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Resumen

El virus del dengue (DENV) es el agente causal de la enfermedad conocida como dengue, que es la principal enfermedad viral transmitida por artré-
podos en el mundo. EI DENV es un flavivirus que ingresa por endocitosis y se replica en el citoplasma de la célula infectada, originando tres proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales, sobre las cuales se conocen sélo algunas de sus funciones en la replicacion viral o en la infeccién. El
ciclo viral que ocurre en las células infectadas hasta ahora estd comenzando a aclararse y su conocimiento permitira en el futuro proximo disefiar
racionalmente moléculas que lo intervengan y eviten la replicacion del virus. Durante la infeccion, el individuo puede presentar fiebre indiferenciada
0, en otros casos, puede presentar un proceso generalizado de activacion de la respuesta inmunitaria innata y adquirida, lo cual provoca la liberacion
de factores inflamatorios solubles que alteran la fisiologia de los tejidos, principalmente el endotelio, conllevando al desarrollo de manifestaciones
clinicas graves. Aunque se ha identificado un gran nimero de factores del individuo asociados al desarrollo de la enfermedad por DENV, queda por
identificar el papel de las diferentes proteinas virales en la patogenia de la enfermedad. En la presente revision, se presenta una breve actualizacion
sobre la estructura y biologia del DENV, de su ciclo viral intracelular y, finalmente, se introducen algunos conceptos sobre la inmunopatogenia de
la enfermedad producida por este agente.
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Abstract

Dengue virus (DENV) is responsible for the clinical entity known as dengue that is a great concern for economy and public health of tropical countries.
This flavivirus is a single strand RNA virus that after their translation and replication in host cells produces three structural and seven non-structural
proteins with specific function in replication or cell binding process that we will describe here. Intracellular viral cycle has begun to be described and
this knowledge will impact the rational design of new antiviral drugs. Patients suffering dengue can have an undifferentiated fever or in the severe
cases, show an aberrant immunological activation process that lead to soluble inflammatory mediators secretion, affecting tissue function, mainly
endothelium. This organ dysfunction is associated with plasma leakage and coagulatory imbalance. Despite it has been recently described some host
factors associated with severity of infection, it remains unknown some aspects of viral biology or the role of DENV proteins in disease pathogenesis. This
article pretends to make an updated revision about DENV structure, cell viral cycle and introduce some concepts about dengue immunopathogenesis.
Key words: Dengue Virus, structure, assembly, immunopathogenesis

te que circulen, cada vez con menos restriccio-
nes ecologicas, tanto el virus como el mosquito
@3 La circulacion del DENV entre humanos y
mosquitos se presenta cuando el mosquito se
alimenta con la sangre de un individuo virémico.
Asi, el mosquito, al ingerir sangre humana infec-

Introduccion

El virus del dengue (DENV, acrénimo oficial) per-
tenece al serocomplejo dengue, género Flavivi-
rus, familia Flaviviridae. Este serocomplejo esta
conformado por cuatro serotipos denominados

DENV1 a DENVA. Los cuatro serotipos circulan
periddicamente en areas endémicas e hiperen-
démicas y, sin distincion alguna, todos causan la
enfermedad conocida como dengue @.

El DENV es transmitido por mosquitos hembra
del género Aedes (especies aegyptiy albopictus),
distribuidos actualmente en todos los paises tro-
picales y subtropicales del mundo, lo que permi-

tada, favorece la infeccién de las células epite-
liales de su intestino; luego, las particulas virales
producidas en estas células, son liberadas al he-
mocele y hacia algunos 6rganos del mosquito,
como las glandulas salivares, las cuales se con-
vierten en 6rganos reservorios para el virus. La
infeccion en el humano se presenta cuando este
mosquito infectado pica nuevamente para ali-
mentarse, liberando saliva y virus.
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Luego de cuatro o cinco dias, el paciente
desarrolla fiebre y dolores generalizados, y se
puede detectar virus en la sangre (viremia); des-
pués, hay un periodo de disminucion de la fiebre
y de recuperacion que no deja secuelas #°. Sin
embargo, durante la infeccién, otros pacientes
desarrollan cuadros clinicos méas graves, como
hemorragias y choque hipovolémico, que pue-
den dejar secuelas o incluso causar la muerte.

En Colombia, el aumento de casos por dengue
en los ultimos 10 afios ha sido considerable. El
Instituto Nacional de Salud reportd para el afio
2000 un total de 22.775 casos por dengue, de
los cuales, 1.093 fueron dengue grave (mani-
festaciones mas criticas de la enfermedad), con
14 personas fallecidas, mientras que para el afio
2009, se reportaron 55.592 casos, de los cuales,
7.131 fueron dengue grave y fallecieron 52 per-
sonas. Para el afio 2010, se report6 una epide-
mia en la que se informaron méas de 150.000 ca-
sos de dengue, de los cuales, 94 % (143.791) fue
dengue clasico y el 6 % restante correspondio
a dengue grave, con una mortalidad de 2,24 %
(217 casos letales), muy por encima de lo que se
reporta normalmente (maximo, 2 %).

Los departamentos mas afectados por la enfer-
medad en el 2010 fueron: Antioquia (17,7 %),
Valle (13,2 %), Santander (12,9 %), Risaralda (7,7
%), Tolima (6,8 %) y Quindio (6,0 %). Ademas,
durante este periodo se identificaron en circula-
cion los cuatro serotipos de DENV; los mas fre-
cuentes fueron DENV1 y DENV2, y la poblacion
mas afectada por la enfermedad fueron los me-
nores de 15 afios ©7).

Esta situacidon pone de relieve que en nuestro
pais el dengue sigue siendo una seria preocupa-
cion en salud, pues los factores que agudizan el
problema estan lejos de solucionarse. Entre es-
tos factores, que hacen previsible la continuidad
en el aumento de la morbilidad y mortalidad, se
cuentan, por ejemplo, la infestacion del mos-
quito en mas de 90 % del territorio nacional, el
cambio climético y la circulacidn simultanea de
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los cuatro serotipos. El aumento en los indices
de presencia de mosquitos podria deberse a la
resistencia que han venido adquiriendo los vec-
tores al insecticida temefos @, y al poco impacto
que tienen las politicas de prevencion y control
del vector en las areas endémicas y en riesgo.
Ademas, el aumento de las poblaciones del vec-
tor podria deberse a los cambios en el estilo de
vida de las personas, que favorecen la presencia
del mosquito en los domicilios que, junto con
los cambios climaticos, han hecho que los ciclos
epidemiologicos sean mas cortos. La pobreza
extrema y el conflicto armado han obligado al
desplazamiento forzado de algunas poblaciones
hacia regiones endémicas o con presencia del
mosquito, lo cual aumenta las probabilidades de
infeccion y reinfeccion; esto ultimo podria expli-
car el aumento de casos por dengue con mani-
festaciones hemorragicas ©.

Dada la importancia clinica y epidemioldgica
que tiene el dengue en nuestro pais y en paises
de Centroamérica y Suramérica, la presente revi-
sién del tema pretende entregar informacion ac-
tualizada sobre el microorganismo en términos
de su estructura y ciclo viral, ademas de algunos
elementos generales sobre la inmunopatogenia
de la infeccion por DENV, con el propdsito de
que sirva como herramienta a los profesionales
del sector salud y los profesores y estudiantes,
para comprender mejor el reto al cual nos esta-
mos enfrentando.

Virus del dengue

El DENV es un virus icosaedro de 50 nm, aproxi-
madamente, conformado por una membrana
lipidica (obtenida de las células del huésped),
sobre la cual se insertan las proteinas de mem-
brana y de envoltura. El interior del virus con-
tiene el complejo riboproteico conformado por
la proteina de la capside y el genoma viral que
consiste en una Unica hebra de ARN de sentido
positivo que codifica para un polipéptido Unico,
que contiene tanto las proteinas estructurales,
que haran parte de la particula viral, como las
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proteinas no estructurales, que intervienen du-
rante los procesos de ensamblaje y replicacion
del ARN gendmico, entre otras (figura 1) @.

A. RNA genémico del virus DENV
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Figura 1A. Esquema de la organizacién del genoma del virus del
dengue. Es un ARN de cadena sencilla con un Unico marco abierto
de lectura que comienza hacia el extremo 5' no traducido y que
contiene los genes estructurales y no estructurales. B. Esquema de la
poliproteina sintetizada que muestra la organizacion de las proteinas
estructurales (C, prM y E) y las no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5). C. Topologia propuesta de las proteinas
estructurales y no estructurales del DENV en el reticulo endoplasmico.
Los dominios transmembrana se muestran como cilindros blancos y,
los dominios asociados con la membrana, como cilindros grises. Los
sitios reconocidos y cortados por la peptidasa de sefial (signalase) se
marcan con tridngulos, el sitio de corte de la proteasa celular furina se
sefiala con una flecha blanca y los sitios de clivaje hechos por la NS3
se muestran con flechas negras.

Proteinas virales

Proteinas estructurales. Proteina C. La proteina
de la capside, también conocida como proteina
core o de cubierta, pesa 11 kDa, aproximadamen-
te. Su estructura secundaria consiste en cuatro
hélices alfa que cumplen diferentes funciones: las
hélices 3 y 4 son hidrofébicas y anclan la proteina
a la membrana del reticulo endoplasmico.

La hélice 1, ubicada en el extremo N-terminal de
la proteina y orientada hacia el citoplasma, posee
aminoacidos de caracter basico que se asocian y
unen fuertemente al ARN gendmico recién sin-
tetizado; de esta manera, se forma el complejo
riboproteico o nucleocapside que protege al ARN
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viral de la degradacién y promueve la organiza-
cion del ARN en el interior de la particula viral en
formacién. La nucleocapside se estabiliza por la
interaccién de varios homodimeros antiparalelos
de la proteina C, que rodean con gran afinidad y
especificidad a la hebra de ARN viral @9,

La hélice 2 posee una naturaleza muy hidrofo-
bica que interviene durante el ensamblaje de la
ribonucleoproteina y de la particula viral. En el
primer caso, actla como una bisagra que favo-
rece el acercamiento del ARN viral al resto de la
proteina C anclada en la membrana del reticulo
endoplasmico. Por otro lado, la hélice 2 recluta
pequefias gotas lipidicas (lipid droplets), presen-
tes en el citoplasma, que promueven la formacion
de la particula viral ®. Ademas, la proteina de la
capside anclada en el reticulo endoplasmico inte-
ractla con las proteinas precursora de membrana
(prM) y de envoltura, para favorecer y completar
el ensamblaje de las particulas virales 21213,

Proteina precursora de membrana (prM) y pro-
teina de membrana (M). La proteina precursora
de membrana (prM) tiene un peso molecular de
26 kDa y esta presente en los viriones inmaduros
y junto con la proteina M, participa fundamental-
mente en el proceso de maduracion de la particula
viral. La proteina precursora de membrana es pro-
cesada después de la transduccion por la proteasa
celular furina, que la divide en dos y genera, por
un lado, el péptido pr, y por otro, la proteina M,
gue queda con un peso molecular de 8 kDa @14, La
proteina tiene dos dominios transmembrana y un
ectodominio de 40 aminoacidos, aproximadamen-
te @19, Este Ultimo, segun lo descrito por Catteau
et al., puede inducir apoptosis en diferentes lineas
celulares tumorales. Con el fin de precisar la region
del ectodominio que induce apoptosis, mediante
técnicas de biologia molecular, estos investigado-
res identificaron un péptido de nueve aminoacidos
que corresponde a los residuos 32 al 40 del do-
minio externo, que fue llamado ApoptoM, como
el responsable de inducir la muerte de las células.
La sefial pro-apoptotica de ApoptoM se induce
solamente cuando este dominio es transportado
por la ruta secretoria de la célula y se puede inhibir
cuando el ectodominio se ancla al reticulo endo-
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plasmico o cuando se le adiciona el péptido sefal
KDEL, que marca a las proteinas para ser devuel-
tas al reticulo endoplasmico. Estos resultados su-
gieren que el péptido ApoptoM de la proteina M
podria estar involucrado en la muerte celular y el
dafio tisular sufrido durante la infeccién @,

Proteina de envoltura E. La proteina de envoltura
tiene un peso molecular de 50 kDa, posee tres do-
minios denominados I, I y III, y se distribuye sobre
la superficie del virus, formando complejos homo-
diméricos de tipo cabeza-cola. Los dominios I y III
de cada uno de las proteinas del homodimero son
determinantes para las interacciones entre el virus
y los receptores de las células vulnerables. Por otra
parte, la glucoproteina E es el principal inmuno-
geno del virus, por lo tanto estimula la respuesta
inmune del individuo e induce la produccion de
anticuerpos neutralizadores.

La importancia funcional de la proteina E radica
en que es la Unica proteina viral que interactda
con las moléculas receptoras de la membrana
plasmatica de las células vulnerables que favo-
recen la endocitosis del virus. Por lo tanto, las
mutaciones y modificaciones posteriores a la
transduccién que sufre esta proteina en cada ci-
clo de replicacion, pueden afectar directamente
la eficiencia de la replicacion, la virulencia y el
tropismo del DENV, al igual que puede regular el
establecimiento y el control de la infeccion por
parte del sistema inmunitario “16-23),

Proteinas no estructurales. NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5. La funcién o funciones
de cada una de las proteinas no estructurales
(NS, non structural proteins) del DENV se han
definido parcialmente. A continuacién, se des-
criben brevemente algunas de las funciones co-
nocidas de las proteinas no estructurales.

La proteina NS1 (46 kDa) forma dimeros o hexa-
meros asociados a balsas lipidicas (rafts) de la
membrana plasmatica @Y. También, se puede
hallar soluble en el citoplasma y en el espacio
extracelular; por esta razén, la NS1 puede esti-
mular al sistema inmunitario.
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Varios autores han demostrado en el suero de
pacientes infectados con DENV o con el virus de
encefalitis japonesa (JVE), la presencia de inmu-
noglobulinas dirigidas contra la proteina NS1.
Estos sueros se han evaluado in vitro y se ha de-
mostrado que las Ig contra la proteina NS1 de
ambos virus pueden estimular la lisis mediada
por el complemento y dependiente de anticuer-
pos, tanto en células infectadas como no infec-
tadas. Este Ultimo fenomeno podria explicar, por
lo menos en parte, los dafios funcionales del en-
dotelio, que conducen al sangrado y a la extra-
vasacion plasmatica, como se ha demostrado en

los pacientes con diagnéstico de dengue grave
(21,25-28)

La NS2A es una proteina de 22 kDa, aproxima-
damente, que in vitro promueve el ensamblaje y
la replicacién viral. Al parecer, la NS2A coordina
de un modo auin no muy bien definido, si el ARN
gendmico producido en cada ciclo de replica-
cion se utiliza como nueva plantilla para generar
las formas replicativas y los intermediarios repli-
cativos o si se asocia dentro de la nucleocapside
durante el ensamblaje viral ®. Por su parte, la
proteina NS2B (14 kDa) posee una regién hi-
drofébica que ancla a la membrana del reticulo
endoplasmico el complejo NS2B/NS3 vy luego,
por un procesamiento proteolitico, un pequefio
dominio hidrofilico de NS2B recién liberado in-
teractla con el dominio proteasa de la proteina
NS3 para actuar como cofactor de ésta 2339,

La proteina NS3 (70 kDa) es una proteina bipartita
gue posee en el extremo N-terminal un dominio
proteasa similar a la tripsina (NS3pro) y en el extre-
mo C-terminal posee un dominio con diferentes
actividades enzimaticas, que actia como trifosfa-
tasa de nucledtidos estimulada por ARN (NTPase)
y como helicasa del ARN (NS3Hel); ambas funcio-
nes son indispensables en la replicacion viral G132,
El dominio NS3Pro actua hidrolizando los comple-
jos NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/
NS5 del polipéptido (figura 1).

Como se comentd anteriormente, la funcion del

dominio NS3Pro depende de su asociacion con
la proteina NS2B, que le confiere estabilidad du-
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rante su actividad proteolitica, mientras que la
funcién helicasa permanece inhibida.

Mas recientemente, se encontr6 que la proteina
NS3 es la encargada de generar el ambiente lipi-
dico apropiado alrededor del reticulo endopléas-
mico, al reclutar enzimas celulares de la via de
sintesis de lipidos (Fatty Acid Synthase), lo cual
garantiza el inicio del ensamblaje 2.

Por otra parte, se ha sugerido que la proteina NS3
puede participar durante los procesos de ensam-
blaje y de transporte intracelular de los flavivi-
rus. Esta funcion ha sido sugerida por Patkar et
al. (2008), quienes demostraron que la mutacion
W349A en el dominio helicasa de la proteina NS3
del virus de la fiebre amarilla (YFV) afecta el en-
samblaje de las particulas virales sin disminuir la
capacidad de replicacion del ARN ©9,

Por otro lado, Chiou et al, (2003) evidenciaron
que la proteina NS3 del JEV se precipita simul-
tdneamente con la proteina TSG101 (Tumor Sus-
ceptibility Gene 101), que hace parte del com-
plejo ESCRT I (Endosomal Sorting Complex Re-
quired for Transport). Este complejo se forma en
el citoplasma y participa en la generacién de los
cuerpos multivesiculados de la célula, los cuales
intervienen en procesos de reciclaje y degrada-
cion de proteinas. La proteina TSG101 ha sido
reportada como una de las principales proteinas
celulares que promueven el ensamblaje del virus
de inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1) y el vi-
rus del Ebola 9. La otra funcién del la proteina
NS3 es actuar como helicasa (NS3Hel), desenro-
llando las estructuras secundarias que se forman
en el extremo 3" del ARN viral, para favorecer la
unién de la polimerasa NS5 sobre el ARN y dar
inicio a la replicacion ©9,

Por ultimo, la proteina NS5 es la méas conservada
entre todos los flavivirus. Esta proteina es mul-
tifuncional, ya que el extremo N-terminal posee
actividad enzimatica de metiltransferasa y gua-
nidiltransferasa, responsables del capping y la
metilacion del extremo 5 del ARN gendmico,
mientras que, en el extremo C-terminal, se ubica
el dominio de ARN polimerasa dependiente de
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ARN (RdRps) €7, Por lo tanto, la proteina NS5 ac-
tla como la Unica polimerasa durante la replica-
cion y transcripcién virales. Aunque estos proce-
sos suceden exclusivamente en el citoplasma de
la célula infectada, se ha identificado una sefial
de localizacién nuclear en la proteina NS5 que
facilita su importacién al nucleo; sin embargo, la
razon y la funcion de la NS5 en el nlcleo no se
conocen (303638),

Ciclo viral intracelular

Entrada, fusion y denudacion de la particula

La entrada del virus en células mamiferas y en
las de mosquito se inicia con el acercamiento del
DENV a la superficie de la célula; luego, la protei-
na E interactla con proteinas o proteoglucanos
de la membrana celular que median la unién y
la posterior endocitosis del virus #1729 (figura 2).

Experimentalmente, se ha demostrado que el do-
minio III de la proteina E interactUa con el receptor
para laminina LAMR1 (39,40), la proteina de ad-
hesion celular ICAM-3 o DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing
Non-integrin, CD209) “Y y con proteoglucanos
como el heparan sulfato #?, entre otras molécu-
las. La participacion de la proteina DC-SIGN en la
adsorcion de DENV, fue demostrada por Tassanee-
trithep et al. tras transfectar una poblacion de célu-
las dendriticas resistentes a la infeccion, las cuales,
cuando expresaron establemente el receptor, se
volvieron vulnerables a la infeccion con los cuatro
serotipos de DENV “9,

Tio et al. (2005) sometieron un homogenizado
de células de rifidn de cerdo (linea PS, clon D)
a una electroforesis en dos dimensiones y una
transferencia sobre nitrocelulosa; luego, evalua-
ron con un ensayo de VOPBA (Virus Overlay Pro-
tein Binding Assay) las posibles interacciones en-
tre las diferentes proteinas celulares y cada uno
de los cuatro serotipos del DENV. Las proteinas
que se unieron selectivamente a cada uno de
los virus, fueron analizadas por espectrometria
de masas de tipo MALDI-TOF, demostrando de
esta forma que el receptor para laminina LAMR1
interactUa especificamente con la proteina E de
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Figura 2. Diagrama del ciclo viral intracelular del virus del dengue y la localizacion subcelular de cada

uno de los eventos.

los serotipos 1, 2 'y 3 de DENV, lo cual sugiere
gue esta proteina es un posible receptor viral 9.
Estos hallazgos indicarian que, dependiendo del
tipo celular, los diferentes serotipos virales pue-
den utilizar diferentes moléculas receptoras.

Por otro lado, se ha demostrado que, para fa-
vorecer la entrada del virus a las células, partici-
pan los glucosaminoglucanos o proteoglucanos
presentes en la matriz extracelular o que estan
asociados a las proteinas de superficie de las
células. Los proteoglucanos como el heparan
sulfato, por su alta carga negativa, pueden ac-
tuar como un receptor primario para favorecer el
acercamiento de las particulas virales a la super-
ficie celular y, una vez establecido este acerca-
miento, facilitarian la interaccion de la proteina
E con proteinas de la superficie para favorecer la
endocitocis del virus “2.

El sistema de correceptores es el utilizado por
el virus HIV-1 que se une inicialmente al recep-
tor CD4, para luego interactuar con la molécu-
la CCR5 vy finalizar el proceso de entrada . La
participacion de un correceptor para la infeccién
por DENV, podria explicar por qué este virus
puede infectar diferentes tipos celulares “¥, pues
este mecanismo le permitiria al virus interactuar
inicialmente con el heparan sulfato presente en
casi todos los tipos celulares y luego asociarse
con un receptor, que promueva la endocitosis.

Este Ultimo evento depende de las clatrinas.

Luego, la vesicula endocitica se transforma en
un endosoma temprano y posteriormente en un
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endosoma tardio, el cual se fusiona con un liso-
soma que acidifica el pH de la vesicula. El cam-
bio de pH induce los cambios de conformacién
del dominio II de la proteina E, que favorecen
la exposicién y el anclaje inmediato del péptido
de fusion a la membrana de la vesicula, lo que
conlleva finalmente a la liberacidon de la nucleo-
capside al citoplasma “549,

Replicacion del ARN viral

Cuando la nucleocapside se halla libre en el cito-
plasma, se inician los procesos de traduccion y
replicacion del ARN @*30. E| ARN gendmico viral
del DENV es monocatenario de sentido positivo,
con un Unico marco de lectura que traduce un
polipéptido completo, el cual es procesado en el
reticulo endoplasmico por proteasas celulares y la
actividad NS3pro, que libera de forma ordenada a
las tres proteinas estructurales (C, prM/My E) y las
siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B.
NS3, NS4A, NS4B, NS5) encargadas de la replica-
cién del genoma y el ensamblaje viral @.

La replicacién del ARN viral es un proceso que
no estad totalmente entendido; sin embargo, in
vitro se han detectado tres especies de ARN, de-
nominadas ARN de 20S, 20/28S y 40S, segun el
valor del coeficiente de sedimentacion. Los ARN
de 20S conocidos como formas de replicacién,
no son degradados por las ARNasas y estan
constituidos por dos cadenas de ARN cada una
con polaridad contraria (negativa y positiva). La
existencia de las formas de replicacién sugiere
gue estas formas incluyen los intermediarios ne-
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gativos que actian como plantilla para la gene-
racién de los ARN de sentido positivo. El otro
tipo de ARN, los ARN heterogéneos de 20 a 28S,
son denominados intermediarios de replicacion
y corresponden a hebras de ARN de sentido po-
sitivo en proceso de elongacion.

Por ultimo, los ARN de 40S pueden ser degrada-
dos por ARNasas vy, al parecer, es el ARN gené-
mico encontrado en los virus ensamblados; por
lo tanto, estos ARN pueden ser utilizados para
la traduccion proteica o para conformar, junto
con proteina C la ribonucleoproteina, los nuevos
viriones @,

Durante la traduccién, el polipéptido recién sin-
tetizado es acompafado por las proteinas cha-
peronas BiP, calnexina y calreticulina; luego, cada
una de las proteinas virales se organiza en la
membrana del reticulo endoplasmico y es pro-
cesada por proteasas como la furina, la signala-
sa o la NS3Pro, para finalmente ser modificadas
después de la transduccion (plegamiento y glu-
cosilacién) ©3.50.5D,

Ensamblaje, maduracioén y liberacion del
DENV

Los mecanismos que promueven, regulan y
coordinan el ensamblaje del virus, no son co-
nocidos completamente. Sin embargo, por mi-
croscopia electrénica y criomicroscopia, se ha
sugerido que el proceso de ensamblaje de las
particulas del DENV sucede en distensiones del
reticulo endopladsmico denominadas membra-
nas “convolutas” (convolute), donde ocurre de
forma simultanea la traduccién de la proteina 'y
el ensamblaje del virus .

El proceso de ensamblaje comienza con la forma-
cion de la nucleocapside gracias a la interaccion
del ARN gendmico y la proteina C en presencia
de pequefas gotas de lipidos ®; sobre esta pri-
mera estructura luego se asocian las proteinas
prM/M vy E, que deben estar inmersas en la mem-
brana del reticulo endoplasmico. Posteriormente,
suceden dos etapas de maduracion de la parti-
cula viral. Primero se organizan de forma hete-

Infectio. 2011; 15(1): 33-43

rodimérica las proteinas prM/M y E, en donde la
primera recubre a la segunda; este recubrimiento
le confiere un aspecto rugoso a la superficie del
virus cuando se observa por microscopia electro-
nica. En el segundo paso, esta particula inmadura
transita desde el reticulo endoplasmico hasta las
regiones cis y trans del aparato de Golgi, donde
se inicia la segunda etapa de maduracién. En esta
ultima etapa, los cambios de conformacion y de
rotacion de la proteina E generan homotrimeros
antiparalelos de la misma, lo que le da una apa-
riencia lisa a la superficie del virus. Por Ultimo, un
nuevo procesamiento proteolitico sobre la pro-
teina prM/M por la proteasa furina, independiza
el péptido pry la proteina M. Esta nueva modifi-
cacion estabiliza los homotrimeros de E y mantie-
ne unido al péptido pr.

Finalmente, cuando el virus es liberado, el pH
neutro del espacio extracitoplasmico induce el
desprendimiento del péptido pry la proteina E
adquiere la conformacion final que puede ser
reconocida por las moléculas receptoras de la
célula sensible e iniciar un nuevo ciclo de infec-
cion en otra célula (figura 3) 13505257,
Patogenia del dengue

A
Proteina E

B Proteina E

roteina M

Figura 3. Esquema de los cambios rotacionales y de conformacién
de las proteinas prM, M y E en viriones inmaduros (A) durante el
ensamblaje en reticulo endoplésmico y virus maduros (B) detectados
en el espacio extracelular. El clivaje final de la prM es catalizado por
la proteasa celular furina, liberando el fragmento pr y permitiendo la
reacomodacion de la glucoproteina E.
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La morbilidad y mortalidad causadas por la in-
feccion por DENV, estan dadas por la compleji-
dad de eventos que se presentan en el transcur-
so de la infeccidn. Algunos pacientes desarrollan
cuadros febriles y dolores generalizados que se
resuelven rapidamente sin dejar secuelas. A este
tipo de manifestacién clinica se le conoce como
dengue (fiebre de dengue). Otros pacientes, por
el contrario, presentan dolores intensos, fiebre
alta e incrementos en la permeabilidad vascular,
lo que conlleva a la pérdida de plasma y hemo-
rragias pleurales y gastrointestinales, entre otros.
Estos signos son agrupados en dos entidades
clinicas conocidas como dengue con signos de
alarma y dengue grave con manifestaciones he-
morragicas o sin ellas, llamado anteriormente
dengue hemorragico, o fiebre hemorragica por
dengue @215863),

Las principales células diana de la infeccion por
DENV son los monocitos, los macréfagos, las cé-
lulas dendriticas y los linfocitos CD4+ y CD8+.
In vitro se ha reportado que se infectan células
del endotelio, varias lineas celulares hepaticas,
fibroblasticas y neuronales “Y. Una vez estable-
cida la infeccion en el huésped, las células expre-
san como primera linea de defensa el interferon
(IFN) de tipo I (o y B), que busca inhibir la repli-
cacion viral. Por otro lado, se inicia el proceso de
presentacion de antigenos mediante el comple-
jo mayor de histocompatibilidad (CMH) de tipo
Iy 1L lo que conlleva a que células como las NK
(natural killer) ataquen a las células infectadas y
liberen, junto a los linfocitos T, el IFN de tipo II
(y). Esta actividad es el fenédmeno responsable
del control de la infeccion, ya que se establece
un estado antiviral mediado por IFN que evita la
replicacion del virus en las células infectadas o la
infeccion de nuevas células. Ademas, esta sefia-
lizacidon puede inducir la apoptosis de las células
infectadas o alteradas ©°.

Por otro lado, los linfocitos T desempefan un
papel preponderante en el establecimiento y
control de la respuesta inmunitaria frente al vi-
rus. Tanto los linfocitos CD4+ como los CD8+
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estimulados por diferentes citocinas, como el
IFN (tipo Iy II) y el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), se activan y secretan citocinas que
pueden tener un caracter proinflamatorio o an-
tiinflamatorio.

En resumen, esta respuesta inmunitaria es la
gue normalmente se presenta en los pacientes
infectados por primera vez que logran resolver
la infeccion; sin embargo, en los pacientes que
sufren una nueva infeccién con un serotipo dife-
rente al que causo la primera (frecuente en zo-
nas endémicas donde circula mas de un serotipo
de DENV), ocurre un fendmeno que estimula y
exacerba la respuesta inmunitaria del paciente,
lo que aumenta las probabilidades de que desa-
rrolle dengue grave, con manifestaciones hemo-
rragicas o sin ellas 6468,

El desarrollo del dengue grave y su asociacién
con las reinfecciones esta bien argumentada
clinica y experimentalmente. Una de las teorias
mas aceptadas y polémica, se denomina poten-
ciacion de la infeccién dependiente o mediada
por anticuerpos, que se presenta cuando los an-
ticuerpos producidos y dirigidos contra el sero-
tipo de DENV que caus6 la infeccion por primera
vez, reconocen y forman complejos con el se-
gundo serotipo de virus causante de la reinfec-
cion. Estos complejos virus-anticuerpos se unen
a los monocitos y macréfagos mediante los re-
ceptores Fc, favoreciendo la penetracion del vi-
rus. Este mecanismo incrementa la proporcién
de células infectadas, la viremia y la capacidad
de dispersion del virus en el organismo. Esto
explica por qué algunos pacientes con dengue
grave poseen titulos virales mas altos en compa-
racién con los pacientes con dengue sin signos
de alarma. Ademas, el fenédmeno de la poten-
ciacion de la infeccion dependiente o mediada
por anticuerpos estimula la activacion en células
como linfocitos y macréfagos, induciendo la li-
beracion de citocinas y otros factores solubles
que alteran, entre otros aspectos, la fisiologia
del tejido endotelial, lo que facilita la extrava-
sacion y la formacién de edemas, petequias y
hemorragias (636669,
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La evidencia clinica de la potenciacion de la in-
feccion dependiente o mediada por anticuerpos
estd dada por los cientos de casos de dengue
grave con manifestaciones hemorragicas que se
han descrito en Tailandia, donde el dengue es
hiperendémico y la poblacién mas vulnerable a
la infeccion son los menores de 15 afos quie-
nes han sufrido por lo menos una infeccion por
DENV 9, Por otra parte, los menores de un afio
que presentan signos de dengue grave al ser
infectados por primera vez por un serotipo de
DENYV, desarrollan estos signos por la presencia
de anticuerpos anti-DENV transmitidos vertical-
mente por sus madres “Y. Sin embargo, la lite-
ratura también reporta casos de dengue grave
con manifestaciones hemorragicas en pacientes
infectados por primera vez. Esto sugiere que el
desarrollo de estas manifestaciones puede tener
otras causas adicionales, como la edad de los
pacientes %73, el sexo ©? y factores genéticos
del individuo, como la raza y algunos polimorfis-
mos asociados a los genes HLA, TNF-a, y CD209
7476 Por otra parte, el serotipo y el genotipo del
virus también pueden estar relacionados con la
gravedad de la enfermedad @.

Otro mecanismo que se ha asociado al desarro-
llo de dengue grave, es la lisis de las células en-
doteliales, mediada por complemento y depen-
diente de anticuerpos, especialmente aquellos
dirigidos contra NS1, que reconocen un antige-
no aun no identificado presente en la superficie
del endotelio. Esta interaccion activa el sistema
de complemento que altera la permeabilidad
vascular, induce la disfuncion del tejido vy lisis de
las células endoteliales @4+256477.78),

Por otro lado, la gravedad de la enfermedad
puede deberse a las grandes concentraciones y
a la constante permanencia de algunas de cito-
cinas producidas y liberadas por células como
linfocitos, macréfagos y endoteliales, entre
otras. Como se dijo anteriormente, las células
infectadas y las no infectadas, responden al esti-
mulo inducido por IFN de tipo Iy II que activan
sobre éstas, la proliferacion, la diferenciacion y
la apoptosis. Ademas, pueden estimular la ex-
presion de algunas moléculas de adhesion y de
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receptores que promueven de nuevo la expre-
sion de citocinas y otros mediadores solubles ©P.

Esta activacion inmunitaria constante sostiene
una sefalizacion que afecta a las células, alteran-
do la funcién del endotelio, de los linfocitos y de
los macrofagos ©06179, Entre los mediadores so-
lubles que se han detectado en pacientes infec-
tados con DENV, se encuentran citocinas de tipo
Thl y Th2 (T helper lymphocytes) secretadas por
linfocitos CD4+ o CD8+ (60617980 En pacientes
con diagnostico de dengue sin signos de alarma,
se detectan citocinas de tipo Thl como IFNy e
interleucina 2 (IL-2), mientras que, en los pacien-
tes con dengue grave, se detectan citocinas de
tipo Th2, como las IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10. Parti-
cularmente, la IL-8 se presenta en grandes con-
centraciones en el suero de estos pacientes y, en
algunos casos, este incremento se asocia con un
aumento en la permeabilidad vascular, la efusion
pleural y la muerte de los pacientes ),

El otro grupo de moléculas que se expresa en
exceso en las células infectadas y no infectadas,
son las moléculas de adhesiéon como ICAM-1,
VCAM-1, E, Ly P-selectina, entre otras. Estas mo-
léculas facilitan el reconocimiento, la unién y la
posterior diapédesis de células como los mono-
citos, que atraviesan la barrera endotelial y cir-
culan en los espacios intersticiales. Esto permite,
por un lado, la propagacién del virus a otras cé-
lulas y tejidos, y, por otro, el paso de liquido y
mediadores solubles que estimulan los procesos
inflamatorios © 678,

En resumen, durante la infeccion por DENV la
respuesta inmunitaria puede resolver la infec-
cion, sin causar grandes traumatismos en el in-
dividuo o, por el contrario, puede llevar al orga-
nismo a un aparente caos, donde la constante
estimulacidon conlleva a la activacion celular, el
aumento de la expresién de mediadores y de re-
ceptores que inducen en algunos casos dafios
tisulares irreversibles, lo que aumenta la grave-
dad de la enfermedad “ 46 60. 61,63, 74),

Finalmente, aunque en los Ultimos afios se han
definido e identificado varios factores que pueden
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favorecer directa o indirectamente el desarrollo de
las formas mas graves de dengue, no se han es-
tablecido con claridad las principales causas que
incrementan de forma notoria la respuesta inmu-
nitaria en algunos pacientes. Ademas, el aumento
de casos de dengue con manifestaciones atipicas,
como miocarditis, encefalitis, hepatitis o insuficien-
cia renal, sugiere cambios en el perfil de la enfer-
medad que podrian deberse a cambios del tropis-
mo del virus; esto Ultimo muestra la necesidad de
conocer mas sobre el virus y los posibles meca-
nismos que esta utilizando para infectar diferentes
tipos celulares o diferentes tejidos.

En los Ultimos afios, a partir del conocimiento
de la estructura del virus, se ha propuesto, por
ejemplo, el bloqueo de la actividad NS3pro con
inhibidores especificos, el bloqueo de la polime-
rasa NS5 con nucle6tidos modificados y, mas
recientemente, se esta usando la deteccion de
la proteina NS1 en el suero, como una prueba
diagnostica de mayor sensibilidad.

Es indudable que el nuevo conocimiento sobre
la estructura y la funcién de las diferentes pro-
teinas virales y sobre el ciclo viral, aumenta las
posibilidades de plantear nuevas estrategias far-
macoldgicas o vacunales que permitan evitar o
tratar la enfermedad.
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