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INTRODUCCIÓN 
 

 El dengue es una enfermedad febril aguda que es causada por la 

infección con cualquiera de los cuatro serotipos del virus del dengue (DEN-1, -

2, -3 y -4) que son transmitidos por mosquitos del género Aedes (Halstead, 

1988). Es la enfermedad viral más importante transmitida por vector. Se estima 

que aproximadamente existen entre 50-100 millones de casos de dengue 

nuevos por año. Esta enfermedad es endémica en prácticamente todos los 

países con clima tropical y subtropical incluyendo diferentes partes de Asia, 

islas del Pacífico, África, América Central y México (Guzman et al., 2004).  

 

Los mosquitos transmisores son dípteros que pertenecen al subgénero 

Stegomya, siendo Aedes aegypti la principal especie transmisora aunque Ae. 

albopictus y Ae. scutellaris también han sido encontrados como importantes 

vectores. La enfermedad se extendió más allá de su distribución geográfica 

usual principalmente por los fenómenos originados por la Segunda Guerra 

Mundial, tales como el colapso económico y la migración humana. Durante la 

segunda mitad del siglo XX, el rápido incremento en el número de viajeros y las 

pobres medidas preventivas empeoraron la situación. En la década de los años 

sesenta del siglo XX, el dengue fue eliminado de nuestro país como resultado 

de los programas de control de la fiebre amarilla, sin embargo, el descuido de 

la campaña y la falta de recursos económicos propiciaron que el mosquito fuera 

reintroducido y rápidamente reinfestara las zonas tropicales del país (Diaz et 

al., 2006). El virus del dengue y la enfermedad surgieron muy pronto y en 1997 

el número de casos notificados representó un incremento de cinco veces con 

respecto al del año de 1990. Los datos epidemiológicos señalan que durante el 

2001 se registró el nivel más alto de casos por dengue en el continente 

americano con diferentes epidemias registradas en Brasil, Colombia, Ecuador 

entre otros países.  

 

 El tratamiento del dengue es principalmente paliativo, ya que no existen 

fármacos antivirales realmente eficaces. El desarrollo de una vacuna ha sido 

complicado, debido a la multiplicidad de serotipos, la falta de un modelo animal 



que represente la enfermedad del ser humano, además de la posible 

participación de la respuesta adaptativa específica en el desarrollo de las 

formas graves de la enfermedad (Blaney et al., 2006). 

 

Los virus del dengue son virus envueltos que pertenecen a la familia 

Flaviviridae y al género Flavivirus; sus partículas maduras son esféricas de 

aproximadamente 40-50 nm de diámetro, con una nucleocápside de 30 nm. 

Las proteínas estructurales de envoltura (E) y de membrana (M) se presentan 

como proyecciones en la superficie de la envoltura viral. La nucleocápside está 

formada por la proteína de cápside (C) y el genoma viral (fig. 1). La proteína E 

es una proteína de 60 KDa, con aproximadamente 500 aminoácidos, la cual es 

la más abundante en la superficie del virión maduro. Esta proteína es la 

responsable de la unión del virus a las células susceptibles y también es la 

encargada de mediar la fusión de membranas, lo cual permite al virus escapar 

de la vesícula endocítica y así iniciar el ciclo de replicación. Otras de sus 

funciones biológicas incluyen el ser la proteína hacía la cual se encuentra 

dirigida la mayoría de los anticuerpos neutralizantes, ser la responsable de la 

actividad hemaglutinante del virus, participar en el proceso de facilitación de la 

infección por anticuerpos y la de inducir clonas de células T específicas. La 

proteína M, se encuentra codificada en el genoma viral como un precursor 

(PrM), la cual está presente en los virus inmaduros al ser transportados a la 

superficie de la célula hospedera. Este precursor es procesado para dar origen 

a la proteína M que se localiza únicamente en las partículas virales maduras. 

La PrM, es una glicoproteína de aproximadamente 18 KDa que al ser 

procesado, probablemente por una enzima asociada con el aparato de Golgi, 

da lugar a la proteína de 9 KDa que se compone de 75 aminoácidos. La 

interacción entre las proteínas de la E y PrM resulta ser esencial para el 

correcto proceso de maduración y biosíntesis de la proteína de envoltura viral. 

La proteína M es también requerida en el proceso de fusión de membranas 

dependiente del pH y el precursor parece actuar como una proteína chaperona 

de la proteína E durante el transporte de los virus a la superficie de la célula 

con lña función de prevenir el cambio conformacional de la proteína E al ser 

expuesto al ambiente ligeramente ácido del aparato de Golgi. La proteína C es 

una proteína pequeña de aproximadamente 12 kDa y 127 aminoácidos que se 



encuentra cargada positivamente debido al elevado número de residuos de 

arginina y lisina. Posee un elevado porcentaje de aminoácidos básicos los 

cuales interactúan y neutralizan al RNA viral, con quien se encuentra 

estrechamente asociada, a esta estructura se le conoce como nucleocápside 

viral. Esta proteína no genera anticuerpos neutralizantes (Brinton et al., 1998).  

 
 
Figura 1. Partícula viral y proteínas estructurales del virus del dengue. 

Representación esquemática de la partícula viral del virus del dengue. Las proteínas 

de envoltura y de membrana se encuentran localizadas en la superficie de la partícula 

viral y la proteína de cápside se encuentra asociada con el material genético del virus 

para formar la nucleocápside viral.  

 

Las proteínas no estructurales (NS) son requeridas para la replicación 

viral y no se encuentran presentes en el virión maduro. Son siete proteínas 

(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5) quer son generadas a partir de 

una poliproteína codificada por el RNA viral y por su procesamiento 

subsiguiente. La proteína NS1, es una glicoproteína de 354 aminoácidos de 

aproximadamente 50 kDa que generalmente se encuentra como un 

homodímero que parece ser la forma funcional de la proteína. Existen dos 

isoformas, una unida a las membranas celulares de las células hospederas y 

otra que es soluble (Winkler et al., 1988). La dimerización de esta proteína es 



dependiente de la porción carboxi-terminal de la misma, la cual también es 

requerida para su secreción (Pryor and Wright, 1993). Se desconoce el papel 

de la proteína NS1 en el ciclo replicativo del virus, aunque se ha sugerido su 

participación en la maduración de la proteína E debido a que se le ha 

encontrado asociada a esta proteína en el retículo endoplásmico (Fan and 

Mason, 1990). La forma soluble de esta proteína induce anticuerpos capaces 

de fijar complemento. Libraty et al, ha identificado complejos formados por la 

proteína NS1 y elementos del sistema del complemento (Libraty et al., 2002). 

Los anticuerpos anti-NS1 dan reacciones cruzadas con antígenos de plaquetas 

lo cual podría explicar en parte la trombocitopenia característica de los casos 

de dengue, ya que la formación de complejos antígeno-anticuerpo formados 

por dichos anticuerpos y las plaquetas podrían llevar a su lisis por acción del 

complemento (Falconar, 1997). La proteína NS3 ha sido propuesta como la 

helicasa del virus, además de ser una serina-proteasa implicada en el 

procesamiento de la poliproteína viral que da origen a las proteínas individuales 

(Rosales-Leon et al., 2006). La actividad de proteasa parece estar ligada a su 

interacción con la proteína NS2b (Khumthong et al., 2002); esta proteína induce 

una respuesta celular principalmente por células T CD4+, las cuales 

típicamente resultan ser de reacción cruzada. La proteína NS5 es la polimerasa 

del virus y se encuentra altamente conservada en todos los flavivirus. La 

actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA parece estar localizada en 

el extremo carboxi-terminal de la proteína y el extremo amino-terminal ha sido 

propuesto como participante en el “capping” del RNA viral (Edgil et al., 2006). 

Se sabe poco acerca de las proteínas NS2a, NS2b, NS4a y NS4b, las cuales 

son pequeñas y poco conservadas a nivel de la secuencia de aminoácidos, 

pero conservan un perfil hidrofóbico lo cual sugiere que estas proteínas se 

encuentran asociadas con membranas (Miller et al., 2006). Sus funciones en la 

replicación del virus del dengue siguen siendo desconocidas, aunque la 

proteína NS2a parece requerirse para el correcto procesamiento de la proteína 

NS1 (Falgout et al., 1989) y, como ya se ha mencionado, la proteína NS2b se 

asocia con la proteína NS3 para conferirle la función de proteasa (D'Arcy et al., 

2006; Khumthong et al., 2002; Leung et al., 2001). No se han descrito 

funciones específica para las proteínas NS4a y NS4b. 
 



El RNA genómico es una cadena sencilla de RNA de sentido positivo de 

aproximadamente 11 kb de longitud (fig. 2). El RNA viral está conformado por 

diez genes, tres codifican para la proteína de cápside, el precursor de la 

proteína de membrana y la proteína de envoltura y siete más son codificantes 

para las proteínas no estructurales requeridas para la fase de replicación viral 

(Kuhn et al., 2002).  

 

 
 
Figura 2. Representación esquemática del genoma viral del virus del dengue. 

Las flechas anaranjadas representan los sitios de corte enzimático llevado a cabo por 

proteasas celulares, los sitios de corte realizados por proteasas virales están indicadas 

con flechan en color rojo.   

 

Los virus del dengue penetran al interior de las células hospederas a 

través de un  proceso de endocitosis mediado por un receptor específico aún 

no del todo identificado (Reyes-Del Valle et al., 2005). Alternativamente, los 

complejos antígeno-anticuerpo formados por anticuerpos no neutralizantes y de 

reacción cruzada con partículas virales, pueden mediar la unión del virus a las 

células que en su superficie expresan receptores para la fracción Fc de 

inmunoglobulinas (FcR) (Chaturvedi et al., 2006b; Halstead, 2003; Halstead 

and O'Rourke, 1977a; Halstead and O'Rourke, 1977b). La penetración de la 

partícula viral ocurren por endocitosis (Ishak et al., 1988). Una vez dentro de la 

célula, el desnudamiento y la liberación del RNA genómico son llevados a cabo 

por un mecanismo dependiente del pH que permite la fusión de las 

membranas. Posterior al “vaciado” del material genético al citoplasma, se 

realiza la traducción del mismo para dar origen a una poliproteína que es 

procesada para generar a las proteínas individuales, incluyendo a las NS3 y 



NS5 que son parte del complejo de replicación. El ensamble del complejo de 

replicación es llevado a cabo y se inicia la síntesis de las especies de RNA viral 

implicadas en la replicación. Esta replicación del RNA involucra la síntesis de 

cadenas complementarias del genoma viral de sentido negativo que sirven 

como un intermediario de replicación, que a su vez son empleadas como 

moldes para la producción de cadenas genómicas de sentido positivo. Estas 

nuevas cadenas pueden ser usadas para la obtención de más proteínas 

virales, para la síntesis de nuevas cadenas negativas o para ser encapsidadas 

en los viriones de la progenie (fig. 3). Es importante mencionar que la cadena 

negativa del RNA viral no se encuentra presente en el virión maduro, de tal 

manera que su identificación es una sólida evidencia de un proceso infeccioso 

activo (Anwar et al., 2006; Vaughan et al., 2002). 

 

 
  

Figura 3. Ciclo de replicación del virus del dengue. Se representa 

esquemáticamente los diferentes pasos implicados en la replicación del virus que 

ocurren en la célula hospedera. 

 

La mayoría de las primoinfecciones resultan en cuadros clínicos 

asintomáticos, principalmente en niños. Clínicamente, la enfermedad toma la 

forma de una enfermedad aguda febril, denominada dengue clásico (conocida 

en algunas regiones como quebranta huesos), de la cual la mayor parte de los 

pacientes se recuperan sin sufrir ningún tipo de secuela. Se caracteriza por 

dolor de cabeza, muscular y retroorbital, náusea y vómito de curso autolimitado 



y temporal (Halstead, 1988). Ocasionalmente las formas severas de la 

enfermedad, conocidas como dengue hemorrágico (DH) y síndrome de choque 

por dengue (DSS), ocurren en aproximadamente el 5-20% de los pacientes, 

especialmente en infantes y  niños. El cuadro clínico característico del DH/DSS 

incluye además de los síntomas propios del dengue clásico diferentes 

anormalidades hemostáticas tales como la filtración de plasma a los espacios 

intersticiales, trombocitopenia y sangrado (Kurane et al., 1994). 

  

La patogénesis del DH es desconocida, debido principalmente a la 

ausencia de un modelo animal capaz de representar los eventos ocurridos 

durante la infección in vivo. En la actualidad, a partir de los estudios in vitro, se 

ha sugerido que el fenómeno hemorrágico puede ser causado por mecanismos 

inmunopatológicos. Esta hipótesis involucra la participación de anticuerpos no 

neutralizantes, los cuales son generados durante el curso de una infección 

primaria y que resultan ser de reacción cruzada entre los diferentes serotipos 

(Kurane et al., 1994). En una segunda infección por un serotipo diferente al 

primero, dichos anticuerpos reconocen a los partículas virales, no los 

neutralizan y forman complejos inmunes, que facilitan la infección de un gran 

número de células fagocíticas mononucleares cuando son reconocidos por los 

receptores FcγR presentes en su superficie (Burke and Kliks, 2006; Halstead, 

2002; Halstead et al., 1980; Kliks et al., 1989; Morens et al., 1987). Debido a 

esta actividad, estos anticuerpos de reacción cruzada son conocidos como 

“anticuerpos facilitadores”. El posible papel de los anticuerpos facilitadores en 

el desarrollo de DH/DSS ha motivado a diferentes grupos de investigación para 

analizar el mecanismo por el cual podrían estar participando en la patogenia de 

la enfermedad. Muchos factores influencian el fenómeno de facilitación 

mediado por anticuerpos y la presencia de FcR en la superficie de las células 

permisivas a la infección, usualmente células pertenecientes al linaje de los 

monocitos/macrófagos, es un factor indispensable para que este proceso se 

lleve a cabo. De tal forma que el binomio anticuerpo-virus es unido a la 

superficie celular, lo que hace que el virión establezca una estrecha proximidad 

con el receptor para el virus presente en la célula hospedera y pueda 

interactuar con la proteína de envoltura. En estas condiciones, el FcR y el 

anticuerpo son correceptores para el virus y su interacción parece ser una 



indispensable para que se incremente la capacidad de las células blanco para 

ser infectadas. El fenómeno de facilitación de la infección por anticuerpos ha 

sido reportado en otros virus como en el VIH, por ejemplo, sugiriendo que este 

proceso no es específico de los virus del dengue. Hipotéticamente, la presencia 

de estos anticuerpos debería producir un mayor número de células infectadas, 

reduciendo el tiempo de incubación e incrementando la severidad de la 

infección. Más aún, el hecho de que diferentes estirpes celulares involucradas 

en la respuesta inmunológica, también con receptores para el Fc de 

inmunoglobulinas, permitiría que fueran fácilmente infectadas y  destruidas, 

contribuyendo así al empeoramiento del cuadro clínico debido a la liberación de 

los mediadores químicos y citocinas producidas por dichas células. 

  

 Aunque el fenómeno de facilitación de la infección por anticuerpos ha 

sido bien establecido en estudios in vitro, la evidencia de que este proceso se 

lleve a cabo en infecciones naturales es menos abundante. Halstead et al, 

demostró la factibilidad del fenómeno de facilitación en un modelo en primates 

no-humanos. En estos experimentos, algunos de los animales infectados 

consecutivamente con virus del serotipo 2 mostraron signos compatibles con 

DH y en algunos casos se pudieron detectar viremias diez veces mayores a las 

registradas durante la infección primaria (Halstead and Palumbo, 1973). Es 

importante enfatizar que estos experimentos no han sido reproducidos 

utilizando otros serotipos del virus. 

 

 A pesar de los estudios realizados en pacientes bajo diversas 

circunstancias de infección, la  evidencia del fenómeno de facilitación en 

infecciones naturales ha resultado ser circunstancial y contradictoria en algunos 

de los casos. Esto lleva a pensar que los procesos hemorrágicos son más 

complejos de lo supuesto originalmente y son el resultado de múltiples  factores 

que incluyen al hospedero, al virus y al vector. 

       

 Desde el punto de vista inmunológico, los mecanismos por los cuales se 

incrementa la permeabilidad vascular se inician cuando los macrófagos 

infectados presentan antígenos virales a las células T cuya estimulación da 

lugar a la síntesis de citocinas de tipo Th1 tales como IL-2 e IFN-γ. El IFN-γ 



secretado provoca el aumento de la  expresión de FcγR en la superficie de los 

macrófagos, favoreciendo aun más la infección. La elevada cantidad de 

macrófagos infectados resulta en una mayor producción de citocinas y otros 

mediadores, así como la activación exacerbada de linfocitos T. La cascada de 

eventos inicia con la producción de moléculas que directa e indirectamente 

participan en procesos de vasodilatación, tales como el TNF-α y el factor 

activador de plaquetas (PAF). La liberación de estos mediadores puede ser el 

resultado de la infección misma o por la lisis de los macrófagos infectados 

como resultado de la actividad de células T citotóxicas específicas para el virus 

(Halstead, 1988; Nguyen et al., 2006). 

 

El papel del TNF-α en el curso de la patología del dengue hemorrágico 

puede ser la producción de IL-1, IL-6 y PAF que es retroalimentada por 

actividad de la propia IL-1. De esta forma una vez que diversas citocinas son 

producidas, se produce una compleja red de inducción que incrementa los 

niveles de otras citocinas y mediadores químicos, elevando las 

concentraciones de estas moléculas en un período de tiempo muy corto. 

Adicionalmente, las citocinas implicadas en esta red presentan efectos 

sinérgicos que inducen la producción de otras citocinas (Chakravarti and 

Kumaria, 2006; Lei et al., 2001; Rachman and Rinaldi, 2006; Sanchez-Burgos 

et al., 2004; Suharti et al., 2003; Suharti et al., 2002). 

 

La activación del sistema del complemento a través de los complejos 

antígeno-anticuerpo puede también estar implicada en el proceso hemorrágico, 

ya que dicha activación promueve el incremento de los niveles séricos de C3a 

y C5a (Avirutnan et al., 2006). Dichas anafilatoxinas pueden unirse a sus 

receptores en células cebadas y basófilos con la liberación de histamina y otros 

mediadores pro-inflamatorios (Khanna et al., 1990; Marshall et al., 2003). Es 

así que el mecanismo que origina la hemorragia puede ser muy complejo y es 

resultado de una combinación de factores tales como el aumento súbito en la 

concentración plasmática de citocinas vasodilatadoras, la trombocitopenia, los 

defectos en la cascada de coagulación y la patología vascular provocada por la 

interacción de plaquetas, los productos de la activación del complemento y el 



plasminógeno. Los estudios in vitro, sugieren que en la patogénesis del DH hay 

una combinación de la lesión celular por el virus (aunque la infección de células 

endoteliales in vivo no ha sido demostrada) y la lesión mediada por los 

procesos inmunológicos (Fig. 4). Finalmente, la presencia de todas estas 

moléculas puede provocar que el sistema vascular permita la infiltración de 

eritrocitos, electrolitos, así como proteínas plasmáticas, lo cual da como 

resultado el cuadro de choque (Halstead, 1988; Kurane and Ennis, 1992). 

 

 
 
 Figura 4. Modelo de los probables mecanismos inmunológicos involucrados en 

el desarrollo del dengue hemorrágico. Los anticuerpos facilitadores reconocen a los 

virus circulantes incrementando así su reconocimiento por los monocitos, la principal 

célula blanco de la infección. Estas células presentan antígeno viral y activan linfocitos 

T cooperadores (CD4) los cuales proliferan y producen citocinas. Los linfocitos 

citotóxicos también son activados y participan en la lisis de las células monocíticas 

infectadas, liberando al torrente circulatorio las citocinas proinflamatorias que produce, 

incrementando así los niveles de citocinas y mediadores que tienen acción 

vasodilatadora en el tejido endotelial. La probable infección en plaquetas provocaría la 

síntesis del factor activador de plaquetas, que al actuar sobre el endotelio favorece 

vasodilatación y  los cuadros hemorrágicos. Los complejos antígeno-anticuerpo se 

depositan sobre el endotelio conduciendo a las lesiones correspondientes, 

incrementando la permeabilidad vascular.     
 



 Es así que la desregulación del sistema inmunológico podría explicar el 

malfuncionamiento del endotelio vascular, aún cuando éste no es motivo de 

daño significativo durante el proceso infeccioso. En este caso, el efecto sería 

debido al rápido incremento de los mediadores ya mencionados y sus acciones 

sinérgicas, pleyotrópicas y redundantes, así como el trastorno provocado en el 

sistema de coagulación por la misma cascada de eventos inmunológicos, lo 

que permitiría la expresión de las manifestaciones del DH (Kurane and Ennis, 

1992). En resumen, el proceso podría ser iniciado por la presencia de 

anticuerpos que facilitan la infección, la cual se amplificaría por la activación 

exacerbada de las células T citotóxicas de reacción cruzada entre los 

diferentes serotipos del virus que producirían altos niveles de citocinas y 

mediadores que contribullen al fenómeno hemorrágico. 

 

 Se ha encontrado que las formas severas de la enfermedad 

correlacionan con la presencia de ciertas variantes genéticas del virus. Se 

reconocen múltiples variantes genéticas de los cuatro serotipois virales. En el 

caso de DEN-2, se han encontrado dos variantes principales: las autóctonas 

americanas que no se encuentran asociadas con cuadros hemorrágicos y las 

asiáticas que incluyen variantes pro-hemorrágicas. La hipótesis donde se 

postula la presencia de cepas pro-hemorrágicas fue apoyada por la experiencia 

en Perú donde se comprobó que las infecciones secundarias con cepas del 

genotipo americano no causaron casos hemorrágicos. Rico-Hesse et al, ha 

reportado la circulación concomitantemente de estos dos genotipos en el 

continente americano (Rico-Hesse et al., 1997). En años recientes se ha 

reportado el aislamiento de cepas virales del genotipo asiático en países de 

Centro y Sudamérica. Molecularmente, y  basados en la secuencia de una 

fragmento de la proteína E, estos aislados se clasifican en cinco grupos bien 

definidos; el primero contiene una única cepa aislada en Trinidad y Tobago en 

el año de 1954 y que es el prototipo del genotipo americano. El segundo grupo 

representa al genotipo americano que incluye cepas autóctonas y que no han 

sido asociadas con casos hemorrágicos. El tercer grupo se conforma por 

diferentes aislados asiáticos y aislados recientes en el continente americano, 

los cuales han sido asociados con casos de dengue hemorrágicos (Rico-

Hesse, 2003; Rico-Hesse et al., 1998). El cuarto grupo esta representado por 



un aislado recuperado de un caso en Sri Lanka que es más divergente y el 

quinto grupo incluye aislados característicos del ciclo selvático (fig. 5).  

 

Es también importante mencionar que las cepas virales del serotipo 2 del 

virus del dengue pueden clasificarse en tres grupos basados en sus 

características de faciltar su infección o no por anticuerpos anti-dengue 

(Halstead et al., 1984b). El grupo I, incluye aquellas cepas que facilitan su 

infección por cualquier tipo de anticuerpos, neutralizante o no, siempre y 

cuando los anticuerpos neutralizantes estén diluidos más allá de su punto de 

neutralización. El grupo II agrupa a las cepas virales que no facilitan su 

infección con anticuerpos anti-flavivirus. El grupo III se forma con las cepas que 

no pueden faciltar su infección con ningún tipo de anticuerpo. La cepa protipo 

New Guinea C, una cepa con genotipo asiático, pertenece a este último 

(Halstead et al., 1984b).    

 

 



 

 Figura 5. Análisis filogenético de los virus del dengue serotipo 2. El árbol 

filogenético fue construido utilizando 55 diferentes aislados pertenecientes al serotipo 

DEN-2. El análisis incluye un fragmente de 240 nucleótidos localizado en la región de 

la unión entre la proteína de envoltura y la proteína NS1. Los valores de “bootstrap” 

están indicados para cada uno de los grupos. Se incluyen aislados representativos de 

los otros tres serotipos (D1/135/THAI81; D3/H87/PHIL56 y D4/814669/DOMI86) como 

cepas de referencia. La nomenclatura utilizada fue la siguiente: Nombre de la 

cepa/País de aislamientoAño.  

 

 La participación del vector también resulta de gran importancia en el 

desarrollo de cuadros hemorrágicos. La capacidad del vector  para infectarse, 

replicar el virus y transmitirlo, resulta ser un parámetro que debe ser tomado 

muy en cuenta en el estudio de epidemias por dengue. La presencia de 

diferentes especies o variedades del mosquito podrían favorecer la transmisión 

de determinadas cepas virales (Armstrong and Rico-Hesse, 2001); es bien 

sabido que diferentes especies replican al virus con distintas eficiencias, por 

ejemplo, Ae. albopictus es al menos tres veces más susceptible a la infección 

por el virus en comparación con Ae. aegypti.  De igual forma se ha demostrado 

que las cepas de origen asiático son mas fácilmente transmitidas y la 

posibilidad del reemplazo de las cepas americanas por asiáticas podría 

repercutir el incremento en el número de casos hemorrágicos (Armstrong and 

Rico-Hesse, 2001; Armstrong and Rico-Hesse, 2003; Cologna et al., 2005).   

 

 Como se mencionó anteriormente, los flavivirus (incluyendo a los virus 

del dengue) poseen la capacidad de infectar a una gran variedad de tipos 

celulares in vitro: células de mosquito (Corner and Ng, 1987; Humphery-Smith 

and Vincendeau, 1993; Salas-Benito and del Angel, 1997; Sasao et al., 1980; 

Suntharee et al., 1981; Zamree et al., 2005), células de primates no humanos 

(Malewicz et al., 1985; Marchette and Halstead, 1978; Marchette et al., 1976; 

Martinez-Barragan and del Angel, 2001; Nagar et al., 1986; Shafee and 

AbuBakar, 2002; Sydow et al., 2000; Taweechaisupapong et al., 1996), 

monocitos humanos (Anderson et al., 1997; Cologna and Rico-Hesse, 2003; 

Daughaday et al., 1981; Halstead et al., 1983a; Hotta et al., 1984; Krishnamurti 



et al., 1989; Kurane and Ennis, 1988), células de riñón de perro (Alvarez et al., 

2001; Bhamarapravati and Sutee, 2000; Halstead et al., 1984a; Puri et al., 

1997), células dendríticas (Ho et al., 2001; Marovich et al., 2001; Navarro-

Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003), células de Langerhans (Wu 

et al., 2000), linfocitos B (Bielefeldt-Ohmann, 1998; Lin et al., 2002), células 

endoteliales (Avirutnan et al., 1998; Huang et al., 2000; Peyrefitte et al., 2006; 

Talavera et al., 2004; Wei et al., 2003), plaquetas (Boonpucknavig et al., 1979; 

Wang et al., 1995), células neuronales (Imbert et al., 1994; Ramos-Castaneda 

et al., 1994) y líneas celulares y clonas derivadas de células T (Kurane et al., 

1990b; Mentor and Kurane, 1997). Es importante mencionar que in vivo, la 

infección parece estar mucho más restringida debido a que no es concluyente 

la evidencia de que el virus infecte a todos estos tipos celulares. En infecciones 

naturales únicamente se ha podido confirmar la infección de células 

dendríticas, monocitos y linfocitos B (King et al., 1999; Kliks, 1990; Marovich et 

al., 2001; Pryor et al., 2001). Aunque la infección in vivo en células T no ha sido 

aún demostrada, su papel regulador y su capacidad para producir diversas 

citocinas y mediadores que potencialmente podrían contribuir al cuadro 

hemorrágico resulta ser muy interesante, ya que como se ha mencionado, 

evidencias preliminares han demostrado que líneas celulares derivadas de 

células T, al igual que clonas de células T obtenidas de donadores vacunados, 

pueden ser infectadas por el virus del dengue in vitro. Esto podría significar, 

que las células T al ser infectadas naturalmente durante el curso de la 

enfermedad, pudieran ser lisadas por células citotóxicas o por la infección 

misma (efecto citopático) y con ello liberar sus contenidos de mediadores 

químicos al torrente circulatorio, incrementando así los niveles de factores 

vasodilatores que van a contribuir al ambiente prohemorrágico. 

 

Las células T (CD3+) con el TCR α−β se subdividen en dos poblaciones 

según la expresión de las moléculas CD4 (cooperadoras) y CD8 (citotóxicas). 

Las células T cooperadoras, conocidas como células Th (del inglés “T helper”), 

son un subgrupo que juega un papel importante en el establecimiento de la 

respuesta inmune adaptativa  y participa  en el cambio de isotipo de anticuerpo 

por parte de las células B y en la expansión clonal de las células T citotóxicas. 

Las células Th, se diferencian en dos subtipos celulares conocidos como Th1 y 



Th2, que se definen con base en el perfil de citocinas que producen. Las 

células Th1 producen IFN-γ e IL-2, las cuales activan macrófagos, estimulan a 

las células CD8+ e inhiben la respuesta Th2. En tanto que las células Th2 

producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que estimulan células B, favoreciendo la 

producción de anticuerpos, y la IL-10  tiene una acción supresora en células 

Th1.  

 

Las células T citotóxicas, conocidas también como CTL, principalmente 

son CD8+ y son capaces de inducir la muerte por apoptosis de las células 

infectadas. Cuando las células TCD8+ reconocen a las células infectadas, 

liberan perforinas y granzimas. Las primeras forman poros en las membranas 

de las células infectadas que permiten el paso de las granzimas que son 

activantes de la cascada de las caspasas. En algunos casos, la respuesta de 

células T participa en el proceso patogénico de algunas enfermedades, así, en 

hepatitis B la lesión hepática es resultado de la lisis de hepatocitos por CTL. 

 

  Aunque la existencia de células T específicas es esencial para la 

eliminación de muchas infecciones virales, incluyendo dengue, también pueden 

contribuir al desarrollo de cuadros más graves debido al daño tisular que 

pueden llegar a provocar. El papel de los linfocitos T durante las infecciones 

por dengue no es completamente claro; se ha postulado que las células T 

juegan un papel importante en la eliminación del virus, pero también que 

contribuyen en el fenómeno inmunopatológico de la enfermedad. Por ejemplo, 

las células CD8+ en ratones SCID (del inglés ”severe combined 

immunodeficient”) parecen jugar este doble papel, en tanto que la células CD4+ 

promueven la lisis celular (An et al., 2004). Los blancos de la respuesta celular 

mediada por células T es variada, en diferentes estudios, el reconocimiento de 

células T provenientes de pacientes infectados fue básicamente hacia las 

proteínas E, NS1 y NS2a (Gagnon et al., 1996; Kurane et al., 1991; Mathew et 

al., 1996). Algunos otros estudios han demostrado la reactividad de células T 

hacia la proteína de la cápside (Rothman et al., 1989). Los datos colectados en 

esto estudios sugiere que la respuesta generada por las células T resulta ser 

poco específica del serotipo inductor, siendo en términos generales de reacción 

cruzada entre los cuatro serotipos y en algunos casos con otros flavivirus 



(Spaulding et al., 1999). Es necesario señalar que en este último caso, sus 

afinidades por otros serotipos fue más débil que por el serotipo inductor 

(Mongkolsapaya et al., 2003; Mongkolsapaya et al., 2006).  

  

 Durante el curso de la infecciones secundarias, una proporción 

importante de las clonas T reactivas son específicas para el serotipo causante 

de la infección primaria, lo cual conlleva a una respuesta inadecuada hacia el 

serotipo causante de la infección secundaria (Mongkolsapaya et al., 2003; 

Mongkolsapaya et al., 2006). Este fenómeno conocido como el “pecado 

antigénico original” puede entonces explicarse debido a que las clonas 

producidas durante la primoinfección y que se encuentran presente en el 

paciente como células de memoria, se expanden y responden más 

rápidamente que las clonas específicas que se deben generar a partir de 

células naive (Halstead et al., 1983b; Mongkolsapaya et al., 2003). Esto podría 

permitir el establecimiento de la infección provocando así niveles más elevados 

de virus circulante.  

 

El número de clonas reactivas (linfocitos T citotóxicos; CTL) también 

parece ser importante en el desarrollo de los casos hemorrágicos, se ha 

observado que el número de  células citotóxicas (CTL) son significativamente 

mayores en pacientes con dengue hemorrágico en comparación con donadores 

aparentemente sanos. Más aún, estas células presentaban rasgos 

característicos de apoptosis  (Mongkolsapaya et al., 2003), probablemente 

debido a la inducción de muerte celular por activación (Budd, 2001; Budd, 

2002; Welsh and Rothman, 2003). El número total de linfocitos durante las 

infecciones por dengue está reducido  (Azeredo et al., 2001; Fadilah et al., 

1999). Green et al, demostraron que pacientes con dengue clásico que 

desarrollaron hemorragias tenían cuentas reducidas de linfocitos T y B y que 

además presentaban una mayor grado de activación en comparación a 

aquellos pacientes que no desarrollaron cuadros hemorrágicos (Green et al., 

1999). Estos datos en su conjunto señalan la importancia de las células T en la 

protección y en la patogenia del dengue, resulta importante el establecer si 

dicha población celular es blanco de la infección por el virus. Considerando que 

diferentes líneas celulares y las clonas T pueden ser infectadas con el virus del 



dengue y que además el número de linfocitos T en los casos más graves de la 

enfermedad se encuentran reducidos (DH/DSS), son datos que podría sugerir 

que las células T son blanco de la infección por el virus del dengue.  

  

 A pesar de la información reportada y dada la ausencia de un modelo 

experimental capaz de representar la enfermedad del ser humano, no ha sido 

posible la corroboración de las diversas hipótesis para explicar la patogenia del 

dengue hemorrágico in vivo, sin embargo queda claro que los cuadros 

hemorrágicos en el dengue son multifactoriales.  

 

El presente trabajo tiene por objetivo determinar si las células T de 

donadores aparentemente sanos y pacientes con dengue son blanco de la 

infección por el virus del dengue, así como identificar las citocinas producidas 

por esta población celular. 



RESUMEN 
 

El dengue es una enfermedad endémica en diferentes partes de Asía, 

islas del Pacífico, África y América Central. Es causado por la infección con 

cualquiera de los cuatro serotipos del virus del dengue (DEN-1, -2, -3 y -4). 

Clínicamente la infección se presenta de dos formas; el dengue clásico (DC) y 

el dengue hemorrágico (DH). La patogénesis del DH es desconocida, aunque 

estudios in vitro y epidemiológicos han sugerido que el fenómeno hemorrágico 

puede ser debido por mecanismos inmunopatológicos.  

 

 Las células responsables de la replicación viral durante el curso de las 

infección natural por el virus del dengue no son del todo conocidas. Diferentes 

grupos han reportado la infección en células de Langerhans, células dendriticas 

y monocitos, aunque estudios in vitro han demostrado que diferentes tipos 

celulares incluyendo diferentes líneas y clonas celulares derivadas de linfocitos 

T son capaces de replicar al virus   

  

El presente trabajo tuvo por objetivo identificar la infección por virus del 

dengue en células T de donadores aparentemente sanos y pacientes con 

dengue. Los resultados obtenidos muestran que una subpoblación de células T 

son susceptibles a la infección in vitro, sin embargo la  detección de antígeno 

en células obtenidas de casos clínicos no fue confirmada. Se requieren más 

estudios para identificar a la subpoblación de células T que replican al virus in 

vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
  

 Dengue is endemic in different parts of the world including Asia, Africa 

and Central America. This disease is caused by any of the four dengue virus 

serotypes (DEN-1, -2, -3 and -4). Clinically, dengue infections can be classified 

as dengue fever (DF) and dengue hemorrhagic fever (DHF). The pathogenesis 

of DHF is not fully understood, however, epidemiologic and in vitro studies have 

suggested the participation of immunopathologic events. 

 

 The cell types involved in viral replication are not well known. Different 

groups have reported infection in Langerhans cells, dendritic cells and 

monocytes, although in vitro studies have demonstrated the infection in different 

cell types including cell lines and cell clones derived from T lymphocytes.  

 

 The goal of this work was to demonstrate dengue virus infection in T cells 

obtained from healthy donors and infected patients. The results shown that a T 

cell subset is susceptible to dengue virus infection in vitro, however the 

expression of dengue virus antigens on cell from infected patients was not 

confirmed. More studies are required to identify the T cell subpopulation 

responsible for viral replication.  

 



OBJETIVO GENERAL 
 Determinar la capacidad de los virus del dengue para infectar células T 

(CD3+) en condiciones de infección natural y experimental. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Caracterizar molecularmente un aislado viral representativo de las cepas 

circulantes en México  

2. Demostrar la especificidad de los anticuerpos monoclonales anti-dengue 

mediante un cell ELISA  

3. Detectar antígenos virales en la superficie de células infectadas 

mediante un sistema de citometría de flujo 

4. Identificar al intermediario replicativo del virus del dengue a través de 

RT-PCR  

5. Establecer un modelo de infección con virus del dengue en células 

humanas y determinar la infección en linfocitos T (CD3+)  

6. Identificar la infección en células de pacientes naturalmente infectados 

por virus del dengue 

7. Identificar el perfil de producción de citocinas de las células 

mononucleares de pacientes con dengue 

 

HIPÓTESIS 
 

Las células T son blanco de la infección por el virus del dengue y 

durante el proceso mismo de infección o al destruirse, liberan al torrente 

circulatorio citocinas y mediadores químicos en cantidades suficientes para 

afectar la integridad del endotelio e iniciar las manifestaciones características 

de la enfermedad. 

 



 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 

 
 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Virus 

Virus silvestres del dengue serotipo 2 fueron obtenidos en el banco de virus 

del Departamento de Virología del Instituto de Diagnóstico y Referencia 

Epidemiológicos. Los virus fueron propagados en células de mosquito C6/36 de la 

siguiente manera; la monocapa de células fue infectada con el virus del dengue a 

una multiplicidad de infección (MOI, multiplicity of infection) de 1 e incubado durante 

7 días a 28oC en medio mínimo esencial (MEM), conteniendo 20% de suero fetal de 

ternera y 0.8% de albúmina sérica bovina (ASB). Los sobrenadantes fueron 

colectados y almacenados a -70oC hasta su uso. El título viral se determinó por 

determinación del efecto citopático en células BHK 21. 

 

Titulación viral  

  El aislado viral fue pasado cinco veces en células C6/36 para obtener un 

semilla viral que fue utilizada a lo largo de todo el proyecto. Para la titulación se 

tomó una alícuota la cual fue cuantificada mediante formación de placas líticas en 

células BHK-21. Para esto, se prepararon diluciones logarítmicas del virus las 

cuales fueron inoculadas sobre una monocapa confluente de células BHK21 y 

posteriormente se adicionó un medio semisólido a base de carboxi-metil-celulosa 

(Sigma) para evitar la diseminación de las partículas infectantes a distancia, 

concentrando la progenie viral en un solo foco de infección que da origen a placas 

líticas. Las placas líticas fueron observadas al quinto día postinfección y su conteo 

se realizó con el uso del colorante naftol azul-negro (Sigma) al 0.1% en agua 

destilada. El título viral fue determinado y  las infecciones fueron realizadas a una 

MOI de 1:1 y 1:10. 

 

Selección de los pacientes 

  Se incluyeron pacientes con sospecha de cursar con una infección por virus 

del dengue, identificados como parte del Programa de Captura de Casos de 

 



Dengue en la Jurisdicción de Coatzacoalcos, Veracruz, en la localidad de 

Cosoleacaque, después de obtener el consentimiento informado por parte de los 

familiares. La infección por virus del dengue se confirmó en el suero de los 

pacientes utilizando RT-PCR para la detección del RNA viral. Clínicamente, los 

pacientes fueron clasificados como dengue clásico o dengue hemorrágico (grado I, 

II, III o IV) de acuerdo a los criterios establecidos por la Organización Mundial de la 

Salud (WHO, 1997). La definición de trombocitopenia fue establecida como la 

reducción en el conteo de plaquetas a un número igual o menor a 100,000 

plaquetas por milímetro cúbico. 

 

Secuenciación del gene de la glicoproteína de envoltura  

Se seleccionaron dos aislados virales de dengue obtenidos en 2002 a partir 

de casos clínicos de los estados de Tabasco (dengue hemorrágico) y Campeche 

(dengue clásico), los cuales fueron denominados TAB5322 y CAM7786, 

respectivamente. Estos aislados correspondientes al serotipo 2 que fue el 

predominante en México en el año de su aislamiento, se han utilizado ampliamente 

por nuestro grupo en diversos estudios sobre el virus.  En ambos aislados se 

secuenció un producto de 450 bp correspondiente a los posiciones 1785 a 2235, 

localizado en el dominio III de la proteína de envoltura. Esto se llevo a cabo 

mediante el uso de los oligonucleótidos genéricos DEN2C 

5´AAGTGTAGGCTGAGAATG3´ y DEN2D 5´TGGTGGAGAGCCTTTCCTA3´ los 

cuales fueron basados en las secuencia consenso disponibles en las bases de 

datos públicas (GeneBank). El RNA viral fue extraído a partir de células infectadas 

por métodos convencionales utilizando para ello al reactivo Trizol® (Invitrogen). 

Para la síntesis del cDNA correspondiente se utilizó el equipo comercial  

SuperScript III Cells Direct cDNA synthesis kit (Invitrogen) y su posterior 

amplificación mediante PCR se realizó como se describe más adelante en la 

sección de RT-PCR para la detección del virus. Los productos de amplificación 

fueron purificados en placas Millipore (PCR Cleanup Filter Plates, Millipore) y 

posteriormente se llevó a cabo la reacción de secuenciación para ambas cadenas, 

 



utilizando cada uno de los oligonucleótidos empleados en la reacción de 

amplificación (BigDye Terminador V3.1 Cycle sequencing kit, Applied Biosystem). El 

producto de la reacción de secuenciación fue purificado mediante filtración en 

placas Millipore (Montage SEQ96 Cleanup Kit , Millipore). El producto de 

secuenciación fue posteriormente analizado en un secuenciador ABI 3100 DNA 

Sequencer (Applied Biosystems). El alineamiento de las secuencias se llevó a cabo 

en el programa GCG software 10.3. (Wisconsin package). El análisis filogenético se 

realizó en el programa MEGA 3.0.  

 

Preparación de antígenos virales 

 El antígeno viral fue producidos a partir de células C6/36 infectadas con el 

aislado TAB5322 fueron cosechados hasta que el 50% de la población celular 

mostró efecto citopático. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS, fijadas 

en glutaraldehído al 0.025% en PBS por 15 minutos y lavadas nuevamente, para 

ser resuspendidas a una concentración de 3x106 células/mL en medio RPMI 

(Invitrogen). La suspensión celular se rompió ultrasónicamente en hielo durante 3 

min y fue centrifugada a 1600 rpm durante 10 min a 4oC. Los sobrenadantes fueron 

colectados, fraccionados y congelados a -70oC. 

 

cell-ELISA 

 Las células C6/36 infectadas con la cepa TAB5322 fueron cosechadas 

después de siete días de infección y posteriormente lavadas con dos veces con 

PBS. Las células fueron resuspendidas en 2 mL de PBS y contadas para ser 

resuspendidas en el volumen correspondiente para ajustar a la concentración de 

62,000/100μL en Tritón X (Sigma) al 0.02% en PBS. Las células fueros fijadas en 

placas de ELISA a 37oC por 24 h. Las placas fueron a continuación bloqueadas con 

albúmina sérica bovina al 1% por 30 min y lavadas dos veces con PBS-Tween al 

0.05%. Posteriormente los anticuerpos monoclonales fueron incubados por dos h a 

temperatura ambiente. Las placas fueron lavadas y 100 μL del segundo anticuerpo 

(anti-IgG de ratón-peroxidasa) fue incubado por 2 h a temperatura ambiente. Se 

 



añadieron 100 μL de la solución de revelado (OPD+H2O2) y la reacción fue detenida 

con ácido sulfúrico  2N.  

 

Células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 

 Se obtuvieron células mononucleares de muestras sanguíneas de pacientes 

con dengue y de donadores aparentemente sanos de la población general, sin 

antecedentes conocidos de dengue y con resultados serológicos negativos. La 

sangre periférica se colectó en tubos heparinizados y/o ácido cítrico (Vacutainer). 

Las PBMC fueron purificadas mediante gradiente de densidad en Limphoprep® 

(Axis-Shield). Para este fin, un volumen de sangre se diluyó con igual cantidad de 

medio RPMI (Invitrogen) sin complementar. La sangre diluida se adicionó a tubos 

cónicos de cultivo celular con el reactivo de Limphoprep® a una razón de 3:1 y 

después fue centrifugada a 1200 rpm durante 45 min. Posteriormente se obtuvo la 

fase de las PBMC, las cuales fueron lavadas dos veces con medio RPMI y 

colocadas en placas de cultivo de 24 pozos a razón de 2x106 células/mL. 

Simultáneamente, los sueros de todos los casos fueron analizados para la 

determinación de anticuerpos IgM específicos contra el virus, identificación del virus 

por PCR, cultivo y serotipificación. El enrequecimiento de células adherentes y no 

adherentes se llevo a cabo en botellas de cultivo de 75 mm2, las células 

mononucleares totales se sembraron en medio RPMI por tres h. Las fracciones de 

células no adherentes fueron cosechadas mediante la recolección del sobrenadante 

y posteriormente centrifugadas para ser resembradas. Las células adherentes 

fueron lavadas y el medio descartado para finalmente ponerlas en cultivo en medio 

RPMI. 

 

Determinación de anticuerpos IgM específicos en contra del virus 

 Determinación de anticuerpos IgM. Las placas para ELISA (Costar) fueron 

sensibilizadas durante toda la noche a 4oC con 100 µL de anticuerpo anti-IgM 

humana a una dilución de 1:100 en amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.6. 

Posteriormente se realizaron cinco lavados con PBS y se bloquearon durante 15 

 



min con 100 µL de una solución de albúmina al 4% a temperatura ambiente. 

Posterior a los lavados, se añadieron 50 µL del suero diluido 1:40 y se incubaron 2 

h a 37oC. Las placas se lavaron y se añadió el anticuerpo policlonal anti-virus del 

dengue conjugado a peroxidasa. Finalmente se añadieron 100 µL de la solución 

cromógeno/sustrato y la reacción se leyó en un lector de ELISA con un filtro de 490 

nm.  

 

RT-PCR para la identificación del virus 

 Extracción de RNA. Se adicionaron 500 μL de reactivo Trizol® (Invitrogen) 

por cada  1X106 células, posteriormente se añadieron 100 μL de una mezcla 

cloroformo:alcohol isoamilico (49:1 v/v) y se centrifugó por 10 min a 12 000 rpm a 

4ºC. La fase acuosa fue transferida a un tubo estéril cuidando de no remover el 

material de la interfase orgánica; se adicionaron 250 μL de isopropanol y el tubo se 

colocó en hielo durante 5 minutos, se centrifugó 10 min a 12 000 rpm, posterior a lo 

cual el sobrenadante fue descartado. El precipitado se lavó con 200 μL de etanol 

frío al 75% y centrifugado durante 5 min a 12000 rpm a 4ºC. El etanol fue removido 

y el precipitado secado a 37ºC durante 5 minutos. Finalmente, el precipitado de 

RNA se resuspendió en 11 μL de agua destilada estéril tratada con 

dietilpirocarbonato (dEPC).  

Síntesis de cDNA. Se llevó a cabo una reacción de transcriptasa inversa a 

partir de los 10 µL de RNA total obtenido y empleando como mezcla de reacción 

10X de amortiguador (250 mM de Tris-HCl pH 8.3, KCl 375 mM, ditiotrietol 50 mM y 

MgCl2 15 mM), 2 µL de dNTP (10mM) y 200 U de transcriptasa inversa Superscript 

II (Invitrogen). La reacción se realizó a 42°C durante 50 min con el oligonucleótido 

correspondiente, para el caso de la cadena positiva del virus del dengue se empleó 

el ologonucleótido TS2 (5´-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3´) y con el 

oligonucleótido D1 (5'-TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG-3') para la 

cadena negativa, ajustados a 5 pmol/20 µL de reacción. Con el material obtenido se 

llevó a cabo la PCR: la mezcla de reacción fue preparada como sigue, 3 µL de 

 



cDNA, 2.5 µL de amortiguador 10X (Tris-HCl 100mM pH 9.0, KCl 500 μM, MgCl2 15 

mM y gelatina 0.1%), 5 pmol de cada oligonucleótido, 1 U de Taq polimerasa 

(Roche). Se utilizaron los oligonucleótidos D1y D2 para la amplificación de la 

cadena positiva y con los oligos D1 y TS2 para la cadena negativa. Las condiciones 

de fueron: 35 ciclos a 94°C por 3 s, a 55°C por 3 s y 72°C durante 10 s. La 

identificación de los productos de PCR se realizó en geles de agarosa al 2%. 

 

Determinación de marcadores de identidad, infección y activación  de 

poblaciones leucocitarias 

 El análisis mediante citometría de flujo para la identificación y activación de 

las diferentes poblaciones leucocitarias fue llevada a cabo a partir de los cultivos 

celulares y en sangre total. La tinción de identidad comprendió los siguientes 

anticuerpos: anti-CD3-PE, anti-CD4-PE y anti-CD8-PE (células T); anti-CD19-

PE (células B) y anti-CD14-PE (monocitos) (Becton Dickinson). La evaluación de la 

infección se realizó mediante el empleo de anticuerpos monoclonales murinos anti-

virus del dengue serotipo 2 (clona 3H5, ATCC). Las células fueron cosechadas y 

colocadas a razón de 3x105 células/tubo, posteriormente fueron lavadas e 

incubadas durante 15 min con 5 µL del anticuerpo anti-dengue virus 

correspondiente. Las células se lavaron por centrifugación a 1500 rpm por 5 min y 

después se incubaron con 5 µL del anticuerpo anti-IgG murino-FITC (Sigma) por 15 

min. Finalmente las células fueron lavadas dos veces con PBS y se les añadió 5 µL 

del anticuerpo de identidad correspondiente. Después de lavadas las células fueron 

resuspendidas en 200 µL de solución de flujo y se analizaron por citometría 

(FACSort, Becton Dickinson). 

 

Activación celular 

 La células de sangre total de donadores aparentemente sanos y pacientes 

con dengue fueron activadas con antígeno del DEN-2 a una concentración de 10 

ug/mL durante 12 h. Las células fueron cosechadas y analizadas por citometría de 

flujo para la detección de la molécula de activación temprana CD69 (anti-CD69 

 



humano; Becton Dickinson) en celulas CD4+ y CD8+ (anti-CD4 o CD8 FITC; Becton 

Dickinson). Durante los ensayos, fueron incluidos testigos sin activación y activación 

inespecífica con fitohemaglutinina (PHA). 

 

Infección celular 

 La infección de las diferentes poblaciones leucocitarias se realizó con las 

siguientes MOI: 10 para monocitos; 10 para PBMC y 10 para células T. Los 

sobrenadantes de cultivo se colectaron a intervalos de 16 h y se almacenaron hasta 

su uso. 

 

Determinación de citocinas en cultivos celulares 

 RT-PCR. Posterior a la extracción del RNA total de células mononucleares de 

sangre periférica de los donadores aparentemente sanos y de los pacientes con 

dengue, se llevó a cabo la reacción de transcriptasa inversa a partir de los 11 µL de 

RNA total obtenido y empleando como mezcla de reacción 10X de amortiguador 

(250 mM de Tris-HCl pH 8.3, KCl 375 mM, ditiotreitol 50 mM y MgCl2 15 mM), 2 µL 

de dNTP (10mM), 1 µL oligo dT (0.5 µg/µL) y 200 U de transcriptasa inversa 

Superscript II (Invitrogen). Cada muestra se incubó durante 50 min a 42oC. El cDNA 

obtenido de la reacción de transcriptasa inversa se empleó en la reacción de PCR 

para cada una de las citocinas de interés (TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-8). La reacción de 

PCR fue llevada a cabo de la siguiente forma: la mezcla de reacción de un total de 

25 µL de volumen incluyó 3 µL de cDNA, 2.5 µL de amortiguador 10X (Tris-HCl 

100mM pH 9.0, KCl 500 μM , MgCl2 15 mM, y gelatina 0.1%), 5 pmol de cada 

oligonucleótido, 1 U de Taq polimerasa. Los parámetros del termociclador para la 

amplificación fueron de 3 s a 94oC, 3 s a la temperatura de alineación (específico 

para cada pareja de iniciadores) y 10 s a 72oC por 35 ciclos. Posterior a la 

amplificación, las muestras fueron analizadas en geles de agarosa al 2%. 

TNFα (5´TCTCGAACCCCGAGTGACAA-TATCTCTCAGCTCCACGCCA)  

IL-1β (5´GACACATGGGATAACGAGGC- 3´ACGCAGGACAGGTACAGATT)  

IL-6 (5´ATGTAGCCGCCCCACACAGA-3´CATCCATCTTTTTCAGCCAT) 

 



IL-8 (5´ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG3´TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC) 

 

Análisis Estadístico 

 El análisis estadístico fue realizado utilizando el programa Sigma Stat 

Software 3.1 (Sigma Stat Software). Los grupos fueron comparados utilizando t de 

student cuando las condiciones de normalidad fueron válidas y de mediante la U de 

Mann-Whitney para datos no paramétricos. Valores de P ≤0.05 fueron considerados 

significativos. 

 



 

RESULTADOS 
 

1.  Caracterización molecular de los aislados de DEN-2 

 

 Inicialmente se llevó a cabo la secuenciación de los aislados TAB5322 y 

CAM7786. La cepa viral empleada para los experimentos descritos y analizados en 

este trabajo fue la cepa TAB5322, obtenida a partir de un caso hemorrágico.  

   

La comparación nucleotídica del dominio III de la proteína E viral de ambos 

aislados reveló seis variaciones entre ambas secuencias en las posiciones 87, 246, 

249, 279, 375 y 429. Las secuencias obtenidas a partir de dichos aislados se 

muestran a continuación y se resalta las posiciones en la que se encontró 

discrepancias a nivel nucleotídico. Estos resultados fueron verificados mediante la 

secuenciación de ambas cadenas y su posterior comparación por ClustalW/MEGA 

3.1. Esta secuencia representa los nucleótidos que codifican para el dominio III de 

la proteína de envoltura los cuales pueden ser utilizados para definir el genotipo al 

que pertenece la cepa viral analizada. La secuencia de ambos aislados se presenta 

a continuación con sus respectivos números de acceso perteneciente a la base de 

datos “GeneBank”:  

 
     1 atggacaaac tacagctcaa aggaatgtca tactctatgt gtacaggaaa gtttaaaatt 
          61 gtgaaggaaa tagcagaaac acaacaTgga acaatagtta tcagagtaca atatgaaggg 
       121 gacggttctc catgtaagat cccttttgag ataacagatt tggaaaaaag acacgtctta 
       181 ggtcgcttga ttacagttaa cccaatcgta acagaaaaag atagcccagt caacatagaa 
       241 gcagaGccTc cattcggaga cagctacatc atcataggGg tagagccggg acaattgaaa 
       301 ctcaattggt ttaagaaggg aagttccatc ggccaaatgt ttgagacaac aatgagagga 
       361 gcaaagagaa tggcTatttt aggtgacaca gcctgggact ttggatccct gggaggagtg 
       421 tttacatcCa taggaaaggc ctcctccacc 

 

GENEBANK ACCESION NUMBER: AY603661 
 

 

 



    1 aatggacaaa ctacagctca aaggaatgtc atactctatg tgtacaggaa agtttaaaat
  61 tgtgaaggaa atagcagaaa cacaacaCgg aacaatagtt atcagagtac aatatgaagg  
121 ggacggttct ccatgtaaga tcccttttga gataacagat ttggaaaaaa gacacgtctt 
181 aggtcgcttg attacagtta acccaatcgt aacagaaaaa gatagcccag tcaacataga 
241 agcagaAccC ccattcggag acagctacat catcataggA gtagagccgg gacaattgaa 
301 actcaattgg tttaagaagg gaagttccat cggccaaatg tttgagacaa caatgagagg 
361 agcaaagaga atggcCattt taggtgacac agcctgggac tttggatccc tgggaggagt 
421 gtttacatctT ataggaaggc ctctccacca 
 

GENEBANK ACCESION NUMBER: AY603662 

 

Para determinar el genotipo viral al cual pertenecían los aislados virales, 

americano o asiático, se realizó el análisis filogenético de las secuencias obtenidas 

por el método de máxima parsimonia con 1000 repeticiones y utilizando secuencias 

de la región de interés reportadas previamente en la base de datos del GenBank. 

En la figura 6 se muestra el árbol filogenético de los virus. Es importante hacer notar 

que en las cepas usadas en este estudio no se observaron mutaciones debidas al 

cultivo en la línea celular C6/36 en los diferentes pases analizados. Al comparar el 

agrupamiento de las cepas virales, se observó que nuestros aislados pertenecen al 

genotipo asiático relacionado con casos de DH. Se observa que los aislados 

TAB5322 y CAM7786 son más divergentes que los genotipos americanos y 

asiáticos, pero guardan una relación estrecha con cepas venezolanas (MARA4) y 

mexicanas (200787/1983) previamente reportadas. Es importante hacer referencia 

a que estos datos deben ser confirmados por lo cual sugerimos secuenciar una 

región de mayor tamaño para definir la relación de dicho aislado con genotipos 

asiáticos. 

 

 

 

 

 

 



 
 

Figura 6. Análisis filogenético de cepas del virus del dengue serotipo 2. El arbol 

filogenético fue construido con el método de máxima parsimonia en el que se muestra la 

relación del aislado CAM7786 y el aislado TAB5322 con virus pertenecientes al genotipo 

americano y asiático. Cepas pertenecientes al genotipo americano: IQT2913, IQT1797, 

VEN2 y 0131. Cepas de genotipo asiático: M20558, 1409, 16681, C0390, ThNH-p11/93, 

C0371, ThNH-7/93, K0010, C0166, C0167 y K0008. Cepa 200787/1983, aislado viral 

mexicano con características neurotrópicas. Aislados representantes de los serotipo 1 

(Hawai) y serotipo 3 (M93139 y H87) fueron incluidos como cepas referencias. 

 

Se estandarizó un método de citometría para determinar simultáneamente la 

expresión de proteína E viral y los marcadores de identidad (CD3, CD14) de las 

células blanco de la infección por virus del dengue. Para este propósito, inicialmente 

se evaluaron mediante cell-ELISA los anticuerpos monoclonales que se emplearían 

 



en la citometría y para después estandarizar la citometría en la línea C6/36 de 

células de Ae. albopictus, por ser ésta una línea altamente susceptible a la infección 

por virus del dengue.  

 

2.  Estandarización de metodología en células C6/36 

 

 2.1  cell-ELISA 

 

 Se utilizaron anticuerpos monoclonales dirigidos en contra la proteína E de 

cada uno de los serotipos virales (ATCC). En los ensayos de reacción cruzada para 

los cuatro anticuerpos monoclonales y para un anticuerpo genérico que reconociera 

a todos los serotipos virales (anti-complejo dengue), se pudo observar que cada 

uno identificó únicamente a su serotipo homólogo y, en el caso del anticuerpo anti-

dengue, se obtuvo reacción positiva para los cuatro serotipos.  

 

Para este proyecto únicamente se emplearon los anticuerpos anti-complejo 

dengue y anti-DV2 (fig. 7). Se pudo observar el reconocimiento específico por parte 

del anticuerpo anti-DV2, el anticuerpo no mostró reacción cruzada con los otros 

serotipos (datos no mostrados). 

 

 

 



 
 Figura 7. Reconocimiento de los anticuerpos monoclonales anti-proteína E del virus 

del dengue. Las células C6/36 infectadas con DEN-2 fueron fijadas a placas de ELISA a las 

concentraciones descritas. Sobrenadantes de las clonas productoras de los anticuerpos 

monoclonales correspondientes fueron posteriormente evaluados. Como blancos de la 

lectura a 490 nm se usaron pozos con PBS. 

 

 2.2  Citometría de flujo 

 

El método de citometría de flujo para la detección de antígenos virales fue 

estandarizado en células C6/36 y posteriormente adaptado para células humanas. 

Los resultados de la estandarización de este método con dos MOI (1 y 10) se 

muestran en la figura 8. Se puede observar el desplazamiento de los histogramas 

debido al aumento en la intensidad de fluorescencia, el cual es proporcional a la 

expresión de la proteína E viral en la membrana celular. No se observaron 

diferencias en la intensidad o porcentaje de células positivas en relación a la 

multiplicidad de infección, probablemente a consecuencia del tiempo prolongado de 

infección (7 días). Simultáneamente en estas mismas células se realizaron ensayos 

 



de inmunofluorescencia indirecta, método empleado como estándar de oro, 

obteniéndose los mismos valores de positividad. En la figura 9 se muestran los 

resultados representativos de células infectadas y no infectadas evaluadas por 

inmunofluorescencia indirecta.  

 
Figura 8. Identificación de la proteína E del virus del dengue en células C6/36 

infectadas. Las células C6/36 infectadas con DEN-2 a las MOI de 1 y 10 fueron cosechadas 

al séptimo día postinfección y analizadas por citometría de flujo.  

 

 
 

Figura 9. Inmunofluorescencia indirecta para la detección de la proteína de 

envoltura del virus del dengue en células C6/36. Monocapas confluente de células C6/36 

 



fueron infectadas con virus del dengue a una MOI de 1 y cosechadas al séptimo día 

postinfección para después ser procesadas por el método convencional de 

inmunofluorescencia. a) células infectadas, campo claro; b) células no infectadas, campo 

claro; c) células infectadas; d) células no infectadas. 

 

Para determinar la dinámica de aparición de antígenos virales en la superficie 

de células C6/36 infectadas se realizó una cinética de infección cuyos resultados se 

muestran en la figura 10 y se resumen en la tabla 1. Nuestros datos sugieren que 

es posible detectar a las células infectadas desde las 24 h después de la 

inoculación del virus cuando se emplearon MOI superiores a 10. Para el caso de 

MOI menores a 10, las muestras se volvieron francamente positivas hasta después 

de 72 h de infección.  

 

 
 

Figura 10. Cinética de infección del denguevirus-2 en células C6/36. Las células 

C6/36 infectadas con DV-2 a MOI de 1, se evaluaron por citometría para la identificación de 

la proteína E del virus del dengue a los días específicados. Los porcentajes de células 

positivas a la expresión de la proteína E se indican en cada pánel. 

 

Los datos obtenidos por nuestro método fueron corroborados por 

inmunofluorescencia indirecta (prueba estándar) así como por RT-PCR para la 

 



detección del RNA viral (Lanciotti et al., 1992). Los resultados de citometría fueron  

confirmados por RT-PCR, corroborando así la infección en estas células (tabla 1). 

En contraparte, los datos obtenidos por la inmunofluorescencia se tornaron 

positivos hasta el quinto día postinfección. En consecuencia con citometría es 

posible detectar resultados positivos con un considerable ahorro en tiempo con 

respecto al método convencional de inmunofluorescencia indirecta. 

 

Tabla 1. Validación del método de citometría de flujo. Las células fueron analizadas 

por citometría de flujo y los datos obtenidos fueron corroborados por RT-PCR. 

 

 
 

 



 

 El análisis por cell-ELISA de las células empleadas en el experimento 

anterior y a lo largo de la cinética de infección se muestra en la fig. 11. Se observó 

un incremento en el valor de densidad óptica con respecto al tiempo de infección.  

 

 
  

Figura 11. Cinética de aparición de proteína E en células C6/36 infectadas con el 

virus DEN-2 mediante cell-ELISA. Las células infectadas fueron cosechadas a los tiempos 

indicados y procesadas por cell-ELISA para la detección de la proteína E del virus del 

dengue por ELISA indirecto con anticuerpos monoclonales anti DEN-2.  

 

Se realizaron diversos esfuerzos para incrementar la sensibilidad del método 

de citometría por considerar que el número de linfocitos expresando en sus 

superficies antígenos virales en infecciones naturales podría resultar limitado debido 

a que las células CD3+ no son el blanco preferido del virus del dengue. Sin 

embargo, los anticuerpos monoclonales empleados en este estudio resultaron ser 

demasiado lábiles ya que al ser conjugados a biotina o fluoresceína perdieron su 

 



capacidad de reconocimiento. El uso de la tiramida en el sistema amplificación 

tampoco resulto el adecuado (datos no mostrados).   

  

Para determinar la eficiencia del método de citometría se analizaron 

muestras clínicas obtenidas de pacientes con sospecha de infección por dengue. 

Las muestras fueron procesadas por el método convencional de 

inmunofluorescencia indirecta y los resultados comparados con los datos arrojados 

por la citometría de flujo. En la tabla 2 se aprecian que los resultados fueron 

idénticos en 13 de las 16 muestras; las muestras 1004 y 1008 fueron negativas por 

fluorescencia indirecta pero positivas por citometría y RT-PCR, la muestra 1013 fue 

positiva por inmunofluorescencia y confirmada positiva por citometría y RT-PCR. 

Tres muestras (1014, 1015 y 1016) resultaron ser negativas tanto por citometría 

como por inmunoflurescencía, sin embargo, los datos de RT-PCR revelaron que 

estas muestras fueron positivas para el RNA viral.  

 

Tabla 2. Validación del método de citometría de flujo en muestras clínicas. Las 

muestras fueron procesadas simultáneamente por inmunofluorescencia indirecta, citometría 

y RT-PCR. 

 



 
 

 

2. 3  Determinación del intermediario de la replicación (IR) 

 

Aunque el método de citometría fue capaz de identificar la presencia de 

antígenos virales en la superficie de la célula hospedera, esto no necesariamente 

refleja una infección activa del virus, ya que estos antígenos pueden ser adsorbidos 

a la membrana citoplásmica y por lo tanto proporcionar falsos positivos durante el 

ensayo. Por este motivo, decidimos desarrollar un sistema para la identificación de 

la cadena negativa de RNA que es sintetizada únicamente durante la replicación 

viral. Inicialmente nuestros ensayos fueron referidos a la línea celular C6/36, en la 

cual pudimos identificar ambas especies de RNA (RNA viral y RNA intermediario). 

 

El sistema para la detección de ambas especies de RNA fue diseñado de tal 

forma que la cadena negativa es evidenciada como una banda de 511 pb y la 

cadena positiva como un producto de 119 pb. La carga viral tuvo una influencia 

significativa en la cantidad de producto generado durante la amplificación de dichos 

 



fragmentos (fig. 12). Las células no infectadas no produjeron ninguna banda como 

resultado de la amplificación. La cinética de producción de la cadena negativa 

mostró que la aparición del intermediario de replicación se lleva a cabo a tiemp

tan cortos como 30 min (datos no mostrados). En nuestros resultados, se observa 

ausencia del intermediario de replicación en los sobrenadantes de los cultivos en 

etapas tempranas de la infección (datos no mostrados).  

 

os 
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igura 12. RT-PCR para la identificación de la cadena positiva y negativa del virus 

del den

 

3. Infeccion experimental en células humanas 

3.1  Infeccion en células T y monocitos 

da para la determinación de la 

infección por virus del dengue en células humanas, se procedió a realizar los 

 

F

gue. Las células fueron infectadas a MOI de 1 y 10 y posteriormente sometidas a 

RT-PCR para la identificación específica de cada cadena. Marcadores de peso molecular

(MWM) de 100 pb. 

 

Al contar con la metodología estandariza

 

 



ensayos de citometría para la detección de antígeno viral en la membrana celular. 
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Figura 13

 células mononucleares totales de donadores no-inmunes fueron activadas 

Los ensayos de infección en células T (CD3+) y monocitos (CD14+) humanos

donadores aparentemente sanos, se realizaron en células activadas con 

fitohemaglutinina y no activadas, con el objeto de evaluar si el estado de activación 

tiene efecto en la capacidad de infección del virus en células permisivas. L

muestras fueron analizadas para dos colores por citometría de flujo, empleando 

como marcadores de identidad anticuerpos monoclonales anti-CD3 (fig.13) y a

CD14 (fig.14). En el caso de las células CD3+, los resultados mostraron un 

porcentaje de infección de 5.5%, sin embargo, en el caso de las células CD3 

negativas se pudo observar una tinción positiva independiente de la infecció

probablemente debido a la reacción cruzada existente entre el segundo anticu

y la inmunoglobulina de superficie de los linfocitos. Las células CD14 positivas 

mostraron un porcentaje de positividad de 42.9 y 41.4 para el caso de células no 

activadas y activadas, respectivamente. Los controles de células no infectadas 

segundo anticuerpo no rebasaron el 2.5% de positividad. 

 

 

. Detección de la proteína E del dengue virus en la superficie de linfocitos 

infectados. Las

 



con PHA e infectadas a una MOI de 10 y analizadas por citometría de flujo para dos colores 

CD14+. Las células mononucleares totales fueron infectaron con una MOI de 10 y se 

analizaron para dos colores por citometría de flujo; anti-DEN-2-anti Ig de ratón-FITC y anti-

das e 

álisis de ocho muestras provenientes de diferentes donadores mostró 

ue el número de células positivas a la tinción para la proteína del virus del dengue 

empleando anticuerpos anti-DV-anti-Ig de ratón-FITC y anti-CD3-PE. a) Celulas no 

infectadas, b) células infectadas. Los paneles del centro muestran las tinciones de control 

para el segundo anticuerpo (anti-IgG de ratón FITC).  

  

 
 

Figura 14. Tinción de superficie para la proteína del dengue virus-2 en células 

CD14-PE. a, células no infectadas; b, células sin activar e infectadas; c, células activa

infectadas. 

 

 El an

q

es independiente del estado de activación (fig. 15), ya que las diferencias 

observadas no alcanzaron significancia estadística. 

 

 



 
  

Figura 15. Detección de la proteína E del virus del dengue DEN-2 en células 

humanas. Células mononucleares periféricas provenientes de 8 donadores no inmunes 

fueron infectadas con virus DEN-2 a una MOI de 10. El porcentaje de células positivas a la 

tinción para la proteína de envoltura del dengue virus-2 en linfocitos T (células CD3+) y 

monocitos (células CD14+) es mostrado con su respectiva desviación estándar. 

 

 El cell-ELISA en células humanas no pudo ser empleado debido al alto valor 

de fondo obtenido en el ensayo, esto probablemente debido a la presencia de los 

receptores para inmunoglobulinas característicos de diversas poblaciones 

encontradas en las células mononucleares humanas (datos no mostrados) y por lo 

tanto no se fue empleado en la identificación de la infección en células humanas. 

 

 La tabla 3 resume los resultados de cuatro diferentes muestras en las que se 

realizaron citometría de flujo para la identificación de antígeno viral  en células 

CD14+ y CD3+ y RT-PCR. Como se puede apreciar, existe una total concordancia 

entre los resultados obtenidos mediante citometría y RT-PCR.  

 

 

 

 



 Tabla 3. Determinación de la infección por virus del dengue en células humanas. 

Las células mononucleares de sangre periférica de donadores aparentemente sanos fueron 

infectadas y analizadas por citometría de flujo y RT-PCR para la detección del RNA viral.  

 

 
 

3.2 Infecciones en poblaciones celulares enriquecidas 

 Aunque la determinación de antígeno viral en la superficie de la membrana 

celular de células T (CD3+) sugiere la posibilidad de que los linfocitos T sean blanco 

de la infección por virus del dengue, resulta de gran importancia discernir si dicha 

tinción es debida a la replicación del virus en células T o solamente por la unión 

inespecífica a la membrana del linfocito de partículas virales generadas en otras 

estirpes celulares. Para responder a esta pregunta se procedieron a realizar 

ensayos de RT-PCR específicos para la detección de la cadena negativa del virus 

en linfocitos T enriquecidos. Como se puede observar en la figura 16, panel ˝a˝, el 

porcentaje de células infectadas no varió significativamente con respecto a los 

experimentos previos con células no enriquecidas, sin embargo, es importante 

resaltar que la susceptibilidad a la infección varió de muestra a muestra (datos no 

mostrados).  

 

 



 
  

Figura 16. Detección de la proteína E del DEN-2 en poblaciones celulares no 

adherentes. Células no adherentes fueron enriquecidas a partir de células mononucleares 

totales, las células fueron infectadas con una MOI de 10 y analizadas por su expresión de 

antígeno viral de superficie. a) células CD3+ b) células CD19+.    

   

 La población de células adherentes también fue analizada por citometría de 

flujo y los datos se muestran en la figura 17. En la gráfica de granularidad contra 

tamaño, se puede observar el enriquecimiento de la fracción correspondiente a los 

monocitos, los cuales son claramente positivos a la tinción de superficie para la 

identificación de la proteína de envoltura del virus del dengue. 

 

 

 



 
 Figura 17. Detección de la proteína E del DEN-2 en poblaciones celulares 

adherentes. Las células adherentes se obtuvieron a partir de células mononucleares 

totales, fueron infectadas con una MOI de 10 y la expresión de proteína de envoltura viral 

fue evaluada por citometría de flujo con anti-DEN2-anti-Ig de ratón-FITC y anti-CD14-PE.  

 

 3.3  Determinación del IR en poblaciones celulares 

enriquecidas. 
 El RNA total obtenido de las poblaciones celulares enriquecidas e infectadas 

fue utilizado para la detección específica del intermediario de replicación. La figura 

18 muestra los resultados obtenidos en este experimento donde se puede observar 

la banda correspondiente al intermediario de reacción tanto en la fracción adherente 

como la no adherente de células infectadas, ninguna banda fue evidente en células 

no infectadas. Como controles positivo y negativo se usaron RNA total de células 

C6/36 infectadas y no infectadas, respectivamente. 

 

 



 
  

Figura 18. Identificación dei intermediario replicativo del DEN-2 en poblaciones 

celulares enriquecidas. Células adherentes y no adherentes fueron infectadas con virus del 

dengue a una MOI de 10, el RNA total extraído fue amplificado específicamente para la 

detección de la  cadena negativa (IR) del virus del dengue DEN-2 mediante RT-PCR.    

 

 4. Análisis de muestras clínicas naturalmente infectadas   

 

 Con la colección de técnicas ya estandarizadas se procedió a la recolección 

de muestras clínicas naturalmente infectadas para su estudio en el laboratorio. Se 

procedió a contactar a las autoridades de salud locales de áreas endémicas de 

dengue que estuviesen reportando casos de dengue en ese momento y que 

pudieran ser colectadas y transportadas por vía terrestre en un tiempo razonable a 

nuestro laboratorio, sin comprometer la integridad de las células sanguíneas. Como 

 



resultado se estableció un protocolo de investigación con la Jurisdicción de Salud 

de Coatzacoalcos, Veracruz en la localidad de Cosoleacaque.  

 

4.1  Condiciones de transporte de muestras clínicas 

La limitante más importante en el algoritmo para la obtención de muestras 

clínicas era el tiempo de transporte que debería resistir las células en sangre total 

antes de ser procesadas. Para resolverlo se procedió a evaluar diferentes 

condiciones para el transporte de dichas muestras. Para este efecto se obtuvo 

sangre completa de donadores aparentemente sanos en tubos con heparina y ácido 

cítrico a diferentes tiempos en intervalos de 24 h, las cuales fueron conservadas a 

temperatura ambiente y refrigeración por cinco días. A temperatura ambiente, las 

células comenzaron a deteriorarse después de las 24 h. La figura 19 muestra los 

resultados obtenidos en las células con ACD y conservadas en refrigeración donde 

se observa que durante cinco días mantuvieron su morfología, a pesar de la 

generación de un escaso debris debido a la muerte celular. 

 
 

 Figura 19. Efecto del tiempo sobre células de sangre completa. Células de  sangre 

completa fueron colectadas de donadores aparentemente sanos en tubos con heparina (a) 

o ACD (b) para ser conservadas en refrigeración por cinco días. Las células fueron teñidas 

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD14 y adquiridas en un FACSort. 

 



  

 4.2  Determinación de infección en muestras clínicas 

Las muestras obtenidas en campo y transportadas a la Ciudad de México 

CR. Se recibieron 

14 muestras provenientes Cosoleacaque de pacientes con diagnóstico clínico de 

n 

tivación celular en muestras clínicas 

l activar las células sanguíneas de las cuatro muestras positivas con el 

antígeno de dengue 2 y evaluar su respuesta medida por la expresión de CD69, se 

pudo observar un porcentaje significativo de células CD4 y CD8 activadas como 

 el 

fueron inmediatamente procesadas por citometría de flujo y RT-P

dengue. La confirmación de la infección por virus del dengue mediante RT-PCR 

sólo fue establecida en cuatro de estos especimenes. Estas cuatro muestras fuero

procesadas por citometría par la detección de antígeno viral de superficie en las 

diferentes poblaciones celulares y en ninguna de ellas fue posible la detección del 

antígeno de superficie en las poblaciones celulares analizadas (datos no 

mostrados).  

 

4.3  Ac

A

respuesta al estimulo antígeno específico (fig. 20). Los datos de activación en este 

grupo de muestras se resumen en la figura 21, donde se puede observar que los 

valores de activación son muy similares en las cuatro muestras y aunque se 

observó un mayor porcentaje de células CD8+ que células CD4+ específicas para

antígeno de dengue, la diferencia no es significativa.    

  

 

 



 
  

Figura 20. Activación antígeno específico. Las células mononucleares fueron 

aisladas de sangre total y activadas con antígeno de dengue por 12 h. Las células fueron 

cosechadas y procesadas por citometría de flujo para determinar la expresión de CD69 

(PE) en linfocitos CD4 y CD8 (FITC).  

 

 

 



 
 

 Figura 21. Activación antígeno-específica en muestras clínicas. Las cuatro muestras 

positivas a la detección de RNA viral fueron activadas con antígeno de dengue 2 durante 12 

h y después procesadas por citometría de flujo. Los datos representan la media del 

porcentaje de células activadas para linfocitos CD4+ y CD8+.  

 

 4.4  Detección de citocinas proinflamatorias en muestras clínicas 

El RNA total extraido de las cuatro muestras positivas fue utilizado para la 

detección del RNA mensajero de cuatro citocinas pro-inflamatorias (IL-1β, IL-6, IL-8 

y TNF-α) que han sido reportadas como importantes en el desarrollo de casos 

hemorrágicos (Atrasheuskaya et al., 2003; Suharti et al., 2003; Suharti et al., 2002). 

Los datos de estos experimentos se muestran en la figura 22. Se puede observar 

que las cuatro muestras fueron positivas para todas las citocinas determinadas lo 

cual concuerda con los datos reportados en otros estudios donde la presencia de 

estas citocinas ha sido confirmada.  

 



 
 

Figura 22. Identificación de RNA mensajero de citocinas. Células mononucleares 

fueron aisladas a partir de sangre periférica de pacientes con dengue. El RNA fue extraido 

y sometido a RT-PCR para la identificación de cada una de las citocinas. Los productos de 

amplificación fueron resueltos en geles de agarosa al 2%. a) IL-1β, b) IL-6, c) IL-8 y d) TNF-

α.  

 

 



DISCUSIÓN 
 

El presente trabajo tuvo por objetivo establecer si las poblaciones celulares 

CD3+ son blanco de la infección por el virus del dengue al ser experimentalmente 

infectadas y durante el curso natural de la infección, así como analizar la respuesta 

de citocinas provenientes de pacientes con dengue. 

 

Durante el curso de este proyecto, únicamente se manejó al serotipo DEN-2 

debido a que este fue el predominante en el año del 2002 en México (Lorono-Pino 

et al., 2004). Inicialmente se procedió al aislamiento y caracterización molecular y 

serológica de un aislado viral endémico representativo de las cepas virales 

circulantes en el país. Los ensayos serológicos permitieron la serotipificación del 

aislado el cual resultó ser del serotipo 2. Como fue ya mencionado, las cepas DEN- 

2 del virus del dengue han sido clasificadas en dos genotipos, americano y asiático, 

asociadas con diferentes presentaciones clínicas en humanos (Rico-Hesse et al., 

1997)(Rico-Hesse, 2003). Las cepas del genotipo americano no han sido hasta 

ahora involucradas en casos hemorrágicos, a diferencia de las asiáticas que están 

relacionadas con epidemias de dengue hemorrágico (Rico-Hesse et al., 1998; Rico-

Hesse et al., 1997) (Lanciotti et al., 1997; Mangada and Igarashi, 1998; Rico-Hesse 

et al., 1997; Uzcategui et al., 2001). La caracterización molecular y el análisis 

filogenético de los aislados virales aquí estudiados revelaron que las cepas 

pertenecían al genotipo asiático. Esta caracterización estuvo basada en la 

secuencia de un fragmento de 450 bp correspondiente a los posiciones 1785 a la 

2235 del genoma viral en la región localizada en el dominio III de la proteína de 

envoltura. Esta proteína presenta una alta tasa de mutación y la región usada ha 

sido empleada extensivamente para el estudio molecular y evolutivo del virus (Rico-

Hesse, 1990; Rico-Hesse, 2003; Rico-Hesse et al., 1998; Rico-Hesse et al., 1997).  

 

Es importante mencionar que los aislados presentaron dos inserciones en el 

fragmento estudiado, que son características de los serotipos DEN-1 y DEN-3 pero 

 



no de la vasta mayoría de los serotipos DEN-2. Estos datos sugieren fuertemente 

que los aislados podrían ser el resultado de eventos de recombinación entre los 

serotipos circulantes en un momengto dado en una misma región. Esto deberá ser 

estudiado y analizado con mayor profundidad y buscando otras posibles 

recombinaciones en otras regiones genómicas. El “fenotipo recombinante” de estos 

aislados presenta grandes similitudes con la cepa 200787, la cual es neurotrópica y 

que fue recuperada de un caso de dengue en el estado de Guerrero en 1983 (Ruiz 

et al., 2000). Los eventos de recombinación han sido reportados para otros muchos 

virus incluyendo el caso del virus del dengue, así los datos de secuencias del 

genoma completo del DEN-1 han demostrado que la cepa S275/90 (un aislado 

obtenido en Singapur) es el producto de la recombinación de dos cepas aisladas en 

dos regiones geográficas diferentes (Tolou et al., 2001). Otros grupos han 

informado la existencia de procesos de recombinación entre regiones de las 

proteínas de prM y E, así como en la unión de la proteína E y la proteína NS1. 

También se conocen eventos de recombinación para el serotipo DEN-2, Uzcategui 

et al, identificaron regiones de recombinación al analizar los genes de las proteínas 

de cápside y prM en la cepa MARA4, la cual guarda una estrecha relación con los 

aislados descritos en este trabajo y con la cepa 200787 (fig. 6) y que resultó ser un 

producto de la recombinación de cepas autóctonas de Venezuela (genotipo 

americano) y cepas de origen asiático (Uzcategui et al., 2001). Estos hallazgos 

sugieren que los procesos de recombinación podrían jugar un papel importante en 

la generación de diversidad genética con implicaciones importantes en la biología 

del virus (Holmes et al., 1999; Tolou et al., 2001; Uzcategui et al., 2001; Worobey et 

al., 1999). La posibilidad de que en infecciones naturales ocurran eventos de 

recombinación está condicionada a la co-infección de dos serotipos o genotipos 

diferentes en el mismo individuo, situación observada en diferentes estudios con 

diferentes serotipos del virus del dengue (Aziz et al., 2002; dos Santos et al., 2003; 

Gubler et al., 1985; Laille et al., 1991; Lorono-Pino et al., 1999; Wang et al., 2003). 

 

 



La patogenia del DH no ha sido completamente aclarada y aunque estudios 

epidemiológicos, in vitro y en algunos modelos experimentales sugieren la 

participación de un proceso inmunopatológico que deriva en el proceso 

hemorrágico, los mecanismos por los cuales se desarrollan los cuadros 

hemorrágicos no han sido del todo explicados (Chaturvedi et al., 2006a; Chaturvedi 

et al., 2000; Chaturvedi et al., 2006b; Halstead, 1988; Kurane and Ennis, 1992; 

Kurane et al., 1990a). Es muy probable que en el desarrollo de cuadros 

hemorrágicos participen factores inmunológicos, virales, entomológicos y 

ambientales (fig. 23) (Armstrong and Rico-Hesse, 2001; Armstrong and Rico-Hesse, 

2003; Chaturvedi et al., 2006a; Chaturvedi et al., 2000; Chaturvedi et al., 2006b; 

Cologna et al., 2005). Los genotipos asiáticos están comúnmente asociados con 

presentaciones más severas de la enfermedad y los estudios correspondientes 

apoyan la hipótesis de que las diferentes variantes genéticas tienen capacidades 

distintas para producir DH (Leitmeyer et al., 1999)(Cologna and Rico-Hesse, 2003; 

Diamond et al., 2000). Esta variabilidad nucleica del genoma viral también ha sido 

observada entre los serotipos DEN-1, DEN-3 y DEN-4, lo que ha permitido la 

genotipificación de los virus por medio de análisis filogenéticos (Klungthong et al., 

2004; Pires Neto et al., 2005; Uzcategui et al., 2003). Es importante resaltar que en 

el continente americano ha habido un desplazamiento de las cepas americanas por 

las de origen asiático, lo que ha resultado en la aparición de un mayor número de 

casos de dengue causados por genotipos asiáticos (Rico-Hesse et al., 1997; Singh 

and Seth, 2001). El desarrollo de DH es un fenómeno multifactorial por lo que no es 

de sorprender que un virus del genotipo asiático pueda aislarse de un caso de DC, 

en donde factores del hospedero, del vector así como del ambiente participan en la 

modulación clínica de la expresión del desarrollo viral.  

 

 



 
 Figura 23. Factores implicados en el desarrollo de cuadros hemorrágicos. El 

dengue hemorrágico es el resultado de la interacción de factores inmunológicos, virales, 

entomológicos y ambientales que favorecen la permeabilidad vascular que conducen a los 

cuadros clínicos del dengue hemorrágico.  

 

La determinación de antígenos virales en la superficie de la célula hospedera 

ha sido un método ampliamente empleado como un medio para identificar las 

células blanco de la infección. En reportes previos se han demostrado la presencia 

de la proteína de envoltura en la superficie de la célula hospedera (Kao et al., 2001; 

Lambeth et al., 2005; Ng and Corner, 1989; Sanchez et al., 2006; Sydow et al., 

2000; Vazquez et al., 1995). En este trabajo utilizamos dos métodos basados en la 

detección de la proteína E. El primer método fue un sistema tipo ELISA de captura 

de anticuerpos, el cual resulto ser rápido y sencillo de realizar ya que utiliza 

directamente células completas de mosquito C6/36 infectadas, línea celular 

altamente permisivas a la infección por virus del dengue (Humphery-Smith and 

Vincendeau, 1993). Este tipo de ensayos con células completas como antígeno han 

sido empleados en la detección de antígenos bacterianos. Nuestro sistema utilizó 

las ventajas de estos ensayos por ser sencillos, rápidos de realizar, permiten la 

preparación de las placas por anticipado y su conservación en refrigeración por 

 



varios días. La posibilidad de emplear este sistema en el diagnóstico rutinario de 

dengue en muestras clínicas está siendo evaluado actualmente en nuestro 

laboratorio. El segundo método es un sistema de citometría para identificar a la 

proteína E expresada en la membrana de la célula hospedera. Estos ensayos de 

citometría han sido ampliamente utilizados para la diversos antígenos (virales, 

bacterianos, etc), incluyendo la detección de antígenos del virus del dengue (Kao et 

al., 2001; Lambeth et al., 2005; Sanchez et al., 2006; Sydow et al., 2000). La 

citometría de flujo, además de demostrar antígenos en la célula hospedera, también 

identifica la estirpe célular con los anticuerpos monoclonales correspondientes 

(marcadores de identidad). Nuestro sistema resulto muy útil para el escrutinio de 

células de diversos orígenes (Talavera et al., 2004). Esta doble capacidad de 

reconocer la infección y la identidad celular convierte a la citometría en una 

herramienta muy poderosa para el diagnóstico de casos sospechosos, confiriéndole 

una utilidad que pocas técnicas pueden combinar. Más aún, el método arrojó 

resultados alentadores para su uso en el diagnóstico de dengue y cuando se 

comparó su eficiencia con la de la inmunofluorescencia indirecta convencional en 

células C6/36 infectadas, se pudo observar que los datos concordaron en 13 de las 

16 muestras evaluadas, similar a los datos reportados por otros grupos (Kao et al., 

2001; Sydow et al., 2000). Las discrepancias en tres muestras (1004, 1008 y 1013), 

dos negativas por inmunofluorescencia pero positivas por citometría y RT-PCR, 

puede explicarse como falsos negativos atribuibles a la propia técnica de 

inmunofluorescencia, situación que concuerda con los datos de Kao y col, quienes 

encontraron que la sensibilidad de la citometría fue mayor que la de la 

inmunofluorescencia (Kao et al., 2001). La tercera muestra discrepante (1013), 

positiva por inmunofluorescencia pero negativa por citometría y RT-PCR, puede 

considerarse como un falso positivo. Resulta importante resaltar que otras tres 

muestras (1014, 1015 y 1016), negativas tanto por inmunofluorescencia como por 

citometría, resultaron positivas en la detección por RT-PCR del intermediario de 

replicación y del genoma viral (estándar de oro) por lo que se consideraron falsos 

negativas para inmunofluorescencia y citometría. La posibilidad de usar al método 

 



de citometría como parte del diagnóstico de dengue requiere de un estudio 

comparativo que incluya un mayor número de muestras de casos sospechosos.  

 

La cinética de infección en células de mosquito demostró que la carga viral 

está directamente relacionada con la expresión de antígenos virales. Esto debe ser 

un parámetro a considerar debido a que de paciente a paciente, el número de 

partículas virales varía ampliamente lo cual puede conducir a resultados falsos 

negativos, sobre todo cuando las muestras se evaluan prematuramente antes de 

que se lleve a cabo la expresión completa de antígenos virales. Este estudio 

comparativo demostró que la inmunofluorescencia requiere de un mayor número de 

días para la correcta identificación de la infección viral (cinco días postinfección), lo 

cual es diferente de lo que reportado por otros autores (Kao et al., 2001) que 

informan que la inmunofluorescencia da resultados positivos a las 24 h 

postinfección; esto podría explicarse por la variación de líneas celulares de 

laboratorio a laboratorio. 

 

La proporción de células infectadas en infecciones naturales puede ser muy 

limitada (Scott et al., 1980). Considerando que en las muestras clínicas el número 

de células que expresan antígeno E podría ser muy reducido, exploramos el empleo 

de un sistema de amplificación como el de anticuerpos biotinados o el sistema de 

amplificación de la tiramida (datos no mostrados). Desafortunadamente, los 

anticuerpos monoclonales empleados en este estudio (anti-DEN-2; clona 3H5 

ATCC) resultaron ser muy lábiles y como resultado del proceso de marcaje 

perdieron la capacidad de reconocimiento a su ligando. Este es un fenómeno 

reportado con anticuerpos tratados con reactivos similares a los de nuestro sistema 

de marcado  (Hoyer-Hansen et al., 2000; Panyutich et al., 1993). Por lo anterior fue 

imposible utilizar sistemas alternos para elevar la sensibilidad analítica de nuestro 

sistema.  

 

 



 La identificación de antígenos en la superficie de células no necesariamente 

es indicativa de la replicación activa del virus (Rothman, 1997) ya que el antígeno 

detectado podría solamente estar adsorbido a la membrana. Debido a que la 

citometría pone de manifiesto la presencia de antígenos y no el proceso infeccioso 

activo, nosotros decidimos usar un método alterno para poner de manifiesto la 

infección activa. El virus del dengue requiere para su replicación de la síntesis de 

una cadena negativa de RNA como molde para la generación de nuevas cadenas 

positivas, por lo tanto la determinación de estos intermediarios replicativos es una 

forma de evidenciar la infección activa (Anwar et al., 2006; Vaughan et al., 2002). 

Nuestro sistema de RT-PCR está basado en una amplificación asimétrica que 

permite la identificación específica de las dos especies de RNA. Este sistema de  

detección del intermediario de replicación resultó ser un método sencillo y fácil de 

aplicar en diferentes tipos celulares (Limon-Flores et al., 2005). 

 

Es interesante el hecho de que la síntesis de las especies de RNA viral 

pudieron ser identificado en células infectadas a tiempos tan cortos como 30 min 

(datos no mostrados). Aunque estos resultados concuerdan con lo reportado por Liu 

et al (Liu et al., 1997), resulta sorprendente el que la traducción del genoma viral y 

el procesamiento de la poliproteína, así como la asociación con membranas 

reticulares, se lleven a cabo en minutos. Se deben realizar más estudios para 

establecer la dinámica de síntesis de las especies virales durante el proceso 

replicativo. 

 

Se ha observado que la intensidad de la infección por el virus del dengue 

varía de persona a persona (Cologna, et al 2006). Las infecciones experimentales 

en células humanas reveló que los monocitos son el linaje predilecto para la 

infección, esto concuerda con datos publicados que confirman la infección en 

monocitos en muestras clínicas de pacientes con dengue (Sydow et al., 2000). Con 

respecto a las células T, únicamente una fracción pequeña de los linfocitos expresó 

antígeno viral de superficie. Aunque la infección en células T no ha sido aún 

 



confirmada en infectciones naturalmente, las líneas celulares de linfocitos T, como 

células Jurkat y HSB-2 y clonas derivadas de células T con fenotipo CD4+ y CD8+ 

son permisivas a la infección experimental. (Kurane et al., 1990b; Mentor and 

Kurane, 1997). Esto, en conjunto con los datos de linfopenia en pacientes con 

dengue, podría sugerir que las células T podrían ser blanco de la replicación viral en 

las infecciones naturales (Azeredo et al., 2001; Green et al., 1999). El hecho de que 

un pequeño porcentaje de células T expresa los antígenos virales podría significar 

que alguna subpoblación en particular, aún no identificada, es la permisiva a la 

infección. Desde luego, se requieren de más estudios para identificar la o las 

subpoblaciones de células T implicadas en la infección por el virus del dengue.   

 

Nosotros pudimos observar que de donador a donador hay variaciones 

importantes en la proporción de células infectadas, lo que probablemente es debido 

a la susceptibilidad diferencial en cada individuo, tal vez de fondo genético, que de 

igual forma podrían jugar un papel importante en la presentación clínica. Se 

reconocen diferencias significativas en el grado de infección en células dendríticas 

de donadores sanos con diversas cepas de virus del DEN- 2 (Cologna et al., 2005), 

que es atribuido a la posible existencia de factores aún no identificados en el 

hospedero.  

 

En otros virus, el grado de activación celular previo a la infección ha sido 

reportado como un factor importante en la permisividad de la infección (Bishop et 

al., 1992; Shapira-Nahor et al., 1997). En nuestra experiencia el estado de 

activación en estas poblaciones celulares no tuvo un efecto significativo en la 

permisividad a la infección por el virus del dengue. 

 

En infecciones experimentales, el tropismo del virus por monocitos es mayor 

que por los linfocitos T, aún en poblaciones enriquecidas. En los experimentos de 

facilitación aquí realizados con células T y el anticuerpo monoclonal 3H5, no se 

observó un incremento en la infección en células CD3+, aún a diluciones más allá 

 



del punto de neutralización del anticuerpo (datos no mostrados). Esto concuerda 

con lo reportado (Halstead et al., 1984b), que diferentes líneas celulares tienen 

capacidades para facilitar su infección, independientemente si los anticuerpos son 

neutralizantes o no. En este trabajo se empleó un anticuerpo monoclonal 

neutralizante (3H5) y una cepa viral de genotipo asiático (TAB5322), la cual tiene 

una estrecha relación con la cepa New Guinea C. Esta cepa, de acuerdo con la 

clasificación de Halstead, pertenece al grupo II que incluye virus que no facilitan su 

infección con anticuerpos neutralizantes. Por lo tanto, no es de sorprender la 

ausencia de facilitación de la infección con la cepa TAB5322 y el anticuerpo 

monoclonal 3H5.  

 

Debido a la diferencia en susceptibilidad de los linfocitos y los monocitos, 

donde éstos resultan ser los más favorecidos para la replicación del virus, obliga al 

desarrollo de métodos que puedan cuantificar la progenie viral producida por cada 

una de las estirpes celulares evaluadas. (Chen et al., 2001; Chien et al., 2006; 

Chutinimitkul et al., 2005; de Oliveira Poersch et al., 2005; Gomes-Ruiz et al., 2006; 

Johnson et al., 2005). Para tal propósito, en este trabajo se diseñó un método de 

RT-PCR competitivo y cuantitativo para la detección de ambas cadenas de RNA 

que resultó ser altamente sensible (Vaughan et al, 2002).  

 

El porcentaje de positividad de RNA viral en las muestras clínicas de casos 

con datos clínicos muy sugestivos de dengue, estudiados en este trabajo, fue 

sorpresivamente bajo (25%). Estos casos sospechosos fueron obtenidos en 

Cosoleacaque, perteneciente a la Jurisdicción de Coatzacoalcos, Veracruz, que en 

el año de 2002 tuvo el segundo mayor número de casos de dengue del estado (607 

casos), sólo por debajo de San Andrés Tuxtla (663 casos). Ya que el RT-PCR para 

identificación del virus es altamente sensible y se considera como el estándar de 

oro, los casos negativos por dicha técnica deben aceptarse como falsos positivos 

en el diagnóstico clínico. Estos errores pueden en parte relacionarse con la falta de 

homogeneidad por parte de los médicos al aplicar la definición operativa de casos 

 



de dengue. Durante la realización del estudio de campo, también se observó que 

con frecuencia hay errores por parte de los médicos encargados de la detección y 

selección de casos en cuanto a la diferenciación de casos DC y DH que, de 

acuerdo con la NOM y con las recomendaciones de la OMS, se basa inicialmente 

en datos como la prueba del torniquete, la hemoconcentración y la trombocitopenia. 

Así, pudimos identificar diferencias importantes en la forma de realizar e interpretar 

la prueba del torniquete, el concepto de trombocitopenia también tuvo discrepancias 

(50,000 plaquetas/ mm3, contra el valor recomendado de 100,000 plaquetas/mm3). 

Esto refleja que lo establecido en las normas oficiales no necesariamente 

concuerda con la presentación de los casos clínicos, observación que ha llevado a 

que diferentes autores sugieran la necesidad de reevaluar las definiciones 

operativas de DC y DH (Deen et al., 2006; Martinez et al., 2005; Rigau-Perez, 2006) 

con base en lo observado en varios países, incluyendo México donde se han 

detectado casos de DC con manifestaciones hemorrágicas, sin trombocitopenia 

(Navarrete-Espinosa et al., 2005). En la actualidad, las definiciones operativas de 

dengue son muy sensibles pero poco específicas, lo cual las hace útiles para el 

tamizaje de casos presuntivos pero carecen de utilidad en la diferenciación con 

otros padecimientos febriles, lo cual hace indispensable el apoyo de laboratorio para 

confirmar la etiología de la infección (Martinez et al., 2005).   

 

El método de citometría de flujo no detectó la presencia de antígenos virales 

en la superficie de células mononucleares obtenidas de casos de dengue 

confirmados por RT-PCR. Esto probablemente fue debido al número limitado de 

células que expresaban el antígeno viral en infecciones naturales (Rothman, 1997; 

Scott et al., 1980). Alternativamente, el método de citometría podría no haber sido lo 

suficientemente sensible para demostrar estos antígenos en una población limitada 

de células que expresan dichas moléculas. Cabe resaltar que la identificación de la 

proteína E se realizó mediante una tinción de superficie, lo cual podría haber 

reducido la sensibilidad del método. Esta sensibilidad podría mejorarse 

notablemente si se realizara la búsqueda de antígeno en células permeabilizadas ya 

 



que así se podrían identificar moléculas intracelulares que aún no han sido 

exportadas a la membrana celular. Los datos preliminares obtenidos en nuestro 

laboratorio utilizando este enfoque, sugieren que la tinción intracelular rinden 

mayores intensidades de fluorescencia en células infectadas, en comparación de 

células no permeabilizadas. 

 

Los datos de activación, medida por la expresión de CD69, de células 

obtenidas de paciente, mostró la existencia de clonas CD4+ y CD8+ específicas 

para antígenos de dengue. Estos datos concuerdan con lo publicado por otros 

grupos que han observado la presencia de clonas T reactivas en pacientes con 

dengue (Azeredo et al., 2006; Chen et al., 2004; Green et al., 1999; Liu et al., 2002; 

Shresta et al., 2004; van der Most et al., 2003). La presencia de estas clonas 

específicas en estos pacientes, apoya los resultados obtenidos por RT-PCR y 

sugieren una infección activa.  

 

Como se ha mencionado anteriormente, es posible que el desarrollo de 

mecanismos pro-hemorrágicos sea debido al incremento en la concentración de 

citocinas pro-inflamatorias que pudieran tener un efecto en el endotelio 

favoreciendo así la hemorragia (Chaturvedi et al., 2006a; Chaturvedi et al., 2006b; 

Fink et al., 2006). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por otros, 

donde se ha observado que citocinas proinflamatorias con acciones vasodilatadores 

tales como IL-1β, IL-6, IL-8 y TNFα, participan de forma importante en el desarrollo 

de los cuadros hemorrágicos. El desarrollo de DH/SCD probablemente es debido a 

la producción exacerbada de citocinas y mediadores de la inflamación, originada por 

una super-infección en monocitos y otras estirpes celulares, y que es favorecida por 

el fenómeno de infección facilitada mediada por anticuerpos. Estos eventos podrían 

contribuir en el cuadro de DH ya que la progenie viral puede ser fagocitada por 

macrófagos que adquieren la infección y/o que se activan en respuesta a los virus 

internalizados de esta manera, incrementando así los niveles séricos de citocinas y 

mediadores pro-hemorrágicos (Kurane and Ennis, 1992). 

 



 

En conclusión, los resultados de este trabajo sugieren la capacidad del virus 

del dengue para infectar linfocitos T de sangre periférica en infecciones 

experimentales, fenómeno que podría jugar un papel importante para la 

proliferación viral y la producción de citocinas que, bajo condiciones particulares de 

carga viral, predisposición y genotipo viral, pueden desencadenar procesos 

hemorrágicos. La replicación en infecciones naturales del virus en células T y la 

identificación de la subpoblación particularmente involucrada, requiere de más 

estudios que puedan confirmar el tropismo del virus del dengue en individuos 

naturalmente infectados.

 



  

 



 

CONCLUSIONES 

 

 

1. Las cepas virales TAB5322 y CAM7786 pertenecen al genotipo asiático, las 

cuales presentan dos inserciones encontradas en los serotipos 1 y 3 del virus 

del dengue, lo cual podría ser indicativo de un proceso de recombinación.  

2. El RT-PCR es un método útil para la detección de la cadena negativa del 

RNA viral (intermediario replicativo) en células infectadas por virus del 

dengue. 

3. Una subpoblación de células T humanas, aun por determinar, es blanco de la 

infección por virus del dengue en infecciones experimentales. 

4. En infecciones experimentales, el virus del dengue presenta un tropismo 

mayor hacia monocitos que por células T. 

5. La detección de antígenos virales en la superficie de células obtenidas de 

casos confirmados de dengue debe ser analizada con métodos más 

sensibles que permitan identificar dichos antígenos y las células que los 

expresan. 

6. Las infecciones por dengue generan la producción de clonas T específicas 

con fenotipo CD4+ y CD8+. 

7. Las células de pacientes con dengue presentan RNA mensajero de citocinas 

proinflamatorias con actividad vasodilatadora. tales como la TNFα, IL-1β, IL-6 

y IL-8.  

 

 



PERSPECTIVAS 
 

1. Secuenciar el genoma completo de las cepas TAB5322 y CAM7786  

2. Realizar análisis moleculares para determinar si estos aislados son 

recombinantes genéticos entre virus del serotipo 2 y serotipos 1 y/o 3. 

3. Secuenciar el genoma completo de las cepas virales aisladas de casos de 

dengue (Sequenom) y asociar su secuencia nucleotídica con la presentación 

de la enfermedad. 

4. Incrementar la sensibilidad del método de citometría para la identificación de 

antígenos virales. 

5. Llevar a cabo la detección integral de un mayor número de citocinas, 

quimiocinas y mediadores bioquímicos (Luminex) en muestras clínicas de 

pacientes con dengue. 

6. Identificar a la(s) subpoblaciones de células T capaces de replicar al virus del 

dengue en infecciones naturales. 
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