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RESUMEN  
 
 
TÍTULO: ESTUDIO DE LA VIRULENCIA DEL VIRUS DEL DENGUE SEROTIPO 3

*
 

 
AUTORES: GÓMEZ RANGEL, Sergio Yebrail; OCAZIONEZ JIMÉNEZ, Raquel Elvira

**
 

 
 
PALABRAS CLAVES: Dengue, Virulencia, severidad, neutralización, NS1 
 
 
DESCRIPCION  
 
En Santander (Colombia) el serotipo 3 del virus del dengue (VDEN-3) ha causado infección 
primaria y enfermedad leve, mientras que el VDEN-2 secundaria y  severa – fatal. Hasta la fecha 
no ha sido encontrado un marcador biológico que refleje la diferencia del potencial virulento de 
cepas del VDEN. En este trabajo se investigó si la habilidad  para producir NS1 soluble y la 
susceptibilidad a la neutralización por anticuerpos contra un serotipo distinto, se relaciona con el 
potencial de la cepa para causar dengue severo.  In vitro, cepas VDEN-3 de casos severos 
produjeron menos NS1 que las de leves (0.16 ± 0.1 versus 26.6 ± 8.4 UP, p < 0.001) y estas más 
que las de VDEN-2 (p = 0.02; Coef. = 10.9 IC 95% 1.9, 19.9). Diferencias del  nivel sérico de NS1 
no se relacionaron con la severidad de la enfermedad en infectados con VDEN-3 (20.3 ± 7.3 en 
severos versus 12.1 ± 9.1  UP en leves; p = 0.06) o VDEN-2 (17.1 ± 16.6 versus 12.2 ± 15.1 UP; p 
= 0.58). Las cepas de ambos serotipos fueron igualmente susceptibles a neutralización por 
anticuerpos contra el VDEN-1 en la  prueba de reducción de placa y no hubo diferencias entre 
serotipos, demostrando que ese marcador no refleja el potencial virulento. Los resultados sugieren 
que con respecto al VDEN-3, cuanto mayor  potencial virulento  menor habilidad  para replicarse in 
vitro produciendo NS1 y cuanto menor el potencial más habilidad comparado con el VDEN-2. Se 
requieren estudios para conocer  si los hallazgos in vitro, podrían estar relacionados con la 
ocurrencia rara de casos severos  por VDEN-3 debido a dificultad de cepas virulentas para 
mantenerse en la naturaleza y la predominancia del serotipo sobre el  VDEN-2, ambos vistos en 
Santander. La  utilidad del nivel sérico de NS1 como marcador de severidad necesita evaluarse en 
otros estudios. 
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ABSTRACT 
 

 
TITLE:  STUDY OF THE VIRULENCE OF DENGUE VIRUS SEROTYPE 3

*
 

 
 
AUTHORS: GÓMEZ RANGEL, Sergio Yebrail; OCAZIONEZ JIMÉNEZ, Raquel Elvira

**
 

 
 
KEY WORDS: Dengue, virulence, severity, neutralization, NS1 
 
 
DESCRIPTION 
 
In Santander (Colombia), dengue virus type 3 (DENV-3) has caused primary infection and mild 
illness, while DENV-2 secondary infection and  severe – fatal disease. Today, a biological marker 
that reflects the virulent potential of DENV has not identified. In this study was investigated if the 
ability to produce soluble NS1 and the susceptibility to neutralization by cross-reactive antibodies, 
both are related to the virulent potential of DENV strains. In vitro, DENV-3 strains from severe cases 
produced less NS1 than strains from mild cases (0.16 ± 0.1 versus 26.6 ± 8.4 PU, p <0.001), and 
strains from mild cases more than DENV-2 strains (p = 0.02; Coef. = 10.9 IC 95% 1.9, 19.9). 
Differences in serum level of NS1 did not correlate with severity of dengue in DENV-3 (20.3 ± 7.3 in 
severe versus 12.1 ± 9.1 PU in mild cases, p = 0.06) or DENV-2 infections (17.1 ± 16.6 versus 12.2 
± 15.1 PU, p = 0.58). Both serotypes were equally susceptible to neutralization by antibodies 
against DENV-1 using plaque reduction test and there were no differences between serotypes, 
demonstrating the low value of this marker. The results suggest that with respect to DENV-3, the 
higher the virulent potential the less ability to replicate in vitro producing soluble NS1, and the less 
virulent potential more ability respective to DENV-2 strains. Studies are needed to know whether 
the in vitro findings could be related to rare occurrence of severe cases by DENV-3 due to difficulty 
staying in nature of virulent strains, and with the predominance of this serotype over DENV-2, both 
seen in Santander. The utility of serum level of NS1 as a severity marker needs to be evaluated in 
further studies. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El virus del dengue (VDEN) pertenece al género Flavivirus de la familia 

Flaviviridae y existe como cuatro serotipos denominados VDEN-1, VDEN-2, 

VDEN-3 y VDEN-4. Las cepas de cada serotipo divergen genéticamente y esto ha 

permitido agruparlas en subtipos o genotipos: cinco (I – V) de los serotipos 1 y 2, 

cuatro del 3 y tres del 4 (Weaver & Vasilakis 2009). El virus posee cápside 

icosaédrica rodeada por una envoltura lipoproteína y genoma de ARN 

monocatenario de polaridad positiva. El ARN codifica una poliproteína de ~3400 

aminoácidos, la cual es fragmentada por proteasas celulares y virales en 10  

proteínas: 3 conforman la partícula viral y las 7 restantes o no-estructurales (NS) 

están presentes en la célula infectada (Lindenbach & Rice 2003).  

 

La infección de humanos con el VDEN puede resultar en una enfermedad leve que 

clínicamente se presenta como un síndrome febril llamado dengue clásico, o en la 

forma severa con alteraciones hemodinámicas denominada dengue hemorrágico  

y que puede llevar a muerte (Gubler 2006). Al menos 65.034 casos de dengue 

severo ocurrieron en Latinoamérica en 2007-2008 de los cuales cerca de 70 

murieron. Colombia fue uno de los países con  tasas de incidencia altas, 116.5 x 

100.000 habitantes (PAHO 2009). Un sinnúmero de investigaciones se han 

encaminado hacia la identificación de factores que favorecen la ocurrencia del 

dengue severo en el individuo y en la comunidad. Hasta la fecha, existen 

evidencias para concluir que la severidad del dengue depende de la cepa del 

virus; además de  factores individuales como tipo de respuesta inmune, edad y 

susceptibilidad genética (Chaturvedi et al. 2006, Pang et al. 2007). 

 

Varios estudios clínicos y epidemiológicos sugieren que los serotipos del VDEN 

difieren en potencial para causar dengue severo. Sin embargo, las características 

biológicas y moleculares determinantes de virulencia están aún en estudio y el 

conocimiento hasta la fecha no es concluyente. Esto debido a que la mayoría de la 



15 

 

investigación se ha realizado con el VDEN-2 desconociéndose si lo mismo ocurre 

con los otros serotipos. Además, porque  no se dispone de un modelo animal 

apropiado que se pueda usar de rutina en laboratorios de experimentación. 

Consecuentemente, el potencial virulento de una cepa se ha inferido relacionando 

la severidad del dengue en el infectado y/o frecuencia del dengue severo en una 

epidemia con propiedades biológicas  del virus que favorecen su mantenimiento, 

infectividad y diseminación en la población.  

 

El VDEN-2 se considera el de mayor potencial tanto en países de Asia como de 

América (Vaughn et al. 2000, Guzmán et al. 2000, Nisalak et al. 2003, Ocazionez 

et al. 2006).  Se ha visto que la virulencia de este serotipo es distinta dependiendo 

del genotipo de la cepa. En America, casos severos fueron muy raros cuando  el 

genotipo IV circuló pero la introducción y posterior permanencia y predominancia 

del III ha sido uno de los factores relacionados con el incremento notorio del 

dengue hemorrágico en la región  (Kouri et al. 1989, Guzmán et al. 2000, Guzmán 

& Kouri 2002). En cohortes de pacientes infectados con distinto serotipo, el VDEN-

2/III se aisla con mayor frecuencia de quienes desarrollan las formas graves. No 

obstante, en la población de infectados con este virus es más frecuente el dengue 

leve que severo (Kouri et al. 1989; Nisalak et al. 2003, Ocazionez et al 2006), 

sugiriendo que las cepas dentro de un mismo genotipo tienen distinto potencial 

para causar dengue hemorrágico.  

 

El potencial virulento  del VDEN-3 ha sido poco investigado y se infiere de 

observaciones epidemiológicas y escasos estudios clínicos y básicos. En 

Latinoamérica  casos severos por el genotipo IV cuando fue predominante en los 

años sesenta no fueron reportados,  pero  la introducción y diseminación del 

genotipo III desde 1994 coincidió con incremento del dengue severo en la región 

(CDC 1995, Messer et al. 2003, Nogueira et al. 2005). Más aún, las cepas del 

VDEN-3/III parece que difieren en virulencia. En México, Puerto Rico, Venezuela y 

Perú las epidemias e infecciones han sido de baja severidad a pesar del riesgo de 
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infección secundaria debido a  la presencia de los otros serotipos (Briseño-García 

et al. 1996, Rigau-Perez et al. 2002, Uzcategui et al. 2003, Montoya et al. 2003). Al 

contrario, en Brasil, Paraguay y Cuba,  el virus  ha causado  epidemias con mayor 

proporción de casos severos y muertes (Passos et al. 2004, Peláez et al. 2004 

PAHO 2007). Estas diferencias entre cepas del genotipo III se han visto más 

claramente con aislados de Sri Lanka. Antes de 1989 la ocurrencia de dengue 

severo era infrecuente, pero en los años siguientes se incrementó notoriamente y 

esto se ha relacionado con resurgencia de una cepa del mismo genotipo que 

diverge genéticamente de la que estuvo circulando años atrás (Messer et al. 

2002).  

 

En los últimos años ha crecido el interés por estudiar la relación entre 

concentración de la forma secretada de la proteína NS1 y severidad del dengue. 

Esta proteína es una de las 7 no-estructurales  y participa en el proceso de 

replicación del ARN viral (Lindenbach & Rice 1997, Alcon-LePoder et al. 2005, 

Clyde et al. 2006). La NS1 se detecta en el sobrenadante del cultivo de células 

infectadas con VDEN y se  ha  demostrado que la cantidad de proteína 

correlaciona con la eficiencia del ciclo replicativo del virus (Flamand 1999). 

Adicionalmente, se ha sugerido que el nivel sérico de NS1 en el individuo 

infectado puede ser usado como marcador del grado de severidad del dengue 

(Avirutnan et al. 2006). La relación entre potencial virulento  de la cepa y habilidad 

para producir NS1 ha sido muy poco estudiada. Se encontraron solo 4  estudios  

sobre la relación entre nivel sérico de la proteína en el infectado  y severidad de la 

enfermedad, demostrándose en dos estudios que es mayor en los severos  

(Libraty et al 2002, Avirutnan et al. 2006, Alcon-LePoder et al. 2006, Lapphra et al. 

2008)  

 

Otra propiedad que ha sido postulada como determinante de virulencia del VDEN 

es la susceptibilidad a la neutralización cruzada por anticuerpos contra otro 

serotipo (Kochel et al. 2002, Halstead 2009). Se ha sugerido que cepas más  
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susceptibles se unen al anticuerpo de forma  más estable permitiendo ser 

neutralizadas y consecuentemente disminuyendo el riesgo de infección o 

enfermedad severa. Al contrario, las cepas menos susceptibles  se podrían unir al  

anticuerpo con menor afinidad sin ser neutralizadas,  resultando un complejo con 

virus viable que es internalizado por células con receptores para la porción Fc del 

anticuerpo. Como resultado, se facilita la replicación del virus con incremento de la 

viremia y riesgo de alteraciones severas.   

 

No se encontraron estudios sobre marcadores biológicos del potencial virulento  

de cepas del VDEN-3. El tema ha sido explorado con cepas del genotipo III y solo 

dos estudios se encontraron luego de una búsqueda detallada en varias bases de 

datos. Aislados de VDEN-3/III de Cuba  de casos severos no se diferenciaron de 

los de casos leves en la habilidad para infectar y replicarse en células de mosquito 

(C6/36) y en ratón lactante  (López 2003). Lo mismo se reportó con cepas de Sri 

Lanka en las mismas células y de riñón de mono (Vero). Sin embargo, los aislados 

asiáticos se diferenciaron en la habilidad para  infectar y diseminarse en el Ae. 

aegypti  (Hanley et al. 2008).  

 

Con respecto a VDEN de Colombia, el conocimiento sobre el potencial virulento es 

muy limitado, datos publicados se encuentran con cepas aisladas en el 

Departamento de Santander. En esta región circula el VDEN-2/III y VDEN-3/III, 

además de los otros serotipos (Ocazionez et al 2006, Cortés et al. 2007, Gómez et 

al 2008, Diaz 2007, Villabona-Arenas et al. 2009). El VDEN-2 el que más casos 

severos asociados con infección secundaria  ocasiona, aunque también  casos 

leves con el mismo tipo de infección o primaria. Adicionalmente, la predominancia 

de ese serotipo ha coincidido con mayor incidencia de casos severos. El VDEN-3 

empezó a circular en 2001 volviéndose el virus predominante hasta 2008. Se 

esperaba que en ese periodo se incrementara la frecuencia del dengue severo, 

debido a la supuesta virulencia del genotipo como se vio en Brasil y por el riesgo 

de infecciones secundarias considerando la endemia por los otros serotipos. Se 
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observó lo contrario, la proporción de casos severos disminuyó con respecto a 

años anteriores y la mayoría de las infecciones por el serotipo  fueron primarias  y 

leves.  Sin embargo, el VDEN-3 se aisló de pacientes  con infección primaria que 

sufrieron dengue hemorrágico grado III (Ocazionez et al. 2006 y 2007, Gómez et 

al. 2008).  

 

Los hallazgos en el Departamento de Santander sugieren que las cepas del   

VDEN-3 se diferencian en el potencial para causar dengue severo y éste es menor  

con respecto al  VDEN-2. El propósito general del presente trabajo fue determinar 

si esas diferencias de potencial se reflejan en diferencias en propiedades 

biológicas determinantes de virulencia de la cepa. Específicamente, si el potencial 

para causar dengue severo está relacionado con la habilidad para producir NS1 

secretada y con la susceptibilidad a la neutralización cruzada por anticuerpos 

contra un serotipo distinto. Esto como un intento de aportar al escaso  

conocimiento sobre la virulencia del VDEN-3 y a la identificación de un marcador 

para monitorear la presencia de cepas virales con mayor potencial virulento 

circulando en la comunidad. 
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1. OBJETIVOS 

 

1.1  GENERAL 

 

Estudiar la relación entre el potencial del VDEN-3 para causar dengue severo y 

propiedades biológicas determinantes de virulencia de la cepa. 

 

1.2 ESPECÍFICOS 

 

 Determinar si cepas del VDEN-3-genotipo III aisladas de pacientes con distinta 

severidad del dengue se diferencian entre sí con respecto a la habilidad para 

producir in vitro proteína NS1 soluble 

 

 Establecer si existen diferencias en la concentración sérica de NS1 en 

infectados con cepas de VDEN-3 genotipo III que desarrollaron  distinta 

severidad del dengue 

 

 Determinar si cepas del VDEN-3 genotipo III aisladas de pacientes con distinta 

severidad del dengue se diferencian entre sí con respecto a la susceptibilidad a 

la neutralización por anticuerpos contra un serotipo distinto 

 

 Determinar si existen diferencias de las propiedades del VDEN-3 arriba 

mencionadas con respecto al VDEN-2   
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2. MARCO TEÓRICO  

 

2.1  ESTRUCTURA DEL VIRUS 

 

El VDEN tiene un diámetro de 40 – 60 nm, posee  envoltura lipoprotéica, cápside 

icosahédrica, y genoma de ARN de cadena sencilla y de polaridad positiva. La 

envoltura es derivada de la membrana citoplasmática de la célula y contiene las 

proteínas E y M del virus. La cápside es una estructura constituida por múltiples 

copias de la proteína C. El ARN es de 11.000 pares de bases aproximadamente, 

con una región de lectura abierta  y extremos 5´y 3´ no-codificantes o regiones 

UTR. Las regiones UTR contienen secuencias conservadas [CS] y una estructura 

en forma de horquilla [stem-loop], las cuales son indispensables para la replicación 

del virus (Clyde & Harris 2006). Holden y colaboradores (2006), encontraron 

inhibición de la replicación de VDEN-2 en células BHK-21 por oligomeros ligantes 

de las regiones 5’SL y 3’CS; y  lo mismo se demostró con VDEN-1 y -3 con  la 

región 3’SL.  La región de lectura abierta del ARN se traduce en  una poliproteína 

que es fragmentada por enzimas virales y celulares en 10 proteínas individuales. 

El orden de las proteínas dentro de la poliproteína es el siguiente: NH2-C-prM(M)-

E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-COOH. Las tres primeras conforman 

la estructura del virión como se anotó antes y las 7 restantes  participan en  la 

morfogénesis del virus por lo que se conocen como no-estructurales  (Lindenbach 

& Rice 2003).  

 

Cada proteína del virus posee una estructura particular y varias de sus funciones 

son conocidas: 

 

Proteínas estructurales – La  C  tiene un tamaño de 11 kDa y posee abundantes 

residuos de lisina y arginina que le confieren carácter de péptido básico. Esta 

propiedad le permite  interaccionar con el genoma para formar la nucleocápside. 

Por su extremo carboxilo posee un dominio que señaliza la traslocación de la prM 
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al retículo endoplásmico rugoso (Rice 1996).  La proteína prM de 26 KDa  es el 

precursor de la proteína M madura (8 kDa), su extremo carboxilo contiene un 

dominio transmembrana que sirve como señal para su localización en el retículo 

endoplasmático (Mukhopadhyay et al. 2005). Se asume que la prM forma 

complejos con la proteína E previniendo en ésta un cambio conformacional  

irreversible que resulte en fusión anticipada durante el ensamblaje de la partícula. 

Esto permite el transporte de viriones a la superficie celular en compartimentos 

ácidos. Durante la salida del virus al espacio intercelular ocurre la proteólisis de 

prM a M por una furina celular (Clyde et al. 2006).  La proteína E es una 

glicoproteína de ~ 54 KDa, considerada la más inmunogénica. Posee un  dominio 

que contiene epítopes que generan anticuerpos de reacción cruzada entre  

Flavivirus, y  dos dominios con epítopes  para anticuerpos específicos de serotipo 

y de reacción cruzada entre estos (Modis et al. 2003). La proteína determina el 

tropismo celular, y participa en la adsorción y penetración del virus al interior de la 

célula  (Clyde et al. 2006).  

 

- Proteína  NS1 - Tiene un tamaño aproximado entre 39 – 41 kDa, es sintetizada 

como una glicoproteína monomérica y luego  transportada al aparato de Golgi 

donde sufre modificaciones. Posee dos sitios de glicosilación conservados en las 

posiciones N130 y N207, los cuales  son necesarios para la replicación del virus 

en células de mosquito. La NS1 se encuentra intracelular, sobre la superficie de la 

célula, y además es secretada dentro del fluido extracelular de células de 

mamífero pero no de insectos. La proteína intracelular forma homodímeros y 

estudios con mutantes han mostrado que participa en la replicación del ARN viral 

(Lindenbach & Rice 1997; Clyde et al. 2006).  La proteína aparece anclada a la 

membrana externa de la célula por glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) y se asume que 

participa en procesos de señalización  (Jacobs et al. 2000). La forma secretada de 

la proteína interactúa con células vecinas y se considera que tiene papel 

preponderante en la patogénesis del virus (Alcon LePoder et al. 2005), como se 

detalla adelante. 
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- Otras proteínas no-estructurales - NS3 tiene función de fosfatasa y helicasa 

durante la síntesis de ARN viral y también de serin-proteasa cuando la NS2B 

actúa como cofactor (Arias et al. 1993). En VDEN-2 se ha demostrado que la NS3 

puede regular el tráfico intracelular del virus entre el retículo endoplásmico y el 

aparato de Golgi siendo importante en la formación de vesículas membranosas 

necesarias para la replicación del ARN (Chua et al. 2004). NS5 es una  ARN 

polimerasa dependiente de ARN y posee acción de  metil-transferasa (Tan et al. 

1996; Egloff et al. 2002). También se ha descrito como proteína que puede inducir 

la transcripción y la traducción de la Interleuquina 8 que funciona como factor 

activador de monocitos y neutrófilos (Medin et al. 2005). De NS2A, NS4A y NS4B 

poco se conoce de sus funciones. Sin embargo, ha sido estimado que podrían 

participar en la localización adecuada de proteínas para síntesis de ARN y 

ensamblaje de nuevas partículas (Lindenbach & Rice 2003). Así mismo parecen 

estar implicadas en regular la respuesta inmune por inhibición del interferón 

(Muñoz-Jordán et al. 2003). 

 

2.2 CICLO REPLICATIVO DEL VIRUS 

 

Diferentes tipos de células son susceptibles a la infección por el VDEN. En el 

individuo infectado son macrófagos, linfocitos, células dendríticas, hepatocitos, 

microglia y del endotelio (King et al. 1999, Wu et al. 2000, Neves-Souza et al. 

2005, Clyde et al. 2006). In vitro, células de mosquito Aedes albopiptus [clon 

C6/36] (Igarashi 1978) son las más susceptibles, seguido por células de animales 

como las líneas BHK-21 [riñón de hamster], y Vero [riñón de mono verde africano], 

y de tejido humano como HepG2 [hepatocarcinoma], Hela [carcinoma epitelial], 

HEK293 [riñón embrionario]; U-937 [ leucemia monocítica] y HL-60 [ leucemia 

promielocítica],  K-562 [leucemia eritro-mielo-blastoide], HHF [fibroblastos de piel] 

y  HUVEC [endoteliales de cordón umbilical] (Diamond et al. 2000). La infección 

celular sigue varias etapas. 
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La entrada del virus a la célula se realiza mediante eventos consecutivos que 

comienzan con la adsorción a receptores sobre la membrana celular, siendo el 

heparan sulfato y el DC-SIGN (molécula específica de adhesión de células 

dendríticas) los mejores descritos (Germi et al. 2002, Tassaneetrithep et al. 2003). 

La unión o adsorción del virus al receptor celular es un proceso mediado por la 

proteína E y la penetración dentro del  citoplasma ocurre por endocitosis dentro de 

vesículas. En el endosoma el pH bajo induce la formación de trímeros de la 

proteína E y este cambio conformacional resulta en fusión de la envoltura viral con 

la membrana endosomal. La fusión forma un poro por el cual la cápside es 

liberada al citoplasma donde la traducción y replicación del ARN ocurren (Van der 

Schaar et al. 2007).  

 

La replicación del ARN inicia con la síntesis de una cadena negativa 

complementaria resultando una molécula de doble cadena (forma replicativa -RF). 

A partir de la cadena negativa se sintetizan cadenas nacientes (RI) hasta 

completar nuevas moléculas de ARN cadena sencilla y polaridad positiva. (Uchil & 

Satchidanandam, 2003). La replicación ocurre en íntima unión con 

compartimentos membranosos intracelulares donde se detecta  la  forma RF. Uno 

de estos compartimentos, los paquetes de vesículas (VP), han sido reportados 

como sitios membranosos derivados del aparato de Golgi (Mackenzie et al, 1999).  

Varias proteínas del virus y celulares  participan en la replicación. La NS5, NS3 y 

NS2A se ensamblan con proteínas celulares formando el complejo de replicación  

(Clyde et al. 2006). Para que se dé inicio a la replicación, las regiones 5’CS y 3’CS 

deben formar interacciones entre sí con el fin de permitir la ciclización del ARN 

(Alvarez et al, 2005). La formación del complejo inicia la traducción y síntesis de 

proteínas, con reclutamiento de la fracción 43S y 48S ribosomales en interacción 

con la proteína celular eIF4F que inicia la lectura del ARN. La detección del primer 

codón es facilitada por la presencia de una región en forma de horquilla (cHP) 

ubicada 12 a 16 nucleotidos aguas abajo [down-stream]. Residuos conservados 
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antes y después del codón de inicio parecen ser indispensables para la replicación 

eficiente en células C6/36 y Hep3B (Clyde & Harris, 2006).  

 

El evento más temprano en la formación de nuevos viriones es la formación de la 

nucleocápside. Esta estructura se conforma de una copia de genoma y 

abundantes de la proteína C, y el ensamble es llevado a cabo en el citoplasma en 

asociación con la membrana del retículo endoplásmico. En el lumen del retículo, 

las proteínas prM y E forman un heterodímero que sigue la vía secretora celular 

hasta el aparato de Golgi. En las cisternas trans  la proteína prM es fragmentada a 

M antes de la salida del virión liberándose el péptido pr, lo cual deja expuesto el 

dominio de fusión y esto convierte la partícula en un virus maduro capaz de   

infectar una nueva célula (Zhang et al. 2003). Los nuevos viriones son 

transportados a la membrana celular por el sistema de vesículas, y el virus es 

liberado al medio extracelular por fusión de la membrana externa de la célula con 

la membrana vesicular exocítica o por rupturas específicas en la membrana celular 

(Mukhopadhyay et al. 2005,  Clyde et al. 2006). 

 

2.3 VIRULENCIA DEL VDEN 

 

La virulencia de la cepa del virus ha sido un factor que se tiene en cuenta al  

explicar por qué algunos  individuos que sufren dengue por primera vez y por un 

mismo serotipo desarrollan enfermedad severa y otros no.  

 

2.3.1 Modelos para estudiar la virulencia. Existen diferentes modelos para 

investigar características del virus que pueden estar relacionadas con la virulencia. 

La mayoría de trabajos comparan cepas de distintos genotipos  de un mismo 

serotipo y son infrecuentes los trabajos con cepas de serotipo distinto. Los 

modelos no son excluyentes debido a que la patogénesis del dengue debe mirarse 

como un proceso multifactorial.  
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- Ensayos in vitro 

 

La evaluación de la replicación in vitro usando líneas celulares continuas de 

animales, es el método más  usado para estudiar la virulencia.  Los ensayos se 

pueden realizar en células C6/36, Vero, HFF y HepG2 que se consideran las más 

susceptibles a la infección (Diamond et al. 2000); y las condiciones de 

temperatura, nutrientes y tiempo de incubación dependen de la célula. La 

habilidad de replicación se evalúa por el efecto citopático sobre la monocapa, el 

número de células infectadas, o por la productividad del cultivo definida como la 

concentración de partículas virales en el sobrenadante. En cualquier caso, se 

asume que cuanto mayor el indicador de replicación mayor la virulencia (Rico-

Hesse 2009 y 2010).  

 

Aunque los  ensayos in vitro con líneas celulares proveen la ventaja de disponer 

de la célula en el laboratorio sin mayor dificultad, en algunos casos los resultados 

no correlacionan con la virulencia de la cepa. Esto es, potencial para causar 

dengue severo en el infectado y/o ser responsable de epidemia de notoria 

magnitud. La limitante de los ensayos es debida a que no incluyen 

simultáneamente  factores individuales y del vector  determinantes de  

patogénesis y transmisibilidad del virus. Por otro lado, los resultados de los 

estudios son difíciles de comparar porque la misma cepa se puede comportar de 

manera distinta debido a la presencia de factores celulares particulares, los cuales 

pueden favorecer o debilitar la eficiencia del ciclo replicativo (Diamond et al. 

2000;Rico-Hesse 2009 y 2010). Como alternativa para superar las limitaciones de 

los ensayos con líneas celulares, se recomienda usar células de cultivo primario 

humano teniendo en cuenta que proveen un escenario más cercano al de la 

infección natural en el infectado.  No obstante, estos cultivos tienen la limitante de 

necesitar  un donante que idealmente deberá ser  un individuo sano sin 

infecciones previas con VDEN. Esto debido a que la memoria inmune y genética 

de la célula  puede modular la infección y replicación del virus (Rico-Hesse 2010).    
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-  Infección de mosquitos 

 

Evalúa la habilidad de la cepa para infectar y diseminarse en el Aedes aegypti  y 

es utilizado para inferir su capacidad de transmisión y diseminación en la 

población.  La infección del  mosquito se logra por inoculación del virus por vía  

intratoráxica o por alimentación artificial utilizando sangre contaminada dispuesta  

en membranas simulando la picadura,  siendo el segundo más recomendado 

porque se acerca más al ciclo natural de infección del mosquito. Diferentes 

indicadores son usados para inferir la virulencia de la cepa: proporción de células 

infectadas en diferentes tejidos, tiempo empleado para diseminarse desde el 

intestino hasta las glándulas salivales, y carga viral en el intestino y glándulas 

salivales. Se considera que la cepa virulenta es la que  infecta mayor proporción 

de células, se disemina en menor tiempo e invade el mosquito con una carga 

mayor de viriones.  Teniendo en cuenta que las colonias de mosquitos son 

mantenidas en condiciones artificiales,  el ciclo replicativo del virus se puede 

alterar por  variaciones en la susceptibilidad del mosquito a la infección viral. En 

consecuencia, se recomienda usar mosquitos de bajas generaciones idealmente 

hasta F4 (Armstrong & Rico-Hesse 2001, Armstrong & Rico-Hesse 2003, Cologna 

et al. 2005, Anderson & Rico-Hesse 2006; Rico-Hesse 2009). .  

 

-  Modelo animal  

 

Durante años varios investigadores vienen trabajando en la generación de una 

cepa de ratón susceptible a la infección del virus y que desarrolle síntomas 

similares a los observados en el individuo que sufre dengue. En 2005 se reportó la 

cepa NOD/SCID transplantada con células madres hematopoyéticas de cordón 

umbilical humano. La infección produjo en el ratón un cuadro similar a dengue leve 

con trombocitopenia aunque sin anticuerpos humanos detectables, por lo cual se 

consideró un modelo apto para evaluar antivirales (Bente et al. 2005). Desde 

entonces otras cepas de ratón humanizado han sido reportadas, las cuales 
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desarrollaron inmunidad adaptativa funcional con producción de anticuerpos 

aunque a bajo nivel (Kuruvilla et al. 2007, Watanabe et al. 2007, Pearson et al. 

2008). En 2009 se reportó la  cepa NOD-scid IL2rynull con mayor grado de 

desarrollo del sistema inmune humano y la infección con cepas de diferentes 

genotipos del VDEN-2 permitió concluir que el modelo es apropiado para evaluar 

patogénesis en términos de virulencia de la cepa del virus (Mota & Rico-Hesse, 

2009). Por otro lado, la infección de monos induce niveles detectables de viremia y 

esto ha permitido usar el modelo para evaluar toxicidad o efectos adversos de 

candidatos a vacuna (Yauch & Shresta 2008).  

 

-  Análisis de secuencias genéticas 

 

La comparación de secuencias de nucleótidos de diferentes regiones del genoma 

viral y la secuencia de aminoácidos derivada de ésta, puede hacerse con 

programas sofisticados de bioinformática comercialmente disponibles. Estas 

herramientas permiten generar árboles filogenéticos y la diversidad genética de 

una población de virus puede ser inferida de acuerdo a la topología. Los ramas del 

árbol se pueden correlacionar con variables tales como localización geográfica de 

la cepa, año de su aislamiento, huésped de dónde se aisló, severidad de la 

enfermedad en el huésped. Igualmente, se puede inferir sobre la  dispersión  de la 

cepa en tiempo y lugar; el reemplazo de linajes de la misma en un periodo de 

tiempo; identificar cepas más virulentas cuando  las aisladas de pacientes severos 

aparecen agrupadas en una rama distinta a las aisladas de casos leves. El análisis 

filogenético también permite inferir sobre el origen geográfico del virus y predecir 

eventos que conducen a resurgencia de una variante genética de la cepa. (Holmes 

et al. 1995, Holmes 1998). 
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- Modelos matemáticos  

 

Consiste en generar modelos de transmisión para estimar el efecto sobre la 

cantidad de virus circulante, de cambios en la inmunidad del hospedero y en la 

capacidad vectorial del mosquito. Así, se puede inferir sobre el riesgo de dengue 

para una población humana hipotética y sobre  la topología de una epidemia. El 

análisis con estos modelos sugieren que la reactividad inmune cruzada entre 

serotipos y la capacidad vectorial del mosquito son los factores más determinantes 

de la dinámica de circulación de una cepa y el remplazo de linajes o genotipos de 

la misma (Adams et al. 2006, Wearing & Rohani 2006, Nagao & Koelle 2008). 

Estas simulaciones matemáticas también permiten medir el peso de la genética 

del huésped sobre la virulencia de la cepa (Pitzer et al. 2007, Gottfredsson et al. 

2008). Aunque es un modelo novedoso y promisorio en el estudio de las 

características biológicas del virus, aun requiere mayores ajustes y probablemente 

inclusión de otras variables debido a que las conclusiones obtenidas en algunos 

estudios llegan a ser contradictorias (Rico-Hesse 2010).  

 

 - Predictores de replicación In silico 

 

La implementación de nuevas técnicas moleculares ha permitido el desarrollo y 

manipulación de clones (genoma completo) o replicones (genoma incompleto) del 

VDEN para el estudio de los eventos involucrados en la replicación (Ward & 

Davidson 2008). El modelo ha permitido evaluar la relación entre las regiones no 

codificantes y el ciclo de replicación del virus. Han sido descritas funciones de 

algunos segmentos que pueden determinar la eficiencia del ciclo replicativo. Las 

predicciones de estructura secundaria y terciaria de estas regiones del genoma 

han demostrado ser diferente entre serotipos y genotipos, aunque algunos 

segmentos se consideran conservados como la región 3’SL (Stem Loop). En el 

VDEN-2, ha sido documentado que las regiones 5’ y 3’ UTR difieren entre 

genotipos (Leitmeyer et al. 1999), aunque no es así cuando se comparan cepas 
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dentro del mismo genotipo de acuerdo a la severidad (Mangada & Igarashi 1998). 

No obstante, los resultados pueden variar dependiendo del software y del 

algoritmo matemático que se utilice. (Rico-Hesse 2009).  

 

2.3.2  Marcadores de virulencia. En Latinoamérica la condición más altamente 

asociada a enfermedad severa es la infección por VDEN-2 genotipo III, (Guzmán 

et al. 2000). Con el VDEN-3 existe controversia. En algunos países la infección 

primaria por el genotipo III resulta en dengue leve en la mayoría de los casos 

(Montoya et al. 2003, Ocazionez et al. 2007)  mientras que en otros causa 

complicaciones severas y muertes (Passos et al. 2004, PAHO 2007). En Puerto 

Rico, el VDEN-4 genotipo II es el más asociado a epidemias severas mientras que 

en la mayoría de los otros países es el serotipo que menos papel ha tenido 

(Rigau-Perez et al. 2002, Gomez et al 2008). 

 

El término virulencia de la cepa del VDEN ha sido considerado como el potencial 

para causar enfermedad severa, esto es,  la proporción de casos en una población 

de individuos infectados siendo 1 la máxima virulencia; y la  habilidad para infectar 

el mosquito vector causando brotes versus epidemias de largo tiempo. Se asume  

que las cepas con mayor habilidad para infectar y replicarse en la célula huésped  

del humano y del mosquito tienen mayor potencial para causar dengue severo si 

se considera que: (i) pueden invadir tejidos del infectado en más extensión y 

menor tiempo induciendo una respuesta inflamatoria e inmune robusta con mayor 

nivel sérico de citoquinas pro-inflamatorias que promueven incremento de la 

permeabilidad vascular (Kurane et al. 1991 y 1993, Green et al. 1999, Lee et al. 

2006, Halstead 2007) y (ii) el virus se puede trasmitir  y diseminar más fácilmente 

en la comunidad infectando mayor número de individuos susceptibles (Cologna et 

al. 2005, Rico-Hesse 2010). 

 

Un marcador de virulencia de virus que infectan humanos es la magnitud de la 

viremia en el enfermo, en términos de concentración de viriones,  moléculas de 
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ARN y/o antígeno viral. Varios estudios han mostrado que cuanto mayor la viremia 

mayor el riesgo de sufrir dengue severo, y esto se asume que refleja mayor 

habilidad de la cepa para replicarse en las células blanco (Vaughn et al. 2000, 

Libraty et al. 2002b,  Wang et al. 2003, Guilarde et al. 2008). Usando infecciones 

in vitro se ha encontrado que cepas del VDEN-2 de distinto genotipo difieren en la 

habilidad para replicarse. Las del III se replicaron  a mayor título en células 

dendríticas y macrófagos de humanos comparado con las del genotipo IV  

(Cologna et al. 2005, Cologna  & Rico-Hesse 2003) y lo mismo se ha encontrado 

en infecciones experimentales del  mosquito Ae. aegypti (Armstrong & Rico-Hesse 

2003, Cologna et al. 2005). Esas diferencias no fueron tan evidentes cuando se 

compararon cepas del genotipo III aisladas de casos severos con las aisladas de 

casos leves en Thailandia (Mangada & Igarashi, 1998), aunque en otros trabajos 

se ha observado que las aisladas de casos severos muestran mayor capacidad de 

infectar y replicarse en células humanas, de animales y mosquito comparadas con 

las de casos leves (Diamond et al. 2000, López 2003).  

. 

En los últimos años se le viene dando gran importancia al papel de la NS1 en la 

virulencia de la cepa y por consiguiente en la severidad de la enfermedad. La 

forma soluble de la NS1 interactúa con el heparan-sulfato y condritin-sulfato E en 

la membrana de células no infectadas y es endocitada acumulándose en 

endosomas tardíos. Así, puede interrumpir el tráfico intracelular de moléculas 

resultado en alteración fisiológica de la célula (Alcon-LePoder et al. 2005, 

Avirutnan et al. 2007). En cultivo in vitro de células hepáticas humanas infectadas 

se ha demostrado que la productividad del ciclo replicativo del virus  se incrementa 

en presencia de NS1 en el sobrenadante, sugiriendo que la acumulación en 

endosomas  puede facilitar la infección celular y favorecer la replicación (Alcon-

LePoder et al. 2005). La proteína juega un papel importante en la patogénesis de 

la enfermedad por la modulación del sistema inmune. Se ha demostrado que 

factores del complemento pueden ser activados en suero humano normal por la 

adición de NS1, en ausencia o presencia de anticuerpos anti-NS1 (Avirutnan et al. 
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2006). La proteína puede interactuar con la proteína celular Clu (encargada de 

inhibir la acción del complemento), y controlar su función. Dado que la activación 

del complemento se asocia con extravasación plasmática, se presume que mayor 

nivel de NS1 en el infectado podría contribuir a la severidad de la enfermedad  

(Kurosu et al. 2007). 

 

El papel de la NS1 asociada a membrana en la activación del sistema inmune ha 

sido demostrado  en varios estudios (Jacob et al. 2000, Avirutnan et al. 2006, 

Kurosu et al. 2007). Como sucede con este tipo de proteínas, el reconocimiento 

por anticuerpos específicos puede resultar en transducción de señales 

intracelulares  vía tirosina-quinasa. Esta señalización puede inducir diferenciación 

celular la cual se ha demostrado favorece la replicación del virus incrementando la 

progenie (O’Sullivan & Killen 1994).  Por otra parte,  ha sido demostrado que la 

NS1 anclada puede activar señales similares a la del receptor celular CD55, 

relacionado con inhibición de la actividad del sistema de complemento (Jacob et 

al. 2000). Al contrario, ha sido reportado que la respuesta inmune dirigida contra la 

NS1 anclada puede inducir la activación del complemento (Avirutnan et al. 2006). 

 

Se ha reportado que individuos con inmunidad al dengue que luego se infectan 

con otro Flavivirus se recuperan más fácilmente que los no inmunes .(Price & 

Thind 1971; Tarr & Hammon 1974). Por otro lado, numerosas evidencias han 

confirmado  la contribución de los anticuerpos de reactividad cruzada entre 

serotipos a la severidad del dengue en infecciones secundarias, un mecanismo 

conocido como incremento inmune mediado por anticuerpos (Guzman et al. 2002, 

Halstead 2003). No obstante, la mayoría de individuos que sufren infecciones 

secuenciales por serotipos distintos desarrollan dengue leve. Para explicar esta 

controversia,  se ha sugerido que los anticuerpos contra un serotipo distinto, 

presentes en la circulación sanguínea del infectado, podrían neutralizar 

parcialmente el nuevo serotipo disminuyendo la viremia y en consecuencia el 

riesgo de enfermedad severa.  Dicha neutralización se sustenta en el hecho que la 
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proteína E contiene epítopes que estimulan la producción de anticuerpos de 

reactividad cruzada, es decir, reconocen y se unen a los cuatro serotipos del virus 

(Watts et al. 1999, Endy et al. 2004, Guilarde et al. 2008, Van der Schaar et al. 

2009).  

 

El papel de los anticuerpos como determinante de la virulencia del VDEN ha sido 

explorado en muy pocos estudios.  Se ha sugerido que el potencial virulento de la 

cepa o está relacionado con la capacidad de evadir la acción neutralizante de los 

anticuerpos específicos o de reactividad cruzada (Kochel et al 2002). Así, cepas 

de casos severos serian menos susceptibles a la neutralización cruzada que las 

de casos leves. Esta variación se asume que puede estar relacionada con 

afinidades distintas  del anticuerpo por su epítope en la proteína E, lo cual a su vez 

estaría determinado por variación en la secuencia de aminoácidos (Pierson et al. 

2007, Kou et al. 2008). Cambio de prolina por treonina en la posición 19  (dominio 

I), y de valina por alanina en la 329 (dominio III) se asociaron con diferencias de 

neutralización entre cepas del VDEN-3 genotipo III (Alvarez et al. 2008). Zulueta et 

al. (2006) observaron que cambios del aminoácido en la posición 329 de la misma 

proteína,  se asociaron  con diferencia a la neutralización por anticuerpos entre 

cepas de VDEN-3 de genotipos distintos.  

 

El escape de cepas del VDEN  a la neutralización por anticuerpos, es decir menor 

susceptibilidad, puede favorecer o al contrario disminuir el riesgo de enfermedad 

severa dependiendo si es infección por primera vez o secuencial por serotipos 

distintos. En primarias, el escape podría ser el resultado de presión inmune  

induciendo cambio en la antigenicidad de la proteína E  que disminuye la acción 

neutralizante de los anticuerpos y en consecuencia el  virus más fácilmente 

infectaría células con agravamiento de la enfermedad. En secundarias, la menor 

susceptibilidad a la neutralización cruzada resultaría en una interacción 

anticuerpos-proteína E leve favoreciendo el fenómeno de incremento inmune  y en 



33 

 

consecuencia incrementando el  riesgo de enfermedad severa (Guzman et al. 

2002, Halstead 2009). 

 

Hasta la fecha, la prueba de reducción de placa es el ensayo utilizado para medir 

la susceptibilidad a neutralización cruzada, la cual se conoce como Plaque 

Reduction Neutralization Test o PRNT por su sigla en inglés. La magnitud de la 

neutralización se expresa como  la mayor dilución del suero que reduce entre 50 - 

80% las placas virales (PRNT50-80). Se asume que cuanto menor el valor del PRNT 

menor la susceptibilidad a la neutralización y en consecuencia mayor el potencial 

virulento de la cepa. La relación entre susceptibilidad a la neutralización cruzada y 

virulencia de la cepa ha sido demostrada en un solo estudio con VDEN-2. En este, 

se comparó la susceptibilidad de cepas genotipo III y IV frente a anticuerpos 

contra el VDEN-1. El valor del PRNT50  fue menor con las del  genotipo III (1:32 

versus 1:262) (Kochel et al. 2002).  

 

2.3.3 Base genética de la virulencia. Análisis filogenéticos han demostrado el 

incremento de linajes de cada serotipo durante los últimos 200 años,  que se 

pueden intercambiar  a través del tiempo o  en cierto momento una de ellas ser 

eliminada (Holmes 2006). Estos cambios de linajes por lo general coinciden con 

ocurrencia de epidemias e incremento en la proporción de casos severos.  

 

Análisis de secuencias del VDEN-3  genotipo III de la India aislados en un período 

de 26 años muestran resurgencia de 2 nuevos linajes, uno 1989 y otro en el 2000 

coincidiendo con incremento del dengue severo (Messer et al. 2003). VDEN-3 de 

América se han reconocido 4 linajes distintos cada uno con una ubicación 

geográfica bien definida, que al parecer difieren en su potencial virulento. Las de 

Argentina, Paraguay y Brasil forman un linaje distinto a las de Venezuela, 

Colombia y Perú; el primero más asociado a dengue severo y el segundo a leve 

(Uzcategui et al. 2003, Aquino et al. 2006, Gomez et al. 2008). Al comparar VDEN-

2 de Tailandia aislados en un período de 31 años se identificaron linajes distintos 
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en relación con el lugar y el período de más o menos dengue severo (Rico-Hesse 

et al. 1998). El análisis de cepas del VDEN-2 genotipo III de Venezuela aisladas 

por un período de 10 años mostró la co-circulación de varios linajes y esto se 

sugirió como un factor que contribuyó a más casos de dengue severo (Uzcategui 

et al. 2001). La comparación de secuencias de VDEN-4 de Puerto Rico permitió 

identificar recambio de 5 linajes en un período de 16 años siendo el linaje de años 

recientes el que causó la epidemia de mayor severidad en ese país en los años 90 

(Bennett et al. 2003). 

 

Hasta la fecha no ha sido posible establecer una correlación clara entre severidad 

del dengue en el infectado y cepas genéticamente distintas. En varios estudios 

filogenéticos se  explorado la variación del gen E entre cepas del mismo serotipo 

de diferentes países, sin encontrar divergencia genética asociada a severidad. 

Esto es, las cepas de casos severos se agrupan con las de casos leves en la 

misma rama del árbol (Duangchanda et al.1994, Thant et al. 1996, Rico-Hesse et 

al. 1998, Pandey et al. 2000, Uzcategui et al. 2003, Gómez et al. 2008). Lo mismo 

se ha visto comparando la secuencia de las regiones 3´ y 5´ UTRs. En un estudio 

inicial con pocas cepas se encontraron cambios que correlacionaron con virulencia 

(Mangada & Igarashi 1997), pero esto mismo no se reportó analizando un número 

mayor de cepas (Zhou et al. 2006).   

 

En general, la base genética de la virulencia del VDEN se ha inferido comparando 

cepas aisladas durante periodos de tiempo con distinta frecuencia de casos 

severos. Se ha sugerido que entre VDEN-2 las cepas del genotipo  III son más 

virulentas que las del V o Americano con base en variaciones de la secuencia del 

genoma. Específicamente, se ha encontrado cambio del codón para el aminoácido 

71, 390 y 203 de la proteína E y en varios nucleótidos en las regiones 3´ y 5´ 

UTRs, las cuales se consideran determinantes de la capacidad de la cepa para 

infectar células humanas y en consecuencia causar mayor daño en el infectado 

(Lewis et al. 1993, Bray et al. 1998, Leitmeyer et al. 1999, Cologna & Rico-Hesse 
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2003, Rodríguez  & Guzman 2005).  Al comparar cepas del VDEN-3 genotipo III 

de la Polinesia Francesa, Roche y colaboradores (2006) encontraron sustituciones 

en la secuencia del gen NS1 y NS5 e inserciones en la región 3’UTR, las cuales 

fueron relacionadas con  inhibición del ciclo replicativo viral en  células K-562. Con 

respecto al VDEN-3 de Latinoamérica recientemente introducido, se ha 

encontrado divergencia del gen E y regiones UTRs relacionada a la distribución 

geográfica y coincidencia con la aparición de casos severos. Cepas de Colombia, 

Venezuela y México donde el dengue leve fue más frecuente, divergieron de 

cepas de Brasil, Argentina, Paraguay donde el dengue severo y casos fatales 

fueron más notorios (Gómez et al. 2008, Aquino et al. 2006).  
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3.  METODOLOGÍA 

 

3.1  CÉLULAS 

  

Se emplearon  líneas celulares obtenidas de la colección del Laboratorio de 

Arbovirus del CINTROP. Los cultivos se hicieron en frascos FALCON® (Becton 

Dickinson)  de 25 y 75 cm2 y las monocapas se mantuvieron mediante pases cada 

3 - 4 días a concentración de 70.000 células/ml siguiendo procedimientos de 

rutina.  

 

Las líneas celulares fueron:  

 

 C6/36 HT, de Aedes albopictus  – cultivadas a 32°C sin atmósfera de CO2, en 

medio de Leibovitz (GIBCO-BRL) enriquecido con triptosa (10%) y suero 

bovino fetal (10%).  

 Vero, de riñón de mono verde africano – cultivadas a 37°C en atmósfera de  

CO2 (5%), en medio 199 (M-199; SIGMA-ALDRICH) enriquecido con suero 

bovino fetal (10%).  

 BHK-21, de riñón de hamster lactante – cultivadas a 37°C en atmósfera de  

CO2 (5%), en medio RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH) enriquecido con suero 

bovino fetal (10%). 

 

3.2  VIRUS 

 

Las cepas del VDEN incluidas en el estudio se seleccionaron de la colección del 

Laboratorio de Arbovirus del CINTROP, las cuales fueron aisladas del suero de 

pacientes incluidos en estudios previos. El aislamiento del virus se hizo en células 

C6/36 y el serotipo se identificó en algunos casos por  inmunofluorescencia con 

anticuerpos monoclonales (CDC, Atlanta, USA) y en otros mediante amplificación 
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de secuencias serotipo-específicas usando la prueba de la PCR con transcripción 

reversa (Ocazionez et al. 2006, Gómez et al 2008). 

 

Se incluyeron un total de 8 cepas: 4 del VDEN-2 y 4 del VDEN-3 de pacientes con 

dengue leve y severo todos  con infección primaria (Tabla 1), La severidad del 

dengue se definió como se describe adelante. Los virus fueron tipificados 

genéticamente en estudios previos: VDEN-3 son del  genotipo III de acuerdo  a 

análisis de secuencias del gen E (Villabona-Arenas et al. 2009) y VDEN-2 son del  

subtipo A (genotipo III; Harris et al. 1999) según el patrón electroforético de 

secuencias para enzimas de restricción  o Restriction-Specific-Site-PCR (Cortés et 

al. 2007). El genotipo III del VDEN-2 fue confirmado por análisis de secuencias del 

gen E (Diaz 2007). 

 

El número de cepas de cada serotipo se calculó teniendo en cuenta los siguientes 

parámetros: i) valor de significancia igual a  0.05; ii) poder del estudio mayor o 

igual a 0.8; iii) concentración esperada de NS1 de 20 ± 5  y 30 ± 5 unidades 

PanBio para VDEN-3 y VDEN-2, respectivamente. Estos valores se estimaron en 

una prueba piloto usando el estuche del ELISA PanBio E-DEN01P y suero de 

pacientes infectados con VDEN-1, -2, -3, y -4.  

 
Tabla 1. Cepas de virus dengue utilizadas en el estudio. 

Serotipo Código Año de 
aislamiento 

Severidad del 
dengue* 

Denominación  

VDEN-3¶ LV-016 2003 Severo VDEN-3/S-16 

 LV-433 2004 Severo VDEN-3/S-33 

 OC-283 2006 Leve VDEN-3/L-83 

 OC-384 2006 Leve VDEN-3/L-84 

VDEN-2& 01-363 2001 Severo VDEN-2/S-63 

 OC-095 2005 Severo VDEN-2/S-95 

 OC-210 2005 Leve VDEN-2/L-10 

 OC-279 2006 Leve VDEN-2/L-79 
*: según criterios descritos en el texto. ¶: genotipo III (Villabona et al. 2009); &: subtipo 
A/genotipo III (Cortés et al. 2007). 
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Cada cepa seleccionada se replicó por pases sucesivos en frascos de 25 cm2 

cada 4 – 6 días, cuatro veces en células C6/36 (pase C6/36 # 4) y 14 veces en 

células Vero (pase Vero # 14). En todos los casos, el sobrenadante del cultivo 

conteniendo virus se almacenó a -70°C en alícuotas hasta su uso. Los pases en 

células Vero fueron requeridos debido a que la progenie colectada de pases 

menores no formó placas de infección claramente definidas (Figura 1) y esto era 

indispensable para evaluar la susceptibilidad de las cepas a la neutralización 

cruzada como se detalla adelante. 

 

3.3  SUEROS 

 

Las muestras fueron seleccionados de la colección del Laboratorio de Arbovirus 

del CINTROP, las cuales se colectaron de pacientes con dengue que fueron 

incluidos en estudios previos (Ocazionez et al. 2006, Gomez et al. 2008). El tipo 

de infección (primaria o secundaria) se definió como se describe adelante.  

 

Se incluyeron sueros de: 

 

 Casos de dengue con infección primaria aguda por VDEN-1: la infección se 

confirmó por  aislamiento viral  y el  suero se obtuvo 15 - 30 días después de 

inicio de síntomas. Se incluyeron 10 sueros que se usaron en el ensayo de 

neutralización cruzada. El número de sueros fue estimado teniendo en cuenta 

los siguientes parámetros: i) poder de estudio igual a 0.80 con nivel de 

significancia de 0.05; ii) porcentaje esperado de neutralización cruzada: 70 ±15 

y 35 ±15 para  VDEN-3 y VDEN-2, respectivamente. Estos valores fueron 

adoptados con base en las medias geométricas del título de anticuerpos de 

reacción cruzada obtenidas en estudios por otros utilizando metodología similar 

a la de este  (Kochel et al. 2002, Alvarez et al. 2008). 
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 Casos de dengue con infección primaria (n = 47) y secundaria (n = 17) por el 

VDEN-3 confirmada por aislamiento viral. De cada caso se seleccionó el suero 

colectado 1-5 días después de inicio de síntomas 

 

 Casos de dengue con infección primaria (n = 30) y secundaria (n = 22) por 

VDEN-2 confirmada por aislamiento viral. De cada caso se seleccionó el suero 

colectado 1-5 días después de inicio de síntomas 

 

3.4  SEVERIDAD DEL DENGUE Y TIPO DE INFECCIÓN  

 

La severidad del dengue y el tipo de infección de los casos de quienes la cepa 

viral  y el suero fueron seleccionados para este estudio se determinó  en estudios 

previos (Gomez et al 2009; Ocazionez et al. 2006). Los parámetros de la 

Organización Mundial de la Salud (WHO, 2009) fueron adoptados para clasificar el 

dengue como: leve - presencia simultánea de fiebre,  100.000 o más plaquetas por 

mm3, ausencia de signos de extravasación plasmática (hemoconcentración ≥ 20%; 

sin derrame pleural o hipotensión) y  ausencia de hemorragias;  o severo  - 

presencia simultánea de fiebre, menos de 100.000 plaquetas por mm3, 

extravasación plasmática (hemoconcentración ≥ 20%; y/o derrame pleural y/o 

hipotensión) y algún tipo de hemorragia. El tipo de infección se definió por la 

presencia (secundaria) o ausencia (primaria) de anticuerpos IgG anti-dengue en el 

suero agudo  usando el estuche del ELISA E-DEN01G (PanBio, Australia).  

 

3.5 PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO 

 

3.5.1 Métodos de cuantificación de partículas virales. Plaqueo - Se siguió un 

protocolo modificado al descrito previamente (Meneses et al. 2009). Brevemente, 

diluciones seriadas en base 10 de la suspensión de virus se adicionaron por 

duplicado (200 µl/pozo) a monocapas de células Vero crecidas en cajas de 24 

pozos y el virus fue adsorbido 1 h a 26°C. Luego se adicionó (0.5 ml/pozo) medio 
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de plaqueo (M-199; suero bovino fetal 5%; carboximetilcelulosa 3%) y las cajas se 

incubaron 6 días a 37°C. Al término,  las células se fijaron con formol (10%) por 1 

h y luego se colorearon con cristal violeta (0.3%). A la dilución apropiada fueron 

contadas  las placas visibles bien definidas y la concentración del virus (título) se 

calculó así: número de placas x dilución x 1000 (conversión a mililitro) y el valor se 

expresó en unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/ml). 

 
Figura 1. Formación de placas de infección en células Vero por virus del dengue 
en relación con el número de pases. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RT-PCR en tiempo real - Se siguió un protocolo descrito (Ocazionez et al. 2010).  

Para la construcción de la curva se utilizaron diluciones seriadas en base 10 de  

una suspensión de virus locales de referencia (VDEN-2/ G-025; VDEN-3/ LV-016), 

de título conocido (4 - 5.5x106 UFP/ml) por plaqueo.  El ensayo de RT-PCR 

brevemente consistió en: RNA (de virus del estudio y de referencia) fue extraído 
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utilizando el estuche QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) y siguiendo las 

indicaciones del fabricante. El RNA fue resuspedido en 50 µl de agua tratada con 

dietil-pirocarbonato y 10 µl fueron usados para síntesis de DNA copia (cDNA) en 

una mezcla de reacción de 50 µl que contenía 200 UI de transcriptasa reversa M-

MLV® (Invitrogen, California, USA), 50ng de iniciadores (random hexamers) y 25 

mM de cada dNTP. La reacción se llevó a cabo a 25°C por 10 minutos,  55°C por 

1 hora y 75°C por 15 minutos. El cDNA se usó para PCR en tiempo real utilizando 

el estuche comercial Quanti Tect SYBR Green Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y 

dos parejas de iniciadores (D1-TS2 y D1-TS3. Lanciotti et al. 1992.) para VDEN-2 

y VDEN-3. La amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 50 µl que 

contenían 2 µl de cDNA, 0.8 µM de cada iniciador y 25 µl de la mezcla de PCR 

SYBR Green. La reacción se realizó en 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 50°C 

por 30 segundos, y 72°C por 30 segundos con una extensión final a 72°C por 5 

minutos. Los valores r2 para las curvas corregidas con VDEN-2 y VDEN-3 fueron 

de 0.98 y 0.99, respectivamente, y la concentración menor detectada estuvo entre  

4 y 5 UFP/ml para ambos serotipos. Los títulos de los virus del estudio oscilaron 

entre 3.7x105  y  3x107 UFP/ml.  

 

3.5.2  Ensayo de replicación viral. Células Vero o BHK-21 (3x104 en 200 µl) en 

cajas de 48 pozos se infectaron por duplicado con virus (pase C6/36 # 4)  a 

multiplicidad de infección (MOI) de 1. Después de 4 h a 37°C se adicionaron 200 

µl de medio M-199 suplementado con suero bovino fetal al 2% y las cajas se 

incubaron a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%. El sobrenadante se colectó 4, 6 y 8 

días después de la infección y se almacenó a -70°C rotulado con un código que no 

conoció el experimentador. Este sobrenadante se empleó para determinar la 

concentración de NS1 (adelante), siendo el indicador de habilidad de la cepa viral 

para replicarse in vitro. En cada experimento se analizaron simultáneamente las 

cepas virales seleccionadas y se hicieron dos ensayos independientes. 
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3.5.3 ELISA- NS1. Se usó el estuche comercial E-DEN01P (Panbio, Australia) 

siguiendo las indicaciones del fabricante pero modificando la dilución de la 

muestra. A la dilución  indicada en el estuche (1:10), altas concentraciones de la 

proteína presentan el mismo valor de absorbancia debido a que se sobrepasa el 

rango lineal de la lectura  (3.3 unidades). Bajo esta circunstancia, se realizó un 

estudio piloto con  diluciones (1:30, 1:60, 1:120, 1:240 y 1:320) de sueros con alta 

y baja concentración de proteína para determinar la dilución con la cual el ensayo 

se comportara tipo  dosis-respuesta. Se escogió la dilución 1:320 debido a que 

con los cuatro  sueros el valor de absorbancia se ubicó en el rango lineal de 

lectura (Figura 2).  El mismo protocolo se utilizó para el ensayo con sobrenadante 

de cultivos, usando diluciones (1:50, 1:100 y 1:200) de muestras de  cultivos 

infectados con cepas locales de referencia de los 4 serotipos (VDEN-1 07-150, 

VDEN-2 G-025, VDEN-3 LV-016 y VDEN-4 04-158) y la dilución 1:50 fue 

escogida.  

 

El ensayo del ELISA consistió en: 100 µl de suero (1:320) o de sobrenandante 

(1:50) fueron adicionados a pozos sensibilizados con anticuerpo policlonal anti-

NS1 y la placa fue incubada 1 h a 37°C. Después de 6 lavados, se agregaron 100 

µl de conjugado anti-NS1 Mab Horseradish-peroxidase, se incubó nuevamente 1 h  

a 37°C y se realizó lavado de la placa 6 veces. Los complejos inmunes se 

detectaron por desarrollo de color adicionando 100 µl de Tetra-metil-benzidina 

(TMB) por 10 minutos a temperatura ambiente. La reacción fue detenida con ácido 

fosfórico y la intensidad de color se midió en un espectofotómetro Anthos 2020 a 

longitud de onda de 450 nm. La concentración de la proteína se calculó siguiendo 

las instrucciones del fabricante y expresando el valor en unidades Panbio (UP). 
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Figura 2. Relación entre dilución del suero y unidades de densidad óptica en el 
ensayo de ELISA para detectar proteína NS1 del virus del dengue. Sueros (n = 4) 
fueron diluidos como fue señalado y luego se procesaron usando  el estuche E-
DEN01P (Panbio, Australia) como se detalla en el texto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.5.4 Ensayo de neutralización por reducción de placa. Se utilizaron cepas de 

casos leves y severos de ambos serotipos (VDEN-3/S-16, VDEN-3/L-83, VDEN-

2/S-63 y VDEN-2/L-79) y se siguió el protocolo descrito previamente (Ocazionez et 

al. 2007). Brevemente, 150 l de suero anti-DENV-1 diluido 1:100, 1:500, 1:2500, 

1:12500 y 1:62500 se incubaron con 150 l de una suspensión de cada virus (60 

UFP) 2 h a 37oC. Luego, 200 l de la mezcla se adicionaron a monocapas de 

células Vero crecidas en cajas de 24 pozos y  después de adsorción por 1 hora a 

37oC  las monocapas se incubaron a 37oC,CO2 5% en medio de plaqueo (M-199;  

suero bovino fetal 5%; carboximetilcelulosa 3%). A los 6 días, las placas virales se 

revelaron por coloración con cristal violeta (0,3%), previa fijación con formol (10%),  

y se contaron. El conteo de placas lo hizo el experimentador y una persona distinta 

quien  desconocía el propósito del estudio. Los datos se expresaron como la 

dilución del suero que redujo en 50% o 75%  (PRNT50 o 75) las placas virales 
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calculada por análisis de regresión. Cada suero se procesó simultáneamente con 

todas las cepas y en dos ensayos independientes. 

 

3.6  ANALISIS DE DATOS 

 

Se comparó: i) la concentración (UP) de NS1 a través del tiempo en cultivos 

infectados con las cepas de los dos serotipos y la significancia de las diferencias 

se estableció por análisis de regresión; ii) la concentración (UP) de NS1 en el 

suero de casos infectados  por los dos serotipos del virus y la significancia de las 

diferencias se determinó usando la  prueba de Mann-Whitney U.;  y iii) los valores 

promedios del PRNT con cada suero para cepa de los dos serotipos y la 

significancia de las diferencias se estableció usando la prueba t de Student. Los 

análisis se hicieron con el  software  STATA versión 10.0.   
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4.  RESULTADOS 

 

4.1 NS1  in vitro 

 

La concentración de NS1 soluble en cultivos celulares infectados con las cepas del 

VDEN-3 se comparó con las del VDEN-2. En células Vero, la concentración de la 

proteína por VDEN-3 resultó mayor (p = 0.02; Coef. = 10.9 IC 95% 1.9, 19.9; 

regresión) en  el período del monitoreo. En células BHK-21 se observó al 

contrario, las del VDEN-2 produjeron más NS1 aunque las diferencias no fueron 

significativas (p = 0.32; Coef. = -9.1 IC 95% -28, 9.7) (Figura 3) 

 
Figura 3. Concentración de NS1 secretada en células Vero y BHK-21 infectadas 
con VDEN-3 (▲) comparada con infectadas con VDEN-2 (■).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 
 
 
 
Monocapas celulares se infectaron a MOI de 1 y en los días señalados se recogió el sobrenadante 
para procesar por el ELISA. Cada dato corresponde al promedio de 4 cepas de cada serotipo 
analizadas  por duplicado y en dos experimentos independientes. 

 

La  habilidad de las cepas del VDEN-3 para producir NS1 soluble se comparó 

entre sí (Figura 4). En células Vero,  las de casos severos produjeron menos 

proteína viral que las de leves en cualquier día después de la infección. La 

concentración promedio fue  0.16 ± 0.1 versus 26.6 ± 8.4 UP  (p = 0.000; Coef. = -

26.5 IC 95% -34.2, -18.8; regresión). Con ninguna cepa, la concentración de NS1 

se incrementó a través del tiempo (p = 0.8; Coef = 0.2; IC 95%  -2, 2.5, regresión). 
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En células BHK-21 el resultado fue similar, la concentración promedio  de la 

proteína  en el sobrenadante fue 0.88 ± 1.06 versus 26.61 ± 14.3 UP  (p = 0.001; 

Coef. = -25.7; IC 95% -38.7, -12.6; regresión). No obstante, en estas células se 

encontró que la concentración incrementó en el tiempo (p = 0.002; Coef = 8.2; IC 

95% 3.4, 12.9; regresión).   

 

Figura 4. Concentración de NS1 soluble en células Vero y BHK-21 infectadas con 
cepas del VDEN-3 aisladas de casos severos (rojo) comparada con las aisladas 
de casos leves (negro).  
 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monocapas celulares se infectaron a MOI de 1 y en los días señalados se recogió el sobrenadante 
para procesar por el ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 2 cepas analizadas por 
duplicado y en dos experimentos independientes. 

 
 
La  producción de proteína NS1 por cepas del VDEN-2 fue también comparada 

(Figura 5). Aunque la concentración en cualquier día después de la infección y en 

ambas células tendió a ser mayor con las cepas de casos severos que de casos 

leves, la diferencia en ningún caso fue significativa. Esto es: Vero: 3.17 ± 1.66 

versus 1.81 ± 0.33 UP en Vero (p = 0.079; Coef. = 1.3 IC 95% -0.18, 2.9; 

regresión); BHK-21:  31.1 ± 33.4 versus 14.6 ± 17.5 UP (p = 0.3; Coef. = 16.4 IC 

95% -17.9, 50.8). Se encontró que la concentración de la proteína se incrementó a 

través del tiempo en células BHK-21 (p = 0.003; Coef = 12.3; IC 95%  5.4, 19.2; 

regresión), pero no fue así en células Vero (p = 0.69; Coef = 0.09; IC 95%  -0.45, 

0.65; regresión). 
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La producción de NS1 soluble a los 8 días post-infección por cepas de los dos 

serotipos con distinto potencial para causar dengue se comparó (Tabla 2). Entre   

las aisladas de casos severos, la concentración de la proteína fue mayor con las 

del  VDEN-2 tanto en células Vero  (p = 0.02; Mann-Whitney U) como BKH-21 (p = 

0.02). Entre las aisladas de casos con dengue leve el resultado fue al contrario, las 

del VDEN-3 resultaron con mayor habilidad para producir NS1 tanto en células 

Vero (p = 0.01) como en BHK-21 (p = 0.02). Un hallazgo para resaltar es que en 

células Vero la concentración de NS1 por cepas del VDEN-3 de casos leves 

resultó mayor comparada con cepas del VDEN-2 de casos severos (p = 0.02); sin 

embargo, en células BHK-21 no se observó la misma diferencia (p = 0.2).  

 
 
Figura 5. Concentración de NS1 en células Vero y BHK-21 infectadas con cepas 
del VDEN-2 aisladas de casos severos (rojo) comparada con las aisladas de 
casos leves (negro).  
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monocapas celulares se infectaron a MOI de 1 y en los días señalados se recogió el sobrenadante 
para procesar por el ELISA. Cada valor corresponde al promedio de 2 cepas analizadas por 
duplicado y en dos experimentos independientes. 
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Tabla 2. Comparación de la concentración de NS1 soluble en células infectadas 
con VDEN-3 y VDEN-2 de pacientes con distinta severidad del dengue. 

 

Serotipo  Dengue severo  Dengue leve 

Vero BHK-21 Vero BHK-21 

VDEN-3 0.29 ± 0.04 1.92 ± 1.37 28.44 ± 10.4 44.18 ± 2.76 
VDEN-2  3.58 ± 2.33 64.49 ± 30.8 1.52 ± 0.08 37 ± 0.61 
p*  0.02 0.02  0.01 0.02 

 
 
Cultivos celulares se infectaron con el virus a MOI de 1 y la concentración de NS1 en el 
sobrenadante se determinó a los 8 días post-infección por el ELISA.  p*  valor de la significancia de 
la diferencia entre ambos grupos calculado con la prueba de Mann-Whitney U. 

 
 
De todas las cepas analizadas, las del VDEN-3 de casos severos resultaron las 

menos hábiles para producir NS1 soluble. Este resultado podría reflejar dos 

circunstancias: (i), la proteína presente en el sobrenadante podría ser endocitada 

por células no infectadas con mayor afinidad que la producida por las otras cepas 

y esto contribuir a menor  concentración; y (ii), al MOI usado para infectar las 

células la productividad del cultivo podría ser muy baja y consecuentemente la 

producción de NS1. Las dos hipótesis se evaluaron, la primera correlacionando la 

concentración de NS1 con el título viral en el sobrenadante del cultivo; la segunda, 

determinando la variación en la concentración de la proteína en relación con el 

MOI. 

 

La correlación entre titulo viral y  concentración de NS1 se evaluó realizando 

infecciones de células Vero, con una cepa de cada serotipo con distinto potencial 

para causar dengue severo. En todos los casos, se observó correlación entre los 

dos indicadores de replicación viral tanto en VDEN-3 (r = 0.94) como en VDEN-2 (r 

= 0.78) (Figura 6), como ha sido reportado por otros (Libraty et al. 2002). Como se 

esperaba, la cepa de VDEN-3 del caso severo fue la que se multiplicó a más bajo 

título. Estos resultados descartan la hipótesis de que la baja concentración de NS1 

soluble podría deberse a que la proteína es endocitada por células no infectadas o 

por la misma infectada.  
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Figura 6. Correlación entre concentración de la proteína NS1 secretada y título 
viral en sobrenadante de cultivos de células Vero infectadas con cepas del VDEN-
3 y VDEN-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monocapas celulares se infectaron  a MOI de 1 y a los días señalados se recogió el sobrenadante 
para determinar simultáneamente la concentración de NS1 (estuche E-DEN01P) y título viral 
(UFP/mL determinado por RT-PCR en tiempo real). Para cada serotipo se incluyeron 2 cepas (-/S y 
-/L). Cada valor  corresponde al promedio de dos experimentos independientes. 

 

Para evaluar la relación entre MOI y concentración de NS1, se infectaron células 

Vero con las cepas del VDEN-3 de casos severos usando variados MOI (1, 3, 5 y 

7). La concentración de la proteína se determinó en el sobrenadante colectado 8 

días después de la infección. Como se muestra en la Figura 7, con ambas cepas 

se obtuvo una curva dosis-respuesta, esto es, mayor concentración de la proteína 

cuanto mayor el MOI como fue reportado por Ludert et al (2008). Estos resultados 

confirman la hipótesis que al MOI utilizado, los cultivos infectados con las cepas 

de VDEN-3 de casos severos tienen baja productividad de virus, y por tanto, esto 

podría explicar la baja detección de NS1 en el sobrenadante.  

 

Los resultados de los experimentos in vitro sugieren que la relación entre potencial 

de la cepa del virus para causar dengue severo y concentración de la proteína 

NS1 soluble varia dependiendo del serotipo. Con el VDEN-3 el potencial patógeno 

se relaciona con menor producción de proteína y al contrario con el VDEN-2.  
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Figura 7. Concentración de NS1 secretada en células Vero infectadas con cepas 
de VDEN-3  de casos de dengue severo de acuerdo al MOI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Monocapas celulares se infectaron  a la MOI señalada y 8 días después de la infección se colectó 
el sobrenadante para determinar la concentración de NS1 por ELISA. Los datos corresponden al 
promedio de dos experimentos independientes. 

 
 
4.2 NS1 EN PACIENTES CON DENGUE 

 

En los primeros cinco días de inicio de síntomas de la enfermedad, el nivel sérico 

promedio de NS1 no fue diferente entre pacientes infectados con VDEN-3 y con 

VDEN-2: 13.7 ± 9.3 versus  13.2  ± 14.6 (p = 0.072; Mann-Whitney U), aunque 

mayores niveles se observaron en infectados con VDEN-2 (Figura 8). Debido a 

que el tipo de infección es determinante del resultado de la infección con el VDEN 

y que la NS1 interviene en procesos que contribuyen a la severidad del dengue, se 

comparó el nivel sérico de la proteína en casos por cada serotipo con diferente 

tipo de infección (Tabla 3). Con VDEN-3  el nivel sérico promedio en primarios no 

varió significativamente de los secundarios (p = 0.1, Mann-Whitney U), pero en  

VDEN-2 el nivel sérico fue mayor en los primarios (p = 0.007). 

 

La relación entre nivel sérico de NS1 y potencial de la cepa para causar dengue 

severo fue evaluada (Figura 9). En infecciones por el VDEN-3 no se encontraron 
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diferencias en el nivel sérico de la proteína entre las severas comparadas con las 

leves (20.3 ± 7.3 versus 12.1 ± 9.1 UP; p = 0.06; Mann-Whitney U), y lo mismo se 

encontró en infecciones por el VDEN-2 (17.1 ± 16.6 versus 12.2 ± 15.1 UP; p = 

0.58). No obstante, se observa tendencia a mayores promedios en las infecciones 

severas por los dos serotipos. Lo mismo se encontró cuando se evaluó la  relación 

entre NS1 sérica y severidad de la enfermad independiente del serotipo, aunque 

las diferencias no fueron significativas: 18.9 ± 11.5 versus 12.1 ± 12.3 (p = 0.08; 

Mann-Whitney U). 

 

 

Figura 8. Nivel sérico de la proteína NS1 en pacientes con dengue por el VDEN-3 
comparado con pacientes por el VDEN-2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Suero de casos de dengue confirmado por aislamiento del virus y colectado en los días señalados, 
se proceso con el estuche E-DEN01P. No hubo diferencias en el nivel sérico al comparar los datos 
de VDEN-3  con VDEN-2 (p = 0.07, Mann-Whitney U). 
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Figura 9. Nivel sérico de la proteína NS1 en infecciones por el VDEN-3 y VDEN-2  
en relación con la severidad del dengue.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Suero de casos de dengue de distinta severidad infectados con el VDEN-3 (severo = 5, leve = 37)  
o el VDEN-2 (severo = 4, leve = 34),  colectado entre 0 – 5 días de inicio de síntomas,  se proceso 
por el ELISA.   

 

El nivel sérico promedio de NS1 se comparó entre infectados con  VDEN-3 e 

infectados con VDEN-2 (Tabla 4). En casos con dengue severo no se observaron 

diferencias entre los dos serotipos (p = 0.9) y lo mismo se encontró en casos con 

dengue leve (p = 0.16). Al comparar infecciones leves por VDEN-3 con las severas 

por VDEN-2, tampoco se encontraron diferencias (p = 0.62).   

Tabla 3. Nivel sérico de proteína NS1 en pacientes con dengue infectado 
con el VDEN-3 o VDEN-2 de acuerdo con el tipo de infección. 

 

Infección   VDEN-3  VDEN-2 

n UP† n UP 

Primaria  47 14.7 ± 9.0 30 16.6 ± 15.7 
Secundaria 17 10.8 ± 9.5 22 8.6 ± 11.8 
p*  0.1  0.007 

 
El tipo de infección se determinó como se describe en el texto. †: Unidades PanBio 
(estuche E-DEN01P). *: significancia de la diferencia en el mismo grupo (Mann-Whitney 
U). 
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Los resultados en pacientes con dengue sugieren que el potencial de la cepa del 

virus para causar dengue severo no se relaciona con el nivel sérico de la proteína 

NS1. No obstante, contrario a lo observado in vitro, el nivel de la proteína  en 

infecciones por VDEN-3 tiende a ser mayor en las severas que en las leves y en 

las primeras es similar comparado con infecciones de la misma severidad por el 

VDEN-2. 

 

Tabla 4. Nivel sérico de la proteína NS1 en pacientes infectados con VDEN-3 con 
distinta severidad del dengue comparado con el de infectados con VDEN-2. 

 

Dengue  VDEN-3 VDEN-2 p* 

n UP† n UP  

Severo 5 20.3 ± 7.3 4 17.1 ± 16.6 0.9 
Leve 37 12.1 ± 9.1 ¶ 34 12.2 ± 15.1 0.16 
†: Unidades PanBio (estuche E-DEN01P). *: significancia de la diferencia en el mismo grupo 

(Mann-Whitney U). ¶: p = 0.62 comparado con VDEN-2 severo. 

 

4.3  SUSCEPTIBILIDAD DEL VIRUS A NEUTRALIZACIÓN CRUZADA POR 

ANTICUERPOS CONTRA EL VDEN-1 

 

Con los sueros de casos con infección aguda por VDEN-1, la cepa del VDEN-3 

aislada del caso severo resultó igual de susceptible a la neutralización cruzada 

que la cepa aislada del caso leve (4.29 ± 0.15 versus 4.67 ± 0.14).  Cuando se 

compararon las cepas de VDEN-3 con las de VDEN-2 no se encontraron 

diferencias tanto entre las de casos severos (4.29  ± 0.15 versus 4.4 ± 0.12) como 

de leves (4.67 ± 0.14 versus 4.75 ± 0.19). Tampoco hubo diferencias entre la cepa 

del VDEN-3 del caso leve y la de  VDEN-2 del severo: (4.67 ± 0.14  versus 4.4 ± 

0.12). La Tabla 5 muestra los valores del PRNT50 para  cada virus con cada uno 

de los sueros.  
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Tabla 5. Susceptibilidad de cepas del VDEN-3 y VDEN-2 aisladas de pacientes 
con distinta severidad del dengue a la neutralización cruzada por anticuerpos 
contra el VDEN-1.  
  

Suero  VDEN-3 / dengue  VDEN-2 / dengue 

 Severo (S-16) Leve (L-83) Severo (S-63) Leve (L-79) 

1 3.64 ± 0.03 4.62 ± 0.15 4.19 ± 0.22 5.20 ± 0.11 
2 5.82 ± 0.23 5.39 ± 0.13 5.13 ± 0.19 6.58 ± 0.22 
3 5.31 ± 0.13 6.27 ± 0.09 5.06 ± 0.12 6.53 ± 0.07 
4 3.14 ± 0.09 3.11 ± 0.07 3.41 ± 0.05 2.40 ± 0.01 
5 4.38 ± 0.33 5.14 ± 0.32 4.26 ± 0.02 5.70 ± 0.12 
6 1.98 ± 0.03 2.73 ± 0.07 2.94 ± 0.27 1.54 ± 0.88 
7 3.86 ± 0.20 4.22 ± 0.18 3.98 ± 0.06 4.10 ± 0.11 
8 5.18 ± 0.13 4.97 ± 0.06 4.84 ± 0.20 6.02 ± 0.04 
9 4.71 ± 0.10 5.05 ± 0.14 4.95 ± 0.02 4.70 ± 0.17 

10 4.86 ± 0.18 5.23 ± 0.19 5.20 ± 0.04 4.76 ± 0.16 

Promedio 4.29 ± 0.15 4.67 ± 0.14 4.4 ± 0.12 4.75 ± 0.19 
 
Los datos corresponden al Log5 de la dilución del suero que redujo 50% de las placas de 
infección (PRNT50). P > 0.05 (Student) al comparar promedio de los grupos de cada 
serotipo o entre los dos serotipos. Los datos representan el promedio de dos ensayos 
independientes. 

 
 

Los resultados de los ensayos de la PRNT sugieren que la susceptibilidad del 

virus a la neutralización por anticuerpos contra un serotipo distinto, no se puede 

considerar como marcador in vitro de potencial virulento de la cepa. 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1 NS1 COMO MARCADOR DE VIRULENCIA DE LA CEPA DEL VIRUS 

 

Es conocido que la virulencia de la cepa del virus es factor  determinante de la 

severidad del dengue (Gubler 2006). Una pregunta aún no resuelta se relaciona 

con las propiedades de la cepa que le confieren el potencial para causar 

enfermedad severa. Muy poco se ha avanzado en clarificar el tema y la mayoría 

de los estudios se han realizado comparando cepas del VDEN-2 del genotipo III 

con el V. Algunas evidencias  sugieren que la virulencia podría estar relacionada 

con la habilidad  de la cepa para replicarse en la célula huésped y con la magnitud 

a la que se deja neutralizar por anticuerpos contra si misma y contra otro serotipo 

(Kochel et al. 2002,  Cologna  & Rico-Hesse 2003, Armstrong & Rico-Hesse 2003, 

Cologna et al. 2005, Clyde et al. 2006, Hasltead 2009, Rico-Hesse 2010). 

 

En este estudio se investigó si la producción de la forma soluble de la proteína 

NS1, podría ser un factor relacionado con la virulencia del VDEN-3 con respecto al 

VDEN-2. Esto debido a que la NS1 ha sido descrita como una proteína 

determinante de la eficiencia del ciclo replicativo del virus (Alcon Le-Poder et al. 

2006) y en consecuencia de la magnitud de la viremia en el infectado (Libraty et al. 

2002). Varios estudios demuestran que el riesgo de dengue severo incrementa 

cuanto mayor sea la viremia (Vaughn et al. 2000, Libraty et al. 2002b,  Wang et al. 

2003, Guilarde et al. 2008).  

 

Los experimentos in vitro muestran que, dependiendo de la célula,  las cepas del 

VDEN-3 resultaron más o igual de hábiles para producir NS1 que las del VDEN-2 

(Figura 3). Mayor producción de NS1 en células C6/36 por una cepa Venezolana 

del VDEN-3 también fue encontrada por Ramirez y colaboradores (2009),  al 

compararla con otra del VDEN-2 del mismo país. La mayor habilidad del VDEN-3 

no se espera considerando que el VDEN-2 es el serotipo que con mayor 
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frecuencia causa dengue severo  en Santander, Colombia  (Ocazionez et al. 2006) 

y también  en otros países (Kouri et al. 1989, Rico-Hesse et al. 1997, Vaughn et al. 

2000). Un resultado que llamó la atención, fue que la habilidad para producir NS1 

no se relacionó con el potencial de la cepa  para causar dengue severo. Esto es, 

con VDEN-3 las de casos leves produjeron más proteína que las de los severos, y 

con VDEN-2 no hubo diferencias a pesar que una cepa era de un caso fatal 

(Figura 4, 5). Se  esperaba que las cepas de severos mostraran mayor habilidad 

teniendo en cuenta que  en estos pacientes la viremia tiende a ser más alta y esto 

se asume ser debido a mayor replicación del virus (Vaughn et al. 2000, Libraty et 

al. 2002b,  Wang et al. 2003, Guilarde et al. 2008).  

 

La menor producción in vitro de NS1 por cepas del VDEN-3 de casos severos 

podría deberse a problemas técnicos o de diseño del estudio. Particularmente: (i) 

pudo haberse errado en el cálculo de concentración (PFU/mL) del inóculo de las 

severas que se usó para infectar las células y esto resultó en un MOI menor 

comparado con las otras cepas. Esto se descartó ya que el título viral del inóculo 

fue nuevamente determinado por RT-PCR en tiempo real y el resultado fue el 

mismo; y  (ii) imprecisión en la clasificación de la severidad del dengue en el 

paciente de quien la cepa se aisló. Esto también se podría descartarse teniendo 

en cuenta que los pacientes fueron atendidos por un médico participante en el 

estudio, quien con base en seguimiento de hallazgos  clínicos y de laboratorio 

definió la severidad siguiendo los criterios de la OMS (Ocazionez et al, 2006). Por 

otro lado, la severidad de los casos reflejaron los extremos del espectro, esto es, 

dengue leve sin manifestaciones hemorrágicos versus hemorrágico grado III, y 

todos habían sufrido la enfermedad por primera vez descartándose que en la 

presentación del cuadro clínico influyó el fenómeno de incremento mediado por 

anticuerpos.  

 

Como se muestra en la Figura 6, la concentración de NS1 y título de la progenie 

en el sobrenadante del cultivo correlacionaron, indicando que la habilidad de la 
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cepa para sintetizar la proteína refleja su capacidad para infectar y  replicarse. Lo 

mismo fue reportado por Ludert y colaboradores (2008) con VDEN-2.  Así, se 

podría especular que la menor producción de NS1 por  VDEN-3 de severos pudo 

deberse a menor habilidad de la cepa para infectar la célula. Como se muestra en 

la Figura 7, cuanto mayor el MOI la producción de NS1 por cepas de severos 

incrementó.  Al parecer, estas cepas  interaccionan con la célula con mayor 

dificultad comparadas con las leves, teniendo en cuenta que las segundas 

produjeron más NS1 inclusive comparadas con las del VDEN-2.  

 

Un factor que puede determinar la habilidad de la cepa para infectar y replicarse in 

vitro produciendo NS1, es el número de subcultivos en la  misma célula donde 

originalmente se aisló o en otras. Se ha sugerido que pases sucesivos resultan en  

mutaciones puntuales en el genoma viral favoreciendo o disminuyendo el ciclo 

replicativo del virus (Diamond et al 2000, Rico-Hesse et al 1998). En este estudio, 

cada una de las cepas seleccionadas presentaban solamente cuatro pases en 

células de mosquito (clon C6/36) antes de ser usadas para infectar células Vero o 

BKH-21. Así, diferencias en los resultados no podrían ser atribuibles a diferencias 

en la adaptabilidad previa a la célula. 

 

Ha sido demostrado que la proteína E del virus es fundamental en las etapas de 

adsorción y penetración del ciclo replicativo. El reemplazo del aminoácido 

asparagina por ácido aspártico en la posición 390 favorece la infección celular 

(Sanchez et al. 1996, Leitmeyer et al. 1999, Pryor et al. 2001, Rodríguez  & 

Guzman 2005). En este contexto, se podría especular que la menor habilidad de 

las cepas del VDEN-3 de casos severos podría deberse a divergencia del gen E 

con respecto a la misma secuencia de las leves. Esto no fue demostrado en un 

estudio con cepas de Santander incluidas las seleccionadas para este: las cepas 

de casos leves y severos formaron un mismo grupo filogenético (Villabona et al 

2009). Lo mismo informaron Diaz y colaboradores con cepas de VDEN-2 del 

mismo Departamento incluyendo las de este estudio. Consecuentemente, las 
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diferencias entre las cepas para replicarse in vitro no podrían atribuirse a 

divergencia del gen E. 

 

En este estudio y en otros (Diamond et al. 2000, Ludert et al. 2008, Hanley et al. 

2008) se ha demostrado que la progenie in vitro de una cepa del VDEN  difiere 

dependiendo del tipo de célula. Así, los resultados de los experimentos con líneas 

celulares de animales tienen limitaciones en términos de su confiabilidad para 

inferir lo que ocurre en la célula humana.  Bajo esta circunstancia, se recomienda 

realizar experimentos con cultivos primarios de células humanas ya que no 

presentan modificaciones genéticas que puedan modular la infección viral. En este 

trabajo no se hicieron experimentos con este tipo de cultivos por dificultades 

técnicas y para obtener la fuente de células. Como alternativa, se evaluó el nivel 

sérico de NS1 en pacientes infectados con los serotipos estudiados. 

 

En un primer análisis, no se encontraron diferencias en el nivel sérico de NS1 en 

infectados con VDEN-3 con respecto a infectados con VDEN-2 (Figura 8). Este  

resultado difiere del reportado por  Alcon-LePoder y colaboradores (2006) quienes 

encontraron  7.5 veces más proteína  en infectados con VDEN-2 comparado con 

el otro serotipo. Dos razones podrían ser consideradas para  explicar las 

diferencias entre los estudios: i) el  ensayo - en este se utilizó un estuche 

comercial (E-DEN01P, Panbio) que calcula la concentración de la proteína de 

manera indirecta, esto es, en relación con intensidad de color de la reacción 

(Unidades de DO). En el otro estudio se utilizó una prueba casera que calcula la 

concentración directamente, es decir, usando una curva de calibración generada 

con variadas concentraciones (µg/mL) de la proteína. ii) la cohorte de pacientes - 

en este  la mayoría (73.5%) de infectados con VDEN-3 fueron primarios y la 

mayoría (57.7%) con VDEN-2 secundarios. Como se muestra en la Tabla 3, con 

respecto a infección con el VDEN-2 el nivel de NS1 fue notoriamente menor en 

secundaria que primaria. Otros han encontrado que en  infecciones secundarias la 

NS1 se detecta con menor frecuencia  y se ha sugerido que se debe a la 
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formación de complejos proteína-anticuerpos que no se pueden detectar en el 

ELISA (Lapphra et al. 2008, Sekaran et al. 2007, Kumarasamy et al. 2007, 

Blacksell et al. 2008, Chuansumrit et al. 2008).   

 

En un segundo análisis,  el nivel sérico de NS1 se relacionó con la severidad del 

dengue con cada serotipo y no se encontraron diferencias (Figura 9). Es probable 

que el resultado sea debido  al escaso número  de pacientes que sufrieron dengue 

severo. No fue posible incluir más pacientes con infección primaria debido a que la 

secundaria por VDEN-2 es más frecuente  y la mayoría sufren dengue leve y los 

casos severos por VDEN-3 fueron muy raros (Ocazionez et al.2006). Estudios de 

otros autores sobre asociación entre nivel sérico de NS1 y severidad del dengue 

en infecciones por VDEN-3 o VDEN-2 no se encontraron. En algunos se  ha 

comparado el nivel entre pacientes con severidad distinta pero sin referencia al 

serotipo del virus y los resultados no son concluyentes. Esto es, igual nivel de NS1 

en casos severos y leves (Lapphra et al. 2008); mayor nivel en severos (Libraty et 

al 2002, Arivutnan et al. 2006) o mayor nivel en leves (Chuansumrit et al. 2008).    

 

5.2. SUSCEPTIBILIDAD A LA NEUTRALIZACIÓN CRUZADA COMO 

MARCADOR DE VIRULENCIA DE LA CEPA DEL VIRUS  

 

La susceptibilidad a neutralización por anticuerpos contra un serotipo no 

relacionado, se ha sugerido como marcador de virulencia. Kochel y colaboradores 

(2002) reportaron que cepas del VDEN-2 genotipo III resultaron  menos 

susceptibles que cepas del genotipo V con base en la dilución de suero anti-

VDEN-1 necesaria para reducir 50% de placas en un ensayo de PRNT. Con las 

primeras, consideradas más virulentas, la dilución fue menor, es decir, requieren 

mayor cantidad de anticuerpo y por lo mismo son menos susceptibles. En este 

estudio no se encontraron diferencias entre cepas del mismo serotipo ni tampoco 

entre si usando también suero inmune contra el VDEN-1 y el PRNT con 50% de 

reducción (Tabla 5).  



60 

 

La diferencia de resultados sobre neutralización cruzada entre los dos estudios 

podría deberse a:  

 

i) el diseño del ensayo -   en el estudio se analizaron cepas de cada serotipo del 

mismo genotipo y distintas a las de Kochel que usó cepas de dos  genotipos de un 

mismo serotipo. Diferencias en la secuencia de aminoácidos de la proteina E (el 

antígeno más reconocido que liga anticuerpos neutralizantes) con cambio de 

antigenicidad, han sido descritas para cepas usadas en el estudio de Kochel 

(Sanchez et al. 1996, Leitmeyer et al. 1999, Pryor et al. 2001, Rodríguez  & 

Guzman 2005). Mientras que, las cepas de este estudio de cada serotipo no 

mostraron divergencia en el gen E en estudios previos (Diaz 2007, Villabona et al. 

2009) sugiriendo ausencia de variación antigénica de la proteína.   

 

ii) el suero inmune -  se ha considerado que la neutralización depende de la 

afinidad del anticuerpo por el antígeno lo cual refleja su especificidad. Así, sueros 

de fase aguda estarían constituidos de un pool de anticuerpos con alta y baja 

especificidad debido a la respuesta robusta característica de los Flavivirus en esta 

fase. Con el tiempo, los anticuerpos menos específicos desaparecen  quedando 

los otros de por vida (Pierson et al. 2007, Halstead 2009).  En este estudio se 

usaron sueros colectados 15 - 30 días después de inicio de síntomas por lo que se 

esperaría baja especificad de los anticuerpos y en consecuencia  las diferencias 

entre las cepas no serían notorias. En contraste, en el estudio de Kochel se 

usaron sueros de individuos sanos que sufrieron dengue varios años antes de la 

colecta. En este caso, sería esperado que los anticuerpos presentaran mayor 

especificidad facilitando observar las diferencias. En este estudio también se 

exploró la susceptibilidad a la neutralización de cepas VDEN frente a suero 

reactivo a los 4 serotipos del virus de individuos que sufrieron dengue en el 

pasado  y tampoco se encontraron diferencias (datos no mostrados).  
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5.3 LOS HALLAZGOS DEL ESTUDIO EN EL CONTEXTO DE LA TRASMISIÓN 

LOCAL DEL VDEN 

 

En Santander, el VDEN-3 se introdujo en 2001 y hasta 2007 fue el serotipo 

predominante desplazando el VDEN-1 y -4 y con ocasionales aislamientos del 

VDEN-2. La permanencia del VDEN-3 en esos 6 años coincidió con un incremento 

notorio de casos que fue sostenido al menos 3 años consecutivos, siendo la 

frecuencia de severos menor  a la de años anteriores. Además, la mayoría de las 

infecciones por este serotipo fueron primarias (Ocazionez et al. 2006, Gómez et al. 

2008). En este contexto se podría especular que la cepa introducida porta bajo 

potencial para causar enfermedad severa y alto para diseminarse entre la 

población que no posee anticuerpos previos contra VDEN. Así, infecciones 

secundarias por cepas virulentas serían raras y en consecuencia  raros los casos 

de dengue hemorrágico en la población.   

 

La baja frecuencia de cepas virulentas del VDEN-3 en Santander podría 

relacionarse con dificultad para infectar al mosquito y al humano, y al contrario 

sería con las cepas menos virulentas favoreciendo su transmisibilidad. Se podría 

asumir que las cepas que tienen mayor capacidad de adaptación a la célula 

huésped se logran mantener circulantes entre la población y como tal serían las 

responsables de los brotes de la enfermedad. Al menos en relación con 

replicación in vitro los hallazgos de este estudio respaldan  este supuesto. Por otro 

lado, se ha sugerido que la adaptabilidad a la célula determina en buena parte la 

predominancia de un serotipo sobre los otros. Como se anotó arriba, en Santander 

el VDEN-3 desplazó al VDEN-2 y esto supone que el primero sería más hábil para 

replicarse. Esto se observó en este estudio, las cepas del VDEN-3 de casos leves 

(supuestamente más frecuentes) secretaron más NS1  inclusive que las de casos 

severos del VDEN-2.  
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Holmes (2006) y Rico-Hesse (2010) han propuesto que la relación entre virulencia 

y transmisión se podría explicar como un “trade-off” evolutivo donde el virus y la 

célula logran un equilibrio que busca optimizar las condiciones dentro del 

hospedero; la maquinaria replicativa se limita al nivel donde no cause daño a la 

célula huésped. La deriva genética y la selección natural modulan la virulencia y 

permiten la supervivencia del virus. Así, cepas que surgen como un linaje distinto 

que no poseen la misma afinidad al hospedero que otro linaje tienden a 

desaparecer. No obstante, algunas cepas  lo logran  causando un daño mayor en 

el hospedero que desregula la relación establecida resultando en infecciones 

severas. Esta proposición sustenta el hecho de que el dengue tiende a ser una 

enfermedad de infecciones leves, y consecuentemente la ocurrencia de casos 

severos es un evento raro.  En este contexto, podría ser que la población de 

VDEN-3 de Santander fue sometida a esa selección natural purificante  y esto se 

relacione con las diferencias de  replicación in vitro,  y a nivel epidemiológico con 

la predominancia del serotipo sobre los otros  y el hallazgo de que la mayoría de 

casos resultaron leves.  
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6. CONCLUSIONES 

 

El mayor potencial de cepa del VDEN-3 para causar dengue severo se relacionó 

con menor  habilidad para replicarse in vitro produciendo  NS1. Así, podría 

inferirse que estas cepas, comparadas con las de menor potencial virulento, 

tendrían menor capacidad para  replicarse en el infectado y el mosquito y por 

consiguiente menor transmisión en la población, Esto podría explicar en parte la 

baja frecuencia de casos de dengue severo durante 6 años de abundancia  del 

serotipo en el Departamento de Santander.  

 

Con respecto al VDEN-2, aunque las cepas con mayor potencial virulento  

produjeron más proteína NS1 que las de menor potencial, la asociación precisa 

con severidad no es concluyente  debido a que la diferencia no fue 

estadísticamente significativa. Para concluir más precisamente, son necesarios 

estudios con más cepas locales, de otras regiones de Colombia y de otros países. 

 

Las cepas del VDEN-3 de casos leves resultaron más hábiles para sintetizar NS1 

in vitro, y por consiguiente replicarse,  que cepas del VDEN-2. Esto podría estar 

relacionado con el desplazamiento del VDEN-2 visto durante los años de la mayor 

dominancia del VDEN-3. Se requiere confirmar si estas diferencias también se 

presentan con el  mosquito Aedes aegypti. 

 

Los resultados del estudio no permiten concluir sobre la utilidad del  nivel sérico de 

la proteína NS1, como marcador que  diferencie casos de dengue severo de los 

leves por infección con VDEN-3 y VDEN-2. Para definir esta relación con mayor 

precisión se requiere realizar un estudio con seguimiento de una cohorte de 

pacientes con mayor número de casos severos  y controlando variables como 

edad y día de colecta del suero.  
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La síntesis in vitro de NS1 reflejó la magnitud de replicación de la cepa del VDEN 

y como tal podría usarse como marcador de magnitud de la viremia en el 

infectado. Esto podría ser de utilidad en modelos animales cuando se requiere 

evaluar el efecto antiviral de un compuesto o un candidato a vacuna. 

 

La susceptibilidad a la neutralización cruzada por anticuerpos contra el VDEN-1 no 

resultó ser un marcador que refleje el potencial de la cepa del VDEN-3 y VDEN-2 

para causar dengue severo, ni tampoco diferencias antigénicas  entre los dos 

serotipos. Se requieren más estudios incluyendo mayor número de sueros de 

casos con historia pasada de dengue y otras cepas del virus para definir con 

mayor precisión esta asociación. Esto podría aportar al conocimiento de las 

causas que expliquen por qué la infección por VDEN-3 de individuos con 

anticuerpos previos contra dengue fue un evento muy raro en Santander.  

Este estudio es el primero realizado en Colombia y constituye un aporte al 

conocimiento de las propiedades biológicas de las cepas del VDEN-3 y VDEN-2 

determinantes del potencial para causar epidemias y mayor severidad de la 

enfermedad en el infectado.  
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