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Resumen 
El virus del dengue es una de las enfermedades virales transmitidas por vector 

más importante del mundo ya que afecta a millones de personas en 

aproximadamente 112 países., En el caso particular de México los reportes del 

Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control de Enfermedades, 

durante el 2012, identificaron la circulación de los 4 serotipos, para la semana 

epidemiológica número 30 del 2013, se reportaron 646 casos de DENV-1,  684 

de DENV-2, 3 de DENV-3 y 26 del DENV-4, con un total de 1359 casos 

confirmados, estos datos ubican a la enfermedad del dengue como un 

problema de salud pública muy importante en nuestro país.  

En la replicación del el virus del dengue, uno de los pasos más importantes es 

la unión a su receptor especifico, existen varias moléculas las cuales han 

demostrado la capacidad de reconocer el virus del dengue e internalizarlo, 

entre estas moléculas la más estudiada es la glicoproteína CD 209 o DC-SIGN, 

esta proteína puede ser utilizada por diferentes patógenos para infectar a la 

célula portadora como a otras células, la glicoproteína CD 209 o DC-SIGN ha 

sido caracterizada como un marcador específico de células dendríticas, lo cual 

implica que las células dendríticas sean unas de las principales células diana 

del virus del dengue, las células dendríticas al ser células de origen mieloide al 

igual que los monocitos y los macrófagos comparten varias funciones, como la 

de fagocitar y ser células presentadoras de antígenos, se ha descrito que los 

monocitos son las principales células banco de la infección del virus del dengue 

en circulación, por lo cual se desarrolló la siguiente  hipótesis “la infección de 

monocitos con el virus del dengue, promueve la expresión de CD209 en estas 

células”.  

En este trabajo se analizó la inducción en la expresión de CD209 en dicha 

población celular durante la infección por virus del dengue a nivel de mRNA, 

también se analizó la expresión de IL-8 como un marcador de la activación 

celular y se verificó que los monocitos estuvieran infectados analizando la 

expresión de sNS1, en donde se encentró que La infección por el virus del 

dengue 2 en cultivo primario de monocitos NO tiene la capacidad de regular la 

expresión del DC-SIGN.  
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Introducción  
El dengue 
Es una enfermedad infecciosa producida por cualquiera de los cuatro serotipos 

del virus del dengue (DENV-1, -2, -3 y -4), que son transmitidos al humano 

mediante la picadura de mosquitos vectores (Aedes aegipty y Ae. albopictus). 

Es una de las virosis más importantes y se caracteriza por la aparición de un 

cuadro de fiebre indiferenciada, presentando tres formas clínicas principales: 

 

 Dengue clásico o fiebre por dengue (FD), también denominada fiebre  

quebrantahuesos, en la cual hay presencia de fiebre, cefalea, mialgia, 

artralgia, dolor retroocular, exantema y vómito, principalmente. 

 Dengue hemorrágico o fiebre hemorrágica por dengue (FHD),  que se 

caracteriza por las manifestaciones de la FD acompañadas de un 

aumento de la permeabilidad vascular, lo que promueve la presencia de 

petequias, hematomas y hemorragias en mucosas, trombocitopenia y 

dolor abdominal. 

 Síndrome de choque por dengue (SCD), la forma más grave de la 

enfermedad, en la que hay presencia de hepatomegalia, insuficiencia 

circulatoria, trombocitopenia y hemoconcentración, hipotensión, edema 

y choque, lo que puede llevar a la muerte del paciente (Souza y Ribeiro, 

2004; Tsai y Vaughn, 2006; Souza y Reis, 2008).  

 

En el 2009 la organización mundial de la salud realizó una nueva clasificación 

de los casos de dengue en función de la gravedad de la forma clínica (tabla 1). 

En este trabajo se usará la clasificación de la organización mundial de la salud  
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Agente etiológico  
Los DENV pertenecen al género Flavivirus y a la familia Flaviviridae, para los 

cuales se ha reportado una homología del 70% en su estructura genómica   

(Chambers y cols., 1990,   Putnak y cols., 1991; Leong y cols., 2007). Se trata 

de un virus envuelto, con apariencia esférica y de tamaño aproximado a 50nm 

(figura 1). 

 

 

A) B) 

Figura 1.  Modelos  virales a diferentes pH  y esquema del virus del dengue (A) Modelo 
del virus de dengue inmaduro a pH bajo  B) modelo del virus del dengue maduro e 
infectivo C) esquema del virus infectivo (Wang y cols., 2011; Madej y cols., 2012)  
(http://gsdl.bvs.sld.cu/greenstone/collect/clnicos/index/assoc/HASH7269.dir/fig01a02.
png consultada 04/08/2013). 

C) 
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Tiene RNA en su genoma con polaridad positiva, lo que le confiere la propiedad 

de comportarse como RNA mensajero, en sus extremos 5´ y 3´ contiene 

secuencias no codificantes o no traducibles  (NCR o UTR, del inglés noncoding 

regions o untranslated region) (Carlos Yábar V. 2003). Posee un solo marco 

de lectura abierto que codifica para una poliproteína, que es procesada en tres 

proteínas estructurales: la proteína de la cápside (C), la de membrana (M), la 

cual se forma durante la  maduración a partir del precursor denominado prM, y 

la proteína de envoltura (E), además de siete proteínas no estructurales, 

denominadas NS1,  NS2a, NS2b, NS3, NS4a,  NS4b y NS5 (Brooks y col., 

2002; Carlos Yábar V. 2003) (figura 2).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Genoma y poliproteína del DENV (Obtenido de 
http://www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology/23/ricky.htm consultado el 15/07/2013) 
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Replicación viral 
 
Inicialmente ocurre la unión entre el virus y su receptor celular, de éstos se han 

descrito varios (heparán sulfato, CD14, proteínas de choque térmico de 70 y 

90 kDa [Hsp70 y Hsp 90], el receptor de alta afinidad de laminina de 37/67 kDa 

y a la proteína GRP78/BiP). El receptor mejor caracterizado es la molécula DC-

SIGN (del inglés “Dendritic Cell–Specific ICAM–3 Grabbing Nonintegrin”) o 

CD209, en las células dendríticas (DCs) (Clyde y cols., 2006; Del Ángel, 2006). 

Posterior al reconocimiento se lleva a cabo la entrada del virus a la célula, por 

un proceso de endocitosis mediado por receptor, formando una vesícula 

endosomal en la que el pH ácido del medio promueve la exposición del péptido 

fusogénico en la proteína E viral, dando lugar a la fusión de las membranas 

viral y celular, lo que conlleva a la liberación de la nucleocápside al citoplasma 

y la posterior liberación del RNA viral  (Mukhopadhyay y cols., 2005; 

Bartenschlager y Miller, 2008; Sierra Vázquez 2010; Wasinpiyamongkol y cols., 

2010; Velandia y Castellanos 2011). 

Una vez que el genoma viral se libera en el citoplasma de las células 

infectadas, se traduce en el retículo endoplásmico rugoso, debido a que el RNA 

viral actúa como RNA mensajero. Como resultado de la traducción se sintetiza 

la poliproteína que, luego de varias modificaciones post-traduccionales, da 

lugar a los componentes proteicos virales (Bartenschlager y Miller, 2008; 

Perera y Kuhn, 2008; Rodenhuis–Zybert y cols., 2010). 

 

La replicación del RNA comienza con la síntesis de una cadena negativa 

complementaria que se emplea como molde para la síntesis de nuevas 

moléculas de RNA de polaridad positiva, que pueden ser usadas para la 

traducción de nuevas poliproteínas, síntesis de cadenas negativas o pueden 

ser empleadas para la formación de nuevos viriones (Talarico y cols., 2008;  

Acosta y cols., 2008). 
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El ensamblaje de la nucleocápside a partir de la proteína C, así como la 

adquisición de la envoltura ocurre intracelularmente. Los viriones son llevados 

en vesículas de transporte que salen de la membrana del retículo 

endoplasmático y son translocados al pre-Golgi pasando posteriormente al 

aparato de Golgi, en este organelo se realiza un corte proteolítico en la proteína 

prM originando la forma madura de la proteína M. En las vacuolas de pre y post 

Golgi opera un transporte exocítico de glicoproteínas de membrana a la 

superficie celular. Finalmente, cuando el virus se libera por exocitosis la 

proteína E adquiere la conformación final la cual puede ser reconocida por las 

moléculas receptoras de la célula blanco e iniciar un nuevo ciclo de infección 

en otra célula (figura 3) (Mukhopadhyay y cols., 2005; Bartenschlager y cols., 

2008).  

 

 

Figura 3  Modelo de Replicación del DENV (Adaptada de Clyde y cols., 2006) 
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Epidemiología 

El dengue es una de las enfermedades virales trasmitidas por vector más 

importantes en el mundo y su distribución geográfica abarca las regiones 

tropicales y subtropicales (World Health Organization, 2009). 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), estima que la población en riesgo 

es del 40% al 50% a nivel mundial y esto se debe a la  tasa de crecimiento 

poblacional de los países afectados, ya que los países ubicados en la región 

de amenaza son  más de 100 (figura 4)  (Halstead, 2007; OMS, 2009 Guzmán 

y cols., 2010). 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.Distribución del DENV en el mundo (OMS; 2009 en esta 
figura se muestran los países en donde el vector Aedes aegypti se 
encuentra vivo durante todo el año) 
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En el caso de México, los reportes del Centro Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica y Control de Enfermedades, durante el 2012, identificaron la 

circulación de los 4 serotipos;  siendo los principales DENV-1 y -2, seguidos de 

un número menor de casos de  DENV-4 y -3.  El total de casos confirmados 

reportados fue  de 50,013, con 64 defunciones, lo que correspondió a un 

incremento del 225.4% respecto a 2011, siendo el estado de Veracruz la 

entidad con mayor número de reportes.  

 

Para la semana epidemiológica número 30 del 2013, se reportaron 646 casos 

de DENV-1,  684 de DENV-2, 3 de DENV-3 y 26 del DENV-4, con un total de 

1359 casos confirmados (Figura 5). 

Figura 5. Distribución del DENV en México (tomada de 

http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANO

RAMAS_2013/Pano_dengue_sem30_sem2013.pdf consultada el 

04/08/2013 

En esta figura se muestran los serotipos del DENV presentes en 

cada estado).  

http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2013/Pano_dengue_sem30_sem2013.pdf%20consultada%20el%2004/08/2013
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2013/Pano_dengue_sem30_sem2013.pdf%20consultada%20el%2004/08/2013
http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/doctos/panodengue/PANORAMAS_2013/Pano_dengue_sem30_sem2013.pdf%20consultada%20el%2004/08/2013
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Métodos de diagnóstico  
 

El diagnóstico eficiente y preciso del dengue es fundamental para la atención 

temprana y confirmación de casos, este se pude realizar de manera directa 

con diferentes técnicas, buscando ya sea proteínas o material genético del 

propio virus o de forma indirecta, mediante la detección de anticuerpos. 

1. Detección de la proteína viral  sNS1 

Actualmente, el algoritmo de diagnóstico de dengue, implementando por la 

Secretaria de Salud en México, indica como primera opción la detección de la 

proteína viral sNS1 en los sueros de los pacientes, ya que es la única proteína 

viral que es secretada por las células infectadas. Se puede detectar en el suero 

desde el día 1 posterior al inicio de la fiebre y hasta el día 9, por lo que es 

considerada como marcador de la fase aguda de la infección. Por lo anterior, 

se han desarrollado diferentes métodos para la detección del antígeno viral 

sNS1, que van desde pruebas rápidas de inmunocromatografía hasta 

procedimientos más complejos como el ELISA de captura. Este último método, 

se realiza en poco tiempo pero tiene la desventaja de no ser serotipo–

específico y un resultado negativo no es totalmente excluyente de la infección 

viral (Leong y cols., 2002; Cardier y cols., 2005; Peeling y cols., 2010; 

Puttikhunt y cols., 2011). 

2. Detección de anticuerpos específicos 

La respuesta inmune adquirida por la infección del DENV consiste en la 

producción de anticuerpos (IgM e IgG) que son específicos para la proteína E. 

Los anticuerpos IgM pueden ser detectables desde los días 4–6 después del 

inicio de los síntomas, con títulos más altos en infecciones primarias que en 

infecciones secundarias, por lo que en un pequeño porcentaje de los pacientes 

no se detectan anticuerpos IgM en la fase aguda de la enfermedad, pero sí se 

pueden encontrar IgG al igual que en los pacientes convalecientes con 

infección primaria. En la actualidad, ambas clases de anticuerpos son 

detectados mediante ELISA con altos valores de sensibilidad y especificidad, 

sin embargo, es un método indirecto para confirmar la infección por el virus y 

por lo tanto, no es posible la serotipificación del mismo (Oliveira y Lopes da 

Fonseca, 2004; Shu y Huang, 2004; Peeling y cols., 2010). 
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3. Aislamiento viral 

El aislamiento viral se considera el “estándar de oro” para el diagnóstico y 

serotipificación de las infecciones por DENV y se realiza en muestras de 

pacientes que cursan la fase aguda de la infección. La forma más común es la 

inoculación en cultivos de líneas celulares de mamíferos como Vero, LLCMK2, 

BHK21 y la inoculación en cultivos de líneas celulares de mosquito como son 

C6/36, AP61 y TRA–284, para la identificación del serotipo viral, los resultados 

se obtienen en un periodo de 6 a 10 días post–inoculación mediante 

inmunofluorescencia de los cultivos infectados (Oliveira y Lopes da Fonseca, 

2004; Shu y Huang, 2004; Peeling y cols., 2010). 

4. Detección molecular del genoma viral 

El método empleado para la detección del genoma viral es la reacción en 

cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa o RT–PCR, del inglés Reverse 

Transcription–Polymerase Chain Reaction, de punto final o de tiempo real 

mediante la amplificación de diversas regiones del genoma (You y col., 2001; 

Shu y Huang, 2004; OMS, 2009; Técnicas de laboratorio para el  diagnóstico y 

la caracterización  de los virus del dengue 2010; Peeling y cols., 2010). 

Antecedentes 

Células blanco del DENV 
 

Se han reportado una gama de células que soportan la  infección por virus del 

dengue varias especies incluyendo al humano; en éste, las principales células 

blanco de la infección son las células del sistema inmune como los monocitos, 

macrófagos, células dendríticas y otras células del sistema retículo endotelial, 

anuqué también se ha descrito que los fibroblastos y las células B pueden 

infectarse con DENV in vitro. Además se ha reportado que las células 

endoteliales y los hepatocitos pueden ser infectados por el DENV in vivo en 

pacientes con FHD, y de se han encontrado evidencias sobre la posible 

interacción entre el virus y otros tejidos como el cerebro, el intestino y el pulmón 

(Kouy col., 1992 Lin y cols., 1999;  Courageot y cols., 2003; Lozach y cols., 

2005) 
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En todas estas células se ha reportado la presencia de moléculas en su 

superficie las cuales pueden reconocer al virus y funcionar como un receptor 

viral o correceptores; estas moléculas, en su mayoría, se caracterizan porque 

tienen la capacidad de reconocer carbohidratos, este hecho es muy importante 

ya que la proteína E viral es una glicoproteína. En la tabla #2 se muestran tipos 

de células susceptibles a la infección del dengue, además de la molécula 

identificada  como receptor viral (Chen y cols., 1999; Lin y cols., 2000; Wu y 

col., 200;  Clyde y cols., 2006; Del Ángel y cols., 2006)  

 

 

  

Tabla 2  Tipos de células susceptibles a la infección por virus del dengue.  

Especie Tipo celular  Descripción celular  Receptor del DENV  

Mono 

Vero Células epiteliales renales  

Heparan sulfato (HS) 

Glicoproteina (74kDa) 

LL-MK2 Células epiteliales renales  Glicoesfingolípido 

Humano  

monocito Células mieloides  primarias  

CD14/LPS 

HSP70/HSP90 

Fc- recceptor  

células dendríticas  Células mieloides primarias  DC-SIGN 

macrófago  Células mieloides primarias  

receptor de Manosa 

CLEC5A 

Huh Hepatocito  HS 

HepG2 Hepatocito  Receptor laminar GRP78, HS 

HMEC-1 Epitelio dérmico  b3 integrina  

Hámster  

BHK Fibroblastos renales  

HS 

Glicoesfingolípido 

CHO Células ováricas  HS 

Insecto 

C6/36 Células de larva de  A. albopictus  

Receptor laminar (37/67kDa) 

HSP afin (45kDa) 

Prohibitina (35kDa) 

CCL-125 Células de larva de  A. aegypti  Prohibitina (35kDa) 

AP-61 
Células de larva de                                   

A.  pseudoscutellaris   Glicoesfingolípido 

(Adaptado de Pierre-Y y cols., 2005) 
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Entre las moléculas que pueden desempeñar el papel de receptor para el virus 

del dengue se encuentra DC-SIGN o CD209,  el cual es el más estudiado y 

caracterizado, esta proteína se encuentra en las células dendríticas conocidas 

como células de Langerhans, así como las células dendríticas dérmicas e 

intersticiales. (Pierre-Y y cols., 2005) 

 

Células dendríticas y DC-SIGN (CD209).   
 

Estas células son una parte fundamental en la unión entre la respuesta inmune 

innata y la respuesta inmune adaptativa, ya que la regulación inmune  depende 

de la capacidad de las DCs de reconocer PAMPs (patrones moleculares 

asociados a patógenos) por medio de los PRR (receptores de patrones de 

reconocimiento), entre los que se encuentran las lectinas tipo C (CLR) 

(Backovic M, Rey F 2005). El reconocimiento de patógenos por las lectinas de 

tipo C, conduce a la internalización de los agentes patógenos por la célula y al 

posterior procesamiento y presentación antigénica mediante moléculas del 

MHC de clase II a las células T a través del TCR (receptor de células T) (Kou 

y cols., 2008; Nielsen y cols., 2009; Marijeke y Schols 2012). 

Entre las CLR mejor caracterizadas se encuentra la molécula DC-SIGN 

(CD209), la cual se encuentra codificada en el cromosoma 19p13.2-3 en el 

humano. DC-SIGN es una proteína de membrana que posee una secuencia 

de 404 aminoácidos y tiene un peso molecular de 44 kDa. Estructuralmente 

posee un dominio intracitoplásmico, una región transmembranal (TM) y un 

dominio extracelular. Este último contiene, a su vez, un dominio de 

reconocimiento de carbohidratos (CRD) y el dominio del cuello repetido (se 

llama así porque  en este dominio se repite 7 veces una secuencia de 

aminoácidos específicos). El dominio citoplásmico contiene un  ITAM 

incompleto (en inglés, Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) (Sonja 

y cols., 2007) 
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En la figura  6 (A) se muestra  la estructura de DC-SIGN; en (B) la estructura 

cristalina del monómero CRD  se muestra como un diagrama de cintas. El 

oligosacárido unido (GlcNAc-manosa GlcNAc) se representa en amarillo, los 

tres ligados  iones  Ca+2 en azul, las hélices α en rojo y el resto de la estructura, 

incluyendo las dos cadenas β plagadas  en verde. El sitio aproximado de unión 

de los hidratos de carbono asociados con Asn67 en las moléculas rojas y 

moradas se marca con R y P, respectivamente.   En (C) se observan los 

fragmentos usados como esqueleto para diseñar la forma tetramérica DC-

SIGNR (Tassaneetrithe y cols., 2003)  

 

 

 

Figura 6.  Estructura de la DC-SIGN  y dominio CRD (tomado de Pokidysheva y cols., 2005) 
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El reconocimiento de varios patógenos, incluyendo M. tuberculosis, C. 

albicans, DENV y VIH 1 se lleva a cabo por su unión a DC-SIGN, éste a su vez 

activa tres rutas que convergen para activar Raf-1: la activación de Ras 

conduce a la unión a Raf-1 e induce cambios conformacionales que le permiten 

la posterior fosforilación de Raf-1 y las Src cinasas, Pak; estas cinasas  

generan la fosforilación de Raf-1 en el residuo Tyr340/341, mientras que Rho 

GTPasa  es dependiente de la activación de cinasas Pak, resultando en la 

fosforilación de Raf-1 en Ser338. Seguida de la posterior translocation de NF-

κB  al núcleo celular, la fosforilación de NF-κB en la subunidad  p65 en Ser276, 

que a su vez conduce a la acetilación de p65. La acetilación de p65  aumenta 

la transcripción de IL-10, lo que resulta en el aumento de la producción IL-10 

(Sonja y cols., 2007). 

Figura 7. La señalización DC-SIGN  por micobacterias, virus y hongos 
(tomado de Sonja y cols., 2007) 
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Relación DC-SIGN –dengue 

Como ya se mencionó la proteína DC-SIGN o CD-209  puede fungir con 

receptor del virus del dengue, esta información se obtuvo por medio de una 

serie de experimentos en donde se insertó el gen que codifica para DC-SIGN 

en células que no son permisibles a la infección por el DENV, con estos 

experimentos, se comprobó que las células que expresan DC-SIGN en su 

superficie son permisibles a la infección por DENV, demostrando el papel 

fundamental de esta molécula, sirviendo como receptor en la célula hospedera 

(Pokidysheva y cols., 2005) 

 

Se han descrito también las interacciones entre la proteína E viral y el dominio 

CRD de DC-SIGN (Wahala W, Silva A 2011), donde el dominio  CRD  de DC-

SIGN se une con gran afinidad a los residuos de manosa que están presentes 

en la proteína E del virus del dengue (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y 

cols., 2003; Nielsen y cols., 2009).  

  

En la figura 8 se muestra en (A) la superficie sombreada representación del 

complejo DENV-CRD a 25 (Amstrong = 10-10 m) de resolución. Se 

muestran los tres dominios de la proteína E de color naranja, verde y rojo, el 

dominio CRD de DC-SIGN se muestra de color azul verdoso. Se delinean en 

negro las unidades de repetición de la proteína E en un  esquema con una 

resolución de 50 . En (B) el diagrama esquemático que muestra las 

posiciones de los sitios de glicosilación unidos a los  aminoácidos Asn67 (  ) y 

Asn153 (x) y en(C) el diagrama que muestra la vista lateral del dominio CRD 

acoplado a la proteína E del DENV. Donde se muestran las regiones en donde 

se lleva acabo el reconocimiento de la proteína E entre las regiones marcadas 

como P y R en los aminoácidos N67 y N67   todo esto con una resolución de 

14  (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003; Yorgo y cols.,2003; 

Guo y cols., 2004; Zelensky y Gready 2005; Nielsen y cols., 2009).  

 

 




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Relación monocito CD 209 y dengue  
 

La gran mayoría de los estudios del dengue señala que las principales células 

blanco del DENV en sangre son los monocitos y también se ha reportado la 

plasticidad del monocito in vitro  para transformase a célula dendrítica por 

medio de la estimulación con  IL-4 y GM-CSF, (Navarro y cols., 2003). 

Lo anterior indica que hay una relación entre los monocitos y las células 

dendríticas ya que comparten origen mieloide y bajo ciertos estímulos 

presentan plasticidad; además, los monocitos y las DC son susceptibles a la 

infección por virus del dengue; sin embargo, a pesar de estos reportes, la 

molécula CD209 no está caracterizada como receptor que permita la infección 

de monocitos por DENV debido que se reporta  baja o nula  expresión en estas 

células (Navarro y cols., 2003; Tassaneetrithep y cols., 2003; Yorgo y 

cols.,2003; Guo y cols., 2004; Zelensky y Gready 2005; Nielsen y cols., 2009). 

 

Figura 8.  La estructura del complejo DENV-CR (tomada de 
Pokidysheva y cols., 2005) 
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Línea celular THP-1 
La  línea celular THP-1 proviene de un varón de 1 año de edad con leucemia 

monocitica aguda, esta línea celular ha sido usada para estudios 

inmunohistoquímicos de leucemia, además esta línea celular es un buen 

anfitrión de transfección de distintos genes para el estudio de interacciones 

proteína –proteína (https://www.atcc.org/en/Global/Products/1/6/6/6/TIB-

202.aspx consultada el 30/10/13). 

Estas células presentan una morfología redonda grande, de una sola célula, 

expresan en superficie receptores Fc y receptores de C3b, generan IL-1, 

expresan,  HLA A2, A9, B5, DRw1, DRw2, se tiñen positivamente 

para esterasa butirato alfa-naftilo producen lisozimas y son fagocíticas 

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/88081201?lang=es&regi

on=MX consultada el 30/10/13). 

Se pueden diferenciar a monocitos y macrófagos utilizando éster de forbol 12-

O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) o PMA (Phorbol 12-myristate 13-

acetat), cabe mencionar que este cambio es dependiente del tiempo y de la 

concentración del estímulo ya sea PMA o TPA.   

Se ha reportado que esta línea celular responde al estímulo de IL-4 y GM-CSF 

para diferenciarse a células dendríticas, por este hecho esta línea celular es 

una de las más utilizadas para el estudio de células dendríticas, además fue 

utilizada en amplios estudios del sistema monocito-macrófago 

(http://www.smbb.com.mx/congresos%20smbb/queretaro11/TRABAJOS/trab

ajos/VIII/carteles/CVIII-35.pdf consultada el 30/10/13).  

Por su amplio uso en el estudio de interacciones proteína –proteína se decidió 

usar esta línea celular como un sistema premonocítico sin el estímulo para la 

diferenciación a monocitos ya que en este proceso de estimulación las células 

THP-1 pueden llegar a diferenciarse a macrófagos en donde las características 

que se estudió son muy diferentes, además de que al estimular a las células 

THP-1 se estaría aumentado las variables a controlar y por ende la 

reproductibilidad de los experimentos. 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&prev=/search%3Fq%3Dlinea%2Bcelular%2BTHP-1%2Bhistoria%26lr%3D%26safe%3Dactive%26hl%3Des&rurl=translate.google.com&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/w/index.php%3Ftitle%3DAlpha-naphthyl_butyrate_esterase%26action%3Dedit%26redlink%3D1&usg=ALkJrhjWdcOHaHG9-HUpjxq4mI2EVG8mbQ
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JUSTIFICACIÓN 
Ya que los monocitos son células de origen mieloide que se encuentran dentro 

de las principales células blanco  del DENV en circulación, en este trabajo se 

analizará la inducción en la expresión de CD209 en dicha población celular 

durante la infección por virus del dengue.   

HIPÓTESIS 
La infección de monocitos con el DENV, promueve la expresión de CD209 en 

estas células.  

OBJETIVOS  

Objetivo general  
 

Determinar la expresión de CD209, tanto a nivel mRNA  como a nivel de 

proteína, en cultivos primarios de monocitos humanos  y en la línea celular 

THP-1, ambos infectados con DENV-2.  

Objetivos  particulares 
 

1) Realizar cinéticas de infección con DENV-2, en cultivos primarios de 

monocitos humanos y en la línea celular THP-1. 

2) Evaluar los niveles de mRNA de CD209 en las células infectadas 

mediante PCR en tiempo real.  
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 Diseño experimental 

Figura 9. Diseño experimental (Se emplearon los cultivo primarios de 
monocitos y células THP- 1, se realizaron cinéticas de infección y se 
compararon con las células sin infección,  se evaluaron los niveles de IL8 como 
un indicador de activación celular, se determinó los niveles de sNS1 como un 
indicador de la infección viral, la citometría de flujo se realizó para evaluar el 
comportamiento de CD-14 en superficie celular, se realizó la evaluación de la 
expresión de DC-SIGN a nivel de mRNA). 
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Metodología y materiales  

Células C6/36 
Para el crecimiento de las células C6/36 se utilizó medio MEM (Minimum 

Essential Medium) suplementando con SFB (Suero Fetal Bovino) [Gibco® 

E.U.A.] al 6%, 1% de vitaminas, aminoácidos no esenciales, L–glutamina  

[Gibco® E.U.A.] y antibióticos (penicilina-esptreptomicina Gibco® E.U.A.). En 

todo momento la línea celular se incubó a 28°C en atmósfera de aire. 

Obtención de abasto viral 
Se utilizó la cepa prototipo de DENV-2 Nueva Guinea, la cual se cultivó en la 

línea celular C6/36 con medio MEM de mantenimiento (1% de suero fetal 

bovino, 1% de penicilina-estreptomicina, aminoácidos no esenciales, vitaminas 

y L-glutamina). Para lo anterior, a las botellas de cultivo de 25 cm2 con una 

monocapa confluente al 80% de células C6/36, se les retiró el medio de 

crecimiento por decantación, posteriormente se adicionaron 4 mL de medio 

MEM de mantenimiento y 1 mL de DENV2 (con 1 MOI) y el sistema se dejó 

incubando a 28°C hasta que el efecto citopático fue evidente. En ese momento, 

se cosecharon las células y el sobrenadante infectado y se centrifugaron a  500 

xg durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se almacenó a -70°C en fracciones 

de 1 mL hasta su uso.  

 

Cuantificación del DENV 
El DENV se cuantificó por el método de formación de placas líticas sobre 

células BHK-21, incubando diluciones del DENV (10-1-10-6) sobre una 

monocapa de células BHK-21 (150-300 x 105 células) en placas de cultivo de 

24 pozos y con medio DMEM de crecimiento. El sistema se incubó durante 2 

horas a 37°C y se adicionó medio semisólido Overlay (MEM 2x sin rojo de fenol 

al 3% de carboximetilcelulosa) para inmovilizar el cultivo. Se incubó durante 5 

días a 37°C en atmósfera parcial de CO2 (5%). Finalmente, la placa fue lavada 

con agua corriente, se adicionó colorante naftol azul-negro, se incubó durante 

20 min. a temperatura ambiente y se realizaron 5 lavados con agua. Las placas 

líticas se contaron en cada dilución del virus y se aplicó la siguiente fórmula 

para cuantificar UFP/mL 
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𝑈𝐹𝑃𝑚𝑙 =
𝑃 × 10𝑥

𝑉
 

Dónde:   

P: es el promedio del número de placas obtenido en la dilución en que se 

contaron  las placas. 

𝟏𝟎𝑿 : es la dilución en que se contaron entre 10 y 100 placas (Factor de 

dilución). 

V: es el volumen del inóculo expresado en mL  

 

𝑼𝑭𝑷 𝒎𝑳 = 𝑷𝟏𝟎𝒙 × 𝟐𝟎 

 

Cultivo viral en  cerebro de ratones neonatos: 
Con la finalidad de incrementar los títulos virales se inocularon 0.02 mL del 

virus del dengue por vía intracerebral en 7 ratones lactantes de 1 a 2 días de 

edad. Los ratones se vigilaron hasta que aparecieron signos característicos de 

la infección viral (parálisis o movimientos involuntarios en extremidades y 

pérdida de peso), en ese momento, los ratones se sacrificaron y se  

almacenaron a -70°C. Posteriormente, se realizó la disección del cerebro de 

los animales en condiciones de esterilidad, éste se maceró en un mortero frío 

con medio MEM o RPMI (Gibco® E.U.A.) con antibiótico y 5% de SFB. El 

macerado se centrifugó a 800 xg durante 5 min y se recuperó el sobrenadante, 

que se guardó a -70°C hasta su uso. Cabe señalar que el DENV obtenido se  

tituló por formación de placas líticas en células BHK-21.  

Purificación de monocitos 
La purificación de monocitos se realizó mediante selección positiva de células 

CD14 con perlas magnéticas (MACS, Miltenyi Biotechnologies, Alemania) a 

partir de concentrados leucocitarios donados por los bancos de sangre del 

Hospital General “Dr. Rubén Leñero” de la Secretaría de Salud del D. F. y del 

Centro Médico Nacional 20 de noviembre del ISSSTE. A partir de una muestra 

de sangre anticoagulada se purificaron células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) por gradiente de ficoll (Ficoll-Hypaque, Sigma, E.U.A.). Se 

realizaron de 3 a 4 lavados con solución balanceada de Hanks o PBS estéril, 

después se contaron las células en cámara de Neubauer y se preparó una 
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suspensión celular de 200X106 células/mL, a las células se les adicionaron 

80L de solución amortiguadora para MACs (PBS con 5% de albúmina sérica 

bovina y 10% de suero fetal bovino) estéril y 20L anticuerpos monoclonales 

anti-CD14 acoplados a perlas magnéticas. Por cada 10X107 células, el sistema 

se dejó incubando a 4°C durante 15 minutos, posteriormente se realizó un 

lavado con solución amortiguadora MACs y las células se resuspendieron en 

3 mL de la misma solución. Esta suspensión celular se hizo pasar por una 

columna midi MACS LS acoplada  a un magneto. La columna se lavó 4 veces 

con 3 mL de amortiguador de MACs,  después se separó la columna del 

magneto y se le adicionaron 5 mL de la misma solución, se aplicó presión a la 

columna mediante un émbolo para recuperar a las células, las cuales se 

lavaron con medio RPMI 1640 (Sigma, USA) y se resuspendieron en el mismo 

medio con 10% de SFB. Las células se marcaron con anticuerpo anti-CD14 

PerCP (usando las condiciones especificadas por el proveedor) y  se leyeron 

en un citometro de flujo FACSort (Becton Dickinson) para verificar su pureza.  

Trasformación de monocitos a  células dendríticas 
Para contar con un control positivo de células CD209 (+)  las células CD14(+) 

se incubaron en medio completo (RPMI 1640, 1% antibióticos, y 10% SFB) con 

5% de CO2 a 37°C y tras 11 días  de cultivo en  presencia de 100 ng/mL 

interleucina 4 (IL-4 PeprotechE.U.A.) 100 ng/mL y de  100 ng/mL de factor 

estimulador de colonias granulocito/macrófago (GM-CSF Peprotech E.U.A), se 

obtuvieron células dendríticas derivadas de monocitos; cabe mencionar que 

cada 72 horas se retiró el 50 % del medio de cultivo y se agregó un 50% de 

medio de cultivo nuevo con las mismas cantidades de citocinas.    

 

Infección de la línea celular THP-1 y de cultivos primarios de monocitos 
Tanto la línea celular como los cultivos primarios de monocitos y DC 

trasformadas, se cultivaron  en placas de 48 pozos a razón de 5X105 células 

por pozo y se infectaron a una multiplicidad de infección (MOI) de 1 con medio 

RPMI de crecimiento (10% se SFB y 1% de antibióticos)  y se incubaron  a 

37°C con atmósfera al 5% de CO2 durante 24, 48, 72 y 96 horas postinfección. 

Por cada tiempo se generaron 4 sistemas: 
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1. Células sin estimulo (SE). 

2. Células con 100 ng/mL de IL-4 y 100 ng/mL GM-CSF( IL-4 GMCSF).  

3. Células infectadas con DENV 2 (DENV). 

4. Células infectadas con virus “mock”  (MOCK). 

Cuantificación de IL-8 
Para esta determinación se empleó un “Kit” comercial de la marca Peprotech, 

Human IL-8 Standard ELISA Development Kit. Lo primero que se realizó fue 

una dilución del anticuerpo de captura (policlonal) con PBS a una 

concentración de 1μg/mL. Inmediatamente, se añadieron 100μl de cada pozo 

de la placa ELISA, se incubó la placa durante la noche a temperatura ambiente. 

Se aspiró el líquido de los pozos y se lavaron las placas 4 veces. Cada lavado 

consistió en la adición de 300μL de solución amortiguadora  de lavado por 

pocillo, seguido de su eliminación  por decantación. Después del último lavado, 

se añadieron 300 μL del solución amortiguadora de bloqueo a cada pocillo 

incubando por 1 hora a temperatura ambiente se lavó  la placa 4 veces. La 

muestra patrón del kit se diluyó a 0.01 μg/mL con solución amortiguadora  del 

diluyente. Añadiendo 100 μL de estándar o muestra problema a cada pocillo 

por triplicado. Se incubó la placa a temperatura ambiente durante 2 horas. Para 

la detección se lavó la placa cuatro veces. Se diluyó el anticuerpo de detección 

(biotinilado) en diluyente a una concentración de 0.5μg/mL (500ng/mL). 

Inmediatamente después, se añadieron 100μL por pocillo. Se incubó la placa 

a temperatura ambiente durante 2 horas, después se lavó la placa 4 veces y 

se diluyó el conjugado avidina-HRP a una dilución 1:2000 en diluyente. 

Agregando 100μL por pocillo e incubando 30 min. a temperatura ambiente, se 

lavó la placa 4 veces y se añadieron 100μL de solución de sustrato ABTS (2,2'-

azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)  a cada pocillo finalmente 

se incubó a temperatura ambiente durante el desarrollo del color. El desarrollo 

de color se midió con un lector de placas de ELISA a 405 nm con corrección 

de longitud de onda fija en 650 nm se obtuvieron los resultados y se realizaron 

los análisis pertinentes, los cuales abarcaron la separación de los resultados 

por tiempo y estímulo para reportar el promedio de cada triplicado y calcular 

los resultados de cada problema o experimento. 
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Detección de NS1 por  la técnica de ELISA 
Para esta determinación se empleó un Kit comercial de la marca Panbio N° E-

DEN02P  (Inverness medical Australia), se realizó un dilución 1 en 1 del Control 

Positivo, el Control Negativo, el Calibrador y las muestras problema. Añadiendo 

75 µL del diluyente a 75 µL de muestra, se mezcló bien esta dilución después 

se añadieron 100 µL de las muestras de valoración y los controles diluidos en 

sus respectivos micro-pocillos de la placas del kit  y se incubó la placa durante 

1 hora a 37ºC ± 1ºC transcurriendo el tiempo se lavó  seis veces con la solución 

amortiguadora  de lavado, después del último lavado se añadieron 100 µL de  

Mab anti-NS1 conjugado con HRP en cada pocillo, incubando la placa durante 

1 hora a 37°C ± 1°C se lavó seis veces con la solución amortiguadora  de  

lavado. Al terminar los lavados se añadieron 100 µL de TMB en cada pocillo 

incubando la placa por 10 minutos a temperatura ambiente (20-25°C), 

cronometrando desde la primera adición esperando un color azul terminando 

el tiempo se añadieron 100 µL de la solución de paro en todos los pocillos en 

el mismo orden y tiempo que cuando se añadió el TMB( 3,3'5,5' tetrametil-

bencidina) el color azul cambió a amarillo leyendo las absorbancias , de cada 

pocillo a una longitud de onda de 450 nm con un filtro de referencia de 600-

650 nm. Después de la lectura de la microplaca se realizaron las operaciones 

pertinentes el promedio del triplicado de las muestra y calcular los resultados 

de cada problema o experimento. 

Realización de las  la tinciones para citometria de flujo (CMF)  a partir de 
línea celular, cultivos primarios de monocitos y sangre total  
 

Se propusieron sistemas de tinción en los cuales siempre deben estar 

presentes un sistema sin ningún tipo de tinción como un control de 

autofluorescencia, además, de este control se requirieron de controles 

positivos por cada uno de los florocromos a utilizar, es decir, células en las que 

esté presente la proteína a identificar y que estén debidamente teñidas como 

controles de compensación. Teniendo en cuenta lo anterior, se colocaron 

aproximadamente 5X105 células por condición o sistema en tubos para CMF 

debidamente identificados (tipo de células, tiempo, estímulo, anticuerpos y 

fluorocromo)  teniendo los tubos identificados se realizó un lavado a cada uno 

añadiendo 1 mL de PBA (PBS con 1% de albúmina sérica bovina) y 
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centrifugándolos a 500 xg decantando el sobrenadante y resuspendiendo la 

pastilla después se les agregaron los anticuerpos y se incubó a temperatura 

ambiente en una cámara obscura por 1 hora después se realizó de nuevo un 

lavado con 1 mL de  PBA recolectando la pastilla agregando 300 mL de PBS, 

tratando de leer inmediatamente los tubos en el citómetro de flujo realizando 

los ajustes pertinentes para una correcta lectura.   

Cabe señalar que se realizaron tinciones de superficie con anticuerpos anti-CD 

209 con Ficoeritrina (PE)  y anti-CD 14 marcado con (PerCP Santa Cruz 

Biotechnology CA EUA) y un kit para la deteccion de la proteina E del DENV  

marcado con isotiocianato de fluoresceína FITC (Becton- Dickinson, EUA).  

Todas las tinciones fueron evaluadas en un citómetro de flujo FASCsort de 

Becton-Dickinson (EUA) con su respectivo software. Aunado a esto se realizó 

un segundo análisis con el software Summit v4.3.  

Purificación de RNA  
La purificación del RNA total se realizó a partir de los cultivos primarios de 

monocitos humanos, se utilizó el método de purificación por afinidad en 

columna, con el estuche comercial QIAamp® EasyRNA mini kit (QIAGEN, 

Hilden, Alemania)  

 

En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 560 µL de la solución amortiguadora  

AVL y 5.6 µL de acarreador de muestra. Posteriormente, se adicionaron 140µL 

del lisado celular y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10 

minutos. Se agregaron 560 µL de etanol al 96-100% y se mezcló en vórtex por 

15 segundos. Se adicionaron 630µL de la mezcla anterior a una minicolumna  

con tubo colector y se  centrifugó a 6,000 xg por 1 minuto a 4°C, la mezcla 

restante se procesó de la misma forma y en la misma columna. La columna se 

lavó con 500 µL de la solución amortiguadora  AW1, centrifugando a 6,000 xg 

por 1minuto a 4°C cambiando el tubo colector y después con 500 µL de la 

solución amortiguadora  AW2, centrifugando a 20,000 rpm por 3 minutos a 4°C 

cambiando el tubo colector nuevamente. Para la elusión, la columna se colocó 

dentro de un micro tubo de 1.5mL libre de RNAasas y se adicionaron  60µL de 

la solución amortiguadora  AVE dentro de ésta. El sistema se centrifugó a 6,000 

xg por 1minuto a 4°C. El producto eluído (RNA total) fue empleado 

inmediatamente o almacenado a -70°C hasta su uso. 
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Transformación de RNA total a cDNA (DNA complementario) total 
 

En esta etapa de la metodología se empleó un kit comercial SuperScripTM III 

Reverse Transcriptase (california EUA)  siguiendo los pasos indicados por el 

fabricante en el inserto de este kit. Lo primero en este protocolo fue etiquetar 

correctamente tubos de 200L (tiempo, condición y estímulo) a estos tubos se 

les añadió 5 l del RNA total, con 50 ng de “random primers” al 2 pmol  y 1L 

de oligo (dT)  con una concentración de 5M llevando a un volumen de 13L. 

Esta mezcla se calentó a 65°C por 5 minutos transcurrido el tiempo los tubos 

se colocaron en hielo durante 1 minuto  después se les colocó a cada tubo 4L 

de First-Strand solución amortiguadora, 1l de DTT a una concentración de 

0.1M,  1l  de SuperScriptTM  IIRT ( 200 unidades/l) después de añadir estos 

reactivos se incubaron los tubos a 50°C por 50 se mantuvieron a -20°C hasta 

su uso. 

Integridad y cuantificación   
Los productos obtenidos del paso anterior fueron analizados y cuantificados 

por espectrofotometría con el equipo Epoch Micro-Volume Spectrophotometer 

System (BioTek®, San Francisco CA, USA). Se realizaron lecturas de 

absorbancia a 260 y 280 nm y se obtuvo la relación 260/280 para verificar la 

pureza correspondiente (óptima de 1.5-2.0) teniendo esos datos se generaron 

alícuotas de cada cDNA con una concentración de 25 ng/L diluyendo el cDNA 

con agua grado PCR.  

Detección del mRNA de DC-SIGN y GAPDH por PCR 
 

Los “primers” utilizados se solicitaron a los laboratorios eurofins mwg|operon 
(Inglaterra)  con las secuencias de reportes previos (tabla 2) (Cheong y col., 
2010) 

Se probaron estos “primers” mediante la técnica de PCR punto final, 

verificando así su correcta funcionalidad; para la determinación cuantitativa del 

mRNA de DC-SIGN se empleó la técnica de RT-PCR en  tiempo real mediante 

el método de cuantificación relativa 2(Ct) SYBR® Green (ROCHE EUA) en 
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un termociclador Lighcycler II de Roche. Siguiendo el protocolo del kit 

480SYBER Green 1 Master.  

 

Para realizar esta metodología se emplearon placas de 96 micropozos en 

donde a cada pozo se le colocaron  3 L de agua grado PCR, 2 L de primers 

específicos DC-SIGN y 10L del Master mix del kit  

Después de tener la placa lista con los reactivos se introdujo en el 

termociclador utilizado en la etapa de pre- incubación un ciclo de 95°C durante 

5 minutos, en la etapa amplificación se emplearon 45 ciclos divididos en fases;  

para la fase de alineación 55°C por 20 segundos, y para la fase de disociación 

95°C por 10 segundos, además, de un ciclo de parado a 95°C por 1 minuto y 

un ciclo final de enfriamiento a 40°C por 5 minutos. Los resultados obtenidos 

se analizaron con el “software” Roche LightCycler 480 Version 1.2.9.11 para 

identificar la expresión relativa de DC209 en relación al gen constitutivo 

GADPH. 

 

 
 

 

 

“Primer” secuencia 5´ a 3´ 

DC-SIGN FW TGCACCACCAACTGCTTAGC 

DC-SIGN RV GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

GAPDH FW TCTCCTGGCTCTTGACA 

GAPDH RV CCACCACGATGAATACTACA 

Tabla 3 secuencia de “primers” empleados 

(Cheong y col., 2010) 
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Resultados 
Como primer resultado de este trabajo se obtuvo la titulación del stock de 

DENV 2 empleado en todos los experimentos, es preciso mencionar que para 

la obtención de un  título viral adecuado se realizaron una gran cantidad de 

titulaciones, pases virales en células C6/36 y pases virales en cerebros de 

ratón neonato, además, de la modificación y estandarización de la técnica de 

titulación obteniendo mejores resultados en la titulación, (figura 10)  

 

Se estandarizaron las condiciones de la purificación celular por el método de 

perlas magnéticas MACS, en la figura 11 A) se muestra  la gráfica de 

complejidad y tamaño y en la B) la  tinción simple con anti-CD14 donde se 

demostró por este modo que las células purificadas son monocitos y el 

porcentaje de pureza  del 97.14% el cual está en los estándares de esta técnica 

vale la pena mencionar que se este procedimiento se realizó 3 veces en donde 

el promedio obtenido fue de 97.14 y la desviación estándar fue de 0.5. 

 

Figura 10. Resultados de la titulación del DEV2 (para la generación del stock  
UFP/mL = 14X106) 

) 
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Al contar con los “primers” específicos para DC-SIGN y GAPDH, además, de 

tener estandarizada la purificación de monocitos y las condiciones de cultivo 

de la línea celular THP-1, se decidió realizar la extracción de RNA total de 

monocitos purificados, células THP-1 y células THP-1 estimuladas con PMA  

en el estadio de macrófagos para evaluar los “primers”, los resultados se 

observan en la figura 12. 

 

Figura 12.  Prueba de primers de DC-SIGN y GAPDH. (En la fotografía se muestra la 
amplificación a partir de los RNA de Monocitos y la línea THP-1  

a) marcador de peso molecular b) primers para GAPDH c) primers para DC-SIGN) 

MO= monocitos THP-1=células THP-1 MA= células THP-1 en 
estadio de macrófagos  

CN=control negativo  

Figura  11.  Población de monocitos purificados por MACS (nivel de 
pureza del 97.14%) 
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Al lograr la detección en DC-SIGN en células THP-1 sin ningún tipo de 

tratamiento, se decidió realizar experimentos con esta línea celular en los 

cuales se efectuaron cinéticas de infección tomando células cada 24 horas 

pos-infección (HPI)  a partir del tiempo 0 hasta las 96 horas, después a las 

células obtenidas se les realizaron tinciones con anticuerpos anti-CD14 como 

marcador de monocitos, y anti-E como marcador de infección viral por dengue 

para observar el comportamiento de estos marcadores en esta línea celular, y 

se analizaron por CF (citometría de flujo) como se muestra en la figura 13. 

Figura 13. Tinciones de citometría de flujo en células THP-1 infectadas 
por DENV. (se muestran de color rojo las células sin tinción y de color 
verde las células con tinción) 
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La tinción doble a todos los tiempos analizados (0, 24, 48, 72 y 96 horas 

postinfección) tanto para la detección de la proteína E FITC en la superficie de 

las células THP- 1 como para el marcador de monocitos CD14 indican que la 

línea celular THP-1 es muy poco permisible a la infección por el virus del 

dengue y expresa muy pocos niveles de CD14. 

Por estas rezones se decidió trabajar en adelante monocitos humanos para la 

detección del mRNA de DC-SIGN se emplearon los  “primers”  antes citados 

en la metodología y monocitos purificados por MACS  utilizando 5X105 células 

por pozo en placas de 48 pozos con 500 L de medio RPMI +10% de SFB +1% 

de antibióticos y se establecieron 4 sistemas:  

1. Células sin estimulo (SE). 

2. Células con IL-4 y GM CSF. 

3. Células con DENV (1 MOI). 

4. Células con MOCK (virus inactivo). 

Con base en los sistemas planteados se realizó la cinética de 0, 24, 48, 72, 96 

horas pos-infección con cada uno, con 3 sujetos diferentes (donadores sanos 

del banco de sangre) en donde se midió el nivel del mRNA de DC-SIGN por 

qRT-PCR, así como la detección de NS1 (ELISA) y la cantidad de IL-8 (ELISA). 

 

 

Monocitos+ DENV Monocitos S/E Monocitos con MOCK 

Figura 14. Cultivo primario de monocitos a las 72 horas posinfección en 
cada sistema en donde se observan la aglutinación celular con el estímulo 
de dengue  

Monocitos con IL-4  
+GMCSF 
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Los cultivos de monocitos presentaron un desarrollo homogéneo en todos los 

sistemas excepto en el que se infectó con DENV 2 activo, en donde se observó 

un fenómeno de generación de aglutinación que fue muy evidente a las 72, 96 

horas pos-infección, sin llegar a la formación de sincicios característica de la 

infección sobre algunos tipos celulares como la línea C6/36.  

Se realizó la determinación de IL-8 para verificar la activación de los monocitos 

en los sistemas MOCK, DENV y SE, puesto que es una de las principales 

citocinas generada por los monocitos durante la infección por virus del dengue, 

A los resultados obtenidos se les realizó un análisis estadístico de ANOVA y 

una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de confianza en el software 

(GraphPas Prism versión 5.2) con una P <0.05 originando así la figura 17.  

Se observó que en el tiempo 0 solo hay cambios significativos en el sistema 

MOCK y este sistema es el único que se mantiene constante durante el 

experimento. 

Mientras que en el sistema DENV se observó un aumento continuo en los 

valores de IL-8, teniendo como máximo el tiempo 48 horas (H),  después de 

este tiempo los valores de IL-8 en el sistema se mantuvieron constantes. 

En el sistema SE se observó un aumento en el tiempo 24 horas (H), el cual se 

mantuvo constante a lo largo del experimento  
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Figura 15. Niveles de IL-8. 

(Donde SE son las células sin estimulo, MOCK son los monocitos estimulados con 
MOCK, DENV son los mocitos infectados con virus del dengue, Las líneas superiores 
representan la significancia entre la misma condición experimenta. 

Donde la terminación T0  refiere al tiempo 0 del experimento  

Donde la terminación 24 H refiere a las 24 horas del experimento 

Donde la terminación 48 H refiere a las 48 horas del experimento 

Donde la terminación 72 H refiere a las 72 horas del experimento 

Donde la terminación 96 H refiere a las 96 horas del experimento) 

 

pg
/ m

L 
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Se realizó la determinación de sNS1 por ELISA, este  resultado nos indica si 

los monocitos realmente se infectaron por el DENV. Los resultados de la  

detección de sNS1 en los sobrenadantes de los sistemas SE, DENV viable,  

MOCK y IL-4 GM CSF. Se graficaron usando los promedios de las tres 

determinación por cada tiempo y de cada sistema en cada uno de los tiempos, 

originando así la siguiente gráfica (figura 18). 

En donde se aprecia que el estímulo de 1MOI de DENV fue suficiente para 

infectar a los monocitos, en otras palabras los monocitos se infectaron teniendo 

su pico máximo de infección a las 72 horas y una disminución posterior, 

también se observó que los valores del sistema MOCK se encontraron 

elevados teniendo su pico máximo a las 48 horas después del estímulo, los 

sistemas  SE y IL-4 GM CSF se encontraron por debajo del nivel de corte.  

El valor de corte se obtuvo a partir del valor del control positivo, al cual se sumó 

tres veces la desviación estándar de los calibradores.  

 

Figura 16. Niveles de detección de sNS1 

(Donde SE son los monocitos sin estimulo, dengue son los monocitos 
infectados con virus del dengue, IL-4 + GMCSF son los monocitos estimulados 
con IL-4 + GMCSF y MOCK son los monocitos con el estímulo de MOCK.)    
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Para obtener los resultados de la variación en la expresión de mRNA de DC-

SIGN, se recolectaron células en todos los tiempos de la cinética y todos los 

sistemas planteados, a estas células se les extrajo el RNA total el cual se 

convirtió en  cDNA, se efectuaron diluciones para tener la misma cantidad de 

cDNA en todas las muestras, se realizó la técnica de qPCR con Sybr Green 

con el análisis de cuantificación relativa en donde los valores de Ct de los  

sistemas MOCK, DENV y IL-4 GMCSF se compararon con los valores de CT 

del sistema SE, en cada tiempo. Se obtuvieron las gráficas de amplificación 

para DC-SIGN y GAPDH de todos los sistemas y todos los tiempos, además, 

de que se obtuvieron los Ct de cada una de las muestras (figura 17).  
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Curvas de amplificación de todos los sistemas y todos los tiempos con los 
primes para GAPDH 

Valor de corte (establecido por el equipo) 

Nota: las curvas de los blancos (controles negativos) no se muestran en este 
gráfico ya que sus valores son menores al valor de corte.  

 

 

Curvas de amplificación de todos los sistemas y todos los tiempos con 
los primes para CD-209 o DC-SIGN  

Curvas de los blancos (controles negativos) 

Valor de corte (establecido por el equipo) 

Curvas de amplificación de GAPDH 

Curvas de amplificación de CD-209 

Figura 17. Curvas de amplificación 
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A los resultados de la expresión de mRNA para DC-SIGN se les realizó un 

tratamiento estadístico de detección de error y una prueba de ANOVA 

unidireccional, en una herramienta del programa Minitab, se eliminaron 3 

valores  del control positivo en los tiempos 48, 72 y 96 horas pos infección uno 

en cada tiempo ya que el programa los catalogó como resultados atípicos 

puesto que duplicaban los valores de los otros dos resultados, eliminado los 

valores extremadamente altos del control positivo se generó la siguiente 

gráfica.  

 

 

 

Figura 18. Validación de resultado. (Método estadístico de detección de error en el 
programa Minitab, los puntos rojos son los valores obtenidos de la cuantificación 
relativa, los puntos azules son los promedios de cada tiempo y sistema con una  n 
de 3 por cada sistema)  
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Finalmente después del tratamiento estadístico para eliminar los errores 

atípicos, los datos eliminados fueron valores muy altos del control positivo es 

decir los monocitos con IL-4 y el GM CSF ya que estos valores duplicaban la 

señal con respecto a los otros 2 de mismo tiempo, se realizó otro tratamiento 

estadístico de ANOVA y una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de 

confianza en el software (GraphPas Prism versión 5.2), con una P<0.05 para 

apreciar el comportamiento de los resultados y la significancia entre los 

sistemas evaluados, el cual se muestra en la siguiente gráfica (figura 19). 

 

Figura 19. Niveles de expresión de DC-SIGN en monocitos infectados con DENV. 

(Donde IL-4+GMCSF son los valores del sistema  con IL-4+GMCSF, DENV son los 
valores del sistema infectado con virus del dengue, MOCK son los valores del sistema 
estimulados con MOCK y la terminación hpi  son la horas pos-infección       
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Lo que se puede apreciar en esta gráfica es que no hubo diferencia significativa 

en  ningún tiempo de los sistemas de MOCK y DENV, pero en el sistema que 

contenía las citocinas IL-4 y el GM CSF existió un notable incremento, este 

incremento es dependiente del tiempo, además, es estadísticamente 

significativo P=0.05  entre los tiempos del mismo sistema y los demás 

sistemas.  

De la figura anterior el dato más importante es que la infección con DENV de 

los monocitos purificados no induce una sobre-expresión o disminución del 

mRNA de CD 209. Cabe mencionar que para acreditar estos datos también se 

utilizó un gen constitutivo el cual fue GAPDH (todas las células con núcleo 

presentan esta proteína), para verificar que la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) se haya realizado correctamente. 
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Discusión 
En primer lugar se generó el suministro viral para la realización de este trabajo, 

en cultivos de células C6/36 y la cuantificación viral en células BHK-21.  

En la identificación de mRNA de DC-SIGN  por los “primers” específicos, se 

evaluaron en las extracciones de RNA total  en  tres diferentes tipos de células, 

las THP-1 (pre-monociticas), monocitos y células THP-1 estimuladas con PMA 

(estadio de macrófagos).  Esto se hizo con la intención de evaluar la presencia 

de mRNA de DC-SIGN con  los “primers” en diferentes estadios celulares: pre-

monocito, monocito y macrófago. En la literatura se menciona (Navarro-

Sanchez y cols., 2003; Kwan y cols., 2008) que los macrófagos expresan pocas 

cantidades de DC-SIGN en superficie, así que las células en este estadio eran 

un control (+)  de la reacción, en cambio los monocitos y células pre-

monociticas eran las muestras problema, en las cuales se logró identificar DC-

SIGN a nivel de mRNA (se observó la banda ver la figura 13), el control (-) fue 

la reacción con  los “primers” solos.  

Cabe mencionar que esta identificación fue visual, es decir, se consiguió ver la 

banda en el gel de electroforesis después de la PCR punto final. Por estos 

resultados se decidió trabajar con la línea celular THP-1, además de que esta 

línea celular se emplea para el estudio de interacciones proteína-proteína  y es 

útil para observar  el comportamiento de esta proteína en el trascurso de la 

infección por virus del dengue. 

En las cinéticas de infección de las células THP-1 se encontró  que estas 

células fueron poco susceptibles a la infección por virus del dengue, además, 

de que estas células expresaron baja concentración CD14 en su superficie, 

estos resultados se pudieron comparar a los obtenidos por el grupo de Boonrat 

Tassaneetrithep y colaboradores en 2003 , en donde utilizaron la línea celular  

THP-1 y células  THP-1 transfectadas con el gen de DC-SIGN o CD 209, 

demostrando que las células THP-1 son poco permisibles a la infección de 

DENV, también, describieron el papel como receptor viral que tiene la proteína 

DC-SIGN, esto también lo corroboraron a través de la trasformación de 

monocitos en células dendríticas, las cuales expresan una gran cantidad de 

DC-SIGN y su tasa de infección es muy grande en comparación de las células 
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dendríticas maduras derivadas de monocitos, las cuales expresan una menor 

cantidad de este receptor y su tasa de infección era menor.  

Al saber que las células en el estadio premonocitico  eran muy poco 

susceptibles a la infección por virus del dengue se decidió trabajar con 

monocitos. 

Con respecto a los sistemas que se decidieron emplear para la parte de 

detección de mRNA de DC-SIGN en monocitos, se tuvieron varias razones 

para cada sistema.  

1. En el sistema SE: lo que se busca es el  mRNA de DC-SIGN y esta molécula 

se presenta en mayor cantidad en células en estadio de macrófagos y los 

monocitos en cultivo cambian a macrófagos a razón del tiempo que lleven en 

cultivo, por esta razón se requiere un sistema sin estimulo como blanco en 

cada tiempo.  

 

2. En el sistema IL-4+GM CSF: este sistema se utilizó como control positivo, 

fue  propuesto de esa manera porque en numerosas metodologías antes 

mencionadas, utilizaron  IL-4 y GM-CSF  para la transformación de monocitos 

a células dendríticas y DC-SIGN es una molécula característica de las células 

dendríticas. 

Con respecto al uso de las citocinas IL-4 y GM CSF, como estímulo positivo 

para la expresión de DC-SIGN en monocitos, es necesario mencionar que en 

la bibliografía se encuentran reportados muchos experimentos de diferentes 

grupos de investigadores por ejemplo: Cheong y cols., 2010,  Navarro y cols., 

2003,  Granelli y cols., 2005,  Bullwinkel y cols., 2011,  Kwan y cols., 2008,  

Lozach y cols., 2005,  Relloso y cols., 2012. En todos estos grupos de trabajo 

se realizó el proceso de transformación de monocitos a células dendríticas por 

medio del estímulo de diferentes cantidades de IL-4 y de GM CSF y se ha 

encontrado un aumento significativo de DC-SIGN, DC80 y otros marcadores 

de células dendríticas, estos marcadores se logran detectar después de 9 a 13 

días dependiendo el protocolo de transformación empleado.  
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En un estudio realizado por el grupo de Bullwinkel y colaboradores, en 2011 

encontraron un aumento gradual  en el nivel de mRNA de DC-SIGN, en el 

transcurso de la transformación de monocitos a células dendríticas, este 

aumento se aprecia  después de las 24 horas postestimulación con las 

citocinas IL-4 y GM CSF.    

 

3. El sistema DENV: fue propuesto ya que es nuestro sistema problema, la 

cantidad de 1 MOI de virus para infectar a los monocitos se propuso de este 

modo ya que en varios  artículos (Relloso y cols., 2012, Navarro y cols., 2003) 

se utilizó este estímulo para obtener resultados entre las primaras 72 horas 

pos-infección.  

 

4. El sistema MOCK: el MOCK es el mismo sobrenadante con DENV 2 

empleado para la infección por DENV, pero con el virus inactivado a través de 

calor a 56°C durante 60 minutos, puesto que se infectó con DENV2 proveniente 

del sobrenadante de células  C6/36 infectadas con virus del dengue 2, se 

requiere un sistema para eliminar la actividad de los PAMP´s presentes en este 

sobrenadante y poder atribuir los resultados solamente al virus del dengue. 
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Con respecto al comportamiento de los monocitos del sistema DENV, en donde 

se generó un proceso de aglutinación celular  la literatura menciona (Chen. 

Wang S., 2002), que los monocitos al ser infectados por el virus del dengue 

tienen la capacidad de secretar diferentes citocinas, las cuáles son de 

importancia clínica, las cuales pueden tener un efecto quimioatrayente en el 

cultivo que puede ser reflejado por la aglutinación celular observada, sin llegar 

a la formación de sincicios característica de la infección por DENV. (Mildre y 

cols., 1996) además de esta razón también se pudiera deber a un proceso de 

aglutinación mediada por virus.  

La determinación de IL-8 se utilizó como un marcador de la activación de los 

monocitos, se decidió medir IL-8  ya que es una de las principales citocinas 

generadas por los monocitos tras la infección por virus del dengue, la función  

del IL-8 es atraer a neutrófilos y linfocitos inexpertos, así como movilizar, 

activar y provocar la desgranulación de neutrófilos. 

En los resultados de la cuantificación de IL-8 se observaron niveles elevados 

de esta citocina, desde el tiempo 0 esto pudiera deberse al proceso de 

purificación de monocitos, en el cual se lleva a cabo una reacción antígeno 

anticuerpo, en la cual se activa la molécula CD14 presentes en los monocitos 

y esta desencadena una señalización intracelular que da origen a la activación 

de los monocitos. En los sistemas DENV se aprecia una tendencia de 

constante aumento hasta el tiempo 48 y después se estabiliza esto se debe a 

la infección del DENV. En cambio el sistema SE solo hay un aumento a las 24 

horas y ese incremento se mantuvo constante a lo largo del experimento, esto 

pudiera deberse a la activación de los monocitos. En el sistema MOCK hay un 

aumento desde el principio y ese valor se mantiene constante, este 

comportamiento pudiera deberse a la activación de los monocitos por causa 

de la purificación celular y a la gran cantidad de moléculas extrañas PAMP´s 

que se encuentran presentes en el MOCK.  

Es necesario mencionar que en experimentos previos realizados por el grupo 

de Avirutnan y colaboradores, evaluaron los niveles de IL-8 en pacientes con 

fiebre del dengue y encontraron niveles elevados de IL-8 que van desde 977 a  

20,000 pg/mL en circulación, esto nos indica que esta citocina es de suma 
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importancia en el transcurso de la enfermedad. Por otra parte, el grupo de 

Bosch y colaboradores, demostraron que los monocitos infectados por virus 

del dengue in vitro producen altos niveles de IL-8, lo que esto nos indica es 

que los datos encontrados en esta parte experimental son esperados. Algunos 

de estos autores proponen usar los niveles elevados de IL-8, como un 

marcador de la gravedad de la enfermedad del dengue. 

La detección de sNS1  indicó que el sistema DENV realmente se encontraba 

infectado y alcanzando su máximo a las 72 horas pos infección,  estos 

resultados concuerda con reportados en la bibliografía (Relloso y cols., 2012, 

Navarro y cols., 2003).  

Cuantificación de mRNA de DC-SIGN  

 

Después de obtener los resultados de la cuantificación relativa de mRNA de 

DC-SIGN, se realizó un procedimiento estadístico en el cual se eliminaron los 

errores atípicos, estos errores los detectaba el software (Minitab) analizando la 

varianza entre de los resultados del mismo tiempo eliminando así los puntos 

catalogados como resultados dispares o erróneos ya estos errores duplicaban 

le valor de los otros dos valores del mismo tiempo en el control positivo.  

 

Teniendo los resultados validados, se realizó un estudio estadístico de ANOVA 

y una prueba de Tukey con el 95% de intervalo de confianza en el software 

(Graphpad Prism versión 5.2), para apreciar si los resultados fueron 

estadísticamente significativos P=0.05. En este análisis se encontró que en el 

sistema DENV no hubo diferencia significativa en ningún tiempo, lo cual indicó 

que el virus del dengue no promovió  la expresión de DC-SIGN ni la regula, en 

el sistema MOCK tampoco existieron cambios significativos en ningún tiempo, 

ya que el MOCK es el sobrenadante desnaturalizado de células C6/36 con 

virus del dengue inactivo. 
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En contraste, en el sistema IL-4 y GM CSF (control positivo) se observó un 

constante aumento a partir del tiempo 24  hasta el fin del experimento, este 

resultado es justo lo que se esperaba ya que la combinación de estas dos 

citocinas promueve la transformación de monocitos a células dendríticas. 

Es importante mencionar que el grupo de trabajo de Bullwinkel y colaboradores 

en 2011 describieron que existe una relación inversa entre la expresión de DC-

SIGN y CD14; así, en la población de monocitos, la molécula que sirve como 

marcador es CD14 en tanto que DC-SIGN es un marcador de células 

dendríticas, esta relación tiene que ver con mecanismos de regulación 

epigenéticos entre la expresión de CD14 y la represión de DC-SIGN (Bullwinkel 

y cols., 2011), estos mecanismos de regulación son muy amplios, pero el 

mecanismo responsable de la regulación DC14 y DC-SIGN es la desacetilación 

de lisinas de las histonas y metilación en diferentes regiones CpG en el 

promotor de un gen, este mecanismo se le conoce como el “código de histonas” 

el cual reprime el gen de DC-SIGN cuando ésta activo el gen de CD14 

(Bullwinkel y cols., 2011).  

El grupo de Bullwinke describió que en el estadio de monocito se encuentra 

metilado un gran porcentaje del promotor de DC-SIGN, esto quiere decir que 

se encuentra silenciado este gen y con el estímulo de IL-4 y GM CSF, se 

desencadenan una serie de respuestas fisiológicas en el monocito entre ellas 

una desmetilación de regiones CpG en el promotor de DC-SIGN y la 

hiperacetilación de las histonas del promotor de DC-SIGN (activación del gen) 

y un aumento en la metilación de regiones CpG y  desacetilación de las 

histonas en el promotor de CD14 (desactivación del gen) de modo tal que 

existe una represión entre CD14 y DC-SIGN y viceversa, además, en este 

artículo encontraron que es energéticamente mejor para los monocitos 

mantener silenciado el gen de DC-SIGN. (Bullwinkel y cols., 2011) 

No hay reportes de monocitos DC-SIGN positivos pero existen reportes de 

macrófagos que expresan un equilibrio entre CD14 y DC-SIGN en su superficie 

(Relloso y cols., 2012, Navarro y cols., 2003).  

Los grupos de trabajo de Navarro y cols., 2003  Bullwinkel y cols., 2011  y  

Relloso y cols., 2012 han demostrado que no existe la expresión de DC-SIGN 
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en monocitos pero han encontrado una baja expresión de DC-SIGN en 

macrófagos y una muy alta expresión en células dendríticas, por lo que era 

necesario ver si esta molécula podía ser regulada tras la infección con DENV.       

Es importante mencionar que se han reportado varios receptores del virus del 

dengue en monocitos como son las molécula CD14/LPS (complejo LPS-LBP- 

CD 14-TLR4) (Chen y cols., 1999), HSP70/HSP90, TL4 (Reyes y col., 2005)  y 

los receptores de Fc (Takada y Kawaoka 2003, Kliks y cols., 1989) que 

transmiten señalización al interior de la célula que pudieran modular la 

expresión de otras moléculas, entre ellas DC-SIGN, sin embargo, no se ha 

reportado que el virus del dengue promueva hiperacetilaciones  de histonas y 

metilaciones de regiones CpG en el promotor de DC-SIGN hasta el momento, 

por lo que este es una campo muy amplio aún por investigar. 

El reconocimiento del virus del dengue por medio de CD14 aún no está muy 

bien caracterizado, y se ha descrito que diferentes concentraciones de LPS de 

E.coli  son capaces de inhibir la infección por virus del dengue en monocitos y 

macrófagos (Chen y cols., 1999). 

El reconocimiento del virus del dengue por medio de HSP70/HSP90 y TRL4 

tampoco se ha descrito totalmente (Reyes y col., 2005), en tanto que se conoce 

que el reconocimiento a través de receptor Fc consta de dos pasos, el primero 

es la unión de un anticuerpo no neutralizante al DENV y después se lleva acabo 

el reconocimiento de la fracción Fc del anticuerpo por el receptor situado en el 

monocito y de este modo se lleva a cabo la infección facilitada por anticuerpos 

( Kliks y cols., 1989; Takada y Kawaoka 2003),  los mecanismos de 

señalización implicados en esta vía de infección no han sido completamente 

elucidados y su participación en la regulación de moléculas como DC-SIGN es 

un punto interesante por evaluar.      

Por último, cabe mencionar que no se ha reportado ningún artículo en el cual 

se encuentren monocitos CD14 (+) y DC-SIGN (+) en ninguna patología, 

además, de que no se han reportado ningún tipo de modulación de DC-SIGN 

en monocitos con ningún tipo de patógeno ni tipo de cáncer.   
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Conclusiones 

La infección por el virus del dengue 2 en cultivo primario de monocitos NO tiene 

la capacidad de regular la expresión del DC-SIGN. 

 

1) Se realizaron cinéticas de infección con células THP-1 confirmando 

resultados previamente reportados sobre su baja susceptibilidad a la  

infección  por el virus del dengue.   

2) Se evaluaron los niveles de expresión de mRNA de la proteína DC-SIGN  

en cultivo primario de monocito infectados por DENV 2 en donde no se 

encontraron diferencias significativas comparando con los sistema sin 

estimulo.  

 

Perspectivas 
 

 Realizar los experimentos in vivo para caracterizar en general el 

comportamiento de los monocitos en la infección por virus del dengue, 

ya que no se conoce por completo el papel que estos juegan en los 

trastornos hemorrágicos de la enfermedad del dengue. 
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