-3 DF (5).

Las secuencias no tienen diferencia entre si en ningun nucleétido, en
comparacién con el analisis de mapeo de la misma sonda contra las
secuencias del periodo 2000-2009, donde si se presentan dos nucleo-
tidos diferentes; por lo cual no es necesario degenerar a la sonda en
ninguna posicion mostrando que los marcadores de severidad se man-

tienen funcionales.
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Figura 61. Alineamiento entre secuencias de DENV-3 DF del 2010
(10) contra todas las sondas del DENV-3 DF (5).

Las secuencias tienen dos nucledtidos diferentes entre si en el mismo
nucleétido, ademas, en comparacion con el analisis de mapeo de la
misma sonda contra las secuencias del periodo 2000-2009, donde se
presenta un nucleétido diferente entre las secuencias, dicha diferencia
en este analisis ya no se presenta; por lo tanto es necesario agregar
estas dos degeneraciones a la sonda, aun asi, los marcadores de se-

veridad se mantienen funcionales.

G) Obtencion de las sondas listas para sintesis. Después del analisis
de diagnéstico in silico se obtienen las degeneraciones necesarias en
los nucledtidos de las sondas para asegurar que seran funcionales en
la hibridacién con secuencias de Dengue que circula en América recien-
temente, es decir, la secuencia especifica es la que se obtiene. La se-

cuencia es informacion clasificada y es por ello que no se muestra.
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Amplificacion, concentracidén y desecacion del DNA de los amplicones
de DENV de los 4 serotipos, establecimiento de las condiciones
Optimas de inmovilizacion de la neutravidina, adicion de la biotina al
amplicon del DENV para su captura por la neutravidina e hibridacion
de las sondas por la técnica de SPR para validar su especificidad.

Amplificacion del DENV de los cuatro serotipos (extraido de las mues-
tras de pacientes mediante PREPITO®), para obtener una generosa

cantidad de amplicon para los ensayos de estandarizacion del SPR.

Superscript ~ HotStar

SuperScript enzyme enzyme enzyme

1 33 &0

234234
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100 =

DENV Amplicons

DENV Amplicons

Figura 62. Amplificacion del fragmento DV1-DV3 del DENV de los

4 serotipos utilizando dos enzimas diferentes.

La amplificacion se hizo con dos enzimas diferentes para utilizar aquella
que haya dado mas rendimiento para conseguir la cantidad de amplicon
necesaria para la estandarizacion de las condiciones en los experimen-
tos del SPR. Se puede observar que el amplicon perteneciente al sero-
tipo 4, se encuentra por debajo de los 470 pares de bases que es lo que
pesa el fragmento DV1-DV3.



179 ulL

172 ul
179 ul
272ul
# |Sample ID |User name |Date and T/Nucleic Acid Conc.|Unit |
1 Blank Nanodrop 18/12/2014
2 DENV-1 Nanodrop  18/12/2014 121.7 ng/pl
3 DENV-2 Nanodrop 18/12/2014 69.19 ng/ul
4 DENV-3 Nanodrop  18/12/2014 44.41 ng/ul
5 DENV-4 Nanodrop 18/12/2014 36.04 ng/pl
21784.3 ng
11831.9ng
7950.1ng
9769 ng

Tabla 17. Concentracion, medicion por Nanodrop y precipitacion

de los amplicones del DENV.

Se concentraron los amplicones mediante la técnica de Clean up, pos-
teriormente se les midid la concentracion por Nanodrop y se les preci-
pito por acetato de sodio para su envi6 a Cranfield Inglaterra, ya que ahi
fue donde se estandarizo la técnica del SPR. Los valores finales de con-

centracion del amplicon disecado se muestran en la tercera tabla.
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Figura 63. Optimizacién en las condiciones de inmovilizacion

mediante exploracion en el pH en Ila neutravidina.

Se utilizaron pH’s de 4, 4.5 y 5 a una concentraciones de neutravidina
de 50 ug/mL como punto de partida. Se puede observar que la mejor

respuesta en el sensograma fue a un pH de 5.
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Figura 64. Optimizacioén en las condiciones de inmovilizacion

mediante exploracion de la concentracion de neutravidina.

Se utilizaron concentraciones de 50, 100 y 200 yg/mL a un pH de 5 ya
que es el que mejor funciond en la exploracion del pH previamente. Se
puede observar que la mejor respuesta en el sensograma fue a 200
Mg/mL de concentracién. Por lo cual esta condicidon es la que se utilizé

ante una inmovilizacién ya estandarizada.
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Figura 65. Condiciones finales ya establecidas de inmovilizacion

de la neutravidina.

Se utilizé la mejor concentracion (200 pg/mL) y el mejor pH (5) ya que
fueron los que mejor funcionaron en los resultados previamente mos-
trados. Se puede observar el bulk que genera el EDC/NHS (para reali-
zar la quimica basica de formacion de enlace amidico), seguido de la
inmovilizacién maxima (1000 UR) que determina la literatura para esta
biomolécula al ser inmovilizada en MUDA y por ultimo el bloqueo con

etanolamina de los sitios activos sobre el MUDA.



PCR en tiempo real de DENV-3 con biotina
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Figura 66. Amplificacion del serotipo 3 del DENV (resuspension
del amplicon previamente precipitado) con primers DV1-DV3 que
anaden la biotina al 5’ para fijar el amplicon a la capa de

neutravidina en el Biosensor.

Aqui se muestra la amplificacién del serotipo 3 mediante PCR tiempo
real para afnadirle la biotina al 5’, ya que sera necesaria para fijar el DNA
a la neutravidina, en la grafica de abajo se muestra que unicamente el

producto esperado fue el amplificado.



Analyte (capture) and strand separation
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Figura 67. Captura del amplicon del DENV-3 con biotina por la
neutravidina y establecimiento de condiciones para la apertura de

la cadena con hidroxido de sodio.

Se obtiene la mejor concentracién de DNA en la inyeccion (50 ng/uL),
permitiendo una buena respuesta en el sensograma (sugerida por la
literatura) y lo mismo para el buffer de apertura de cadena, la concen-
tracion seleccionada es la que mejor presento la funcién de apertura
ante la exploracion de la concentracion del buffer, la concentracion ade-
cuada fue (0.005M NaOH) ya que permite una apertura 6ptima del am-

plicdn, sin removerlo de la neutravidina.

Probe hibridization and strand separation
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— Probe DENV-3 50ng/ul 0.005M NaOH spot 2
— Probe DENV-2 50ng/ul 0.005M NaOCH spot 3

20004

10004

Probe DENV-4 50ng/ul 0.005M NaCH spot 4
2 01= B ettt
-10004
-20004 —— |

0 500 1000 1500
seconds

Figura 68. Establecimiento de las condiciones de hibridacién de

las sondas y apertura de la cadena mediante hidréxido de sodio.



La hibridacion de las sondas fue realizada bajo las condiciones prees-
tablecidas en la literatura de concentracion de inyeccion, asi como la
mejor concentracion de accion del buffer de apertura de cadena
(0.005M NaOH).
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Disefio del Microarreglo de diagndstico (Posicion de las sondas en

localizaciones conocidas)

~ Probes
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Figura 69. Representacion esquematica del disefio del

Microarreglo de diagnéstico.

La colocacion de las sondas esta basado en un acomodo idéntico a la
tabla para un facil entendimiento y manejo de los datos, asi como el

implemento al disefio de los controles positivos y negativos, los cuales

permitiran optimizar el perfecto funcionamiento del Microarreglo.

nES
9

Patieng12.

0
3

o omm ]
: Batient 15

P

atient 16/

DENV DH/DHF

Figura 70. Representacion esquematica del diseno del

Microarreglo de diagnéstico para mas pacientes.




Este disefio nos permite diagnosticar a mas pacientes en la misma la-
minilla permitiéndonos ahorrar en costos en cuanto a la fabricacién del

chip de diagndstico.
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Establecer las condiciones de inmovilizacién de los amplicones del
Dengue e hibridacion de las sondas marcadas con fluoréforo en el

Microarreglo

Al realizar el acomodo de los amplicones del Dengue de los 4 serotipos
extraidos de las muestras de los pacientes, los 4 controles positivos y
los 2 controles negativos, todos con el buffer de espoteo (1.6 mol/ml
CHAPS, 1% CAPS, buffer 50 % DMSO pH 6.5), el disefio sobre la placa

de 384 pozos fue el siguiente.

\

DENV [ X ............\
POSITIES [ N R 0000O0OCOOOOOOO®
DV1-DSp @ o000O0COOOOOOO®
NEGATIVES oX N | 000O0OOOOOOOO
X X 00000 0CO0OCDOOOO®
000 P000000GOGOOOGO
X X 00000000 OCGOOO®
000000O0OCOOCGO®
0000000ODOCOOO
o000OCOOOOOOO
o0000OPOOOOOOO®
0000 COOOOOO
(N NNNNNNNNN]
e000O0COOCOOOOO
o000 O0OCOOOGOOO®
00000 OCOOOOOO®

Figura 71. Disefio de acomodo de la solucién de impresion en la
placa de 384 pozos.

El robot imprime de cada pozo de la placa por quintuplicado, es decir
que el pin solido dispensa cinco veces de cada pozo, generando cinco
spots en direccion horizontal o en la misma fila dentro del pach; y cada
en cada spot se dispensa 0.2 uL de volumen por cuadruplicado, es de-
cir, cada pin solido dispensa 0.8 pL de volumen en cada spot, por lo cual

el pin solido dispensa por cuadruplicado cinco copias en total; cada



pozo pierde 4 uL de volumen (sobrando 2 pL); la impresion se da a una
humedad relativa de 55% a temperatura ambiente. NOTE: Due to the
robot GENETAG G3 needs to change position on the plate when taking
with solid pins the solutions mixes to create each row pach (considering
quintuplicate), is that they had to create identical sets in plate (ie repeti-
tions of the Microarray design on the same plate, all with the same so-
lutions mixes and volume), meaning that the time of printing, each row
of each pach chip comes from each set of wells from the plate; in this
case, being 6 sets, is that they are 6 rows in all pach on the Microarray
and considering that each row is the result of 5 spots, we can count on

each pach 30 spots

Figura 72. Hibridacioén de las sondas marcadas con el fluoréforo

contra los amplicones del Dengue impresos en el Microarreglo.



El primer filtro muestra la especificidad del Dengue 1 (pach color
amarillo), el segundo filtro muestra la especificidad del Dengue 2 (pach
color azul), el tercer filtro muestra especificidad por el Dengue 3 (pach

color rojo) y el cuarto filtro (color verde) sin mostrar pach.



Discusion

El Dengue es una enfermedad infecciosa aguda metantroponética (el
hombre como virtual huésped unico sintomatico) de etiologia arboviral
(siendo el mosquito el vector transmisor del virus) [1, 17]. El riesgo glo-
bal de Dengue es muy alto ya que un estimado de 50 a 100 millones de
infecciones anualmente con medio millébn de casos hemorragicos y
25,000 muertes se presenta en mas de 100 paises, siendo esta el area
de distribucién del vector (distribucién cosmotropical), donde el costo
total anual de los tratamientos asciende a mas de dos mil millones de
ddlares (basado en cifras de cinco paises Americanos y tres Asiaticos),
presentando un potencial esparcimiento holoendémico geografico a fu-
turo, ya que en los ultimos 50 afios, la incidencia de Dengue ha aumen-
tado 30 veces llegando a ser hiperendémico, debido a la sinantropicidad
del vector (preferencia por zonas urbanas y rurales), donde la poblacién
mundial en riesgo es de mas del 40% [30], por tanto es el arbovirus de
mayor propagacion mundial. Dicha mortandad es atribuida a un con-
junto de factores, tales como la genética y respuesta del hospedero, las
caracteristicas transmisoras del vector y las caracteristicas genéticas
del virus, ya que se han encontrado regiones nucleotidicas a las que se

les atribuye una infeccién severa.

Debido a dichas regiones de virulencia en el genoma del virus del Den-
gue, y la interaccién de 3 factores como lo son virus-vector-hospedero,
los cuales plantean el escenario que dara como resultado que se pro-
duzca una infeccion con determinado grado de virulencia producida por
dengue virus (DENV). A pesar del reducido numero de estudios que se
han generado a nivel mundial sobre factores virales asociados a la en-
fermedad, se han determinado que regiones en el genoma del DENV
estan asociados a la alteracion de los sintomas en modelos de ratén y
primates no-humanos, que por consiguiente podrian estar relacionados

también en el humano. Aunado a esto y con los estudios de los brotes



epidemioldgicos se han determinado en genomas completos la existen-
cia de genotipos a los cuales se le asocia con un incremento del numero
de casos con diagnaostico grave, lo cual sugiere que el virus posee pro-
piedades genéticas y proteinas especificas que afectan drasticamente
el resultado de una infeccion por DENV, pudiendo conferirle a este una
mayor virulencia. Este conocimiento ademas de tener gran importancia
en el entendimiento de la patogénesis de DHF, concibe un camino para
la consecuente aplicacion en el disefio de herramientas de diagndstico.
Por lo tanto la fabricacion de un Biosensor de DNA ademas de conferir-
nos la ventaja de la deteccion del DENV en un gran numero de muestras
de pacientes y mosquitos en un corto periodo de tiempo y con una alta
sensibilidad, reproducibilidad y especificidad por un determinado sero-
tipo, también nos permitira detectar infecciones simultaneas por dos o

mas serotipos.

El disefio de dicho Biosensor de DNA, se llevo a cabo en el presente
proyecto, el cual tuvo como obijetivo funcionar como posible marcador
de la severidad del Dengue sea clasico o grave, mediante el cumpli-

miento de los pasos necesarios para desarrollar un Biosensor.

En los resultados que competen al objetivo uno, en la seccion de “se-
gundo analisis in silico de las sondas seleccionadas de DENV-3 DF ma-
peadas con secuencias del virus del  Dengue que circulan en Amé-
rica, encontradas en la base de datos y que son las mas recientes
(2010/ViPR page)’, la finalidad del analisis que se realizo6 fue corroborar
que los marcadores de severidad se mantuvieran funcionales a través
del tiempo, es decir para observar el comportamiento y evolucion de la
secuencia del Dengue a través del tiempo; donde cabe aclarar que no
se hizo el analisis para los otros 5 sets de sondas (DENV-1 DF, DENV-
1 DHF, DENV-2 DF, DENV-2 DHF y DENV-3 DHF) ya que no se encon-
traron en la base de datos secuencias mas alla del 2009 para dichos

sets con secuencias que fueran mas recientes y que ademas estén bien



etiquetadas no solo por serotipo, sino que también por tipo de diagnés-
tico, ya que las secuencias disponibles en la base de datos, hablan uni-
camente del serotipo y no del diagndstico (excepto DENV-3 DF, del cual
si se hizo este analisis). Estas secuencias estan disponibles solo hasta
el afio 2012. Partiendo de esta informacién, al comparar las imagenes
del primer diagndstico in silico de las sondas del DENV-3 DF, contra las
imagenes del segundo analisis in silico de las sondas del DENV-3 DF,
nos permitid analizar que en cuatro de esas sondas no existe diferencia
de aumento o disminucion del numero de degeneraciones por parte de
sus nucleotidos, lo cual indica que los marcadores se mantienen funcio-
nales a través del tiempo ya que las secuencias en esos sitios especifi-
cos del genoma del virus no se observaron cambio. Esto también podria
deberse a que no ha transcurrido el tiempo suficiente para que el virus
cambie (un afio de diferencia entre las secuencias del primer analisis
=2000-2009 y las del segundo analisis = 2010) Para dar una conclusién
definitiva sobre si los marcadores puedan ser funcionales en un periodo
de 10 afnos sera de suma importancia seguir monitoreando nuevos ais-
lados., Ademas en una de las sondas para DENV-2 DF al comparar
entre los dos diagndsticos in silico podemos observar dos nuevos nu-
cledtidos por lo que la sonda se tuvo que degenerar para poder mante-
ner su funcionalidad. Tenemos que considerar que en el caso especifico
del DENV, el cambio de alguno de los nucleétidos a través del tiempo,
y ese mismo nucledtido puede regresar a ser el mismo. En este caso el
analisis de seguimiento del marcador de severidad a través del tiempo
sera posible si mantenemos un seguimiento constante durante los pe-

riodos de las epidemias.

En cuanto a los resultados que competen al objetivo dos, cabe aclarar
que debido a que las sondas depuradas y listas para su sintesis obteni-
das en el objetivo uno aun no han sido sintetizadas, la optimizacion de

las condiciones de funcionamiento de la técnica de SPR fueron hechas



con sondas que ya se tenian establecidas en el laboratorio para la se-
rotipificacién, dichas sondas son funcionales en una regién seleccio-
nada del gen NS3 que pertenece al interdominio entre la helicasa y la
proteasa de la proteina, para lo cual de igual manera se utilizaron los
primers que amplifican dicha region a utilizar para hibridar las sondas
(forward=DV1-DV3=reverse) Las sondas ademas tienen unido a ellas
un fluoréforo que para este caso su uso no fue necesario, ya que la
técnica de SPR no requiere de una marca. En este caso a los amplico-
nes se les unio la biotina mediante una reamplificacién con primers que
afaden la biotina (forward=biotin-DV1-DV3=reverse), esto con el fin de
que fueran los amplicones los que se inmovilizaran en el chip, y poste-
riormente fueron las sondas las que se hibridaron contra los amplicones
fijados en el chip; este disefio fue contrario a lo que se pretende fabricar
como disefo del chip con las sondas de diagndstico de severidad (DF-
DHF) obtenidas en el objetivo uno, ya que en ese caso serian las son-
das las que tendrian la biotina anadida y las que serian fijadas al chip
(neutravidina), para ser posteriormente hibridados con los amplicones
obtenidos de la amplificacion con el uso de los primers que permiten la
elongacion del gen NS3 completo, para asi determinar si las sondas de
severidad son funcionales o no in vivo. Para esta técnica se optimizo la
union del amplicon al sustrato y la hibridacion de la sonda con el sus-
trato por lo tanto estas condiciones ya optimizadas se usaran con las
sondas especificas para el diagnéstico de dengue clasico y dengue
grave. Por otra parte, analizando los resultados, observamos que se
presentaron resultados del amplicon para DENV-3 con sus respectivas
sondas. Para DENV-2 se observaron los resultados con sus respectivas
sondas aunque no se demostrd la inespecificidad de las sondas por

otros serotipos

En cuanto a los resultados que competen al objetivo 3, en el disefio del

Microarreglo de diagndstico para su comercializacion, en la zona del



chip donde iran las sondas para el serotipo 4 (cuarta metafila) simple-
mente se dejo el espacio en blanco, ya que no se tienen por el momento
sondas para diagnosticar dengue clasico y grave. En el momento que
se implemente el disefio de dichas sondas, se podran espotear por el
cabezal de la maquina en esas sondas en el Microarreglo. En cuanto a
los controles positivos, se hara la deteccion con los primers ya estable-
cidos en el laboratorio de serotipificacion (DSP1, DSP2, DSP3 y DSP4),
aunque no sera posible por el momento tener un control positivo de tipo
de diagnéstico, con los controles de serotipificacion, podremos tener un
buen diagndstico al momento de probar el chip en el sector salud; en
cuanto a los controles negativos, estos seran sondas o primers que pue-
dan reconocer a algun otro flavivirus, como por ejemplo al virus de la

fiebre amarilla.

En lo que respecta al cuarto objetivo, la misma situacién de los resulta-
dos del objetivo 2 se presenta aqui, debido a que las sondas de diag-
nostico de severidad (DF-DHF) obtenidas en el primer resultado no se
tienen listas aun, la optimizacion de las condiciones de inmovilizacion e
hibridacién de amplicones y sondas en el Microarreglo, se hizo con las
sondas de serotipificacion que se tenian previamente establecidas en
el laboratorio, dichas sondas recordemos que son funcionales en una
region seleccionada del gen NS3 que pertenece al interdominio entre la
helicasa y la proteasa de la proteina, para lo cual de igual manera se
utilizaron los primers que amplifican dicha region a utilizar para hibridar
las sondas (forward=DV1-DV3=reverse), las sondas como ya se men-
ciond antes, tienen unido a ellas un fluoréforo que para este caso es
muy importante su participacion, ya que son mediante este marcador se
realizara la deteccion; en este caso, los amplicones fueron a los que se
les inmovilizo en el chip, y posteriormente fueron las sondas las que se
hibridaron contra los amplicones fijados en el chip; este disefio fue con-

trario a lo que se pretende fabricar como disefio del Microarreglo con



las sondas de diagndstico de severidad (DF-DHF) obtenidas en el obje-
tivo uno, ya que en ese caso serian las sondas las que serian fijadas al
chip, para ser posteriormente hibridados los amplicones obtenidos de la
amplificacion con el uso de los primers que permiten la elongacion del
gen NS3 completo, para asi determinar si las sondas de severidad son
funcionales o no; partiendo de esta informacion se aclara que por ser la
optimizacién de las condiciones para la construccion del Microarreglo,
se optimiz6 la union del amplicon al sustrato y la hibridacion de la sonda
con este. Para las sondas de diagnéstico de severidad (DF-DHF), se

seguira la técnica ya estandarizada con estas condiciones.



Conclusion

1 Las 163 sondas seleccionadas por Mecate en el trabajo previo al pre-
sente proyecto, fueron depuradas mediante analisis de mapeo en Ge-
neious® obteniéndose un total de 114 sondas totalmente especificas y

funcionales.

2 Fue seleccionada eficazmente la region a amplificar en las muestras
de los pacientes para poder hacer el diagndéstico, obteniéndose la region
con mas sondas funcionales de diagndstico de los seis tipos de secuen-
cias (DENV-1 DF-DHF, DENV-2 DF-DHF y DENV-3 DF-DHF).

4 Se seleccionaron las sondas depuradas especificas que hibridaban
dentro de esta region seleccionada a amplificar en las muestras de los

pacientes, obteniéndose un total de 31 sondas.

5 Se fusionaron en una sonda mas larga las sondas depuradas especi-
ficas seleccionadas que se traslapaban con una o mas sondas en la
misma regién al momento de hacer el diagndstico, respetando el sero-
tipo y tipo de diagndstico al que pertenecieran dichas sondas traslapa-
das, quedando un gran total de 20 sondas especificas y funcionales, sin
comprometer la calidad del diagndstico y permitiendo reducir los costos

de sintesis.

6 Los tres juegos de primers (serotipo 1, 2 y 3) que amplifican dicha
region seleccionada en las muestras de los pacientes se disefiaron con
un buen contenido de G=C y una TM que permite su uso en el forward
y el reverse en el mismo ciclo de PCR, asi como con una buena regién
consenso que permite se utilicen el minimo de nucledtidos degenerados

(1 0 2), para permitir una alta especificidad.

7 Se realizé el analisis de diagndstico in silico de las sondas seleccio-

nadas especificas mediante mapeo contra secuencias Americanas del



virus del Dengue que circul6 en el periodo 2000-2009, permitiendo sa-
ber que nucledtidos de las sondas debian ser fabricados con nucledti-
dos degenerados para permitir una hibridacion de la sonda en el diag-
nostico al presentarse secuencias de diferente ventana temporal o dife-
rente region del continente Americano sin comprometer la capacidad de

dicho diagndstico.

8 Se realiz6 un analisis de diagndstico in silico a las sondas de DENV-
3 DF, contra secuencias Americanas que circulan recientemente (2010),
para determinar si los marcadores de severidad (sondas) son funciona-

les a través del tiempo debido a la alta mutabilidad del virus del Dengue.

9 Se optimizaron las condiciones de inmovilizacion de la neutravidina al

sensor de oro mediante la técnica de SPR

10 Se optimizaron las condiciones de captura del amplicon del Dengue
con biotina a la neutravidina mediante la técnica de SPR, asi como la

apertura de su cadena sin que se desprendiera la neutravidina

11 Se optimizaron las condiciones de hibridacion de las sondas a los

amplicones capturados en el chip

12 Se logro el disefio final del prototipo del Microarreglo, contemplando
los cuatro serotipos y controles positivos y negativos, asi como su ca-

pacidad para 16 pacientes al momento del diagnostico

13 Se optimizaron las condiciones de fijacién de los amplicones del

Dengue al Microarreglo

14 Se optimizaron las condiciones de hibridacién de las ondas marca-

das con fluoréforo en el Microarreglo



Perspectivas

Directas

1. Analisis de la eficiencia del Microarreglo para saber si funciona
como marcador de severidad para la seleccion de sondas
especificas probadas in vivo, resolviendo la problematica o
impedimento que se presenta en la determinacion del porcentaje
de hibridacién de las sondas con su respectiva secuencia por
serotipo y tipo de diagndstico

2. Construccion del chip de diagnéstico de severidad con las
sondas especificas.
Depésito de datos en el NCBI-GEO.
Determinar las regiones asociadas a virulencia para secuencias
del serotipo 4 y la construccion de las sondas de dichas zonas

5. Determinar las regiones especificas de cada uno de los
genotipos para poder implementar dicho parametro en el chip de
diagndstico afadiendo sondas especificas para genotipo.

6. Investigar sobre los requerimientos necesarios para la
comercializacién del chip de diagndstico en forma de kit tanto al

sector salud como al sector privado

Indirectas
7. Estudiar la evolucion del virus sobre las diferentes areas
geograficas asi como epidemiologia mediante secuenciacion y
analisis filogenético con la ayuda de los resultados obtenidos
mediante el chip diagndstico, ya que en el futuro se planea que

dicho chip detecte a nivel de genotipo e intragenotipo.



Anexos

1 Genoma estandar del Dengue

|

cl nci%

nc 95 [AUG) nc 437
nc 438 nc 935
nc 936 nc 2420
nc 2421 nc 3476
NS2A [654 ne)
nc 3477 nc 4130

HETE (390 &)
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NEAB | 74T ne)
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Figura 73. Genoma estandar del Dengue.

10698 nucledtidos, 1 ORF de 10185 nucledtidos= 3395 aminoacidos y
2 regiones UTR, una a cada extremo de la cadena, una de 95
nucledtidos y otra de 418 nucledtidos. EI gen C presenta 113
aminoacidos, el gen prM presenta 165, el gen E presenta 494, el gen
NS1 presenta 351, el gen NS2A presenta 217, el gen NS2B presenta
129, el gen NS3 presenta 618, el gen NS4A presenta 149, el gen NS4B



presenta 248, y el gen NS5 presenta 901 aminoacidos; todas son
aproximaciones ya que los genomas de la especie del virus varian con

el serotipo, genotipo e intragenotipo [89].

2 Esquemas representado el alineamiento de la coleccion de sondas
con el genoma del Dengue, tomando en cuenta el genoma estandar del
Dengue, esto con la finalidad de comparacion didactica con las image-
nes obtenidas en el mapeo del resultado 1 de depuracién de las sondas,
el alineamiento es con secuencias para cada serotipo y por tipo de diag-

nostico que corresponden a su respectivo set de sondas.

E 1 (NUCLEOTIDO 1 REAL)

AUG-(NUCLEOTIDO QUE CONSIDERA LA SONDA COMO 1)




Figura 74. Serotipo 1 DHF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucleétido 1 la A del codoén de inicio (AUG) del ORF
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Figura 75. Serotipo 1 DF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucleétido 1 la A del coddn de inicio (AUG) del ORF.
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Figura 76. Serotipo 2 DHF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucledtido 1 la A del coddn de inicio (AUG) del ORF.

1 {NUCLEQTIDO 1 REAL)
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Figura 77. Serotipo 2 DF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucleétido 1 la A del coddn de inicio (AUG) del ORF.
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Figura 78. Serotipo 3 DHF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucledtido 1 la A del coddn de inicio (AUG) del ORF.
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Figura 79. Serotipo 3 DF.

El sitio de alineamiento de la sonda es tomando de referencia como
nucledtido 1 la A del coddn de inicio (AUG) del ORF.

3 Tablas de referencia de la secuencia de las sondas

Tabla 18. Descripcion de alineamiento de las sondas.

Descripcidn de alineamiento con tendencia a DHF y DF para DENV-1.



No, Secuencia Proteina  Regidn No. Secuencia Proteina Regidn
sonda reconocida codificante  union® | sonda  reconocida  codificante union®
DHF i
1460  TCACCTTGCT E 878 4247 GTCCACATCT E 2196
4635  ACCAIGAAGA E 2272 4319  AGLCIGCCAT E 1067

8 TTCGCAGCAC E 1747 2312  TGACCATAAC E 1397
3121 TAAATGCGGA NS1 2436 2084 GCGACATIGG 3 1150
3455 GCCCAGACAT nNS1 2807 717 1GCCCTICACA 3 1449
1672 AATGTCGCGA NS1 2822 2640 ACCAGCACTA 3 1352

363 TRAGITGGAC NS1 3210 4187 AGTCACGGTC E 1332
3712 CACCITGGTA NS1 3202 1572 CGACTGCCTT E 1561
4875 AALAGCTCAC NS1 3075 245 AACGCAGICC NS1 2971
883 GCTATTACTC NS2A 3723 3678 TATAGACCAG NS1 3163
509 GAGATTTGTC NS2A 39098 348 CCGAMATGTC NS1 3073
4328 AACTCTCGCA NS2A 3924 683 ATGGCALGGT NS2A 3961
3030 TTCTOCGCAL NS2A 3758 2715 CTTCTTACGA NS2A 3760
3361 CACTCCAGTG NS28 4306 1862 AGTTIAGCATC NS28 4146
2284  ACTGCGACCT NS3 6270 1170 TTCGATCTCA NS3 qr2
4890 TCOICGCTGGT NS3 6277 1226 CACAGTCCTC N53 4519
3279  TIGCGAACTC NS3 6271 3803 GCITGOGAGGT NS3 474l
2062 TGGGCTATGT NS4B 6343 3386 ATGCCACTTT NS3 5288
679 GCICITAATG NSS 9586 366  CCTAAMATGAC NSS 9588
2363 CTAACAGCTC NS5 9580

4218  AGCICICAAT NSS 9585

1553  AGCTGTGAAT NSS 9585

477  ATACTGAACC NS5 8263

2459  TCTACCLACG NSS 8188

1012 TCTGATTGAC NS5 9583

2802  ACTAGGTGGT NSS 9272

294 AACGTATTGG NS5 8198
4134 GGCIGATACG NS5 9509

Tabla 19. Descripcidon de alineamiento de las sondas.

Descripcidn de alineamiento con tendencia a DHF y DF para DENV-2.



[ Ne. Secuencia Proteina Regon No. Socuencis Proteina Region
sonda reconoclda  codificante  wnién® | sonda  reconockda  codificante unidn®

DHF DF
4653 CALGGTTTGA 3'UIR 10373 | 3274 TAAACTGTCC 3 UTR 10383
3840 GGCTTGAATA 3'UTR 10376 | 3911 CIGTACAGCC 3 UTR 10387

3592 ACTAACTCGA F'UIR 10257 | 2585 TGITATGCIG C 387
1063  GITTCTTGAC E 1548 | 2633 TGGCAAGTAA E 1386
1857  GAAGTTACTG 3 1737 22 AGGCACTGTC E 1346
549  GGAGCIGTTG E 2380 | 2379 CIGICAAGAT E 1451
2228 AGAACACTTG E 1308 | 2105 CGGTTCCTAG E 1546

39 TCAGGGGACT E 1732 12 AAGCTTACTG E 1737
3454  GATCTGAGAC M 731 1071  AGGAAACTCA E 1734
534 CIGAGACALG M 910 CIACCATACG NSl 3174
3891  GATCTTTGCT NS1 24 AACCGATCCT nNS1 2689
2908  ATATCACTCC NS2A 3129 TOCTTGCGGA NS1 2704
2881 AIGAGGTIGGL NS3 26 GAATCGAACT NS2A 3773
2160 GTTGCTTICA NS3 3435 AGGCATCGCA NS2A 3771

1853  TGACGTTGLT NS3
725 ACGGCTATGG NS3

3015 GGCTITGACG NS2A 4035
2083  CGVTGATTAC NS2A 3578

4433 GCATCAATGA NS3 2219 AACTAGGCAG N3 6163
1360 TGGTCGCCAA NS3 2851 GCTGCTACCA NS3 5301
4002 TGAATTACGC NS3 4317  AGGATACAGT N3 5388
4630 ATCCATTACG NS3 511 GCATCAALTC N3 6158
4431 GCATCAATGA NS3 3407 CGGAGGTTAC NS3 a1t
1598  ACATCOCANC NS3 2866 CLGOAGTTCA nNs3 4610
1558 CAATGGTCTT NS3 2701 ATCACAGGTA NS4A 6616
3235  CTCGAGTTTA NS3 1160 TCGCTAACAT NS48 7463
3371 TCIATACACC NS3 2011 CAATGGCTCA NS48 7460
4097 GUCATCCCTA NS48 622  ATACITICGC NS5 9374
4293 GCGATCGCTA NS48 1590 AGGTGTGATA NSS 7960
1782 GAATACTICC NS48 4166 AATGLAGLCG NS5 8761
4291  GCGATCGCTA NS48 3620 GAATCTTCAG NS5 9425

4511  CGTTAACACT NS5
3861 ACGCAGLCAT NS5
1097  CAACGCATCC NS5

SEGEEFIEERECEEEREEEI

*Sitio de unén tomande de refersncia como nudedtido 1 1a A del coddn de inkio del marco de lectura

Tabla 20. Descripcioén de alineamiento de las sondas.

Descripcion de alineamiento con tendencia a DHF y DF para DENV-3.



Protaina

No. Secuencia Proteina Regién No. Secuencia Region
swonda reconocida codificante unidn® | sonda  reconocida  codificante  unidn®
DHF DF
2992  ATIGGALTTC 3 1461 128 ACAGATIGGA E 1775
56  CACATCAAGA L' 609 4827 CTICACATTAC M 575
117 ATCCCGCAAC NS1 3127 4889  CGACCTTACA M 618
4612 CACGATCATT NS1 3096 21268 CGAATGGCGT NS1 3318
2403 AGAGGTGICT NS1 2892 a TICGCAGCAC NS1 3144
4607 GGIGTATACA NS1 2895 410  ATCCCAACOA NSl 3118
825 AGATATTGOG NSZA 3585 2984 TGCTCGAGAG NS1 3098
1718  ACGTTIGIAG NSZA 3547 3245 CTAGGGAGTG NS1 3100
4494  GTICTGTACTC NSIA 3549 3701 GGIGTGCTAC NS1 3094
4084 GIGTACTCCT NSZA 3566 371  TICGTGAACA NS1 3333
1809  AGCTTARACG NS2B 4060 @ 4264 GTTGCAGTTC NS1 5326
2488  AGCTTACAAG NS2B 4060 1961  GCAIGIGITA N51 2398
3959 GCCTACGGAA NS3 5600 4396 GICATGGGAT NS1 2392
4162  TCGTCTGAM NS3 6048 282  TGCTCATICT NS2A 3569
4931  ACCTATTCCG NS3 6277 2310  CGTTTATGCY NS2A 3563
4196 TAGTATCGOC NS3 6043 2525 TGIGCTCCGT NS2A 3567
2758 AGCGCCTGAA NS3 8047 2520 GACGTAGCCA NS3 4507
2383  ACGACTTACA NS3 5698 206 GAGICATCCA NS3 4622
454  GTGGTAACGA NS3 5692 389 GTGOGACGTA NS3 4503
3289 TGATGTIGGCA NS3 5255 768  ACCTAATGTG NS3 5267
2877 GLALCTATIT NS3 8275 4149 TTIGGCTOCGA NS3 5155
503 CIGGCACTGA NS3 5140 3477 CCCAGTGACA NS3 as21
1893 GAGGLCTACA NSAA HEdL 2781  ATTCACCAGA NS3 5990
3935 CTTAGCTCAT NSAA 6381 2035 GTICTCGCTTG NS3 6060
3181 TOGCAGCAATA NS48 6765 3037 CACATIGGCT NSAB 6774
1327  GAGCCGIGTT NSS 8753 2058  TGTATCIGGC NS4B €986
2714 GATGTGTCTC NS48 6982
3285 ACAGGTGTA NSS 7554
3080 AAGGTGCAAC NSS 7556

*Sitio de unén tomando de referencis como nudedtido 1 1s A del codén de iniddn del marco de lecturs,
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