Fecha de recepcion: 11 de junio de 2012.
Fecha de aceptacidn: 18 de junio de 2012.

a, serotipos
i|a moleculaﬂ

12|nstituto Politécnico
Nacional, Reynosa,
Tamaulipas, México.
Centro de Biotecnologia
Gendmica,

Laboratorio de
jomedicina Molecular/
oratorio de Medicina de
Conservacion.

osquitos del g
la fiebre por a
3 or denque

Aedes aegypfi. Este vi
asf como sus formas
drome de shock por

| dengue. El virus se

*Autora para

respondencia; Instituto

* Politécnico Nacional. Centro
de Biotecnologfa Gendmica,
Laboratorio de Biomedicina
“Molecular. Blv. Del Maestro esq.
Elias Pifia. Col. Narciso Mendoza,
Reynosa, Tamaulipas, México.
C.P.88710.
slaredot1000@alumno.ipn.mx

I la pica-
8| agente
s: fiebre
Existen
en dos




ciclos de transmision y considerando el origen
de estas infecciones, se clasifica como selvatico
y urbano. Durante la infeccién y replicacion viral,
ocho proteinas son las que estdn involucradas
en la generacién y liberacién de los nuevos virus
maduros e infecciosos. En México los primeros
brotes del virus del dengue aparecieron en 194,
consiguiendo re-emerger en1978. Recientemente
se ha confirmado la circulacién de los cuatro se-
rotipos del virus del dengue en México. El articulo
ilustra la importancia de los genotipos que com-
ponen a los serotipos del virus del dengue. Estos
genotipos virales, contienen varias alteraciones
en las secuencias nucleotidicas. El estudio de la
distribucion de estas variantes gendmicas afiade
un nuevo nivel de complejidad al estudio de la in-
feccion por dengue en humanos.

PALABRAS CLAVE: Denque, serotipos, genoti-
pos, regiones endémicas, variantes gendmicas.

ABSTRACT

Dengue fever is one of the most important viral
diseases in the world. Dengue virus is transmitted
to humans by Aedes aegyptimosquitoes. This vi-
rus is the causative agent of dengue fever and se-
vere forms: dengue hemorrhagic fever and Den-
gue shock syndrome. There are four dengue virus
serotypes. The virus spreads in two transmission
cycles and considering the source of these infec-
tions, is classified as urban and sylvatic. During
viral infection and replication, eight proteins are
involved in the generation and release of new
viruses mature and infectious. In Mexico the
first outbreaks of dengue virus appeared in 1941,
getting re-emerge in 1978. Recently circulation of
all four serotypes of dengue virus in Mexico has
been confirmed. Each serotype has different gra-
des of genetic diversity that raise several genoty-
pes. These viral genotypes, contain several alte-
rations in the order of the nucleotidic sequences.
The study of the distribution of these genomic
variants adds another level of complexity to the
study of denque infection in humans. The article
illustrates the importance of Epidemiological of
dengue disease and the genotypes that make up
the dengue virus serotypes.

KEY WORDS: Dengue, serotypes, genotypes, en-
demic regions, genomic variants.
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INTRODUCCION

El dengue es una de las enfermedades virales
mas importantes a nivel mundial en términos de
morbilidad y mortalidad. Existen cuatro serotipos
virales antigénicamente distintos pero genéti-
camente emparentados (DENV-1, DENV-2 DENV-3,
DENV-4). Los cuatro serotipos son transmitidos a
los humanos por el principal vector del dengue,
el mosquito Aedes aegypti. El virus del dengue
(DENV) se mantiene en la naturaleza en dos ci-
clos de transmision, el urbano que es de mayor
importancia epidemioldgica en el cual involucra
al hombre y a mosquitos del género Aedes y el
ciclo selvatico en el cual participan primates no

humanos y mosquitos como Aedes furcifer, Ae-

des luteocephalus. La infeccidn por dengue se
manifiesta en diversos cuadros clinicos como la
fiebre por dengue (FD) y sus formas mds seve-
ras, la fiebre hemorragica por dengue/sindrome
de shock por dengue (FHD/SSD). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) calcula cada afio entre
50 y 100 millones de infecciones por el virus del
dengue en el mundo, y esta enfermedad ahora
es endémica en mds de 100 paises. El virus del
dengue contiene una hebra de ARN de cadena
sencilla y polaridad positiva con un genoma de
aproximadamente 11 kb. Durante la infeccién
el ARN viral es traducido en una poliproteina,
la cual se divide en proteinas estructurales
(C, M, E) y proteinas no estructurales (NSI, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) las cuales son expre-
sadas dentro de la célula del hospedero infectada.
En México el denque aparecid por primera vez en
1941 logrando erradicarse en 1963. Sin embargo,

dicha enfermedad re-emergid en 1978 debido al
abandono de las medidas del control del vector
y al aumento de la poblacién; a la fecha se ha
convertido en una amenaza para la salud publica.
Por otro lado el identificar el serotipo es de gran
importancia ya que estos difieren en la capaci-
dad de causa por FHD/SSD. Ademads el virus del
denque presenta variacion genética en cada se-
rotipo y ha permitido su integracién en genotipos
y algunos de estos tienen mayor “potencial pa-
togénico” que otros. En la actualidad se dispone
de una base de datos en linea de las secuencias
nucleotidicas de DENV aisladas a nivel mundial y
nacional de los serotipos presentes del virus del
denque. El presente articulo aborda una revision
sobre la estructura, el genoma y las variantes
gendmicas que presenta el virus del dengue. Ade-
mas algunos aspectos generales de la dindmica
de transmision e infeccion a causa del virus del
dengue. Asi como informacion actualizada sobre
la trascendencia epidemioldgica del denque en
nuestro pais.

ESTRUCTURA DEL VIRUS DEL DENGUE

El virus del dengue pertenece al género Flavi-
virus dentro de la familia Flaviviridae. La parti-
cula viral del DENV tiene un didmetro de 40-60
nanémetros (nm). La parte externa del DENV
estd formada por una nucleocapside esférica de
30 nm (Alcaraz-Estrada y col. 2010), la cual deriva
de la bicapa lipidica de la célula hospedera (Smith
y col. 2011). La nucleocdpside recubre a la membra-
na lipidica y esta a su vez rodea a la capside viral,
que protege al material genético del virus (ARN).



GENOMA DEL VIRUS DEL DENGUE

El genoma viral del DENV tiene una talla aproxi-
mada de 11 Kb y codifica a una poliproteina
ininterrumpida de aproximadamente 3000 re-
siduos de aminodcidos (Shu y Huang, 2004) y
estd flanqueada por dos regiones no traducidas
(RNT) (figura 1, modificada de Kuhn y col. 2002,
Guzmén y col. 2010). La poliproteina da lugar a3
proteinas estructurales (C, M, y E), 5 proteinas no
estructurales, la NS1, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5
y dos regiones no traducidas (King y col. 2008).
Todas estas proteinas juegan un papel en la re-
plicacién viral y en la unién a la célula del hos-
pedero (figura 1). La proteina C actda como un
emisor de sefiales a través de la membrana, que
permite su interaccién con el ARN viral y favore-
ce la formacién de la nucleocépside. La proteina
M, se localiza en los viriones inmaduros en forma
intracelular. La glicoproteina E forma parte de la
envoltura viral y constituye la principal proteina
estructural de los Flavivirus, y aparece en la su-
perficie del virién maduro.

La NST es una glicoproteina, y su principal
funcién es participar en el ensamblaje viral
(Dewiy col. 2009). Se han correlacionado niveles
elevados de NSI circulante en plasma en la fase
temprana de la enfermedad con el desarrollo de

su forma severa, llamada FHD. A la proteina NS2
la conforman dos subunidades, la NS2A y NS2B,
y puede encontrarse en la membrana y en po-
sibles sitios de replicacion del ARN. La proteina
NS2B estd asociada a lamembrana, formando un
complejo con NS3y es componente de la maqui-
naria enzimatica de replicacion del ARN viral. La
proteina NS4 da origen a NS4A y NS4B. Se con-
sidera que la proteina NS4 participa anclando
componentes de lareplicasa viral a lamembrana
celular (Welschy col. 2009). NS5 es la dltima pro-
teina codificada en el marco de lectura abierta, y
tiene una actividad ARN polimerasa dependiente
de ARN para la replicacion del ARN viral (Faheem
y col. 2011).

Existen cuatro distintos serotipos del virus
del dengue (DENV I-IV) (Nukui y col. 2006). La
infeccidn por dengue varia en periodos de tres
a 14 dias, con un promedio de cuatro a siete
dias (Gubler, 1998). Su espectro clinico puede
ser asintomatico durante los primeros dias o
puede presentarse con diversos sintomas de
severidad variable (Tomlinson y col. 2009). Los
cuatro serotipos del virus pueden causar: Fiebre
por Dengue, Fiebre Hemorrdgica por Dengue y
Sindrome de Shock por Dengue. De estos tres
padecimientos, la Fiebre por Dengue es la mas
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Fuentes: cortesia Demian Ayala.

com(n, y solo en caso grave se presentan los
otros dos cuadros clinicos. El agravamiento de la
enfermedad se ha asociado de acuerdo al sero-
tipo (Martina y col. 2009), ya que una reinfeccidn
con un serotipo diferente al que estuvo presente
en una primera infeccidn, tiende a desencadenar
la Fiebre Hemorragica por Dengue. Durante una
infeccion secundaria el gradiente de severidad
de los serotipos varia y se considera que es en el
siguiente orden: DENVZ2 > DENV3 > DENV1 > DENV4
(Guzman y col. 2000).

DINAMICA DE TRANSMISION

E INFECCION DEL VIRUS DEL DENGUE

Los cuatro serotipos del DENV se mantienen en
dos ciclos de transmision ecoldgicos y evoluti-
vamente distintos. El ciclo selvatico y el ciclo
urbano. El ciclo selvatico involucra a primates
no humanos y mosquitos arbdreos del género
Aedes. Este foco de transmision ha sido docu-
mentado en el este de Africa y la peninsula de
Malasia (Vasilaski y col. 201). El ciclo urbano in-
volucra a mosquitos del género Aedes aegyptiy
mosquitos del género Aedes albopictus. El mos-
quito A. albopictus sirve como vector primario
del dengue en paises en donde A. aegypti estd
ausente. En cambio en dreas rurales A. aegypti
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A) Estructura viral del DENYV, B) genoma del virus del dengue (modificado de Kuhn y col.

2002; Guzmadn y col. 2010).

Fgure 1. A) Viral structure of DENV, B) dengue virus genome (modified Kuhn and col. 2002;

Guzman and col. 2010).

permanece como vector principal del dengue en
donde ambas especies coexisten. En el ciclo urba-
no los humanos son los dnicos hospederos defi-
nitivos conocidos donde el virus puede replicarse
(Whitehead y col. 2007).

La infeccién por dengue comienza cuando el
vector (mosquito) se alimenta de sangre del hos-
pedero y el virus es introducido a este. La parti-
culaviral se une a la célula a través de receptores
de baja afinidad a la ubiquitina como DC-SIGN.

ESTADO SEROTIPO TOTAL
1 2 314
Campeche 98 10 0| 0] 108
Chiapas 2 6 010 8
México 1 2 0 (0 3
Michoacén 12 18 0|2 32
Tabasco 0 1 0 (0 1
Veracruz 0 1 0 (0 1
Yucatén 32 65 | 0 | 0 97
TOTAL 145 (103 | 0 | 2 | 250

Serotipos aislados de casos estimados de

dengue por entidad federativa, México 2012

(SSA, 2012b).

Table 1. Serotypes isolated from cases of

dengue estimates by state, Mexico 2012 (SSA,

2012b).

Aislamientos reportados por InDRE hasta la semana 18 del 2012.
Fuente: SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de Vigilancia

Epidemioldgica de Dengue.

Después de la union viral se produce la entrada
del virién a la célula vulnerable del hospedero
mediada por endocitosis (Clyde y col. 2006). Des-
pués la vesicula endocitica se acidifica, la nucleo-
capside entra al citoplasma y el genoma de RNA
viral es liberado. El genoma es traducido a una
poliproteina sencill, la cual sufre modificaciones
(Rodenhuis y col. 2010) por los componentes celu-
lares del hospedero y las proteasas virales. El fin
es producir en la célula proteinas para la replica-
cion viral y empaquetamiento. La replicacion viral
se lleva a cabo en las membranas intracelulares
y se unen al reticulo endopldsmico. Nuevamen-
te se vuelven a unir las particulas virales y son
transportadas al aparato de Golgi. Por dltimo las
particulas maduras del virus son liberadas por
exocitosis.

FACTORES PROBABLES QUE INVOLUCRAN
LA PERMANENCIA DEL MOSQUITO DEL
DENGUE

La dispersion del vector A. aegypti aln repre-
senta un serio riesgo en México. Aln con las
aplicaciones de medidas de prevencién promo-
vidas por la Secretaria de Salud, el mosquito,
vuelve a surgir, s se presentan las condiciones
adecuadas para su reproduccion, el cual toma
aproximadamente 10 dias (Carrillo-Valenzo y col.
2010). Estos mosquitos tienen la caracteristica de
resistir grandes periodos de desecacidn, cuando
se encuentran en condiciones no favorables. Esto
se convierte en una epidemia dificil de erradicar.
Debido a la inexistencia de una vacuna sequra y

La dispersion del
vector A degypti ain
representa un serio
riesgo en México

efectiva que proteja contra los cuatro serotipos
del dengue (Ramos, 2010).

SITUACION EPIDEMIOLOGICA, INCIDENCIA Y
SEROTIPOS DEL DENGUE QUE HAN ESTADO
PRESENTES EN MEXICO

Se estiman de 50-100 millones de casos de FD y de
250000 a500 000 casos de FHD/SSD por afio alre-
dedor del mundo (Smith y col. 2011). Los primeros
registros de epidemias por DENV, aparecieron en
el sureste de Asia (King y col. 2008), propagéndo-
se debido al traslado inter-continental, el cual fa-
cilité la dispersion del vector. En México, durante
los Gltimos 71 afios se ha extendido principalmen-
te por las regiones tropicales y subtropicales del
pais. El primer registro que se tiene de la transmi-
sion del virus del dengue en México data de 1941,
donde se inform¢ de 6955 casos por cada 100 000
habitantes (Narro-Robles y col. 1995). Para el afio
1963, los casos descendieron, debido a las cam-
pafias de erradicacion del mosquito. En 1978 se
presentd la primera re-emergencia de DENV-1 en
Tapachula, Chiapas con 38 casos, a consecuencia
del abandono de las actividades de exterminacion
del mosquito. En 1984 se reportaron 5 000 casos
de FDy por FHD. En 1985, FD fue diagnosticada en
25 de los 32 estados con los serotipos DENV-1-2-4.
Posteriormente en 1995 se demostré la circula-
cién viral de mas de un serotipo al mismo tiempo
en 27 de los 32 estados de la Repliblica Mexicana
(Narroy col.1995). En 1998-2002 se reportaron 52
876 casos de FD, de los cuales 1637 se identifi-
caron como FHD, presentados en Nuevo Ledn, Ta-
maulipas, Veracruz y Oaxaca (Pérez y col. 2009).
En el 2002 nuevamente se registré un aumento
en casos de FHD/SSD con mas de 1000 casos.
Delldeeneroalldemayo, sereportaron untotal de
3394 casos, de estos casos 2 333 corresponde a
FD y 1061 casos a FHD. Los serotipos detectados
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*Incidencia de casos estimados por FD y FHD por 100 mil habitantes
*Los aislamientos de DENV-2 que aparecen en el Edo.de México corresponde a casos importados del
estado de Guerrero.

Fuente: SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de Vigilancia Epidemiolégica de Dengue.

Incidencia de casos estimados de dengue por entidad federativa, México 2012 (SSA, z2012a).
Fgure 2. Estimated incidence of dengue by state, México 2012 (SSA, 2012a).

se muestran en la tabla 1(SSA, 2012). Desde la re-
emergencia del dengue en 1978 y hasta el 2011 se
ha observado el comportamiento ciclico de sus
formas mds severas. En la figura 2 se ilustra la
circulacion de los serotipos aislados e incidencia
de casos por dengue en la semana 20 del periodo
2012.

VARIANTES GENOMICAS

DEL VIRUS DEL DENGUE

La clasificacion de los cuatro serotipos del DENV
tradicionalmente ha estado basada en sus propie-
dades antigénicas y recientemente en la similitud
de su secuencia nucleotidicas (Quintero y col.
2010). Los cambios en los nucledtidos y aminodci-
dos que cada uno de los cuatro virus del dengue
exhibe, representa un alto grado de variabilidad
genética debido a la falta de actividad a prueba
de errores de la RNA polimerasa, que contribuye a
la diferenciacion en el crecimiento, transmisién y
virulencia del virus del dengue (Dewi y col. 2009).
Anteriormente las variantes genéticas, como una
mutacién o una recombinacion de cada sero-

tipo de DENV habian sido clasificadas en varios
métodos. En los afios setenta los estudios mos-
traron la existencia de variantes antigénicas en
DENV-3 provenientes de cepas de Puerto Rico y
Haiti donde fueron antigénicamente diferentes
de Asia. En los afios ochenta se utilizd el término
“topotipo”, basado en la huella genética del ARN,
utilizado para definir las variantes en DENV-2. En
los noventa el uso de métodos de secuencia de
acidos nucleicos y analisis filogenético permitié
la identificacion de diferentes grupos gendmicos
llamados “genotipos” o “subtipos” dentro de
cada serotipo del DENV (Amarilla y col. 2009). Se
considera como histérico el andlisis elaborado
por Rico-Hesse en 1990 sobre la variacién entre
cada serotipo, quien usé un fragmento de 240 pb
de la region del gen E/NS! para medir la diver-
sidad genética de DENV-1 y DENV-2. En adicidn,
la proteina E es el mejor determinante antigénico
del virus del dengue (Holmes y Twiddy, 2003). Con
este estudio se reorganizé un ndmero distinto de
genotipos (Amarilla y col. 2009) lo que ha permi-
tido el mejor entendimiento de la dindmica de los

virus, como la deteccidn de virus emergentes con
una mayor antigenicidad, una virulencia alterada,
un mayor flujo de genes dentro de los serotipos
y eventos de seleccion especificos del hospedero
(Quintero y col. 2010; Amarilla y col. 2009). En los
dltimos afios el ndmero de genotipos detectados
de DENV se ha incrementado en el mundo, siendo
observables las diferencias filogenéticas entre
los DENV aislados por cada regién geogréfica
(Amarilla y col. 2009; Lambrechts y col. 2009).

A partir de los reportes de las secuencias
nucleotidicas de los serotipos de DENV se ha de-
mostrado la existencia de genotipos alrededor
del mundo correspondiendo asf: cinco genotipos
diferentes para DENV-, cinco genotipos para
DENV-2, cuatro genotipos para DENV-3 y cuatro
genotipos para DENV-4 (Tabla 2) (Quintero y col.
2010).

En la actualidad se dispone de una base de
datos en linea de las secuencias nucleotidicas de
DENV, aisladas a nivel mundial (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/genomes/VirusVariation/Database/
nphselect.cgi?taxid=12637).



Fuente: cortesia Demian Ayala.
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variables del Dengue ha
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De acuerdo a una consulta en red, en la pagi-
na electrénica del NCBI (National Center Biotech-
nology Information), realizada el 03 de Junio del
2012, se han reportado en México 219 secuencias
nucleotidicas de DENV que van desde el afio 1980
hasta el 2008 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ge-
nomes/VirusVariation/Database/nphselect.cgi,
2012). Cada una de estas secuencias corresponde
a los diferentes genes que conforman el genoma
del DENV. Estas secuencias provienen de diversas
zonas endémicas y regiones de riesgo medio de
transmision por dengue en el pais. De las 219 se-
cuencias de DENV reportadas en México, el sero-
tipo que se encuentra mayormente distribuido en
el pais es el DENV-2 con 107 secuencias, sequido
de DENV-1con 93 secuencias reportadas, disminu-
yendo con 12 secuencias de DENV-3 y por dltimo
el DENV-4 con 7 secuencias nucleotidicas. Solo 13
de las 219 secuencias han reportado ser causa de
FD y solo 3 secuencias para FHD en México. Estas
secuencias se clasifican dentro de genotipos de
acuerdo a las variaciones que pueden presentar
en el orden de la secuencia total del genoma del
DENV (Gardella y col. 2008). En consecuencia las
variaciones que presentan las secuencias han
posibilitado el incremento de adaptacion del vi-
rus y de genotipos como el Asidtico, Americano y

Sudeste Asiatico, China, Este de Africa

I Tailandia

Il Cepas Selvaticas aisladas en Malasia

v Islas del oeste del Pacifico y Australia

v América, Oeste de Africa y algunas Asiaticas

Americano América Latina, Caribe, India e islas del Pacifico
Asidtico1 Malasia y Tailandia
Asiatico 2 Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas
Americano/Asiatico Tailandia, Vietnam, América
Cosmopolita Amplia distribucion

| Indonesia, Malasia, Caribe, India e Islas del Pacifico
I Tailandia, Vietnam, Bangladesh

I Sri Lanka, Africa, India, Samoa

v Puerto Rico, América central, América Latina, Tahiti
| Tailandia, Sri Lanki, Filipinas, Japon

Il Indonesia, Malasia, Tahiti, Caribe, América

Il Tailandia

IV Selvaticas

Distribucion geogrifica mundial de los genotipos de DENV, modificado de Quintero y col
(2010).

Table 2. Global geographical distribution of genotypes of DENYV, as amended by Quintero and col.
(20r10).

Asiatico/Americano desde la re-aparicion de 1978y del dengue hemorragico ha representado

en México. un problema importante de salud pdblica en
México. En adicion la posibilidad de infecciones
CONCLUSIONES consecutivas con dos o mas serotipos de DENV

Con todo lo anterior la re-aparicion del denque  lo que aumenta el riesgo de padecer la versién
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