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11. PREFACIO 

El presenle tralmjo aporta datos nuevos referentes a la patogenesis del 
de~gue durante la infecelon del endolello vascular. dichas aportaciones giran 
M tomo a diferentes aspectos aún poco conocidos de I~ patogenl~ de esla 
enf~rrnerla{] que a contl~uaClon se mencionan' 

1.- Actualmente no ex,"ten vacunas eficaces y seguras contra et 
Dengue. tampoco hay modelos animales experimentales que 
reproduzcan la enfermedad de forma similar al humano y no existen 
tratamientos antillirales para la infección del V<rus del dengue. 
Durante las manifestaciones severas de la enfermedad como el 
sindrome de choque por dengue (SCD) o la f.ebre hemorrágica por 
dengue (FHD). en los cuales el daño al endotelio vascular es 
cons,derado como un signo patognomónico pero los mecanismos 
patogénlcos permanecen sin ser entendidos 

2.- La vasculopatia observada durante la FHDISCD eS el resultado 
de la disfunción endotellal causada tanto por mecanismos directos 
(factores ""ales) como indlfectos (factores del hospedero). que 
Interactúan en el endotelio vascular. llevando a las formas severas de 
la enfermedad. pero hasta la fecha las Investigaciones reali7adas 
sobre la patogénesis del dengue (casi cuarenta años) han girado 
exclu,"vamente en tomo a factores del hospedero. aunque eXisten 
pocos reportes que deSCriban factores virales Involucrados en este 
fenómeno. 

3.- Recientemente. nosotros reportamos resultados novedosos en los 
que encontramos que existe un dialogo cruzado en los procesos de 
coagulaciÓn e InflamaCión durante la Infeccion de las células del 
endotelio vascular y sus vías regulatortas de señalización 
Encontramos que durante el dajio al endotelio vascular causados por 
un aislado agresivo del VD. el Factor Tisular (FT). es sobre· 
expresado y esto favorece la generación de tromblna y la activación 
del receptor activado por proteasas tipo 1 (PAR.1) el cual. 
desempeña una importante funCión durante las activación de las vias 
de señalizacion que InvolU('.ran la fosforilación de p38 y ERK1/2 en la 
activaCión de NF-Kll Demostramos tamblen que la expresión los 
receptores PAR-l (inflamaCión) y el FT (coagulacion) pueden Ser 
inhibidos en presencia de los Inhibid ores de p3B y ERK1/2. 
sugiriendo con esto la existencia ,le un puente e,,(re Id. coagulación y 
la ",namnclón. 



Las nuevas aportaciones del trabajo: 

1._ En el presente trabBjo reportamos pOr primera vez, que la 
infecclon de las células del endotelio vascular por el VIrUS del dengue 
puede Indtlcir la modificación de 13 via citoproleClora de la protelna 
e (InflamaCIM- GoagulaclGn y ~PQplüsis). 

2.· Mostramos dJlos novedo,os que irKlican que durante la 
activacion (daño) del endotelio vascular por el virus del dengue. se 
induce la liberación de la Trombomoduhna (TM), la cual afecta la 
formación del comptelo Trombomodullna-Trombina- protelna CEsto 
favorece que el endotelio vascular cambie su estado fisIológiCO 
normal (anti_trombóllcolanti_mllamatono) a un estado alterado (pro. 
coagulante/pro_Inflamatorio) que ayudar a entender el dalio vascular 
observado durante la FHOISCD. 

3.- Reportamos por pnmera vez que la Infección del endotelio 
vascular por el virus del dengue modifica la vía citoprotectofa de la 
Protelna C Activada. en la cual a su vez están Involucradas p-38 y 
ERK1/2. así como también los receptores PAR-1 y EPCR, 

4.- Este estudio proporCiona nuevas perspectLvas y puede tener 
ImplicaCioneS en el dise~o de terapias aDroDladas (por ejemplo, 
adm,nistraclon farmacologlca de peA) a blancos trombollcas e 
Inflamatorios que se presentan durante la FHD/SCD. 



RESUMEN 

Después de la malaria, la Fiebre por Dengue es la enfermedad viral mfÍs 

vevafente de humanos transmitida por artropodos. No hay vacunas disponibles, 

tampoco eXiste un mOdelo e,pe"ment~1 animal y no existe un lratam,ento 

especifica (anllviral) conlra ta Infección por et v,rus del dengue (VD). Los 

mecanismos palogénlcos de las formas severas de la enfermedad, tales como el 

51ndrome de choque por dengue (SeO) y nebre hemorrágica por dengue (FHD), 

en la cual el daño al endotelio es el signo palognomónico. no eS totatmente 

cnlend,do Observaciones clinlcas revelan anormalidades signifocatovas en el 

sistema de la coagulac,ón e Infiamación, con niveles incrementados de 

lromboodulina soluble (TMs) en el plasma de pacientes con FHDISCD (grados III y 

IV), La TMs en sangre ha sido conSiderada como un marcador temprano de seo 

durante la fase febril de la enfermedad, Sin embargo. el palX"l del VD en el daño al 

endotelio durante el SCD no eS claro. En este lrabajo presentamos datos nuevos 

de la participaCión del VD en la modif,caclón de la formacLón del complejo 

Trombomodulina·Tromblna·Proteína e en la superf,cie endotellal, con una 

reducción en la prote,na C acllvada (peA), La PCA es la proteína vasoprotectlva 

mas Importante ya que regula lageneración de trombina (,nactlva a los factores 

procoagulantcs Va y Villa) y tiene también propiedades anll' inflamatorias, anli· 

apoptoticas y protección de barrera. Estas funciones biológicas de peA eSlan 

a~ociadas con el receptor de la proteína C endotelial (EPCR) y can la vía de 

señ~l¡n" ,,,n <l~1 ,eceptor activado pu' prQt"asas 1 {PAR·' 1, la cual responde a la 

l~flflmacI6,,· co~gul"cfón. Nosotros Jemo,lrdmos alteraciones 



ciloprolecllva de la protelna e y anll-trombótlca durante la Infecclon de células del 

endotelio vascula' "'mano por el VD. los cuales pueden explicar los cuadros de 

vasculopalLa observados durante la FHOISCO, El esclarecLmiento de los principios 

I)aslcos que regula~ estos procesos llenen Importantes Implicaciones para el 

diseño de nuevas estralegias lerapéuhcas para el tralamiento de FHOISCD. 

Summary 

Arter 01 mala~a, Dengue lever (OF) is the mo"l prevalent arlhroj}Od-bome viral 

d'sease 01 humans No sale vaccine is avallable. there is no experimental ammal 

mndel and nol exisl a spec,ftc lrealment (anliviral) far dengue virus (OV),nfeclio~, 

Tne pathogenic mechanlsms 01 Ihe severe form" 01 Ihe dlse-ase, .uch as dengue 

shock syndrome (OSS) and dengue hemorrhagic leve' (DHF). In which endothelial 

damage is Ihe pathognomon'c slgn. ate nol lully understood, Clinlcal observallons 

have revealed slgn;ftcant abnarmaliltes in the coagulallon and Inflammation 

syslems. wlth Increased levels 01 solUble lhrombomodulln (sTM) In the plasma 01 

pat,e~ls Wllh DHFIDSS (grade 111 or IV), Blood sTM was proposed as an early 

pred,ctor 01 DSS during the febrile swge. Howcver, the role 01 the DV In cndothelial 

,nJury dUMg DSS IS unclear. Here, we present novel Inslghts I~to the partcipabon 

01 DV In lhe downrcgulation 01 the thrombomodulln-thrombin-proteln C complex 

farmatio~ at Ihe endOlhelial suoface. wlth a reducllon in activaled prolein C (APC) 

APC is Ihe moSI Import~n! v~soprotectlve prot81n because It oowmegulalos 

throml),n gcnerallon (by !he ina~llvatlon nf procMgulanl I"ctors V~ and VII!~) alld 

h~~ a~li-,,'lIamm~lory. 3nlLopoptollC, ano ~o",er proter.tion propertLcs, These 



blological funcMns 01 APC are assoclated wlth tlle endothelial protein C receptor 

(EPCR) and protease-actlvated reeeptor 1 (PAR_l) slgnahng pathways, wh,eh link 

lhe cOJgulaMn-lnllammalion responses. We launo allcratlo~s In the 

a!llithrombotie and cyloprolective protein C palhwBYs during DV inlecllon 01 human 

endothcllal vascular cell", Which may explaln the vasculopathy observerl durong 

DHFIDSS ClanfLcatlon 01 (he baslc principies lhat underlie these processes has 

Important Lmpllcations 10' the dcsign O/ new therapeullc strategies lor DHFiDSS 
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  1. INTRODUCCIÓN 

  

1.1 Origen del Virus del Dengue 
 

     La primera gran epidemia de una enfermedad parecida al dengue fue descrita 

entre 1779 y 1780 en tres continentes: Asia, África y América del Norte (1).  Sin 

embargo, se han reportado cuadros clínicos similares  a los de dengue   en la 

Enciclopedia China de la Dinastía Chin (265-420 d. C.); los antiguos chinos ya 

pensaban que la enfermedad estaba relacionada a insectos voladores asociados 

al agua. El término "dengue" se originó en América en 1827-1828, a raíz de una 

epidemia en el Caribe en la que se presentaba con fiebre, artralgias y exantema. 

Los esclavos provenientes de África identificaron a esta entidad nosológica como 

dinga o dyenga, homónimo castellano del dialecto swahili "Ki denga pepo" que 

significa ataque repentino (calambre o estremecimiento) provocado por un 

"espíritu malo" (1). 

  
    En el siglo XX la primera epidemia de Dengue Clásico en América, comprobada 

por laboratorio, ocurrió en la región del Caribe y en Venezuela entre 1963 y 1964, 

el virus dengue 3 fue el serotipo circulante. En 1953-54 en Trinidad se aisló por 

primera vez el agente causal de tipo 2 a partir de casos no epidémicos. En 1977 el  

serotipo 1 fue introducido en América por Jamaica el cual  se diseminó a la 

mayoría de las islas del Caribe causando diferentes  epidemias. El serotipo 4 fue 
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introducido en 1981 y desde entonces los tipos 1,2 y 4 han sido transmitidos 

simultáneamente en muchos países en donde el Aedes aegypti está presente. El 

serotipo 3 reapareció en 1994 en Nicaragua, constituyendo un factor de riesgo 

importante ya que epidemiológicamente se han asociado prototipos a la forma 

hemorrágica de la enfermedad (2). 

 
1.2  Agente Etiológico 
 
     En 1906, Ashburh y Craig identificaron por primera vez al virus del Dengue 

como el agente etiológico de la Fiebre por Dengue (FD). En 1943 y 1944, Kimura y 

Hotta aislaron por primera vez al VD en el laboratorio, adaptando dos cepas de 

este virus a tejido neuronal de ratón. En 1954, Casal y Brown separaron los 

Arbovirus (“arbo” acrónimo del inglés arthropod-borne, transportado por 

artrópodos) en grupo “A” para alfavirus y grupo “B” para flavivirus, basándose 

tanto en sus diferencias antigénicas como en la respuesta humoral de reactividad 

cruzada durante ensayos de Inhibición de la Hemaglutinación (IHA). En 1984, el 

Comité Internacional para Taxonomía de Virus (ICTV) estableció al VD como un 

flavivirus perteneciente a la Familia Flaviviridae, ubicado en el grupo “B” de los 

Arbovirus. (3).  

    Actualmente se han descrito cuatro serotipos diferentes pero denominados: 

DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4 circulando en el mundo (4). Estos virus son 

transmitidos al humano mediante la picadura de la hembra hematófaga de los 

mosquitos Aedes (Ae) aegypti y Ae albopictus (5). 

 

1.3  Estructura y ciclo de vida del Virus del Dengue 
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    Los virus del dengue tienen una estructura similar a otros flavivirus es decir, son 

esféricos  de 40-50 nm de diámetro, con una envoltura lipídica la cual se deriva de 

la célula infectada, la envoltura cubre a la  nucleocápside de 30-35 nm de 

diámetro. 

    El virus está constituido por tres proteínas estructurales designadas como 

proteína C (capside), M (proteína de membrana) y E (proteína de envoltura). La 

morfología de estos virus se ha observado por microscopia crioelectrónica 

tomando en cuenta la organización de la bicapa lipídica y la glicoproteína de 

envoltura. Esta técnica ha permitido construir imágenes tridimensionales del virus 

del dengue y establecer un modelo estructural, el cual ha permitido proponer que 

tiene una estructura que el VD muestra un arreglo icosahédrico de 90 dímeros de 

la proteína E (Figura 1) (6,7). 
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Figura 1. Estructura del virus del Dengue. Constituido por tres  proteínas 
                               estructurales (E, C y M), y siete proteínas no estructurales (NS1-NS2- 
                              NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, genoma de una sola cadena en sentido positivo. 
 
 
    La glicoproteína E está expuesta en la superficie del virión y es la que presenta 

 las funciones biológicas del virus del dengue que incluyen la adhesión del virus al 

receptor celular así como la fusión de la membrana en endosomas a pH ácido. Así 

mismo, la glicoproteína E, es también la principal proteína antigénica que activa la 

producción de anticuerpos neutralizantes (8, 9,10).

    El genoma viral es de ARN de una sola cadena en sentido positivo de 

aproximadamente 11000 nucleótidos que al ser traducido da origen a una 

poliproteína de aproximadamente 3400 amino ácidos, la cual es procesada co-

traduccionalmente por la acción de proteasas virales y del hospedero para 

producir proteínas virales individuales tales como: tres proteínas estructurales (C, 

prM y E) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b 

y NS5. Las proteínas no estructurales están relacionadas en la replicación del 
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ARN viral como una parte del complejo de replicación (11,12). La glicoproteína 

NS1 es muy importante ya que el antígeno de fijación del complemento, induce 

una respuesta protectora (13). La NS3, por otra parte se caracteriza por tener 

actividades variadas como proteasa, nucleósido trifosfato, helicasa y de ARN 

trifosfato (14). En general, la proteína NS5, en todos los Flavivirus tiene actividad 

de ARN polimerasa dependiente ARN. Las proteína NS2a, es un cofactor de NS3 

y las proteínas  4a y 4b funcionan como cofactores de NS5 (15). (Figura 2)  

 

 

Figura 2. Diagrama del genoma del virus del Dengue. Está constituido por regiones que  
codifican proteínas estructurales y no estructurales. Hay una región cap (1) 5´ y la regiones 
no codificantes (NCR) 5´y 3´. La poliproteína y los productos generados son cortados  en 
los sitios marcados con flechas,  las cajas indican a los precursores de las proteínas 
maduras son designadas por las letras. Las proteínas estructurales están representadas en 
color rojo mientras que las no estructurales están en color negro y blanco. Existen sitios de 
corte para proteasas del hospedero (rombos) y sitios de corte de proteasas virales 
denotadas por las flechas negras. Además  existen otros sitios que son cortados por furinas 
(triángulo) o por proteasas desconocidas  celulares.  
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    La infección de las células hospederas por el virus del dengue se da por la 

unión a factores de adhesión y receptores celulares. El virus entra mediante 

endocitosis mediada por receptor, en la que la glicoproteína E promueve la fusión 

de las membranas del endosoma y de la membrana del virus. La replicación del 

virus está asociada con cambios de las estructuras de membrana inducidas por el 

virus dentro del citoplasma de las células infectadas. El ensamble de las partículas 

virales está asociado con las membranas del retículo endoplásmico.  

   En un inicio las partículas virales son ensambladas como partículas inmaduras 

que contienen proteínas prM no covalentemente unidas con la proteína E en un 

complejo heterodimérico. Los viriones son transportados hacia la membrana 

plasmática en vesículas y son liberados por exocitosis (Figura 3). Durante la 

morfogénesis tardía de los virus del dengue, la glicoproteína prM es procesada 

proteolíticamente por proteasas parecidas a subtilisina en la vía exocítica de la red 

del trans-Golgi, originando a la proteína M (16,17, 18).  
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Figura 3. A). Estructura del virus, 
los viriones inmaduros contienen 
dos proteínas asociadas a  la 
membrana (prM y E) formando un 
complejo heterodimérico, en el 
curso de la maduración del virus, 
la prM es cortada y da origen al 
rearreglo de la proteína E en 
homodímeros (virones maduros).  
El producto del corte de la región 
carboxilo-terminal de prM (la 
proteína M) permanece asociada 
a la membrana viral. 
Posteriormente las proteínas de 
superficie son empaquetadas en 
las partículas virales. B) El 
genoma  es de ARN de una sola 
cadena en sentido positivo de 
aproximadamente 11000 
nucleótidos  y contiene un solo 
marco de lectura abierto que 
codifica para las proteínas 
estructurales C, prM/M y E.  
También codifica para siete 
proteínas no estructurales. El 

marco de lectura abierto está flanqueado por regiones no codificantes  en ambos lados. C) La entrada del 
virus es por endocitosis mediado por recepto y el pH en el endosoma induce  modificaciones estructurales en 
la proteína E que inducen la fusión de  membranas de la nucleocápside en el citoplasma. Posteriormente el 
genoma de ARN es traducido para iniciar la replicación del virus. El ensamble de las partículas virales ocurre 
en el retículo endoplásmico (RE) y lleva a la formación de partículas inmaduras que son transportadas a 
través de la vía exocítica. Hay evidencias de que el pH ácido en el trans-Golgi produce cambios 
conformacionales irreversibles en el complejo prM-E que es requerido para el corte y maduración por furinas 
celulares o por proteasas liberadas por la célula. Finalmente las partículas infecciosas son liberadas por 
exocitósis. 



 

1.4 Receptores celulares putativos para el Virus del Dengue 

 
    La entrada del VD se inicia con la adsorción y la penetración a la célula hospedera. Durante 

la adsorción la proteína E se une a receptores celulares específicos (Figura 3). 

   Se han realizado diversos trabajos para caracterizar los probables receptores celulares para 

el VD en la infección primaria, que incluyen tanto proteínas como glicosaminoglicanos (GAGs), 

sugiriendo una dependencia en el tipo de célula huésped y el serotipo viral para la interacción 

inicial entre el VD y la célula blanco. Entre las proteínas descritas como posibles receptores 

virales en células de mamífero, se encuentran proteínas susceptibles a tripsina (19), proteínas 

no identificadas de pesos moleculares diversos que oscilan entre 27 y 182 kDa (20-26), el 

receptor de 37 kDa/67 kDa de alta afinidad por laminina (27), el receptor de manosa (28), 

proteínas de choque térmico HSP90 y HSP70 (del inglés heat shock protein) (29), la proteína 

asociada al antígeno de diferenciación mieloide CD14 (30) y la proteína regulada por glucosa 

GRP 78 (BiP) (31).  

    Asimismo, se ha descrito que la unión del VD a células dendríticas se produce a través de 

proteínas DC-SIGN (del inglés dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin). Estas 

proteínas de membrana contienen un dominio extracelular de lectina tipo C que une 

carbohidratos con alto contenido de manosas, presentes en la superficie del virión del VD 

(32,33). Para las células de mosquito C6/36, se identificaron proteínas de pesos moleculares 

entre 40 y 80 kDa (34,35) así como también una proteína que une laminina (36) como posibles 

receptores del VD. 
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     Además de los informes de proteínas como probables receptores para el VD, se ha 

demostrado la participación de heparan sulfato (HS) en la unión del VD tipo-2 a diversas 

células de mamífero (37-41).  

 

 
 
 
 
 

1.5  Aspectos  Epidemiológicos del virus del dengue 
 

     Se estima que cerca de 2.5 billones de personas (un tercio de la población mundial) 

procedentes de zonas urbanas, peri urbanas y rurales están en riesgo de contraer la infección, 

con una incidencia anual de 50-100 millones de casos de FD y de 25-500 mil casos de FHD 

(42).  

    La OMS considera al Dengue como la segunda infección re-emergente más importante 

entre las enfermedades tropicales y como una de las principales enfermedades virales 

transmitidas al hombre por artrópodos (43, 44, 45). La FHD es la principal causa de 

hospitalización y muerte de niños en países del Sudeste Asiático (46). Los vectores del VD 

son los mosquitos del género Aedes, y la especie más importante en la transmisión es Aedes 

aegypti. Otro vector de importancia epidemiológica es Aedes albopictus, el cual tiene gran 

distribución en Brasil.  

    El vector que mantiene eficientemente la enfermedad en Asia introduciéndose 

posteriormente tanto en América como en varios países del mundo. Ambos vectores 

pertenecen al subgénero Stegomya.  Aedes aegypti es un artrópodo perteneciente a la clase 

Insecta, orden Diptera, familia Culicidae y subfamilia Culicinae, que incluye los géneros Aedes 

y Culex.   El adulto de Aedes aegypti, transmisor de Dengue y Fiebre Amarilla, tiene un dorso 
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con bandas de color plateado o amarillo blanquecino sobre fondo oscuro, y un dibujo 

característico en forma de lira en el dorso del tórax. Las patas están conspicuamente 

bandeadas y 

el último 

artejo de las 

patas 

posteriores 

es blanco. 

Este género está extensamente distribuido dentro de los límites de las latitudes 40°N y 40°S 

(Figura 4) y es altamente susceptible a temperaturas extremas y climas cálidos secos. 

      Figura 4. El principal vector transmisor del virus del dengue es el Aedes aegypti  y su distribución 
         a nivel mundial.  

 

1.6  Características Clínicas de la Enfermedad 

   El dengue presenta un amplio espectro clínico que puede ir desde la forma leve de la 

enfermedad conocida como Dengue Clásico (DC; 95% de los casos), hasta las  formas 

severas como la Fiebre hemorrágica por Dengue y/o el Síndrome de Choque por Dengue 

(FHD/SCD; 5% de los casos) (47). 

    La fiebre por dengue (FD) se caracteriza por una aparición repentina de fiebre así como 

la presencia de signos y síntomas no específicos, incluyendo dolor retro-orbital, cefalea, 

mialgias, artralgias, náuseas, vómitos y debilidad generalizada.  

    El dengue hemorrágico, durante la fase aguda es difícil de diferenciar con la FD, sin 

embargo, durante la defervescencia (cuando cede la temperatura y la viremia) 

abruptamente se manifiestan síntomas de falla circulatoria (4-6 horas) y/o se pueden 
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presentar manifestaciones hemorrágicas. Los signos y síntomas incluyen: hemorragias 

epiteliales tales como petequias, púrpura, equimosis, epistaxis, sangrado de encías, 

hemorragias gastrointestinales y un aumento en la permeabilidad del endotelio vascular 

favoreciendo  alteraciones hemostáticas que pueden favorecer la presencia de choque 

hipovolémico.                          Los cambios hemostáticos involucran principalmente tres 

factores; alteraciones vasculares, trombocitopenia y múltiples defectos en el sistema de la 

coagulación–fibrinólisis (48).  De acuerdo a la Organización  Mundial de la Salud (OMS), la 

FHD puede clasificarse en cuatro grados de severidad que dependen de las características 

clínicas que se presenten (Figura 5). 

 

 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                         Figura5. 

Clasificación de 
los grados de 

severidad de la FHD de acuerdo a la OMS.  
                           El espectro clínico de la enfermedad del Dengue va desde una enfermedad febril conocida como fiebre por dengue 

caracterizada por fiebre alta, dolor de articulaciones en general,   particularmente artralgias y mialgias. Este cuadro 
clínico puede evolucionar, generalmente en la etapa de defervescencia y presentarse  falla circulatoria y aumento de 
permeabilidad de membranas del endotelio vascular y con esto establecerse la Fiebre Hemorrágica por Dengue o 
Síndrome de Choque por Dengue. Una de la características más importantes de la FHD/SCD es el aumento de la 
permeabilidad de la membrana del endotelio vascular que trae como consecuencia la pérdida del plasma y un aumento 
en la hemoconcentración, que finalmente pueden generar el choque hipovolémico que junto con la hemorragia puede 
converger en el colapso circulatorio y finalmente en la muerte. 
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    Se desconocen cuáles son los mecanismos involucrados en la aparición de  las formas 

severas de la enfermedad (FHD/SCD). Sin embargo, en un principio se propusieron dos 

hipótesis que intentan explicar los mecanismos patogénicos del FHD/SCD: a) La facilitación 

inmunológica y b) La variación antigénica de los aislados virales con incremento en la 

virulencia de las cepas. La primera  fue postulada por Halsted en 1974, quien propone que en 

el curso de una infección secundaria la presencia de anticuerpos heterotípicos no 

neutralizantes, incrementa la formación de complejos antígeno-anticuerpo, facilitando la  

entrada del virus a las células blanco (macrófagos), favoreciendo la activación de los 

macrófagos, los cuales a su vez activan diferentes sistemas como el del complemento, 

fibrinolísis y coagulación (Figura 6) (48). 

          
                                                                                                             
 
 
 
 
 

Figura 6. A la fecha 
se conocen dos 
hipótesis que 
intentan explicar las 
manifestaciones  

hemorrágicas 
severas: La primera 
es conocida como 
la facilitación  
inmunológica, fue 
propuesta por 
Halstead, quien 
propone que en el 
curso de una 

infección 
secundaria, la 
presencia de 

anticuerpos heterotípicos no neutralizantes circulantes incrementa la formación de complejos antígeno-
anticuerpo, facilitando la entrada del virus a las células blanco, desencadenando con ello la activación de los 
macrófagos, los cuales a su vez activan diferentes sistemas como en la vía del complemento, fibrinólisis y/o
coagulación predisponiendo a la hemorragia. 

 
 

  La segunda hipótesis fue propuesta por León Rosen (49), con base en la existencia de casos 

de Dengue hemorrágico en el curso de una epidemia de Dengue Hemorrágico de tipo 
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primario, en los cuales se demostró que las personas afectadas no habían estado expuestas a 

una primo-infección por dengue u otro Flavivirus por lo que independientemente del status 

inmunológico del huésped, los factores virales podrían estar jugando un papel importante (50).  

     Para tratar de explicar estos casos, León Rosen propuso que la variabilidad antigénica que 

sufren las cepas mientras circulan en la naturaleza (como un incremento en la virulencia de 

las cepas) es un factor de riesgo importante en la aparición de la manifestación hemorrágica 

(Figura 7).  

 

 
                      
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

                                      
Figura 7. L. 

Rosen, 
Interacción de diferentes factores  que puede  Intervenir en la generación de 
FHD/SCD durante una primo-infección. La combinación de factores puede 
influir en la patogenia de virus  del dengue. 
 
 

     Sin embargo, actualmente se han se han descrito varias hipótesis  sobre el desarrollo de la 

FHD/SCD en individuos infectados con el virus del dengue. Estas hipótesis se derivan 

principalmente de información obtenida de estudios realizados en regiones donde la 

enfermedad se manifiesta de forma pandémica y de experimentos in vitro. Se han descrito 

varias hipótesis  sobre el desarrollo de la FHD/SCD, en individuos infectados con el virus del 

dengue. Estas hipótesis se derivan principalmente de información obtenida de estudios 
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realizados en regiones donde la enfermedad se manifiesta de forma pandémica y de 

experimentos in vitro. Estas hipótesis incluyen a la patogénesis mediada por anticuerpos, la 

patogénesis mediada por células (51), el fenómeno de la tormenta de citocinas (52), el fondo 

genético de los individuos (53), las diferencias entre las cepas virales (54,55), el nivel de virus 

circulando en los individuos durante la fase aguda de la enfermedad (56) y el estatus 

nutricional de los individuos infectados (57). 

     En general para todas estas hipótesis han sido difíciles discernir  los mecanismos 

patogénicos de la infección por el virus del dengue ya que no hay modelos animales que 

permitan reproducir  estas teorías y por consiguiente  el mecanismo patogénico preciso que 

lleva al desarrollo de la FHD/SCD permanece como un enigma. 

  Existen otros factores que no se han estudiado con detalle y que están estrechamente 

relacionados con la infección por el virus del dengue, como los factores denominados como 

hipertérmicos, en los que la fiebre, como un marcador de la infección por el virus del dengue, 

genera la producción y liberación de diferentes citocinas tales como TNF- -1 e IL-6 como 

las principales activadores de la fiebre; así como también inhibidores de la fiebre como TGF-

beta e IL-10 (58). La cantidad y/o calidad de estos factores circulando en la sangre pueden 

alterar o aumentar los parámetros observados en pacientes infectados con el virus del dengue 

y pueden ser críticos en la definición de la infección. 

    El estatus físico del virus durante la viremia se refiere concretamente a la forma en que 

pueden estar asociadas las partículas virales en la circulación sanguínea; pueden estar 

asociadas a plaquetas, linfocitos o monocitos por lo que su eliminación es más difícil  que 

cuando estas partículas virales se encuentran libres en el plasma (59). 

   La patogénesis de la FHD/SCD  involucra fenómenos biológicos que afectan la hemostasia 
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(60), la cual es uno de los mecanismos de defensa más importante del organismo ya que 

mantiene un balance entre la actividad del sistema de coagulación y el sistema fibrinolítico.   

La coagulación sanguínea se inicia por la activación de dos vías: la vía extrínseca también 

conocida como vía del factor tisular (FT) y la vía intrínseca o de contacto. La vía extrínseca es 

activada cuando los factores del plasma entran en contacto con el FT el cual se expresa en la 

membrana de la célula endotelial cuando estas últimas son estimuladas o existe alguna lesión 

en el endotelio vascular. Ambas vías (intrínseca y extrínseca) favorecen la generación de 

trombina (TB) (61).  

   La TB es  una proteasa sérica multifuncional que actúa sobre diferentes  vías tanto en el 

sistema de la coagulación  como con el sistema plaquetario. En la coagulación, la TB actúa 

sobre el fibrinógeno generando monómeros de fibrina para formar la matriz del coágulo. Así 

mismo activa al factor XIII de la coagulación, el cual estabiliza la polimerización de la fibrina 

(Figura 8). 

 

 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                               Carlos Cabello Gutiérrez  IIB, UNAM 

  Figura 8. El sistema hemostático es muy complejo y se activa cuando el endotelio es estimulado. 
El Factor tisular se expresa e interacciona con el Factor VIIa y activan al Factor Xa. Este complejo a 
su vez activa al factor V y lo activa para que finalmente este complejo genere trombina a partir de 
protrombina.  

  
 

       La unión de TB con la trombomodulina (TM) forman un complejo (TB-TM) el cual modula 

el encendido de otra vía que determina la regulación de la cascada de coagulación, esta  se 

conoce como vía de la anticoagulación de la proteína C Activada (PCA) (62).  

La TM es una glicoproteína transmembranal de superficie de la membrana del endotelio 

vascular de 557 aminoácidos sin actividad enzimática intrínseca.  Aproximadamente  la mitad 

de su dominio extracelular N-terminal consiste de un subdominio globular  con una secuencia 

similar a la de lectinas  tipo C de animales (63). Este dominio participa en la regulación del 

crecimiento de tumores (64), también regula la función endotelial en la inflamación (65). El 

resto de la porción extracelular de la TM está integrada de seis subdominios similares al factor 

de crecimiento epidermal (66).  Existen regiones ricas en serina/treonina  entre  los 

subdominios parecidos al factor de crecimiento epidermal y la región transmembranal, también 

contiene algunos sitios blanco para N y O-glicosilación post- traduccional, en particular la 

adición de motivos de condroitin sulfato y  cuenta también con una pequeña región 

citoplasmática (67). La función anticoagulante de la TM esta mediada por su  interacción con 

la trombina y con la proteína C.   
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Figura 9. Complejo TB-TM, la interacción de este complejo favorece la activación de la PC a nivel de la membrana del 
endotelio vascular; así mismo la participación del EPCR propicia que la activación de PC sea más contundente. Los 
subdominios 4-6 de la TM son requeridos para la activación de PC a través de la TB. 
 

 

   Por otra parte la TM unida a la membrana del endotelio vascular forma complejos de alta 

afinidad con la trombina y esto inhibe la interacción de la trombina con el fibrinógeno y con el 

receptor activado por proteasas (PAR-1) a través del exocitio-1. Este mismo complejo también 

es un potente activador de la proteína C que aumenta más  dos órdenes de magnitud la 

activación de la proteína C dependiente de trombina (68).  

    La trombina se une a la TM vía, exocitio-1, a los subdominios 5 y 6 (69). Para la unión de la 

proteína C se requiere la participación del subdominio 4 y del dominio rico en serina/ treonina. 

La región rica en condroitin sulfato junto con la región rica en serina/treonina de la TM 

proporciona un segundo sitio de unión a la trombina, el cual participa en la activación de la 

proteína C (figura 9) (70). 

El  complejo TB-TM inactiva a los factores Va y VIIIa de la coagulación, los cuales son 

determinantes en la generación de la TB (Figura 10). Esta función determina la producción de 

TB, de ahí el nombre de vía anticoagulante de la proteína C.  

 

Figura 10. Vía anticoagulante de la proteína 
C. La vía anticoagulante de la proteína C se 
activa   cuando la TB interacciona con la TM y 
juntas llevan a cabo la activación del 
zimógeno de la proteína C. cuando esta 
proteína es activada actúa directamente sobre 
el factor Va y VIIIa interrumpiendo así la 
generación de TB. 
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Independientemente de la participación de la PCA en la vía anticoagulante, (regulando la 

producción de trombina) la PCA también desempeña funciones fundamentales en la 

regulación del proceso inflamatorio, suprimiendo la síntesis de citocinas proinflamatorias  

mediante la inhibición de la translocación al núcleo del factor de transcripción  NF-kB (71), el 

cual controla la expresión de diversos genes de quimiocinas proinflamatorias y de moléculas 

de adhesión como ICAM, VCAM y E-Selectina, previniendo así la acumulación y la 

extravasación de leucocitos (Figura 10).  Así mismo Cheng y col, han reportado que la PCA 

protege al endotelio vascular de la apoptosis mediada por p53 (72).  

    Se ha determinado que estas funciones citoprotectoras de PCA están determinadas por la 

participación directa de Receptores Activados por Proteasas (PAR), principalmente por PAR-

1. Estos receptores pueden ser activados bajo el contexto fisiológico normal o durante la 

activación leve del endotelio vascular por PCA unida a su receptor denominado como 

Receptor  de la Proteína C Endotelial (EPCR) y activar diferentes vías de señalización que 

promuevan la expresión de genes de  sobrevivencia celular (Figura 11), los cuales regulan la 

inflamación, apoptosis y estabilidad de la barrera endotelial por lo que se denomina vía 

citoprotectora de PCA. 
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     Figura 11. La Proteína C Activa, además de su función como una proteína reguladora de la producción 
de Trombina  durante la cascada de la coagulación; suprime los efectos mediados por TNF- al bloquear 
la translocación al núcleo de  NF-B, bloquea la expresión de genes inflamatorios y moléculas de 
adhesión celular, así como la modulación de genes anti-apoptóticos. 

 

     Similarmente, la TM además de jugar un papel  importante en la regulación de la 

hemostasia como un cofactor en la activación de la vía anticoagulante de la PCA, también 

participa de manera indirecta en la regulación del proceso inflamatorio mediante la 

participación de la Trombina, la cual modifica la actividad plaquetaria por un lado y por otro 

inhibe la expresión de moléculas de adhesión y disminuye la síntesis de la sintetasa del oxido 

nítrico, la cual actúa como  un potente quimiotáctico de monocitos y neutrofilos (73). 

 

 

I. PREFACIO 

 

     El presente trabajo aporta datos nuevos referentes a la patogénesis del   dengue 
durante la infección del endotelio vascular, dichas aportaciones giran en torno a diferentes 
aspectos aún poco conocidos de la patogenia de esta enfermedad que a continuación se 
mencionan:  
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1.- Actualmente no existen vacunas eficaces y seguras contra el Dengue, 
tampoco hay modelos animales experimentales que reproduzcan la enfermedad 
de forma similar al humano y no existen tratamientos antivirales para la infección 
del virus del dengue. Durante las manifestaciones severas de la enfermedad 
como el síndrome de choque por dengue (SCD) o la fiebre hemorrágica por 
dengue (FHD), en los cuales el daño al endotelio vascular es considerado como 
un signo patognomónico pero los mecanismos patogénicos permanecen sin ser 
entendidos. 
 
2.- La vasculopatía observada durante la FHD/SCD es el resultado de la 
disfunción endotelial causada tanto por mecanismos directos (factores virales) 
como indirectos (factores del hospedero), que  interactúan en el endotelio 
vascular, llevando a las formas severas de la enfermedad, pero hasta la fecha 
las investigaciones realizadas sobre la patogénesis del dengue (casi cuarenta 
años) han girado exclusivamente en torno a factores del hospedero; aunque 
existen pocos reportes que describan factores virales involucrados en este 
fenómeno. 
  
3.- Recientemente, nosotros reportamos resultados novedosos en los que 
encontramos que existe un diálogo cruzado en los procesos de coagulación e 
inflamación durante la infección de las células del endotelio vascular y sus vías 
regulatorias de señalización. Encontramos que durante el daño al endotelio 
vascular causados por un aislado agresivo del VD, el Factor Tisular (FT), es 
sobre-expresado y esto favorece la generación de trombina y la activación del 
receptor activado por proteasas tipo 1 (PAR-1) el cual, desempeña una 
importante función durante las activación de las vías de señalización que 
involucran la fosforilación  de p38 y ERK1/2 en la activación de NF- 
Demostramos también que la expresión los receptores PAR-1 (inflamación) y el 
FT (coagulación) pueden ser inhibidos en presencia de los inhibidores de p38 y 
ERK1/2, sugiriendo con esto la existencia de un puente entre la coagulación y la 
inflamación. 

  
 
 

Las nuevas aportaciones del trabajo: 
 

1.- En el presente trabajo reportamos por primera vez, que la infección de las 
células del endotelio vascular por el virus del dengue puede inducir  la 
modificación de la vía citoprotectora de la proteína C (inflamación- coagulación y 
apoptosis). 
 
2.- Mostramos datos novedosos que indican que  durante la activación (daño) del 
endotelio vascular por el virus del dengue, se induce la liberación de la 
Trombomodulina (TM), la cual afecta la formación del complejo 
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Trombomodulina–Trombina- proteína C. Esto favorece que el endotelio vascular 
cambie su estado fisiológico normal (anti-trombótico/anti-inflamatorio) a un 
estado alterado (pro-coagulante/pro-inflamatorio) que ayudar a entender el daño 
vascular observado durante la FHD/SCD. 
 
3.- Reportamos por primera vez que la infección del endotelio vascular por el 
virus del dengue modifica la vía citoprotectora de la Proteína C Activada, en la 
cual a su vez están involucradas p-38 y  ERK1/2, así como también los 
receptores PAR-1 y EPCR.  
 
4.- Este estudio proporciona nuevas perspectivas y puede tener implicaciones en 
el diseño de terapias apropiadas (por ejemplo: administración farmacológica de 
PCA) a blancos trombóticos e inflamatorios que se presentan durante la 
FHD/SCD. 

 

 

RESUMEN 
 

Después de la malaria, la Fiebre por Dengue es la enfermedad viral más prevalente de 

humanos  transmitida por artrópodos. No hay vacunas disponibles, tampoco existe un modelo 

experimental animal y no existe un tratamiento específico (antiviral) contra la infección por el 

virus del dengue (VD). Los mecanismos patogénicos de las formas severas de la enfermedad, 

tales como el síndrome de choque por dengue (SCD) y fiebre hemorrágica por dengue (FHD), 

en la cual el daño al endotelio es el signo patognomónico, no es totalmente entendido. 

Observaciones clínicas revelan anormalidades significativas en el sistema de la coagulación e 

inflamación, con niveles incrementados de tromboodulina soluble (TMs) en el plasma de 

pacientes con FHD/SCD (grados III y IV). La TMs en sangre ha sido considerada como un 

marcador temprano de SCD durante la fase febril de la enfermedad. Sin embargo, el papel del 

VD en el daño al endotelio durante el SCD no es claro. En este trabajo presentamos datos 

nuevos de la participación del VD en la modificación de la formación del complejo 

Trombomodulina-Trombina-Proteína C en la superficie endotelial, con una reducción en la 
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proteína C activada (PCA).  La PCA es la proteína vasoprotectiva mas importante ya que 

regula lageneración de trombina  (inactiva a los factores procoagulantes Va y VIIIa) y tiene 

también propiedades anti- inflamatorias, anti-apoptoticas y protección de barrera. Estas 

funciones biológicas de PCA están asociadas con el receptor de la proteína C endotelial 

(EPCR) y con la vía de señalización del receptor activado por proteasas 1 (PAR-1), la cual 

responde a la inflamación- coagulación. Nosotros demostramos alteraciones  en las vías 

citoprotectiva de la proteína C y anti-trombótica durante la  infección de células del endotelio 

vascular humano por el VD, las cuales pueden explicar los cuadros de vasculopatía 

observados durante la FHD/SCD. El esclarecimiento de los principios básicos que regulan 

estos procesos tienen importantes implicaciones para el diseño de nuevas estrategias 

terapéuticas para el tratamiento de FHD/SCD. 

 

Summary 
 
 
 
   After of malaria, Dengue fever (DF) is the most prevalent arthropod-borne viral disease of 

humans. No safe vaccine is available, there is no experimental animal model and not exist a 

specific treatment (antiviral) for dengue virus (DV) infection. The pathogenic mechanisms of 

the severe forms of the disease, such as dengue shock syndrome (DSS) and dengue 

hemorrhagic fever (DHF), in which endothelial damage is the pathognomonic sign, are not fully 

understood. Clinical observations have revealed significant abnormalities in the coagulation 

and inflammation systems, with increased levels of soluble thrombomodulin (sTM) in the 

plasma of patients with DHF/DSS (grade III or IV). Blood sTM was proposed as an early 

predictor of DSS during the febrile stage. However, the role of the DV in endothelial injury 
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during DSS is unclear. Here, we present novel insights into the partcipation of DV in the 

downregulation of the thrombomodulin–thrombin–protein C complex formation at the 

endothelial surface, with a reduction in activated protein C (APC). APC is the most important 

vasoprotective protein because it downregulates thrombin generation (by the inactivation of 

procoagulant factors Va and VIIIa) and has anti-inflammatory, antiapoptotic, and barrier 

protection properties. These biological functions of APC are associated with the endothelial 

protein C receptor (EPCR) and protease-activated receptor 1 (PAR-1) signaling pathways, 

which link the coagulation–inflammation responses. We found alterations in the antithrombotic 

and cytoprotective protein C pathways during DV infection of human endothelial vascular cells, 

which may explain the vasculopathy observed during DHF/DSS. Clarification of the basic 

principles that underlie these processes has important implications for the design of new 

therapeutic strategies for DHF/DSS. 

 

 

 

 

 



2.  Planteamiento del Problema 
 

     Las principales manifestaciones patológicas en FHD/SCD producidas por el 

virus del dengue se caracterizan por el aumento de la permeabilidad vascular y la 

alteración de la hemostasia, [Hemorragia y/o coagulopatía (CID)] (74). En éste  

proceso patológico el endotelio vascular juega un papel determinante ya que este 

tejido regula tanto a la hemostasia (coagulación y fibrinólisis), como a la 

permeabilidad vascular (75). La TM, expresada por las células endoteliales 

desempeña un papel clave en la regulación anticoagulante ya que forma el 

complejo TB-TM que activa a la proteína C, cuya forma activa (PCA) es capaz de 

regular la producción de Trombina (76).  

     Independiente a la participación de PCA en la regulación de la coagulación, 

esta misma proteína interacciona con PAR-1 y favorece un aumento en  la  

expresión de moléculas anti-apoptóticas, como Bcl2-A1, eNOS, IAP, entre otras. 

Además de reducir la producción de moléculas proinflamatorias como  la 

interleucina IL-8 y moléculas de adhesión como ICAM y VCAM  a través de la 

inhibición de la traslocación al núcleo de NF-K (77).  

     En pacientes con FHD se ha reportado la presencia de niveles elevados de TM 

libre en el plasma como resultado del daño endotelial (78, 79,80). Por otro lado, 

Raghupathy y col.  en 1998 (81), establecieron que en el plasma de pacientes con 

FHD existe IL-8 libre, sugiriendo que el virus del dengue además de favorecer el 

proceso inflamatorio, puedan estar afectando el sistema de la anticoagulación 

dependiente de la vía citoprotectiva de la Proteína C Activada (la cual es regulada 

por la participación de la TM y EPCR) (61). 



 



 

3. HIPOTESIS 

    El virus del Dengue es capaz de modificar  la vía citoprotectora de la PCA en       

el endotelio vascular humano. 

4.  Objetivo general 

    Evaluar si durante la infección del endotelio vascular por diferentes aislados del 

VD se modifica la función citoprotectora de PCA  

 Objetivos particulares 

 Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de cordón 

umbilical humano (HUVEC) 

 Determinar si la infección por el virus del dengue (clásico y hemorrágico) 

modifica la expresión de TM en la membrana de células endoteliales 

provenientes de cordón umbilical humano (HUVEC) 

 Evaluar si existen alteraciones en la activación de la Proteína C en cultivos 

primarios de HUVEC, en presencia de diferentes aislados del virus dengue 

(clásico y hemorrágico), mediante ensayo cromogénico   

 Determinar si la infección de HUVEC con el VD induce la producción de IL-8 

 Determinar la posible vía de señalización involucrada en la producción de 

IL-8 de HUVEC infectadas con los diferentes aislados virales 

 Evaluar el efecto citoprotector de PCA (producción de IL-8, permeabilidad 

vascular y apoptosis) durante la infección del endotelio vascular por el virus 

del dengue 



 Establecer si el efecto citoprotector de PCA está relacionado con la 

participación de PAR-1 en HUVEC infectadas con el virus  dengue 

 



5.  METODOS 

5.1 Aislados Virales. Se emplearon dos aislados diferentes del serotipo 2 del virus   

dengue. Uno proveniente de un caso fatal, de Dengue Hemorrágico (D2) y otro proveniente de 

un caso de Dengue Clásico, ambas cepas fueron donadas por el Center for Desease Control 

(CDC) Fort Collins, Colorado. U.S.A.  

5.2 Línea Celular. Para  la propagación y purificación de los diferentes aislados virales, se 

utilizaron cultivos de células LLC-MK2 derivadas de riñón de mono verde africano (ATCC) 

5.3 Propagación del virus Dengue. Se sembraron células LLC-MK2 en botellas de 25 

cm2 a una densidad aproximada de 2x106 células, una vez confluentes las monocapas 

celulares, fue retirado el medio de cultivo por succión y se lavaron dos veces con PBS pH 7.4 

estéril. Se  inocularon los diferentes aislados virales (FD y/o FHD) con 6x104 unidades 

formadoras de placa (ufp), para tener una multiplicidad de infección de 0.01 ufp en 1.0 ml de 

D´MEM. Se incubaron durante 2 horas en atmósfera de 5 % de CO2 a 37˚C. Se elimino el 

inoculo por succión, y se lavaron las monocapas dos veces con PBS estéril y agregamos 5 ml 

de D´MEM sin suero. Incubamos  en las mismas condiciones hasta que se observó el efecto 

citopático (redondeamiento celular en forma de racimos). Cuando el efecto citopático fue 

mayor del 80% de la monocapa, cosechamos el virus transfiriéndolo a criotubos de 1.5 ml con 

albúmina al 0.5% más D´MEM y se  almacenaron  a -70˚C. 

5.4 Titulación del virus dengue mediante ensayo de placa lítica.  

     Se tripsinizó  una botella de 25cm2 con células LLC-MK2 y se resuspendieron  en 11ml de 

medio D´MEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se agregó 0.5 ml de esta 

suspensión por pozo  en una caja múltiple de veinticuatro pozos (CM24) (Nunclon, E.U.). Una 

vez confluentes las monocapas se lavaron con PBS y se llevaron a cabo diluciones del VD en 



medio sin suero de 10-0 hasta 10-8 y se depositaron 0.1 ml de cada dilución en cada pozo por 

duplicado, las muestras se incubaron durante 2 horas a 370C con 5% de CO2 para permitir su 

adsorción. Posteriormente, eliminamos el inoculo y lavamos las monocapas; adicionamos 1.5 

ml de medio incompleto (MI) con metíl celulosa al 2.3 % estéril  por cada  pozo y se incubaron 

en cámara húmeda en presencia de CO2  (5%) a 37 C hasta  observar el efecto citopático 

característico (6-8 días).   

         Después de este tiempo se determinó el título viral contando directamente el número de 

placas líticas observadas en la mayor dilución, tomando en cuenta el factor de dilución 

(UFP/ml= # placas x 10 x FD) en donde, FD es el factor de dilución; y 10 es el factor de 

corrección que corresponde a 0.1 ml de inoculo. 

5.5  Establecimiento  del cultivo primario de células endoteliales de cordón 
umbilical (HUVEC) 
 
    Las HUVEC se aislaron a partir de cordones umbilicales frescos utilizando la metodología   

descrita por Olsen en 1994 (82). Brevemente, se canuló la vena del cordón umbilical y se lavó 

este conducto con solución salina y HEPES [Na Cl 0.75 M, K Cl 5 mM, HEPES 5 mM,  

Glucosa 6 mM, PH 7.5 (SIGMA E.U.)]; se agregó un volumen de 5 ml de solución de tripsina-

verseno al 0.075% (Gibco BRL Gaithersburg  MD USA) y se incubó en baño María durante 20 

minutos a 37 0C. Después de la incubación, la suspensión celular se centrifugó durante  5 

minutos a 1500 rpm, resuspendiendo las células en medio de cultivo M 199 (Gibco BRL, 

Gaithersburg MD  USA ) suplementado con 10% de suero fetal bovino ( Gibco BRL, 

Gaithersburg MD  USA ), 100 mg/ ml de heparina porcina (Gibco BRL, Gaithersburg MD  

USA), 50 U/ml de penicilina/ estreptomicina (Gibco BRL, Gaithersburg MD  USA) y 25 mg/ml 

de factor de crecimiento endotelial vascular (SIGMA, USA).   



     Las células obtenidas fueron sembradas en cajas de cultivo de 25cm2 (Corning 

Incorporated, USA) cambiando el medio de cultivo cada dos días. Las células utilizadas en 

todos los experimentos fueron las correspondientes al tercer pase. Verificamos los cultivos 

tanto por su típica morfología de empedrado (coblestone) como por la presencia del factor de 

von-Willebrand  mediante inmunofluorescencia indirecta. 

5.6 Detección  de Trombomodulina en la membrana de HUVEC mediante 
citometría de flujo 
 
    Para determinar la expresión de  trombomodulina (TM) en la membrana de las células 

endoteliales, se llevaron a cabo diferentes ensayos de citometría de flujo. Se infectaron 

monocapas confluentes de células HUVEC, utilizando diferentes multiplicidades de infección 

(0.01, 0.1 y 1.0) de ambos aislados del VD (clásico y hemorrágico) y se analizaron 24 y 48 

horas post-infección. Por otro lado, se utilizaron monocapas confluentes de HUVEC  y se 

estimularon durante 48 horas con 10 ng/ml de TNF- para disminuir la expresión de   TM 

(control positivo) de acuerdo a Hirokawa y col (83). Posteriormente, lavamos las células dos 

veces con PBS y se desprendieron de la caja de cultivo con una solución de PBS-EDTA 0.5 

M.  

    Las células se resuspendieron en 1ml de PBS con el anticuerpo monoclonal  anti-

trombomodulina a una dilución de 1:100. Después de incubar durante una hora a 40C, las 

muestras se centrifugaron a 1300 rpm  por 3 minutos y se lavaron dos veces con buffer A 

(150mM de NaCl, 2.5 mM de CaCl2, 5mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA), 20mM detrás-

HCL, pH 7.4), después se agregó un anticuerpo secundario anti- IgG  de humano conjugado 

con FITC y se incubó  durante una hora a  temperatura ambiente (Santa cruz Biotechnology, 

Inc. EU.) Se lavaron las células tres veces con el mismo buffer y la pastilla  celular  la 

resuspendimos en amortiguador A  (150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2, 5 mg/ml bovine serum 



albumin [BSA] 20 mM Tris-HCl [pH 7.4])  y analizamos la intensidad de la fluorescencia 

mediante citometría de flujo. 

5.7  Colocalización de los receptores EPCR Y PAR-1 

    Se utilizaron  monocapas de HUVEC confluentes en portaobjetos  multipozos, a los cuales 

se infectaron con DF-DV y DHF-DV a  una M.O.I.=1 y se analizaron por separado 48 horas 

post-infección. Las monocapas se fijaron con paraformaldehido al 2% y posteriormente se 

incubaron con anticuerpos monoclonales específicos contra los receptores EPCR y PAR-1  

(SANTA CRUZ) a una dilución de 1:100 durante 1.5 horas a temperatura ambiente, 

posteriormente se lavaron con PBS-BSA (1%) tres veces y se incubaron con dos anticuerpos 

secundarios acoplados con fluorocromos distintos, para EPCR se empleó un IgG monoclonal 

de ratón acoplado a TxR (VECTOR, CA) a una dilución de 1:100 y para PAR-1, se utilizó un 

anti-IgG monoclonal de ratón acoplado a FITC (ZYMED, CA.) a una dilución de 1:100 y se 

incubaron las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente.  

    Los portaobjetos inmunoteñidos fueron cubiertos con medio de montaje fluorescente 

(Vectashield, Vector, Burlingame, CA) y evaluados con ayuda de un microscopio de 

epifluorescencia (Nikon Eclipse) equipado con filtros para los fluoroscromos empleados. Los 

campos seleccionados fueron analizados con un microscopio confocal LSM 5 PASCAL Zeiss 

equipado con un laser de argón/krypton. Las imágenes fueron adquiridas con una apertura 

numérica de 1.30 con aceite de inmersión y objetivo 40X. Para evitar  falsos positivos, el FITC 

fue excitado con la longitud de onda de 488 nm y la luz emitida fue captada con los filtros de 

520-550 nm,  el TXR 594 fue procesado a 543 nm y la luz emitida con los filtros de 650nm.  

Las imágenes fueron adquiridas por separado empleando monitores a color, mostrando el 

color verde, para FITC,  rojo para TxR  y amarillo para la colocalización. La colocalización fue 

analizada empleando los sistemas de análisis IMARIS 6.0 BITPLANE e IMAGE PRO Media 



cybernetics y la colocalización de EPCR y PAR-1 se determinó como la intensidad relativa de 

fluorescencia de ambos fluorocromos.   

5.8  Ensayos de actividad de PCA en la superficie de HUVEC    
 
    La actividad de la PC se evaluó utilizando monocapas confluentes de HUVEC (1X 105 

células/pozo) en cajas de cultivo de 24 pozos. Los cultivos fueron incubados con distintas 

dosis  (0.01, 0.1 y 1.0 ufp) de los aislados virales (clásico y hemorrágico) durante 48 horas, 

paralelamente se utilizaron monocapas confluentes de HUVEC tratadas con 10 ng/ml de TNF-

 a 37 0C, y 5% de CO2., ya que es conocido que el TNF- favorece la disminución de la TM 

en la superficie de las células endoteliales (83). Posteriormente, las células fueron lavadas 

tres veces con amortiguador  A y después se agregaron 100 μl del mismo amortiguador que 

contenía 1.5U/ml en de trombina humana, 150 nmol/l de la proteína C humana (Sigma, EU) y 

5 mM de CaCl2  (Sigma, EU) se incubaron  los cultivos durante  2 horas a 37 0C. Transcurrido 

el tiempo, se tomaron 50 µl del sobrenadante al cual añadimos 450 µl del sustrato 

cromogénico de proteína C activada (S2266, 2 mmol/L, Chromogenix) y 2.5 U/ml de hirudina, 

Sigma,EU).  

     Finalmente, la reacción se detuvo después de 30 minutos añadiendo 200 µl  de ácido 

acético al 50% (vol/vol) y la actividad amidolítica de la proteína C generada fue leída a 405 nm 

con ayuda de un espectrofotómetro. La activad de Proteína C Activada se midió en unidades 

arbitrarias. Este ensayo se esquematiza en la siguiente figura 

 



 
 

Modelo empleado para medir la actividad de PC. El endotelio vascular participa de forma determi nante     a través de la 
TM, la cual forma el complejo TM-TB que activa a cimógeno  de la proteína C  a proteína C Activa. Finalmente actividad 
amidolítica de PCA es medida empleando el sustrato específico para PCA. 

 

5.9  Ensayos de Western- blot  
  
    Tanto las células control (sin infectar) como las monocapas infectadas con el virus del 

dengue fueron lisadas por adición de buffer de lisis frío durante 10 minutos  (50mM de Tris-

HCL, pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1mM de EGTA, 0.25% de deoxicolato de sodio,  1 mM de 

Na3VO4 , 1 mM de NaF, 1% de Tritón  X-100 y 1 μg/ml de aprotinina, leupeptina y pepstatina) 

(Sigma EU). Posteriormente las muestras se colectaron y centrifugaron a 4 °C a 14000 g por 3 

minutos, se resuspendieron las muestras en buffer de muestra 2X; estas muestras se hirvieron 

durante 10 minutos a 100 °C y se analizaron mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE al 

10%. Las proteínas se transfirieron (durante 3.5 horas) a membranas de nitrocelulosa de 0.45 

μm (BIO-RAD, EU) y se bloquearon los sitios inespecíficos con solución de bloqueo [Tris-

buffer salino-Tween  20 (TBST): 10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.05% de Tween 20 

(vol/vol)] que contiene 5% de leche en polvo sin grasa o 5% de albúmina sérica bovina 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar las  membranas con TBST  (cuatro 

veces por 10 minutos), se incubaron en una solución  1:1000 del anticuerpo primario durante 



toda la noche a  4 °C  o por 2 horas a temperatura ambiente (anti-TM) (Santa Cruz, 

Biotecnology,EU). El anticuerpo unido lo detectamos con ayuda de un anticuerpo policlonal 

secundario conjugado con peroxidasa y (ZYMED, Laboratories, EU) diluido 1:2000 en TBST 

durante 1 hora a temperatura ambiente.  Posteriormente, las membranas fueron lavadas y las 

proteínas se detectaron usando ECL (Amersham Pharmacia Biotech, EU). 

     Para determinar si la infección por el VD puede favorecer la inducción de la fosforilación de 

MAPK´s (ERK 1/2); se infectaron monocapas confluentes de HUVEC con una dosis infecciosa 

(MOI) de 1.0 ufp del virus durante diferentes tiempos. Empleamos extractos totales de las 

proteínas celulares, las cuales fueron resueltas en geles al 10% de SDS-PAGE, las proteínas 

fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa siguiendo el procedimiento antes 

mencionado. Las membranas se incubaron con un anticuerpo monoclonal  (SANTA CRUZ) 

anti-p-ERK empleando una dilución de 1:1000. Posteriormente a estos experimentos, 

llevamos a cabo ensayos de inhibición de la fosforilación de ERK, para lo cual antes de 

infectar con los diferentes aislados virales, se incubaron las monocapas celulares con el 

inhibidor específico de la fosforilación de ERK (PD09859 10 mM) durante diferentes tiempos 

(1, 4 y 6 horas). 

5.10 Determinación de IL-8 mediante ELISA 

   Determinamos los niveles de IL-8 a partir del sobrenadante de cultivos de HUVEC 

infectadas con los diferentes aislados del VD a diferentes dosis infecciosas (1.0, 0.1 y 0.01) 

mediante ELISA. Las condiciones del ensayo fueron optimizadas mediante la titulación del 

anticuerpo recombinante humano para IL-8 (rh IL-8). El método de ELISA fue modificado del 

procedimiento descrito por Kittigul y col (84). Brevemente, una placa de microtitulación (Nunc 

Inter Med, Roskilde, Demark) fue cubierta con 100 µl del anticuerpo monoclonal anti-IL-8 

(R&D Systems, Inc. EU)  a una concentración de 10 µg/ml en buffer de bicarbonatos a pH de 

9.6 incubando a 40C durante toda la noche. Posteriormente lavamos la placa con PBS-Tween 



(PBST) al 0.05%, pH 7.4.            Los sitios de unión no específicos de la placa fueron 

bloqueados añadiendo 200 µl de una solución de BSA-PBS al 1% por 2 horas a temperatura 

ambiente.  

    Posteriormente, lavamos la placa cuatro veces con PBST. Después de estos lavados se 

añadieron 100µl de la proteína rh-IL-8 (R&D Systems, Inc. EU) y los sobrenadantes de cultivo 

de células  infectadas con los denguevirus (clásico y hemorrágico), los sobrenadantes de los 

cultivos estimulados con 10 ng/ml de TNF-α y los sobrenadantes de las células preincubadas 

con el inhibidor de ERK (PD98059).  Incubamos las placas durante  1.5 horas a 37 0C, 

realizando cuatro lavados, añadiendo posteriormente 100 µl/pozo de anticuerpo anti- IL-8 

biotinilado (R&D Systems, Inc. EU)  a una concentración de 5μg/ml e incubamos la placa 

durante 1.5 horas a 37 0C   lavando nuevamente la placa.  Después añadimos 100 µl/pozo de 

streptavidina-peroxidasa (Sigma, EU) diluida 1:5000 a  cada pozo e incubamos 1 hora a 37 

0C. Finalmente, lavamos  la placa y adicionamos 100 µl  del sustrato tetrametil benzidina 

(Sigma, EU) para permitir el desarrollo del color durante 15 minutos; la reacción fue detenida 

por la adición de 50 µl/pozo de ácido sulfúrico  0.05 M. La densidad óptica se determino con 

ayuda de un lector de ELISA  (Thermolab system, EU) a 490 nm.   

 



6.  RESULTADOS 

6.1  Ensayos de titulación mediante placa lítica    

     El título viral se determinó por  el ensayo en placa lítica en células LLC-MK2. Utilizamos 

diferentes concentraciones de metil celulosa (MC), iniciamos con 1% pero no fue posible 

observar placas líticas ya que la fluidez del medio de cultivo a esta concentración, no lo 

permitió. Después de evaluar  concentraciones crecientes de metil celulosa, se lograron 

obtener placas líticas utilizando 2%, de MC observando placas claramente formadas hasta la 

dilución de 10-7. Así mismo, esta técnica nos permitió observar diferencias en el tamaño de la 

placa que forma cada aislado viral, siendo más grandes las producidas  por el aislado 

hemorrágico (Figura12). 

 
                 Figura 12. Ensayo en placa lítica de FHD-VD y FD-VD en LLC-MK2.  La generación de  

         placas líticas en diferentes diluciones del virus del dengue permite calcular el número de partículas  
        virales activas y determinar la dosis infecciosa correspondiente a un determinado volumen de inoculo viral.  

6.2  Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de cordón   
umbilical humano (HUVEC) 
 
    Para poder realizar todos los experimentos del presente trabajo establecimos el cultivo 

primario de HUVEC a partir de cordones umbilicales humanos. Las monocapas utilizadas en 



nuestros experimentos fueron las correspondientes al tercer pase para asegurarnos de tener 

un monocultivo de células endoteliales. Después del tercer pase observamos una monocapa 

con la morfología característica del endotelio vascular. Cada experimento requirió de estas 

células ya que por ser cultivo primario se aislaron y propagaron continuamente células 

nuevas. La figura 13 muestra imágenes a diferentes aumentos de las HUVEC aisladas y 

propagadas hasta el tercer pase y se observan monocapas celulares  homogéneas. 

 
  Figura 13. HUVEC del tercer pase, aisladas a partir de cordones umbilicales humanos morfología típica de 
endotelio vascular. Se considera que después del tercer pase el cultivo puede estar homogéneo.   
 

6.3  Disminución de TM en la membrana de HUVEC infectadas con los  diferentes 
aislados del virus del Dengue 

 
     Para determinar si la infección de las HUVEC por el virus del dengue puede modificar la 

expresión de TM en la superficie de la membrana del endotelio vascular, llevamos a cabo la 

detección de esta molécula mediante citometría de flujo en cultivos de HUVEC infectados 

durante 48 horas empleando distintas dosis infecciosas (0.01, 0.1 y 1.0 ufp) tanto del aislado 

clásico como del aislado hemorrágico. Para cada condición se cuantificaron cien mil eventos y 

la presencia de TM fue asociada con la intensidad de fluorescencia media (IFM). Como control 



positivo de la disminución de TM, se utilizaron cultivos celulares estimulados con TNF- (10 

ng/ml) ya que esta citocina induce la liberación de la TM.  

      En la figura 14 se observa la disminución en la expresión de la TM en la superficie celular 

en un 85% cuando las HUVEC fueron infectadas con el aislado hemorrágico a una MOI=1.0 y 

que esta disminución fue aún más grande que el obtenido en presencia del TNF- (35%; 

Figura 14 B y 14 D,  barra verde). En los cultivos infectados con el aislado clásico, (Figura 14 

C y 14 D, barra rosa) se observó una reducción de la TM en un 28% a la dosis infecciosa más 

alta (MOI=1.0). Así mismo, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en HUVEC 

infectadas durante 48 horas con ambas cepas virales a una MOI=1.0 y se observó que la TM 

disminuyó de forma más evidente en las células infectadas con el aislado hemorrágico (Figura 

14 E, panel 3) comparadas con las células no infectadas; (control negativo)  (Figura 14 E, 

panel 1). El aislado clásico mostró un efecto similar a las células no infectadas (Figura 14 E, 

panel 4). Estos resultados fueron congruentes con los ensayos de citometria y nos puede 

indicar que los ensayos de inmunoistoquimica pueden ser muy sensibles para detectar a la 

TM. 

 



 
     Figura 14.  Detección  la Trombomodulina  durante  la infección de HUVEC por el virus del dengue. A-D Determinación  de 
la TM constitutiva en HUVEC mediante citometria de flujo. Los histogramas (A)  y las barras (B) corresponden a los siguientes 
tratamientos: control negativo (rojo); control positivo (verde), HUVEC estimulados con 10 ng/ml TNF-células no infectadas 
(negro); HUVEC infectadas con FHD-VD a una MOI=0.01 (azul), a una MOI=0.1 (morado) y a una MOI= 1.0 (rosa).  Los 
resultados representan el promedio de tres experimentos independientes, * indica el valor de p cuando las muestras en 
presencia del virus del dengue fueron comparadas con células no infectadas (p<0.05) 

 
 
      Para demostrar que la disminución de TM no es resultado de la muerte celular, realizamos 

ensayos de viabilidad celular mediante la tinción de HUVEC con azul de tripan a las  48 h de 

infección en presencia de ambos aislados virales (MOI= 1.0, 0.1 y 0.01). Estos ensayos 

demostraron que la viabilidad celular se mantuvo   alrededor de 90-96% en todas las muestras 

(Figura 15), demostrando que el efecto de la disminución de TM no se debe a algún efecto 

citotóxico inducido por la infección de los DV. 



 
 

 
      
 
    
 
 
 
 
  Figura 15. Ensayos de viabilidad con azul de 
tripan en células HUVEC. Las células 
endoteliales fueron estimuladas con 10 ng/ml 
de TNF- (barra gris)  y  células infectadas con 
FHD-VD empleando una MOI= 0.01, 0.1 y 1.0. 
la barra abierta muestran la viabilidad de las 
células HUVC no infectadas. 
 

 
 

6.4  Evaluación de la liberación de TM y colocalización de EPCR y PAR-1 
 
     Los resultados anteriores nos permitieron demostrar que la infección de células 

endoteliales por los DV favorece una disminución de la TM en la membrana celular pero no 

permiten saber que sucede con esta proteína Por esta razón nos propusimos evaluar la 

posible liberación de TM de sobrenadante de células infectadas (MOI=1.0) durante diferentes 

tiempos (6, 12, 24 y 48 h p.i.). Por lo que se evaluó las proteínas presentes tanto en los 

sobrenadantes como en extractos de proteínas de membrana de las mismas células mediante 

ensayos de Western blot. La forma constitutiva de la TM fue detectada en la membrana 

células no infectadas (Figura 16 A, carril 1), observamos que la presencia de esta proteína fue 

decreciendo gradualmente de forma proporcional al tiempo de infección (Figura 16 A, carriles 

2-5). No logramos detectar TM libre en el sobrenadante de HUVEC no infectadas (Figura 16 

A, carril 6). Sin embargo cuando se analizaron los sobrenadantes de HUVEC infectadas 

durante 36 y 48 h, se detectó la presencia de TM en los sobrenadantes (Figura 16 B, carril 2 y 

3). No se detectó TM en los sobrenadantes de las células no infectadas (Figura 16 B, carril 1). 

 
 



 

 
 

     Figura 16. Identificación de Trombomodulina en cultivos de HUVEC por ensayos de Western blot.  A) carril 
1, TM de células no infectadas. Carriles 2-5, HUVEC infectadas con FHD-VD a una MOI=1.0 durante 6, 12, 24 
y 48 horas respectivamente. El carril 6 muestra la ausencia de TM en el sobrenadante (SN) de HUVEC sin 
infectar. B) Presencia de TM en los SN de HUVEC infectadas durante 36 y 48 horas (carriles 2 y 3). El carril 1 
muestra la ausencia de TM en SN de HUVEC no infectadas.  

 
  
 

    Así mismo, se evaluó la presencia de PAR-1 y EPCR en células HUVEC   infectadas con 

cada aislado viral. Observamos mediante ensayos de inmunolocalización (empleando doble 

marcaje y microscopía confocal) que EPCR y PAR-1 colocalizan durante la infección viral 

como lo muestra la intensidad de fluorescencia (Figura 17, I-J, L.M) a nivel de la superficie de 

las células endoteliales (Figura 17, H-P). La intensidad de fluorescencia relativa más alta se 

observó  en presencia del FHD-VD.  



 

      Figura 17.  Colocalización de EPCR y PAR-1 por microscopia confocal. La colocalización de EPCR y 
PAR-1 es representada por la zona amarilla de los histogramas. El panel H muestra     las células no 
infectadas.  El panel I muestra  la colocalización en HUVEC infectadas con FHD-VD. El panel J indica  la 
colocalización de EPCR y PAR-1 de células   infectadas con FD-VD. Los paneles K-P muestran la 
colocalización de PAR-1 y EPCR por inmunotinción. El panel K, HUVEC no infectadas. Panel L, indica la 
inmunolocalización de PAR-1/EPCR en células infectadas con FD-VD. Panel M, indica la inmunolocalización 
de PAR-1/EPCR en células infectadas con FHD-VD. Los paneles N-P, indican las inmunotinciones por 
separado de PAR-1 y EPCR. Los valores de intensidad de fluorescencia son  arbitrarias ( p<0.005). 

 
 
6.5  Actividad de PCA en HUVEC infectadas con VD 
   
    Con el propósito de evaluar el efecto de la disminución de TM en la activación de la 

proteína C, se realizaron ensayos de actividad de PCA utilizando monocapas de HUVEC 

infectadas con los diferentes VD así como en presencia de TNF- (control positivo). Después 

de 48 h de infección, la actividad amidolítica de la PC en presencia del aislado hemorrágico, 

fue la más evidente ya que disminuyó en un 70% (Figura 18, barra E) con respecto a las 

células HUVEC no infectadas (control positivo), las cuales fueron consideradas como el 100% 

de actividad de PCA  (Figura 18, barra  A).  



    La actividad amidolítica de la PCA en las células infectadas con el FD-VD a la misma dosis 

infecciosa (MOI=1.0) produjo una reducción de aproximadamente del 40% con respecto al 

control positivo (Figura 18, barra H). En las células que fueron tratadas con TNF- (control 

negativo) observamos una disminución de la actividad amidolítica del 30%  aproximadamente 

(Figura 18, barra B). Los cultivos infectados con el FHD-VD a una MOI= 0.1 y 0.01 

presentaron una  disminución en la actividad de PCA aun mayor que en los cultivos tratados 

con TNF- (Figura 18 barras C y D) mientras que las células  infectadas con FD-VD no 

mostraron este efecto (Figura 18, barras F y G).      Estos resultados nos sugirieron  que la 

infección por los dengue virus posiblemente afecte la formación del complejo TM-TB-PC 

generando una menor activación de PC, principalmente en HUVEC infectadas con el aislado 

hemorrágico 

como resultado de de 

la disminución de 

TM. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                             
            Figura 18. Ensayos de actividad amidolítica durante la infección de HUVEC por el virus dl 
dengue. A) Células endoteliales sin infectar (control positivo). B) HUVEC estimuladas con 10 ng/ml 
de TNF-. C, D y E; HUVEC infectadas con diferentes MOI (0.01, 0.1 y 1.0) de FHD-VD.  Las barras 
F, G y H indican la actividad de PCA de HUVEC infectadas con FD-VD a una MOI de 0.01, 0.1 y 1.0 
respectivamente. Los valores mostrados representan el promedio de tres experimentos 
independientes. * indican el valor de p (p<0.05) cuando las muestras en presencia del virus del 
dengue fueron comparadas con cultivos sin infectar. 
 

 
6.6  Efecto anti-inflamatorio de PCA en HUVEC infectadas con FHD-VD y FD-VD 
 
    Se ha establecido que independientemente  de su función en la cascada de coagulación, la 

PCA tiene efectos citoprotectivos mediante el bloqueo de la trasladación al núcleo del factor 

de transcripción NF-B y con esto favorecer la inhibición de la producción de quimiocinas 

proinflamatoria como IL-8 (71).        Con base en lo anterior, evaluamos la producción de esta 

quimiocina, por lo que determinamos la producción de IL-8 por ensayos de ELISA en los 

sobrenadantes de HUVEC  infectadas con ambos aislados virales, observando que después 

de 48 h de infección, el FHD-VD favoreció  la producción de IL-8 en concentraciones altas 

para todas las dosis infecciosas utilizadas; siendo la más significativa la MOI=1.0, la cual fue 

de 190 pg/ml; mientras que para la MOI=0.1 y 0.01 fueron de 160 y 150 pg/ml 

respectivamente (Figura 19 A, barra 6, 5 y 4) con respecto al control de células no infectadas   

(Figura 19 A, barra  1).  

      El  FD-VD también favoreció la producción de IL-8 pero en concentraciones más bajas que 

la obtenida con 10 ng/ml de TNF- (control positivo)la cual fue de 115.61 pg/ml  mientras que 

para la MOI= 1.0 solo fue de 28.33 pg/ml (Figura 19 A, barras 2 y 9). Una vez establecido el 

ensayo de la producción de IL-8 en nuestro modelo, nos preguntamos si la presencia de  la 

PCA se podría modificar la producción de esta quimiocina, por lo que llevamos a cabo 

ensayos de ELISA (para IL-8) en células preincubadas con PCA  recombinante (10 ng/ml) 

durante 48 h y después infectadas con FHD-VD y FD-VD a una MOI=1.0.  



      El efecto citoprotector de PCA que observamos para  ambos aislados se muestran en la 

figura 19.  La producción de IL-8 de HUVEC infectadas con FHD-VD se redujo hasta en un 

90% con respecto a las HUVEC infectadas con este aislado pero en ausencia de PCA (Figura 

19 B, barra 6 y 5). Este mismo efecto se observó tanto en las células tratadas con 10 ng/ml de  

TNF- (Figura 19 B, barra  3 y 2) como en las HUVEC infectadas con el FD-VD (Figura 19 B, 

barra 7 y 6).  

 
Figura 19. Efecto citoprotectivo de PCA en células 
endoteliales infectadas con el virus del dengue.  A) 
Producción de IL-8 en HUVEC infectadas con FHD-VD 
con una MOI de 0.01, 0.1 y 1.0 (carriles 4, 5 y 6 
respectivamente). Los carriles 1, 2 y 3; muestran la 
producción de IL-8 en HUVEC sin infectar (control 
negativo), estimuladas con 10 ng/ml de TNF- (control 
positivo) y tratadas con VD inactivado por luz ultravioleta 
respectivamente. Los carriles 7, 8 y 9; muestran la 
producción de IL-8 de HUVEC infectadas con FD-VD a 
una MOI= 0.01, 0.1 y 1.0 respectivamente. 
B) Efecto citoprotectivo de PCA sobre la producción de IL-
8. Los carriles 3, 5, 6 y 7, muestran la producción de IL-8 
de HUVEC pre-incubadas con 10 ng/ml de PCA durante 
dos horas y posteriormente estimuladas con TNF-FHD-
VD y FD-VD respectivamente. * indica los valores de p 
(p<0.05) cuando las células pre-incubadas con 10 ng/ml 
de PCA fueron comparadas con los cultivos no tratados 
con PC. 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
      El mecanismo molecular asociado a la inducción de la producción de IL-8 durante la 

infección del virus dengue aún no se conoce, sin embargo, para otros virus hemorrágicos 

como Ebola y Bluetongue, así como durante el choque séptico, se ha sugerido la participación 

de MAPK´s (ERK 1/2) en la producción de IL-8 (85). Nosotros evaluamos la participación del 

Efecto citoprotectivo de PCA en células 
endoteliales infectadas con el virus del dengue.  A)
Producción de IL-8 en HUVEC infectadas con FHD-VD 
con una MOI de 0.01, 0.1 y 1.0 (carriles 4, 5 y 6 
respectivamente). Los carriles 1, 2 y 3; muestran la 
producción de IL-8 en HUVEC sin infectar (control 
negativo), estimuladas con 10 ng/ml de TNF- (control 
positivo) y tratadas con VD inactivado por luz ultravioleta 
respectivamente. Los carriles 7, 8 y 9; muestran la 
producción de IL-8 de HUVEC infectadas con FD-VD a 

Efecto citoprotectivo de PCA sobre la producción de IL-
8. Los carriles 3, 5, 6 y 7, muestran la producción de IL-8 
de HUVEC pre-incubadas con 10 ng/ml de PCA durante 
dos horas y posteriormente estimuladas con TNF-FHD-
VD y FD-VD respectivamente. * indica los valores de p VD y FD-VD respectivamente. * indica los valores de p 
(p<0.05) cuando las células pre-incubadas con 10 ng/ml 
de PCA fueron comparadas con los cultivos no tratados 



virus dengue también en la activación de esta vía, durante la producción de IL-8, por lo que 

llevamos a cabo ensayos de Western-blot y ELISA. Los resultados obtenidos muestran que la 

infección de HUVEC por el FHD-VD a una MOI=1.0 indujo  la fosforilación de ERK 1/2  desde 

los primeros 5  minutos de interacción, continuando de forma gradual hasta los 90 minutos; 

después de 180  minutos la fosforilación de ERK 1/2 comenzó a disminuir (Figura 20 A). 

También se determino la presencia de la forma constitutiva de ERK  (Figura 20 B).  

     Para determinar si la fosforilación de esta cinasa está involucrada en la producción de IL-8, 

se realizaron ensayos de ELISA en sobrenadantes de HUVEC infectados con FHD-VD pre-

incubadas con PD98059 (inhibidor de la fosforilación de ERK) durante 1, 4 y 6 h y 

posteriormente a la infección con el VD durante 48 h y observamos que la producción de IL-8 

fue solo de 39 pg/ml en los sobrenadantes preincubadas por 6 h comparadas con los 

sobrenadantes de HUVEC sin PD98059 las cuales produjeron 190 pg/ml (Figura 20 C).  

     El efecto de PD98059 también lo observamos en la fosforilación de ERK 1/2 como se 

muestra en el recuadro de la Figura 19, en la que se observa que cuando preincubamos con 

PD98059 la fosforilación 

de ERK 1/2 fue menor que 

cuando no se utilizo este 

inhibidor  (recuadro I y II 

respectivamente)  

 

 

 

 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20.  Fosforilación de MAPK  (ERK 1/2) en HUVEC infectadas con el virus del dengue. A) Fosforilación de ERK 1/2 fue 
detectada mediante ensayos de Western blot en presencia de FHD-VD durante los primeros 5 minutos y gradualmente la 
fosforilación se incrementa con respecto al tiempo de interacción con el virus del dengue. La máxima fosforilación de ERK fue 
obtenida a los 90 minutos y a los 180 minutos disminuye. B) ERK constitutiva C) Efecto del inhibidor de ERK (PD98059) sobre la 
producción de IL-8 en HUVEC pre-incubadas durante 1, 4 y 6 horas con PD98059 y posteriormente infectadas con FHD-VD a una 
MOI= 1.0, se observa en estas células la disminución de IL-8; mientras que las HUVEC no tratadas con el inhibidor de ERK, 
mantiene la producción de IL-8. El recuadro muestra el efecto de PD98059 en la fosforilación de ERK  (I) y ERK sin inhibidor (II). * 
indica el valor de p cuando las muestras en presencia de PD98059 fueron comparadas con células infectadas con FHD-VD en 
ausencia del inhibidor de ERK. 



 
                           
        Además de la cinasa ERK, también evaluamos la posible participación de p38 durante la 

infección del VD ya que la activación de esta cinasa se ha asociado con la producción de 

quimiocinas inflamatorias como IL-8 por lo que llevamos a cabo    ensayos de Western-blot de 

proteínas de cultivos celulares endoteliales  infectadas con FHD-VD (MOI=1.0) y estimuladas 

con IL-8 (10ng/ml) recombinante. Observamos que el  control positivo estimulado con TNF-

induce la fosforilación de p38de forma similar al observado por la estimulación de  FHD-

DV e IL-8 recombinantedespués de 30 minutos (Figura 21 A, carriles 2, 3 y 4). Para evaluar 

de forma específica estos hallazgos, empleamos 10 M del inhibidor de la fosforilacion de p38 

(SB203580) y observamos una clara disminución en la fosforilación de p38  para ambos 

tratamientos claramente (Figura 21 A, carriles 5 y 6).  

     Previamente se ha reportado que PCA ejerce su función anti-inflamatoria a través de la 

activación de los receptores activados por proteasas (PAR), los cuales a su vez activan 

diferentes genes citoprotectores involucrando la fosforilación de ERK 1/2. Para establecer una 

posible vía de señalización que nos permitiera relacionar la producción de IL-8 con el papel 

citoprotector (anti-inflamatorio) de PCA, realizamos ensayos de Western-blot primero para 



establecer la participación de ERK por PCA a través de PAR-1 y posteriormente mediante 

ensayos de ELISA para IL-8 asociando la participación de PAR-1.  

     Encontramos que ERK 1/2 es fosforilada por PCA recombinante (Figura 21 B, carril 2) y al 

parecer involucra la participación de  PAR-1 ya que cuando pre-incubamos las células con una 

anticuerpo anti-PAR-1 la fosforilación disminuye considerablemente (Figura 21 B, carril 6). 

Este mismo efecto lo observamos cuando infectamos con FHD-DV lo que nos indica que el 

VD pueda favorecer la activación de PAR-1 por algún mecanismo similar al de PCA (Figura 21 

B, carril 5). La producción de IL-8 disminuyó considerablemente en los sobrenadantes de 

HUVEC pre-incubadas con el anticuerpo anti-PAR-1 y después infectado con ambos aislados 

(Figura 21 C, barra 4 y 6) comparados con los que no fueron tratados con el anticuerpo anti-

PAR-1 (Figura 21 C, barras 3 y 5) los cuales mantuvieron los niveles de IL-8 producidos en los 

experimentos anteriores. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 21. Efecto de PCA, PAR-1 y 
MAPKs (p38 y ERK 1/2) en la respuesta 
inflamatoria de células endoteliales en 
presencia de virus del dengue. A) 
Activación de p38 durante la  infección de 
células del endotelio vascular (carril 

 (carril 2) y con 3) , en presencia de TNF-
IL-8 (carril 4). Evaluamos la especificidad 
de estos resultados en ensayos en 
paralelo empleando el inhibidor 
específico de p-38 (SB203580) 
(carriles 5 y 6). B) Activación de MAPK´s ERK 1/2 en HUVEC pre-tratadas con 10 ng/ml de  PCA (carril 2), ERK 1/2 en 
células infectadas con FHD-VD (carril 4) y en presencia de TNF-La fosforilación de ERK  1/2 disminuyó cuando las 



HUVEC fueron pre-incubadas con el anticuerpo específico para PAR-1 (carriles 5 y 6). Estos resultados son representativos 
de una serie de tres experimentos independientes. C) Producción de IL-8 en cultivos infectados con FHD-VD pre-incubados 
con anti-PAR-1. La figura 5C muestran el promedio de  experimentos independientes realizados por triplicado. El anti-PAR-1 
inhibe la producción de IL-8 en HUVEC infectadas con FHD-VD y FD-VD (carriles 4 y 6) comparados con cultivos sin anti-
PAR-1. *, indica el valor de p (p<0.05) de las células  infectadas con VD pero en  ausencia de anti-PAR-1.   

 
 
 
 

 
 
 
6.7  Participación de PCA, MAPK´s (ERK 1/2  y p38) en la permeabilidad del 
endotelio vascular infectado por el virus del dengue 
 
   La principal característica clínica durante el FHD/SCD es el aumento de la permeabilidad del 

endotelio vascular, sin embargo los mecanismos que participan en la instalación de ésta no 

están descritos. Se ha propuesto que durante el aumento de la permeabilidad vascular 

inducida por la infección del  virus de Ebola en macacos, la participación de p38 es 

determinante ya que favorecen el rearreglo del citoesqueleto de actina (85, 86).  

   Tomando en cuenta estos datos, nosotros evaluamos la participación de PCA, ERK 1/2 y 

p38 MAPK´s en la función de barrera del endotelio vascular durante la infección del endotelio 

vascular   con ambos aislados virales (MOI=1.0), empleando un kit de permeabilidad vascular 

(Chemicon), como lo indicamos en la metodología. Las células no infectadas  fueron 

consideradas como control positivo de integridad celular, (Figura 22, barra B). Se 

predeterminaron algunos  pozos en los cuales no sembramos células de modo que se 

consideró como el 100% de permeabilidad vascular ya que no existe barrera celular, 

permitiendo el paso de la molécula permeable (FITH-dextran) como se muestra en la figura 

22, barra A.   

   Las  células infectadas con FHD-VD mostraron un incremento notable en la permeabilidad 

vascular (Figura 22, barra F) de manera similar a las HUVEC estimuladas con TNF-control 



positivo de permeabilidad, o en presencia de  IL-8 (Figura 22, barras C y D). Cuando 

infectamos las células con FD-VD, observamos que la permeabilidad vascular fue similar al 

control de integridad celular (Figura 22, barra H). Los cultivos celulares pre-incubados tanto 

con 10 ng/mL de  PCA como con los inhibidores de MAPK´s p38 y ERK 1/2 (SB203885 y 

PD98059 respectivamente) y que posteriormente fueron infectados con FHD-VD y FD-VD 

mostraron un efecto de disminución en  la permeabilidad vascular (Figura 22, barras  I, J y K) 

con respecto a las células no tratadas con estos inhibidores (F,G y H). 

 

Figura 22. Ensayos de permeabilidad vascular.  Participación  PCA y de MAPK´s (ERK 1/2 y p38) en la función de 
barrera endotelial durante la infección de HUVEC con VD. B) muestra las HUVEC en presencia de medio de cultivo y 
representa la integridad de la monocapa celular. A) insertos de la caja de cultivo sin células y representa el 100% de 
permeabilidad vascular.  Permeabilidad vascular de HUVEC en presencia de: TNF-(C), IL-8 (D), PCA+IL-8 (barra E), 
FHD-VD MOI=1.0 (barra F), PCA+FHD-VD (barra G), FD-VD (barra H), PCA+FD-VDB (barra I), SB203885+FHD-VD 
(barra J) y PD09859+FHD-VD (barra K). Los resultados son el promedio el promedio de tres experimentos 
independientes. *, indica el valor de p (p<0.05) cuando todas las muestras  fueron comparadas con HUVEC infectadas 
con VD.    , indica el valor de p (p<0.05) cuando las células infectadas con FD-VD fueron comparadas con las células 
tratadas con PCA+FD-VD. 
 
6.8  Ensayos de citoprotección de PCA durante la infección de HUVEC con el 
virus del dengue 
 



   Se ha descrito ampliamente el  papel citoprotector  de PCA durante la lesión en diferentes 

tejidos (87,88,89). En nuestro modelo, evaluamos la posible participación de PCA en células 

endoteliales infectadas con ambos aislados del virus dengue (MOI=1.0), mediante ensayos de 

tinción de núcleos pro-apoptóticos con ioduro de propidio. Las células infectadas con FHD-VD 

durante 48 horas mostraron gran acumulación de ioduro de propidio en los núcleos celulares 

(Figura 23 C), similar a las células estimuladas con TNF-ng/ml (control positiva) (Figura 

23 B).  

 
 

 
  

                      Figura 23.  
Actividad anti-
apoptótica de 
PCA en 

HUVEC 
infectadas con 
el virus del 

dengue. 
Tinción con 
ioduro de 
propidio de 
núcleos pro-

apoptóticos. 
Panel A, 
HUVEC no 

infectadas 
(control 

negativo), B) 
células 

endoteliales  
estimuladas 

con TNF-C) 
HUVEC infectadas con FHD-VD a una MOI=1.0, D) HUVEC tratadas con FHD-VD inactivado con 
UV, E) Células endoteliales  pre-incubadas con 10 ng/ml de PCA y estimuladas TNF-F) HUVEC 
infectadas con FHD-VD pre-incubadas con PCA. Los resultados son representativos de tres series 
de experimentos con resultados similares. 

 

    Por otra parte, en HUVEC pre-incubadas durante 72 horas con PCA (10 ng/ml) y 

posteriormente infectadas con FHD-VD, la acumulación de ioduro de propidio disminuyó 

notablemente comparadas con aquellas que no fueron tratadas con PCA (Figura 23 F); así 

mismo  las células tratadas con TNF- y pre-incubadas con PCA, mostraron una disminución 

considerable de ioduro de propidio en los núcleos celulares (Figura 23 E). Las células no 

                      



infectadas (control negativo)  mostraron acumulación mínima de ioduro de propidio mientras 

que las células tratadas con virus inactivados, mostraron presencia de núcleos pro-apoptoticos 

en un menor número que aquellas HUVEC  infectadas con FHD-VD (Figura 23 A y D).  

 
6.9  Replicación del virues del dengue (FHD-VD y FD-VD)  en HUVEC y su 
relación con la colocalización de EPCR  y PAR-1 
 
    Con el propósito de establecer si existen diferencias en la expresión de ag virales en la 

superficie celular  entre ambos aislados virales, llevamos a cabo ensayos de cartometría de 

flujo. Las  células endoteliales fueron infectadas utilizando la misma dosis infecciosa 

(MIO=1.0)  durante 48 horas. La presencia del antígeno viral para la proteína E de los VD, 

referida como intensidad de fluorescencia (FITC), fue mayor para el FHD-VD que para el FD-

VD en prácticamente una orden de magnitud logarítmica (Figura 24, C) comparada con las 

HUVEC no infectadas (Figura 24 A) 

 
              
   Figura 24. Presencia de antígenos virales en HUVEC  infectadas con FHD-VD y FD-VD 
 



     

     Para confirmar estos resultados, paralelamente llevamos a cabo ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta y observamos que las células infectadas con el FHD-VD 

expresan en mayor proporción el antígeno viral (proteína E) que las   infectadas con FD-VD  

(Figura 24 D y E) y que los cultivos no infectados. 

 



6.10  Discusión de Resultados 

   El problema más importante que en la actualidad se presenta para entender la patogénesis 

del FHD/SCD, es la inexistencia de un modelo animal que permita reproducir la enfermedad 

del dengue como se presenta en el humano. 

 L. Rosen y S. Halstead (48, 49) han propuesto dos hipótesis que tratan de explicar los casos 

severos de la enfermedad como son  la fiebre hemorrágica por dengue y el síndrome de 

choque por dengue. Ambas teorías están basadas  tanto en datos epidemiológicos como 

experimentales.   

   La teoría de Rosen postula  la virulencia de los aislados virales  (49) mientras que la 

hipótesis de  Halstead se basa en aspectos inmunopatogénicos en el curso de una infección 

secundaria (49). Ambas hipótesis no son excluyentes una de la otra, sin embargo de manera 

individual no explican claramente los mecanismos patogénicos de la enfermedad. Es 

importante mencionar que durante la FHD/SCF, factores epidemiológicos tales como; el status 

inmunológico del paciente, la edad, sus características genéticas, la recurrencia a la infección 

y la virulencia de las cepas virales entre otras; son factores de riesgo para generar las formas 

graves de la  enfermedad. Ambas hipótesis, no explican claramente la presencia de algunas 

manifestaciones clínicas tales como trombocitopenia y hemoconcentración como resultado de 

la activación y daño  al endotelio vascular (EV).   

   El daño endotelial  puede ser reflejo de la disfunción del tejido vascular, el cual puede ser 

activado de forma directa por los VD,  o bien  de forma indirecta, por la respuesta del huesped. 

De esta manera el EV puede hacer las veces de “campo de batalla” y así determinar la 

severidad de la enfermedad (90). El endotelio vascular se ha utilizado como modelo infeccioso 

para evaluar posibles mecanismos patogénicos  que se generan durante la infección del virus 



del dengue (92, 93). Estos modelos de estudio han permitido incursionar en los mecanismos 

celulares básicos de activación celular como consecuencia de la presencia de los virus del 

dengue. De esta manera, diferentes grupos de investigación  han proporcionado datos ex vivo 

(94,95, 96, 97),  in vitro Rosen L (49), Bonner S y O’Sullivan MA, (91), Peyrefitte ChN (92), 

Basu A y Chaturvedi UC (90) e in vivo Limonta D y col (96), Jessie K y col (97), Barth OM y col 

(98) han demostrado claramente activación del endotelio vascular durante la infección del 

virus del dengue. De este modo, Bonner S y O’Sullivan MA, han propuesto que el endotelio 

vascular es un modelo celular apropiado para el estudio del síndrome de choque por dengue. 

Con base en estos antecedentes, se utilizaron cultivos primarios de HUVEC como modelo 

experimental en donde se encontraron datos novedosos referentes a la participación del VD 

en la  modificación de la vía citoprotectora de la proteína C.  

    Se ha demostrado que durante diferentes procesos como la inflamación-coagulación, 

apoptosis, y protección de barrera endotelial se activan  mecanismos citoprotectores de la 

célula endotelial en respuesta al daño al tejido. Bajo este contexto, la participación de los 

receptores activados por proteasas (PARs) durante estos procesos, es determinante ya que 

varios de estos eventos interaccionan en algún punto (crosstalk) vía PARs. Estos receptores 

son proteínas acopladas a proteínas G, las cuales  están involucradas en diferentes vías 

regulatorias de señalización  (99,100). El inicio de los eventos citoprotectivos están 

estrechamente asociados al endotelio vascular (101), ya que este tejido localiza y promueve 

diversos procesos bioquímicos involucrados en la vía citoprotectiva de la proteína C de 

manera independiente de su función regulatoria en la cascada de coagulación. Estas 

propiedades pleiotropicas de PCA, han permitido emplear a la PCA en el tratamiento de 

trastornos complejos como la sépsis, la  trombosis y la  isquemia entre otros (102, 103).  



    En éste trabajo se evaluaron los mecanismos básicos que pueden estar involucrados en la 

regulación de estos procesos durante la infección de células del endotelio vascular por el VD. 

Así mismo evaluamos  si durante la infección del EV por los VD se modifica el complejo  TM-

TB-PC a nivel de la superficie del endotelial, el cual es determinante en la generación de PCA. 

Recientemente, Buttep P y Sosotikul D (79,80) han reportado la presencia de niveles elevados 

de TM soluble (TMs) en el plasma de pacientes con FHD-VD durante la fase aguda de la 

enfermedad, sugiriendo daño o activación especifica del endotelio vascular. Estos autores 

demostraron que los pacientes con SCD (FHD grado III o IV) muestran niveles de TMs en 

plasma más elevados que los pacientes con FHD-VD grado I y II.  

   En ambos estudios los niveles de esta proteína correlacionaron con la severidad de la 

enfermedad. Se ha propuesto que la TMs libre en el plasma puede ser un marcador temprano 

de daño al endotelio durante el SCD durante la fase febril, sin embargo, el papel del virus del 

dengue en el desarrollo de las alteraciones vasculares presentes durante el SCD no ha sido 

descrito. Nosotros observamos mediante ensayos de citometría de flujo que en presencia del 

FHD-VD (MOI=1), la cantidad de TM en la superficie de la membrana endotelial se reduce 

hasta en un 85% comparados con las células no infectadas (Figura 14 A y B). Este efecto fue 

más evidente que en los cultivos celulares estimulados con TNF- (control positivo).  

    En las células endoteliales infectadas con el FD-VD a la misma dosis infectiva (MOI=1.0), 

encontramos que la TM disminuye en un 28%. El cual es un valor similar al del control positivo 

(Figura 14 D).  Así mismo,  demostramos que la TM  a nivel de la membrana endotelial 

disminuyó de forma gradual dependiendo del tiempo de infección (Figura 16 A), este dato 

correlacionó con el aumento gradual de la TMs en los sobrenadantes de estos cultivos siendo 

más evidente a las 36 y 48 horas post- infección (Figura 16 B). Estos datos sugieren la 



participación del VD en la alteración endotelial vascular. Este hallazgo ayuda a explicar la 

presencia de TM soluble presente en el plasma de los pacientes con FHD durante la fase 

febril de la enfermedad con riesgo de desarrollar SCD, de acuerdo con Buttep y colaboradores 

(79).   

    La TM es un receptor celular que juega una función determinante en la actividad 

anticoagulante del endotelio vascular, gracias a su actividad como cofactor en la activación de 

la proteína C (la molécula vaso protectora más importante). Es bien conocido que la 

disminución de TM en la membrana endotelial se correlaciona con bajos niveles de PCA 

favoreciendo la instalación de fenómenos procoagulantes y proinflamatorios por parte del 

endotelio vascular (101,104). 

    Nosotros evaluamos la actividad de PCA en cultivos de HUVEC infectados con ambos 

aislados y observamos que la formación del complejo TM-TB-PC se modifica y  que la 

actividad de PCA disminuye de forma proporcional a la dosis infecciosa empleada para cada 

aislado del virus dengue (Figura 17), modificando el estado anti-trombótico de la membrana 

del endotelio vascular. La transformación de un fenotipo anticoagulante/anti-inflamatorio a un 

fenotipo  pro-coagulante/ pro-inflamatorio es determinante durante el daño tisular.  

   Por otra parte, al analizar la acción pro-inflamatoria del VD encontramos altos niveles de IL-8 

en los cultivos infectados con FHD-VD (Figura 18 A) que concuerdan con las observaciones 

clínicas reportadas por Ragupathy y colaboradores (81), quienes  reportan  una correlación 

entre los niveles de IL-8 en pacientes con FHD/SCD con grado  de severidad III y IV y 

pacientes con FD. 

     Los presentes hallazgos nos permitieron confirmar la participación de PCA en la respuesta 

anti-inflamatoria del endotelio vascular durante la infección del virus dengue (Figura 18 B), ya 



que al pre-incubar las células con 10 ng/ml de PCA y posteriormente infectarlas, observamos 

una disminución en la producción de IL-8 (efecto citoprotector).  Nuestro modelo celular 

también nos permitió demostrar la participación de MAPK´s (ERK 1/2 y p38) en la producción 

de IL-8 durante la infección de HUVEC por el VD.  La especificidad de estos resultados fue 

comprobada mediante de inhibición de la fosforilación de estas cinasas asociadas con la 

disminución en la producción de  IL-8 (Figura 19 C y 20 A). Se ha descrito  también que la 

PCA activa rutas de señalización intracelular a través de la activación de los receptores PAR y 

EPCR  (90,91). Nuestros resultados mostraron que en ausencia de TM, PAR-1 y EPCR están 

presentes (Figura 17 H-M) lo cual sugiere su participación en este proceso.  

     Estudios recientes de Bae JS y colaboradores, sugieren que los mecanismos de 

señalización dependientes de PAR-1, están asociados a EPCR y a caveolina-1 en balsas 

lipídicas de células HUVEC, en las que la asociación de EPCR con APC  puede llevar a la 

disociación de EPCR de caveolina-1 y reclutar a PAR-1 para activar una vía de señalización 

citoprotectora (99). Los resultados de la figura 20  C indican que los cultivos de HUVEC pre-

incubados con anti-PAR-1 y posteriormente infectados con FHD-VD, muestran una 

disminución en la producción de IL-8. Similarmente, cuando las células fueron pre-tratadas  

con PCA, o con anti-PAR-1, la fosforilación de ERK1/2 disminuyó (Figura 21 B).  

     Talavera y colaboradores (105); así como también Lee y colaboradores, (106); reportaron 

que la producción de IL-8 está estrechamente relacionada con un aumento en la 

permeabilidad del endotelio vascular, durante la infección del virus del dengue a nivel del 

endotelio vascular.   

    En nuestro  modelo mostramos datos novedosos que sugieren la función citoprotectora de 

PCA en la estabilización de la barrera endotelial durante la infección del endotelio vascular por 



el virus dengue. En los ensayos de permeabilidad (Figura 22, barras E y G) mostramos que 

las HUVEC pre-incubadas con PCA y posteriormente infectadas con VD, son menos 

permeables que las células no tratadas con PCA. También mostramos la posible participación 

de ERK1/2 y p38 en la función de barrera endotelial. Finalmente, mostramos la participación 

de PCA en la disminución de la apoptosis inducida por la infección del virus del dengue en 

células HUVEC. Matsuda y colaboradores, así como también, Espina y colaboradores  

(106,107), han propuesto que la apoptosis es una característica importante durante la 

inducción de la patogénesis del huésped por virus el virus del dengue.  

    El efecto citoprotector  de PCA en la prevención del daño al tejido ha sido demostrado en 

modelos de sépsis en animales de laboratorio reduciendo la apoptosis en el endotelio cerebral  

humano (109). Existen  evidencias de que la función anti-apoptótica de PCA se lleva a cabo 

de manera independiente de sus propiedades anticoagulantes, como lo indican los 

experimentos en los que mutantes de la PCA que presenta una función anticoagulante 

sustancialmente reducida, mantienen su función anti-apoptótica (88).   

    Estudios clínicos e investigaciones básicas con PCA, sustentan las propiedades 

citoprotectoras de PCA (110, 111,). Nuestros resultados apoyan estos hallazgos. La figura 25  

es una representación esquemática de los datos que obtuvimos en nuestro modelo 

experimental, en el cual mostramos los posibles eventos del endotelio vascular durante la 

infección del virus del dengue (FHD-VD). 

 
 
 



    
 Figura 25. 
Participación del 
complejo TM-TB-
PC durante la 
infección de 

células 
endoteliales por 
el virus del 
dengue. El 
presente  modelo 
resume la 
posible vía de 

señalización 
involucrada en la 
activación de las 
células del 

endotelio vascular. Esta propuesta podría explicar diferentes aspectos de la patogénesis  de la FHD-VD. A) homeostasis 
fisiológica del endotelio vascular en términos de los efectos citoprotectivos  y anti-trombóticos en células no infectadas. Sin 
embargo, durante la infección de HUVEC con FHD-VD (panel B), observamos que la superficie de la membrana endotelial 
experimenta una cambio de un estado anti-inflamatorio/anti-coagulante a un fenotipo pro-inflamatrio/pro-coagulante. El virus 
del dengue induce la liberación de TM (TMs), afectando la formación del complejo TM-TB, modificando  las vías 
anticoagulantes y citoprotectiva de la proteína C modificando así la función de barrera del endotelio vascular  y aumento en la 
permeabilidad vascular. Durante todo este proceso quedó establecido la participación de MAPK´s (p38 y ERK 1/2) y PAR-1.  
 

     La Figura 25 A muestra tanto las condiciones fisiológicas (homeostasis) del endotelio 
vascular vía anti-trombosis, como las funciones citoprotectoras del endotelio no infectado. 

Mientras que durante la infección virus del dengue (FHD-VD, principalmente) del  EV 
observamos una serie de cambios en la superficie endotelial que se pueden interpretar como 
cambios del estado anti- inflamatorio y anti-coagulante celular a un fenotipo  pro-coagulante y  
pro-inflamatorio. Observamos que el virus dengue favorece la liberación de TM (TMs), la cual 

afecta la formación del complejo TM-TB, promoviendo la alteración de la función 
anticoagulante y citoprotectora de la vía de la PC. Es importante destacar que en el presente 

trabajo logramos determinar la participación de las MAPK´s (ERK 1/2 y p38) en estos 
procesos.  Finalmente consideramos que estos hallazgos abren la posibilidad para utilizar 

nuevas estrategias que impliquen el desarrollo de nuevas medidas terapéuticas relacionadas 
a la inhibición del proceso trombótico e inflamatorio presentes durante la FHD/SCD. Es 

plenamente conocido que el uso farmacológico de PCA reduce la mortalidad asociada con 
sepsis severa tanto en humanos (Recombinant Human Protein C Worldwide Evolution in  

Severe Sepsis [PROWESS]) como en modelos animales  (110,111).
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