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RESUMEN 

El dengue es una enfermedad infecciosa aguda, causada por el virus del dengue 

(DENV), que se puede presentar con o sin signos de alerta y progresar a dengue 

grave. Las manifestaciones clínicas más comunes son fiebre, cefalea, mialgias, 

artralgias y manifestaciones hemorrágicas que son promovidas por una respuesta 

inmune exacerbada. Los factores implicados en la patogénesis de la infección por 

el DENV no se han determinado completamente, por lo que hasta el momento no 

se ha considerado la posible participación de eventos derivados de coinfecciones. 

En particular, la triquinelosis es una zoonosis ocasionada por el nematodo 

Trichinella spiralis, el cual desde el punto de vista epidemiológico comparte cierta 

endemicidad con el dengue y desde el punto de vista inmunológico, se sabe que 

sus antígenos de excreción-secreción (ESTs) son inmunomoduladores y es posible 

que estas propiedades puedan impactar en el curso clínico del dengue. 

Por ello, en este trabajo se evaluó el efecto de los antígenos ESTs durante la 

infección de células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) humana con el 

DENV. Se estableció un modelo de coinfección in vitro a partir de cultivos primarios 

de CMNSP que se estimularon con los antígenos ESTs de la larva muscular de T. 

spiralis y posteriormente se infectaron con el DENV, realizando una cinética de 

infección a las 0, 24, 48, 72 horas. El perfil de las citocinas inflamatorias (IL-6 y  

TNF-) y anti-inflamatoria (IL-10) en los sobrenadantes se cuantifico por ELISA. Se 

realizó una tinción intracelular con un anticuerpo anti-NS1 para corroborar la 

replicación del virus en las células por citometría de flujo. Los resultados mostraron 

el aumento de IL-6 y TNF- en las células coinfectadas con los ESTs y DENV con 

respecto a las únicamente infectadas con DENV. Las células solo estimuladas con 

los antígenos ESTs no mostraron incremento de la citocina anti-inflamatoria (no hay 

efecto regulador) ni de las citocinas inflamatorias. 

En conclusión, los antígenos ESTs promueven el incremento de TNF- e IL-6, 

citocinas pro-inflamatorias presentes durante la infección por DENV, sugiriendo su 

participación en la patogenia de la enfermedad, por lo que se propone considerar a 

las coinfecciones con los helmintos en la inmunopatología del dengue.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Dengue. 

El dengue es una enfermedad febril aguda causada por alguno de los cuatro 

serotipos del virus dengue (DENV-1, -2, -3, -4), la transmisión ocurre por la picadura 

de mosquitos vectores (Aedes aegypti y Ae. albopictus principalmente) y posee alta 

prevalencia en regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial (Westaway y col., 

1985; Calisher  y col., 1989; Guzmán y Kourí, 2002; Gubler, 2002). 

Entre 7 y 14 días posteriores a haber contraído la infección aparecen los síntomas 

más comunes y que corresponden al dengue sin signos de alarma, principalmente 

fiebre elevada acompañada de mialgias, cefalea, artralgias, rash, dolor retroocular. 

Sin embargo, esta forma clínica puede progresar a dengue con signos de alarma, 

que presenta dolor abdominal, hepatomegalia, manifestaciones hemorrágicas 

graves, leucopenia, trombocitopenia y finalmente la enfermedad puede 

manifestarse como dengue grave en la que el aumento de la permeabilidad vascular 

y la afectación multiorgánica comprometen la vida del paciente (Henchal y Putnak, 

1990; Tsai y col., 1991; Gubler, 2002; WHO, 2009; WHO, 2012a). 

Los casos por dengue al año se han incrementado en la población mundial, 

especialmente en las áreas con co-circulación de múltiples serotipos del virus. 

También se estima que el dengue es responsable de 20,000 muertes anuales 

(Gubler, 2012; WHO, 2012b; Murray y col., 2013; Shepard y col., 2013). En México 

la incidencia de casos reportados por dengue se ha elevado (figura 1), siendo los 

estados más afectados Chiapas, Veracruz, Jalisco, Nuevo León y San Luis Potosí, 

identificándose diferentes serotipos en el territorio nacional (tabla 1) (Panorama 

Epidemiológico de Dengue 2018-Semana Epidemiológica 52).       
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 Figura 1. Incidencia de casos identificados por dengue en México 2018. El 

estado de Chiapas presenta la incidencia más alta por cada *100 mil habitantes. 

Modificado del Panorama Epidemiológico de Dengue 2018-Semana Epidemiológica 

52.  
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Tabla 1. Serotipos identificados por dengue en México 2018. Modificado del 

Panorama Epidemiológico de Dengue 2018-Semana Epidemiológica 52.   
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1.2 Virus dengue. 

El DENV es una partícula de apariencia esférica y tiene un diámetro aproximado de 

50 nm, posee una nucleocápside con forma icosahédrica rodeada por una 

membrana lipídica, su genoma es una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva 

de aproximadamente 11 kb, que presenta una estructura cap en su extremo 5´ y 

carece de una secuencia de poliA en su extremo 3´ (figura 2). La traducción del 

único marco de lectura abierto da origen a una poliproteína que da lugar a tres 

proteínas estructurales (C, prM, E) y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2a, 

NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) que solo se expresan en la célula hospedera 

durante la replicación viral activa (Halstead, 1980; Rice y col., 1985; Chambers y 

col., 1990; Schrader y Westaway, 1990; Lindenbach y col., 2007).   

     

 

Figura 2. Virus del dengue. (A) Estructura de la partícula viral, (B) Genoma del 

virus. Cortesía de la M. en C. Karina Ruiz-Tovar.  
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1.3 Ciclo de replicación viral. 

La partícula viral se une a su receptor en la célula blanco, el receptor mejor 

caracterizado es DC-SING (del inglés dendritic-cell-specific ICAM-grabbing non- 

integrin) y es internalizada por un proceso de endocitosis mediado por el receptor. 

Durante esta fase, una disminución en el pH endosomal provoca cambios 

estructurales en la glicoproteína E viral promoviendo que los dímeros se disocien y 

formen trímeros que exponen el péptido de fusión, permitiendo la fusión de la 

membrana viral con la membrana endosomal y la subsecuente liberación de la 

cápside y del RNA viral al citoplasma (Navarro-Sánchez y col., 2003; Modis y col., 

2004; Mukhopadhyay y col., 2005; Fragnoud y col., 2012). 

El RNA viral funciona como RNA mensajero, traduciéndose en una poliproteína que 

es procesada en el retículo endoplásmico por proteasas celulares y virales, para dar 

lugar a las proteínas estructurales y las proteínas no estructurales. Las proteínas no 

estructurales están principalmente relacionadas en los procesos de replicación del 

RNA viral como parte del complejo de replicación en el retículo endoplásmico 

(Chambers y col., 1990; Schrader y Westaway, 1990; Kapoor y col., 1995). 

Durante la replicación se lleva a cabo la síntesis de una cadena de RNA viral de 

polaridad negativa (intermediario replicativo) que sirve como molde para producir 

nuevas cadenas de RNA viral de polaridad positiva (genoma viral). Durante este 

proceso se da la unión parcial de ambas cadenas generándose una forma 

replicativa. El genoma viral se une a la proteína de cápside formándose la 

nucleocápside, la cual se ensambla junto con las proteínas de prM y E, generando 

partículas virales inmaduras que son transportadas en vesículas hasta la red trans-

Golgi, donde una enzima furina realiza un corte en la proteína prM generando una 

partícula viral madura que será liberada por exocitosis, según se aprecia en la        

figura 3 (Chambers y col., 1990; Rice, 1996; Stadler y col., 1997; Kuhn y col., 2002; 

Zhang y col., 2004; Yu y col., 2008; Zybert y col., 2008) 
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Figura 3. Ciclo de replicación del virus dengue. Modificado de Rothman, 2011. 

 

1.4 La respuesta inmunológica durante la infección por el virus del dengue.   

Los PRRs (del inglés Pattern-recognition receptors) son receptores codificados por 

línea germinal que reconocen PAMPs (del inglés Pathogen-associated molecular 

patterns), entre sus funciones activan la expresión de proteínas del complejo MHC, 

activan moléculas coestimuladoras y mediadores inflamatorios en forma de 

citocinas y quimiocinas por macrófagos, células dendríticas, neutrófilos y otras 

células inmunes no profesionales (Akira y col., 2001; Janeway y Medzhitov, 2002; 

Pandey y col., 2015). Estos PRRs pertenecen a varias clases de familias según su 

estructura, estos receptores son TLR, RLR, NLR, CLR y los sensores citosólicos de 

DNA (Pandey y col., 2015).  
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En una infección viral se activa la respuesta inmune innata a través de los PRRs 

que reconocen componentes virales como el DNA genómico, el ssRNA, el dsRNA, 

RNA con 5´trifosfato y proteínas virales para generar una respuesta antiviral (Akira 

y col., 2006; Beutler y col., 2007; Medzhitov, 2007; Takeuchi y Akira, 2009). 

En la infección con el DENV, particularmente los TLR-3, TLR-7, TLR- 8, los RLR, 

reconocen los diferentes tipos de RNA que se generan durante su ciclo de 

replicación. 

El receptor TLR-3 actúa de manera notable en la inmunidad innata antiviral por su 

capacidad de producir citocinas inflamatorias, sin embargo tiene un papel clave en 

las vías de señalización para la producción de interferones, después de reconocer 

el dsRNA viral (Alexopoulou y col., 2001; Nasirudeen y col., 2011). Esto se ha 

observado en células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) que producen IL-8 y 

secretan INF de tipo I (Tsai y col., 2009). Los interferones secretados por las 

células infectadas activan vías de señalización intracelulares a través de sus 

receptores de interferones, que regulan la expresión genes inducibles de interferón. 

Estos genes inducen apoptosis en las células infectadas, aumentan la capacidad 

lítica en las células NK, inhiben la replicación viral y confirieren resistencia a la 

infección viral en las células no infectadas (Takeuchi y Akira, 2009; Kumar y col., 

2011). Con respecto a los receptores TLR-7 y TLR-8 estos detectan el ssRNA 

durante la viremia liberando citocinas inflamatorias y también INF de tipo I (Tsai y 

col., 2009; Pandey y col., 2015). 

Estos PRRs activan vías de señalización intracelulares para la molécula TRIF que 

induce vías para la activación del factor IRF (del inglés Interferon Regulatory Factor)  

para la producción de interferones tipo I o para la molécula MyD88 que activa vías 

para al factor NF- para la producción de citocinas inflamatorias (figura 4). En el 

caso del factor NF- este se trasloca dentro del núcleo para la producción de     

TNF-IL-6 e IL-12 además de generar pro-interleucina IL-1 e IL-18 las cuales 

culminan en las formas activas de IL-1 e IL-18 por acción del inflamasoma. Estas 

citocinas tienen un importante papel en la respuesta antiviral y en el reclutamiento 

de células inmunes en el sitio de la infección (Kawai y col., 1999; Alexopoulou y col., 
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2001; Kaisho y col., 2001; Kawai y col., 2001; Medzhitov, 2001; Oshiumi y col., 2003; 

Akira y Takeda 2004; Edelmann y col., 2004; Honda y Taniguchi, 2006; Kawai y 

Akira, 2008; van de Veerdonk y Netea, 2013). 

En la infección otra familia que participa son los receptores RLR que consta de tres 

miembros, RIG-I, MDA-5, LGP2, estos receptores reconocen el RNA viral en el 

citoplasma de las células infectadas (Kumar y col., 2009; Takeuchi y Akira, 2010; 

Wilkins y Gale, 2010). En particular en la infección por el DENV se ha observado 

que los receptores RIG-I y  MDA-5 detecta al virus, previniendo al hospedador con 

la producción de citocinas inflamatorias e interferones de tipo I (Fredericksen y col., 

2008; Loo y col., 2008; Nasirudeen y col., 2011).  

Durante la infección viral para que las células T se activen, necesitan que le 

presenten péptidos en el contexto de las proteínas MHC a diferencia de las células 

B, las células T no reconocen viriones intactos. Estas células se diferencian  a un 

perfil Th1 y entre sus funciones esta la proliferación, la lisis y la producción de una 

amplia gama de citocinas como INF-, TNF-, IL-2, CCL-4, estableciendo un estado 

de protección (Mangada y Rothman, 2005; Bashyam y col., 2006; Dong y col., 2007; 

Rothman, 2011). 

Los principales blancos de la respuesta inmune humoral en la infección con el DENV 

son la glicoproteína E, la prM, los anticuerpos producidos son específicos y tienen 

por función la neutralización durante la infección (Nybakken y col., 2005; Vogt y col., 

2009; Rothman, 2011). La proteína NS1viral puede encontrarse en la superficie de 

las células infectadas o puede liberarse como una molécula soluble y contra esta 

también se producen anticuerpos (Jacobs y col., 2000; Young y col., 2000; Libraty 

y col., 2002).  

Por otra parte las proteínas del complemento se pueden unir a las partículas virales 

a través de anticuerpos específicos para la prM o la glicoproteína  E, esto  favorece 

la inhibición viral. En el caso de la proteína NS1viral los anticuerpos se dirigen a la 

forma expresada en la membrana plasmática mediando la lisis a través de 

complemento, los anticuerpos específicos a la NS1 principiante contribuyen a la 
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ADCC (del inglés antibody-dependent cellular cytotoxicity) (Schlesinger y col., 1987; 

García y col., 2006; Mehlhop y col., 2007; Rothman y col., 2011). 

 

1.5 Patogénesis de la enfermedad.  

La patogénesis del dengue se ha considerado multifactorial, por lo que se han 

propuesto diferentes teorías al respecto: 

 

- Inmunopatogénesis 

El DENV es inoculado en la piel del hospedero a través de la probóscide de un 

mosquito infectado, de esta manera las células de Langerhans (células dendríticas 

inmaduras en la piel) reconocen e internalizan la partícula viral a través de su 

receptor DC-SIGN, estas células inmaduras migran del sitio de la infección hacia los 

ganglios linfáticos regionales para la presentación de antígenos virales a las células 

T, sin embargo el DENV es capaz de seguir replicando e infectar otras poblaciones 

celulares en ganglios, dando lugar a la diseminación de la infección por sistema 

sanguíneo y linfático afectado diferentes órganos y tejido  (Wu y col., 2000; Jessie 

y col., 2004; Schneider y col., 2004). 

La replicación del DENV en células dendríticas, monocitos, macrófagos y su 

tropismo por células endoteliales, células estromales de la médula ósea, células 

hepáticas, determinan una mayor carga viral en sangre (Martina y col., 2009). La 

gravedad de la enfermedad se correlaciona con una alta carga viral y la activación 

de un mayor número de células T, desencadena la sobreproducción de citocinas 

pro-inflamatorias (tormenta de citocinas) como son  IL-1, IL-2, IL-6, IL8, IL-12, MIF 

y TNF-, esta última se ha relacionado con el daño causado en el endotelio vascular 

y el aumento en la permeabilidad vascular lo que conduce a la fuga de plasma 

característico de las formas graves del dengue (Anderson y col., 1997; Pang y col., 

2007; Martina y col., 2009). 

 



 

10 
 

- Infección facilitada por anticuerpos 

Durante una primera infección por un serotipo determinado del DENV, en el 

hospedero se generan anticuerpos de memoria específicos contra este serotipo, sin 

embargo durante una infección secundaria con un serotipo viral-heterólogo, los 

anticuerpos de memoria adquiridos durante la primera infección, poseen una baja 

afinidad para neutralizar al nuevo serotipo infectante, formando complejos virus-

anticuerpos que son reconocidos por diversas poblaciones celulares a través de 

receptores FcR y al internalizar dichos complejos dentro de una vesícula 

endosomal, la disminución de pH favorece su disociación y liberación de la 

nucleocápside viral. De esta manera, tiene lugar la entrada de una mayor cantidad 

de partículas virales a las células y por lo tanto incrementa la carga viral, así como 

la respuesta inmune con una exacerbada producción de citocinas pro-inflamatorias 

que impactan principalmente a la integridad del endotelio vascular, dando origen a 

las formas hemorrágicas de la enfermedad (Guzmán y  Kourí, 2003; Guzmán y col., 

2010). 

 

- Cepas más virulentas 

Los serotipos del DENV se clasifican a su vez en diferentes genotipos, que se han 

asociado a diversos grados de virulencia. Por ejemplo, los genotipos de DENV-2 de 

origen asiático están más relacionados al desarrollo de formas graves del dengue 

que los genotipos americanos (Rico-Hesse, 1990; Sánchez y Ruiz 1996; Leitmeyer 

y col., 1999; Cologna y Rico-Hesse, 2003; Anderson y col., 2006; Ubol y col., 2008). 

    

- Factores genéticos 

Localizados en el brazo corto del cromosoma 6 humano se encuentra un grupo de 

aproximadamente 400 genes del MHC, en el que casi un tercio de los loci 

expresados están involucrados funcionalmente en las respuestas inmunes innatas 

y adquiridas a los microorganismos (Horton y col., 2004). El MHC codifica para 
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moléculas HLA de clase I (HLA-A, -B, -C) cuya función es presentar péptidos a las 

células CD8+ y también codifica para moléculas HLA de clase II (HLA-DR, -DQ,         

-DP) que presentan péptidos a las células CD4+, estas moléculas son las más 

polimórficas en el genoma humano (Parham, 2005; EBI/EMBL, 2008). 

Los polimorfismo en las proteínas de clase I y II del MHC, TNF-, LT-están 

relacionados con las formas graves del dengue observadas durante las infecciones 

secundarias. En distintas poblaciones y con diversa ubicación geográfica se 

encontró que algunos alelos en las proteínas MHC, están involucrados en el 

desarrollo de dengue grave. En pacientes tailandeses portadores de los alelos HLA-

A*0203 y HLA-A*33 se ha observado un fenotipo protector, mientras que pacientes 

vietnamitas portadores de alelos HLA-A*0207 y HLA-A*24 estas variantes genéticas 

están implicadas para el desarrollo de formas graves (Chiewsilp y col., 1981; Loke 

y col., 2001; Stephens y col., 2002).   

En individuos cubados con infección de DENV se identificaron a los alelos HLA de 

clase I A*31 y B*15, tienen mayor susceptibilidad a desarrollar dengue grave 

comparados con alelos HLA de clase II DRB1*07 y DRB1*04 expresados por 

controles asintomáticos. Por otro lado en la población mexicana mestiza el alelo 

DRB1*04 es el más asociado a la resistencia a formas graves del dengue. Otros 

polimorfismos relacionados a las formas graves del dengue se han asociado al  

TGF-DC-SING, CTLA-4, receptores FcR (La Fleur y col., 2002; Sierra y col., 

2007; Bäck y Lundkvist, 2013; Martina y col., 2009).    
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Figura 4. Reconocimiento del RNA viral a través de PRRs y las vías de 

señalización para la producción de citocinas inflamatorias e interferones. 

Modificado de Mogensen, 2009.  
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1.6 Helmintos como inmunomoduladores.                                                                                       

Los helmintos han desarrollado diferentes estrategias para modular el sistema 

inmune del hospedador estos son la diferenciación de una respuesta tipo Th2, la 

generación de respuestas reguladoras con citocinas anti-inflamatorias como IL-10, 

TGF-, la inducción de células T y B reguladoras y macrófagos alternamente 

activados (figura 5), estos mecanismos inmunomoduladores favorecen la 

supervivencia del parásito por largos periodos (Maizels y Yazdanbakhsh, 2003; 

Hepworth y col., 2013). 

Estos mecanismos reguladores se han propuesto como beneficiosos en el 

hospedador, ya que contribuyen en la disminución de algunas patologías 

relacionadas con respuestas de tipo Th1/Th17 (esclerosis múltiple, artritis 

reumatoide, diabetes tipo 1) o respuestas de tipo Th2 relacionadas con alergias que 

pueden estar presentes en el hospedador (figura 5) (Maizels y col., 2004; Harnett y 

col., 2013). En algunos estudios con helmintos como Schistosoma mansoni, 

Nippostrongylus brasiliensis, Trichinella spiralis la infección regula la respuesta Th2 

exacerbada y se observa un menor daño patológico (Mangan y col., 2004; 

Wohlleben y col., 2004; Mangan y col., 2006; Pacífico y col., 2009; Park y col., 2011).  

En un estudio Gruden-Movsesijan y col., 2010 observaron que en la coinfección con 

T. spiralis y la EAE (del inglés Experimental Autoimmune Encephalomyelitis), 

trastorno inflamatorio desmielizante y neurogenerativo del SNC que asemeja a la 

esclerosis múltiple humana (Multiple Sclerosis, 2004), se observa que la infección 

con T. spiralis  crea un entorno en el cual  se  inhibe la producción de IL-17, hay una 

menor producción de INF-  y se activa una respuesta Th2 que produce citocinas 

como IL-4, IL-10  y TGF-, favoreciendo un menor daño a nivel de SNC.  

Durante la infección con el DENV se produce una cascada de citocinas inflamatorias  

las cuales tienen actividad sobre las células endoteliales vasculares las cuales son 

responsables del evento patológico que conduce a la fuga de líquidos (Pang y col., 

2007). Los mecanismos que tienen los helmintos de regular la respuesta 

inmunológica del hospedador a través de una menor producción de citocinas pro-
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inflamatorias y el incremento de citocinas anti-inflamatorias, podría tener efectos en 

la infección con el DENV que es un problema de salud pública. 

 

Figura 5. Mecanismo de inmunomodulación de los helmintos. Modificado de 

Danilowicz-Luebert y col., 2011. 
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1.7 Triquinelosis. 

La triquinelosis es una zoonosis de origen alimenticio causada por el nematodo 

Trichinella spiralis, esta especie ha causado brotes importantes de la enfermedad 

en diferentes regiones del mundo incluyendo a México (tabla 2), que ha reportado 

casos de triquinelosis desde finales del siglo XIX en zonas de clima tropical y 

subtropical  (figura 6) (Ortega-Pierres y col., 2000; Pozio y Murrell, 2006; Pozio, 

2007; Boletín Epidemiológico Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica 

Sistema Único de Información 2018-Semana Epidemiológica 52). 

En la infección con T. spiralis se presenta dos fases, una enteral en la cual el 

parásito altera la función intestinal con síntomas como diarrea, vomito, dolor 

abdominal, fiebre leve y una parenteral asociada a respuesta inflamatorias y 

alérgicas. Algunas características de la infección con el parásito incluyen, edema 

facial o periorbital, dolor muscular, mialgias, exantema maculopapular, fiebre 

elevada, anorexia, dolor de cabeza, conjuntivitis (Ferraccioli y col., 1988; Compton 

y col., 1993; Kociecka, 1993; Murrell y Bruschi, 1994; Capo y Despommier, 1996; 

Kociecka, 2000). 

 

1.8 Ciclo de vida de Trichinella spiralis.      

La totalidad del ciclo de vida de T. spiralis ocurre en un solo hospedador, quien se 

infecta al ingerir carne cruda o mal cocida y que contiene larvas musculares viables, 

las cuales son liberadas por acción de enzimas digestivas dentro del estómago 

(figura 7) y posteriormente migran e invaden el epitelio del intestino delgado, en 

donde se alojan hasta madurar y convertirse en gusanos adultos. Durante la etapa 

de reproducción, la hembra libera las larvas recién nacidas que se diseminan a 

través de sistema circulatorio (vasos sanguíneos y linfáticos) hasta llegar al músculo 

esquelético, alojándose en él y formando una estructura capsulada llamada “célula 

nodriza” compuesta por una pared de colágeno y una red capilar alrededor de la 

célula alterada donde se desarrollara a larva muscular. Esta célula nodriza forma un 
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complejo estable, permitiendo que la larva sobreviva en el hospedador durante 

largos periodos, sin embargo después de cierto tiempo llegan a calcificarse algunas 

células nodrizas. Esta etapa hipobiótica se mantiene hasta que la larva es ingerida 

por un nuevo hospedador (Despommier, 1983; Despommier, 1993; Jasmer, 1993; 

Pozio,  2007; Gottstein y col., 2009; Ilic y col., 2012). 
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Tabla 2. Número de casos notificados por entidad federativa por triquinelosis. 

Modificado de Boletín Epidemiológico Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica Sistema Único de Información 2018-Semana Epidemiológica 52.   

 

 

 

Entidad federativa No. de casos reportados por 
triquinelosis en 2018 

Aguascalientes - 

Baja California 1 

Baja California Sur - 

Campeche - 

Coahuila - 

Colima - 

Chiapas 2 

Chihuahua - 

Ciudad de México - 

Durango - 

Guanajuato - 

Guerrero 2 

Hidalgo - 

Jalisco 2 

México - 

Michoacán 1 

Morelos - 

Nayarit - 

Nuevo León - 

Oaxaca 3 

Puebla - 

Querétaro - 

Quintana Roo 2 

San Luis Potosí - 

Sinaloa - 

Sonora 1 

Tabasco - 

Tamaulipas - 

Tlaxcala - 

Veracruz - 

Yucatán - 

Zacatecas - 
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Figura 6. Incidencia de casos notificados por triquinelosis en México 2018. En 

rojo se señalan los estados que reportaron mayor incidencia; en verde se señalan 

los estados con incidencia media; en amarillo se señalan los estados con menor 

incidencia. Modificado de Boletín Epidemiológico Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica Sistema Único de Información 2018-Semana Epidemiológica 52.        
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Figura 7. Ciclo de vida de Trichinella spiralis. (1) La larva muscular es liberada 

en el estómago del hospedador; (2) Invasión del epitelio intestinal y diferenciación 

sexual del parásito, maduración a gusanos adultos y copulación; (3) La hembra 

invade la lámina propia, donde tiene lugar el nacimiento de las larvas; (4) Las larvas 

recién nacidas se dispersan a través de la circulación y se alojan en músculo 

esquelético; (5) Formación de la célula nodriza; (6) Permanencia crónica de las 

células nodrizas y calcificación. Modificado de Gottstein y col., 2009.  
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1.9 Propiedades inmunomoduladoras de los antígenos de excreción-

secreción de T. spiralis (ESTs).   

La capacidad de Trichinella spiralis de regular el sistema inmune durante la fase 

muscular presenta un efecto benéfico en el hospedador, ya que activa mecanismos 

reguladores que pueden suprimir la respuesta inmune a auto-antígenos y alérgenos 

(Park y col., 2011; Ashour, 2013). Los antígenos ESTs se producen en el 

esticosoma de la larva muscular siendo los antígenos de mayor importancia y 

actividad biológica las proteínas de 43, 53 y 45 kDa, ya que se generan en mayores 

cantidades. Estas proteínas están glicosiladas con tivelosa (3,6-dideoxi-D-

arabinohexosa) un fuerte epítopo inductor de la respuesta inmune (Despommier, 

1983; Bolás-Fernández y Corral, 2006; Nagano y col., 2009).   

Los antígenos de excreción-secreción son liberados en la circulación durante la fase 

crónica de la infección, dando origen a una comunicación entre el parásito y el 

hospedador, promoviendo la activación de una red reguladora a través de inducción 

de células T reguladoras y el incrementó en la producción de citocinas anti-

inflamatorias IL-10 y TGF-β (Nagano y col., 2009; Gruden-Movsesijan y col., 2011; 

Bruschi y  Chiumiento, 2012). 

Los antígenos ESTs, influyen en la respuesta inmune a través de la interacción con 

células dendríticas. Estas células expuestas a los antígenos ESTs inducen células 

tolerogénicas que son responsables de desencadenar respuestas Th2 y anti-

inflamatorias, acompañadas de la activación  de células T reguladoras  tanto in vivo 

como in vitro propiciando un ambiente inmunomodulador (Gruden-Movsesijan y col., 

2011; Aranzamendi y col., 2012).   

En el cultivo de macrófagos murinos estimulados con antígenos ESTs y estimulados 

con LPS, se suprimió significativamente la producción de citocinas inflamatorias 

TNF-, IL-1, IL-6, IL-12. También se ha observado que solo el estímulo con 

antígenos ESTs incrementa significativamente la producción de IL-10 y TGF-. A 

partir de un análisis inmunocitoquímico se determinó que estos antígenos pueden 

inhibir que la molécula p65 se trasloque al núcleo y reducir las fosforilaciones de las 

vías ERK1/2 y p38, de esta manera la transducción de señales del factor NF- y 
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MAPK están disminuidas y sustenta que haya una menor respuesta inflamatoria 

(Baeuerle y Baltimore, 1996; Bai y col., 2012). 

Dada la distribución geográfica de los reportes de triquinelosis en México, que 

coincide con la de la presencia de casos de dengue, no se puede descartar la 

probabilidad de que las infecciones por T. spiralis y DENV coexistan en un mismo 

hospedero y que los fenómenos patogénicos e inmunológicos desencadenados por 

cada una, pudieran interaccionar a tal grado de impactar en la presentación clínica 

de alguna de las entidades clínicas resultantes. 
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2. JUSTIFICACIÓN  

El dengue es una enfermedad febril que en sus formas graves compromete la vida 

del paciente, como consecuencia del aumento en la permeabilidad vascular que en 

algunos casos conduce a shock hipovolémico, siendo resultado de una respuesta 

inmune inflamatoria exacerbada. Existen diversas teorías al respecto: (a) el 

fenómeno de infección facilitada por anticuerpos; (b) cepas virales más virulentas y 

(c) la susceptibilidad genética del hospedero, en todos los casos promoviendo un 

incremento en la producción de moléculas pro-inflamatorias, sin embargo hasta el 

momento no se ha considerado la probable participación de factores derivados de 

coinfecciones en el desarrollo de formas graves del dengue. 

Por otro lado se ha reportado que los antígenos ESTs son moléculas capaces de 

disminuir el perfil inflamatorio en diversos modelos experimentales, esto mediante 

el incremento de citocinas anti-inflamatorias, la diferenciación a un perfil Th2 y la 

inducción de células T reguladoras.  

Considerando que el dengue y la triquinelosis comparten endemicidad en algunas 

regiones del país, en este trabajo se propone evaluar en un modelo in vitro, el efecto 

inmunomodulador de los antígenos ESTs sobre la infección de células 

mononucleares de sangre periférica humana con DENV y con esto sugerir si las 

coinfecciones favorecen el desarrollo de formas graves de la enfermedad o pueden 

prevenirlas.  

                           

3. HIPÓTESIS  

Los antígenos ESTs disminuyen la producción de moléculas pro-inflamatorias (IL-6 

y TNF-) durante la infección por DENV debido a sus propiedades anti-

inflamatorias.       
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4. Objetivos 

 

4.1 Objetivo general  

 

Evaluar el efecto modular de los antígenos ESTs sobre la producción de TNF-,          

IL-6 e IL-10 durante la infección de células mononucleares de sangre periférica 

humana (CMNSP) con virus del dengue serotipo 2 (DENV-2) en un modelo in vitro.      

 

4.2 Objetivos particulares  

 

I. Obtener antígenos ESTs mediante el cultivo in vitro de larvas musculares de 

Trichinella spiralis.  

 

II. Realizar una cinética de estímulo e infección con los antígenos ESTs y 

DENV-2, respectivamente en los cultivos primarios de CMNSP humanas.      

 

III. Cuantificar citocinas (TNF-, IL-6 e IL-10) mediante ELISA en los 

sobrenadantes de cultivo.  

 

IV. Confirmar la infección por DENV-2 en las células cultivadas mediante la 

detección de la proteína NS1 viral por citometría de flujo.    
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ratas  Wistar 

Infección con T. spiralis   

Recuperación y cultivo de 

larvas musculares de T. spiralis   

Obtención de antígenos ESTs  Cultivo de CMNSP humanas Obtención de muestras 

en tubos heparina  

Donadores  

Estímulo con antígenos 

ESTs (24 hrs)  

Infección con DENV-2  

Cinética y cosecha: 0, 24, 48 y 72 hpi  Sobrenadante  Células  

Citometría de flujo para la 

detección de la proteína 

NS1 viral 

Cuantificación de 

citocinas por ELISA: 

TNF-, IL-6 e IL-10 
Análisis estadístico  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

6.1 Mantenimiento y propagación de Trichinella spiralis (MSUS/ME/92/CM-92). 

Se infectaron trece ratas Wistar con una dosis de 25 larvas musculares de 

Trichinella spiralis (cepa MSUS/ME/92/CM-92) por gramo de peso mediante vía 

oral. Los animales se mantuvieron en el bioterio del InDRE, de acuerdo a lo 

establecido en la NOM-062-ZOO-1999, especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Transcurridos 45 días 

post-infección y para la recuperación de las larvas musculares de T. spiralis se 

realizó una eutanasia por sobredosis de anestésico (Zoletil® 50, Zapopan, Jalisco 

México) a las ratas. 

 

6.2 Recuperación de larvas musculares por digestión enzimática.    

Se obtuvo músculo esquelético, diafragma, lengua y maseteros y todos los tejidos 

fueron lavados con PBS 1x (solución amortiguadora de fosfatos 0.01M con NaCl 

0.015M pH 7.2) para quitar el exceso de sangre en los tejidos, la grasa se retiró con 

tijeras de disección. Con el fin de confirmar la etapa de invasión muscular se practicó 

una triquinoscopía, se secciono un fragmento de diafragma, el cual fue colocado  

entre dos portaobjetos y se observó con el objetivo de 40x en el microscopio óptico  

Olympus BX43 (programa Imagen-Pro Plus, cybernetics, versión 7.0). Una vez 

confirmada la presencia del parásito, el músculo esquelético se cortó en trozos de 

aproximadamente 0.5 cm3 y fueron colocados en una picadora plus (Moulinex), 

posteriormente el músculo triturado se peso. Por cada gramo de músculo se 

colocaron en un matraz Erlenmeyer 10 mL de agua destilada, 0.1 mL de HCl 

concentrado y 0.1 g de pepsina de mucosa gástrica porcina (SIGMA, St. Louis, MO, 

USA) y se agregó poco a poco el músculo triturado. La mezcla se mantuvo en 

agitación constante a 37 °C durante 4 horas. 

Posteriormente la mezcla se filtró a través de una gasa doble de pañalina y se 

depositó en embudos de separación y permaneció en reposo durante una hora para 
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que las larvas musculares sedimentaran en el fondo del embudo, para la 

recuperación de las larvas musculares se abrió la llave del embudo y éstas se 

recolectaron en tubos cónicos de 15 mL, nuevamente se dejaron sedimentar 5 min 

y se decantó la mayor cantidad posible del sobrenadante. Se realizaron cuatro 

lavados con PBS centrifugando a 2000 rpm durante 5 min. Para remover los restos 

de detritus de las larvas éstas se colocaron en un gradiente trifásico de dextrosa 

(Baker, Center Valley, PA, USA) en concentraciones de 80%, 40% y 20% y se 

incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. Las larvas se recuperaron de la 

interfase de 40-20% y fueron depositadas en un tuvo cónico de 15 mL con PBS, se 

realizaron dos lavados con PBS centrifugando a 2000 rpm durante 5 min. Las larvas 

musculares se colocaron en 10 mL en PBS y se realizó un conteo por triplicado, 

tomando alícuotas de 1 µL que fueron colocadas en un portaobjetos, observando a 

un objetivo de 10x y se obtuvo un promedio del número de larvas recuperadas, las 

cuales se lavaron dos veces con 5 mL de PBS estéril con el 1% de antibiótico 

penicilina-estreptomicina (Gibco, Carisbad, CA, USA) centrifugando a 2000 rpm 

durante 5 min. Posteriormente se realizaron tres lavados con medio RPMI-1640 

(SIGMA, St. Louis, MO, USA) estéril adicionado con 1% de antibiótico y se 

resuspendieron en el mismo medio, en una botella de cultivo de 25 cm2 y bajo el 

siguiente razonamiento: por cada 10,000 larvas musculares se agregaron 200 µL 

de medio de cultivo.   

 

6.3 Cosecha y cuantificación de los antígenos ESTs. 

El sobrenadante fue cosechado cada 24 horas y fue sustituido por medio RPMI-

1640 fresco entre cada cosecha esto durante cuatro días, al final de la última colecta 

se adicionó medio que se cosecho hasta las 72 horas para obtener un antígeno 

somático, los sobrenadantes se almacenaron a -20 °C hasta su uso.  

Para tener un antígeno ESTs con una mayor concentración los sobrenadantes de 

los dos primeros días se mezclaron, llamando a este lote 1 al cual se le adicionó el 

inhibidor enzimático Complete mini (Roche, Indianápolis, In, USA). Los 

sobrenadantes del tercer y cuarto día, así como el antígeno somático se designaron 
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lote 2, lote 3 y somático respectivamente y se les adicionó el mismo inhibidor 

enzimático. La concentración de proteínas en cada lote obtenido se determinó por 

la técnica de Lowry descrita en el manual de Inmunología en Salud Pública (2014).  

 

6.4 Identificación de productos ESTs. 

Para identificar y evaluar la integridad de las proteínas contenidas en los antígenos 

ESTs, se tomó una muestra con 20 µg de antígeno de los diferentes lotes, lote 1, 

lote 2, lote 3, somático y se diluyó a una relación 1:1 v/v con una solución reguladora 

de muestra (SDS 10% 1mL; EDTA 7.4 mg; glicerina 1 mL; Tris HCl 2M pH 6.8, 0.250 

mL; azul de bromofenol 10 mg y se aforó a un volumen final de 10 mL con agua 

destilada) y se adicionaron 100 µL de 2-beta-mercaptoetanol. Las muestras se 

calentaron a ebullición en baño maría durante 5 minutos. 

Las muestras y el marcador de peso molecular (Bio-Rad, Hércules, CA, USA) se 

corrieron en un gel preparativo de SDS-PAGE al 12%, por el método descrito por 

de-la-Rosa-Arana (2012) en una cámara Mini Protean (Bio-Rad) a 200 volts durante 

1 hora. Posteriormente, el gel fue teñido con Azul de Coomassie al 0.06% durante 

2 horas en agitación constante. Para eliminar el exceso de colorante del gel, se usó 

una solución decolorante de metanol absoluto-ácido acético glacial-agua destilada, 

hasta observar la presencia de bandas con pesos aproximados a los antígenos 

ESTs, tomando como referencia los pesos de las bandas del marcador de peso 

molecular.  

 

6.5 Obtención de células mononucleares de sangre periférica (CMNSP). 

Se obtuvieron aproximadamente 30 mL de sangre periférica de diferentes 

donadores sanos en tubos Vacutainer® con heparina de litio (BD, Franklin, NJ, 

USA). En condiciones de esterilidad, la sangre fue diluida 1:2 con medio de cultivo 

RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY, 

USA), 1% de vitaminas, 1% de L-glutamina (Gibco, Gran Island, NY, USA), 1% de 

aminoácidos no esenciales y 1% de antibióticos penicilina-estreptomicina. Las 
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CMNSP se purificaron por un gradiente de densidad con Ficoll-Hipaque 

(Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los tubos se  centrifugaron 

a 2500 rpm durante 20 min y el anillo de la interfase de las CMNSP fue transferido 

a un nuevo tubo y se realizaron dos lavados con 5 mL de medio RPMI-1640 

suplementado, el botón de células se resuspendió en 1 mL de medio RPMI-1640 

suplementado, se tomó una alícuota de 10 µL y se diluyó con 90 µL de  azul tripán 

al 0.4% esta suspensión se homogenizó y se tomaron 10 µL para cargar la cámara 

de Neubauer y realizar el conteo celular en el microscopio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.6 Cinética de estímulo con antígenos ESTs e infección con DENV-2. 

Se cultivaron 5x105 células/pozo en placas de cultivo de 48 pozos (Corning, New 

York, USA) estableciendo sistemas de células sin estímulo; células infectadas con 

DENV-2 (ATCC Nueva Guinea) a una MOI (del inglés Multiplicity of infection) de 1; 

células estimuladas con los antígenos ESTs (10 µL); células estimuladas con 

antígenos ESTs (10 µL) e infectadas a una MOI de 1 con DENV-2 en cada placa. 

Una vez colocados los antígenos ESTs, las células se incubaron a 37 °C con 95% 

de humedad y atmósfera parcial de CO2 (5%) durante 24 horas, posteriormente y a 

los sistemas que aplicaba, los cultivos se inocularon con DENV-2 a una MOI de 1, 

se incubó durante 1 h a 37 °C a partir de ese momento se consideró como inicio de 

la cinética de infección (tiempo 0). Los sistemas se cosecharon a las 0, 24, 48 y 72 

Células/mL= (número de células contadas) (10000) (factor de dilución) 

número de cuadrantes  

Viabilidad celular%=                   número de células vivas totales   

número de células totales (células vivas + células muertas) 
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horas post-infección y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, los sobrenadantes 

se almacenaron a -70 °C hasta su uso.  

 

6.7 Cuantificación de TNF-, IL-6 e IL-10 por ELISA.   

Para determinar la concentración de TNF-, IL6 e IL-10 en el sobrenadante de los 

cultivos se empleó el estuche comercial Duo Set® ELISA (R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA) y el procedimiento se realizó de acuerdo a las indicaciones 

del fabricante. Se sensibilizaron microplacas de 96 pozos para ELISA (Corning, New 

York, USA) con 100 µL/pozo de un anticuerpo de captura de anti-TNF-, anti-IL-6 o 

anti-IL-10 a una concentración de 4.00 µg/mL, 2.00 µg/mL, 2.00 µg/mL 

respectivamente y se incubaron a temperatura ambiente durante toda la noche. Se 

eliminó el contenido y las placas se lavaron tres veces con solución amortiguadora 

de lavado (Tween 20 al 0.05% en PBS) en un lavador de microplacas Wellwash 

(Thermo Scientific), posteriormente las placas se bloquearon con 300 µL/pozo de 

albúmina sérica bovina al 1% (Sigma, St. Louis, MO, USA) y se incubaron durante 

una hora a temperatura ambiente, se decantó el contenido y se realizaron tres 

lavados con solución amortiguadora de lavado. Para la generación de la curva 

estándar se realizaron diluciones dobles seriadas de los estándares de TNF-                  

(15.6 pg/mL a 1000 pg/mL), IL-6 (9.38 pg/mL a 600 pg/mL) e IL-10 (31.3 pg/mL a 

2000 pg/mL) recombinantes y se adicionaron 100 µL/pozo de cada estándar y de 

los sobrenadantes del cultivo, las placas se incubaron durante 2 horas a 

temperatura ambiente, se eliminó su contenido y se lavaron tres veces con solución 

amortiguadora de lavado. A continuación se añadieron 100 µL/pozo del anticuerpo 

de detección anti-TNF-, anti-IL-6 o anti-IL-10 conjugados a biotina, se incubaron 

durante 2 horas a temperatura ambiente y se eliminó el contenido para realizar tres 

veces lavados con solución amortiguadora de lavado. Después se adicionaron             

100 µL/pozo de estreptavidina-HRP y se incubaron las placas durante 20 min a 

temperatura ambiente protegidas de la luz, se eliminó el contenido y se lavaron tres 

veces con solución amortiguadora de lavado. Se añadieron 100 µL/pozo de 3,3´, 

5,5´ Tetrametilbenzidina (Sigma, St. Louis, MO, USA) y las placas se incubaron 
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durante 20 min a temperatura ambiente protegiéndolas de la luz y finalmente a cada 

pozo se le adicionaron 50 µL de H2SO4 2N para detener la reacción. Las placas se 

leyeron dentro de los 15 min posteriores en un lector de microplacas EPOCH 

usando el programa Gen5 versión 2005 a una longitud de onda de 450 nm. 

 

6.8 Detección de la proteína NS1 del DENV-2 por citometría de flujo. 

Se cosecharon células correspondientes a 48 horas posteriores al estímulo e 

infección con antígenos ESTs y DENV, respectivamente y sin estímulo. Estas se 

lavaron y se permeabilizaron con 1 mL de solución FACSTM permeabilizing solution 

2 (Biosciences, San José, CA, USA) de acuerdo a la indicaciones del fabricante, se 

lavaron con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, el botón 

celular se resuspendió en el sobrenadante remanente y se adicionaron 5 µL de 

anticuerpo anti-NS1 (Mouse mAb to Dengue Ns1 glycoprotein [DN3], ab 41616, 

abcam) y se realizó una incubación durante 20 min a 37 °C, se realizó un lavado 

con PBS a 1500 rpm durante 5 min. Posteriormente, al botón celular se le adicionó 

1 µL de anticuerpo anti-IgG de ratón acoplado a Percp y se incubo durante 20 min 

en oscuridad a 37 °C, nuevamente se realizó un lavado con PBS a 1500 rpm durante 

5 min y el botón celular se resuspendió en 700 µL de solución fijadora de 

paraformaldehido al 1%. La lectura de las células se realizó en un citómetro de flujo 

AttuneTMNxT (Thermo Fisher). 

 

6.9 Análisis estadístico. 

Los datos obtenidos se analizaron utilizando la prueba U de Mann-Whitney con el 

programa estadístico GraphPad Prism® versión 5.00 (2007). 

Los datos obtenidos de citometría se analizaron en el programa Kaluza Analysis 

versión 1.5a (2009-2016) Beckmann-Coulter, Inc.                   
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7. Resultados  

 

7.1 Obtención de antígenos ESTs. 

La primera etapa para realizar este proyecto fue la infección de trece ratas Wistar 

con larvas musculares de T. spiralis, transcurridos 45 días post-infección se 

sacrificaron las ratas a partir de las cuales se obtuvieron músculo esquelético, 

diafragma, lengua y maseteros. Para observar la fase de invasión muscular se 

practicó una triquinoscopía, observándose la presencia de larvas musculares en su 

célula nodriza (figura 8). La liberación y obtención de larvas musculares a partir del 

tejido infectado se realizó mediante el método de digestión enzimática (figura 9) 

recuperando 1, 527,000 larvas para su posterior cultivo. Las larvas musculares 

fueron cultivadas y el sobrenadante que contenía los antígenos ESTs se recolectó 

cada 24 horas durante cuatro días consecutivos y por último se realizó un antígeno 

somático.     

El sobrenadante de las dos primeras cosechas de mezcló para tener un antígeno 

ESTs con un mayor concentración denominado a este lote 1. Con la técnica de 

Lowry se determinó su concentración que fue 1.217 mg/mL (tabla 3). Para verificar 

la identidad e integridad de las moléculas correspondientes a los antígenos, el 

sobrenadante recolectado se analizó por SDS-PAGE buscando la presencia de las 

glicoproteínas de 43, 53 y 45 kDa que son las más representativas de los antígenos 

ESTs (Nagano y col., 2009). En el gel se observaron tres bandas con pesos 

aproximados a 41, 50 y 58 kDa lo cual indica que se obtuvieron antígenos ESTs 

(figura 10) (Radovic y col., 2012). El lote 1 se empleó para estimular las CMNSP al 

tener la mayor concentración de antígenos ESTs.               

       

 

 

 



 

32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Triquinoscopía en diafragma de rata infectada. (A) Larvas musculares en célula nodriza 

individuales observadas a un aumento 40x, (B) Tres larvas musculares parasitando una sola célula 

nodriza observadas a un aumento 100x. Las fotografías son representativas de dos animales 

diferentes.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Obtención de larvas musculares. (C) Tras el proceso de digestión enzimática del tejido 

infectado, las larvas se separaron por sedimentación (botón rosa), (D) Cultivo de larvas musculares 

de T. spiralis.     

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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Tabla 3. Concentración de antígeno ESTs. Se realizó una curva estándar de albúmina sérica 

bovina al 0.02%, r2=0.9800.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Identificación de los antígenos ESTs. Por SDS-PAGE se observa la presencia de tres 

bandas en los carriles 1, 2 y 3 con pesos aproximados de 41, 50, 58 kDa que corresponden a los 

antígenos ESTs. El carril 4 corresponde al antígeno somático, que evidencia las tres bandas de los 

antígenos ESTs y otras proteínas constitutivas con diferentes pesos moleculares. MP, Marcador de 

peso molecular; Carril 1, lote 1 antígeno ESTs; Carril 2, lote 2 antígeno ESTs; Carril 3, lote 3 antígeno 

ESTs; Carril 4, antígeno somático.    

Lote de antígeno ESTs Concentración de antígeno (mg/mL) 

1 1.217 

2 1.070 

3 0.90512 

Somático 2.018 

MP kDa 

125 - 

6 - 

15 - 

20 - 

41 - 

58 - 

103 - 

Carril 2 Carril 3 Carril 1 Carril 4 
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7.2 Cuantificación de citocinas en CMNSP estimuladas con antígenos ESTs e 

infectadas con DENV.   

Se establecieron cultivos de CMNSP obtenidas a partir de sangre periférica de 

donadores sanos con una viabilidad mayor al 95%. 

Tras el estímulo e infección con antígenos ESTs y DENV-2, respectivamente se 

cosechó el sobrenadante de las células en cultivo a las 0, 24, 48, 72 hpi, en el cual 

se cuantificaron los niveles de TNF-, IL-6 e IL-10 por ELISA. 

Para el caso de la IL-6, a las 24 hpi se observa un aumento significativo en la 

concentración de esta citocina tanto en las células que fueron infectadas con  

DENV-2 como en las que fueron estimuladas con los antígenos ESTs e infectadas 

con DENV-2, con respecto a las que fueron solo estimulas con ESTs (p≤0.05) y a 

las células sin estímulo (p≤0.0001) a ese mismo tiempo, así como también con 

respecto al inicio de la cinética (p≤0.0001) pero sin presentar diferencia entre ellos. 

Cabe señalar que este patrón se mantuvo durante las 48 y 72 hpi y no se observó 

ningún cambio significativo entre la concentración de IL-6 producida por las células 

estimuladas con ESTs y la producida por las células sin estímulo, ni con respecto a 

las 0 hpi (figura 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cinética de cuantificación de IL-6 en sobrenadante de cultivo de CMNSP 

estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con DENV-2. Se representa el promedio y la 

desviación estándar de seis experimentos independientes. Los sobrenadantes se cosecharon a las 

0, 24, 48 y 72 hpi y la concentración de citocinas se determinó por ELISA. El análisis de datos se 

realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p≤0.05 **p≤0.005 ***p≤0.001. SE, células sin 

estímulo; DENV, células infectadas con virus dengue; ESTs, células estimuladas con 

antígenos ESTs; ESTs + DENV, células estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con virus 

dengue.  

 

Así mismo, es evidente pero no estadísticamente significativo un incremento de la 

concentración de TNF- en el sobrenadante de las células estimuladas con 

antígenos ESTs e infectadas con DENV-2, con respecto a las células solamente 

infectadas con DENV-2, pero si con respecto a las células estimuladas con 

antígenos ESTs y a las células sin estímulo (p≤0.05). Conforme trascurre la cinética 

se observa un incremento en la producción de TNF- a las 48 hpi, que disminuye 
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considerablemente a las 72 hpi, aunque permaneciendo con una concentración 

mayor en las células estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con DENV-2 que 

en las células solo infectadas con DENV-2. Igualmente, no se observó cambio en la 

concentración del TNF- producido por las células estimuladas con ESTs y por las 

células sin estímulo, ni de estas con respecto a las 0 hpi (figura 12). 

 

 

Figura 12. Cinética de cuantificación de TNF- en sobrenadante de cultivo de CMNSP 

estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con DENV-2. Se representa el promedio y la 

desviación estándar de seis experimentos independientes. Los sobrenadantes se cosecharon a las 

0, 24, 48 y 72 hpi y la concentración de citocinas se determinó por ELISA. El análisis de datos se 

realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p≤0.05 **p≤0.005 ***p≤0.001. SE, células sin 

estímulo; DENV, células infectadas con virus dengue; ESTs, células estimuladas con 

antígenos ESTs; ESTs + DENV, células estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con virus 

dengue.  
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El patrón de producción de IL-10 es similar a lo que se observó para el caso de  

TNF-. En los tiempos 24 y 48 hpi, en el sistema de coinfección (estimuladas con 

antígenos ESTs y DENV-2) se ve incrementada la producción de IL-10 con respecto 

a las células solo infectadas con el DENV-2, aunque la diferencia no es significativa. 

Sin embargo, en este caso pareciera que a las 72 hpi en el sistema de coinfección 

disminuye la producción de IL-10. Sin embargo, las células solo estimuladas con los 

antígenos ESTs pareciera que la concentración de IL-10 comienza a registrar un 

incremento a las 72 hpi, con respecto a las células no estimuladas (figura 13).                                    

 

 

Figura 13. Cinética de cuantificación de IL-10 en sobrenadante de cultivo de CMNSP 

estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con DENV-2. Se representa el promedio y la 

desviación estándar de seis experimentos independientes. Los sobrenadantes se cosecharon a las 

0, 24, 48 y 72 hpi y la concentración de citocinas se determinó por ELISA. El análisis de datos se 

realizó mediante la prueba U de Mann-Whitney. *p≤0.05 **p≤0.005 ***p≤0.001. SE, células sin 

estímulo; DENV, células infectadas con virus dengue; ESTs, células estimuladas con 

antígenos ESTs; ESTs + DENV, células estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con virus 

dengue.  
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7.3 Citometría de flujo para la expresión de la proteína NS1 viral. 

Se utilizaron CMNSP que se cosecharon a las 48 hpi, estas fueron marcadas con 

un anticuerpo anti-NS1 y posteriormente se acoplaron a un segundo anticuerpo anti-

Percp. Nuestros resultados muestran la expresión de la proteína NS1 viral en las 

células infectadas con el DENV y en las células coinfectadas (estimuladas con 

antígenos ESTs e infectadas con DENV) presentando un 13.39% y 11.83% 

respectivamente de replicación viral activa con respecto a las células sin estímulo. 

Las células positivas a la expresión de la proteína NS1 viral sólo se usaron para 

verificar la infección. Las células solo estimuladas con los antígenos ESTs son 

negativas a la expresión de la proteína NS1 viral con respecto a las células no 

estimuladas.                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Expresión de la proteína NS1 viral en CMNSP infectadas con DENV. Los gráficos 

muestran la fluorescencia presente en CMNSP que se cosecharon a las 48 hpi.    Células NS1 

negativas;     Células NS1 positivas (replicación viral activa). SE: células sin estímulo; DENV, células 

infectadas con virus dengue; ESTs, células estimuladas con antígenos ESTs; ESTs + DENV, células 

estimuladas con antígenos ESTs e infectadas con virus dengue.            

1.01% 

SE 

1.84% 

ESTs 

 

13.39% 

DENV 

11.83% 

DENV + ESTs 
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8. DISCUSIÓN  

El cuadro clínico más común del dengue (fiebre, mialgias, artralgias, cefaleas, rash) 

es el resultado de una respuesta inflamatoria exacerbada la cual promueve el 

desarrollo de las formas graves de la enfermedad (hemorragias y choque 

hipovolémico). Hasta el momento los factores implicados en la patogenia del dengue 

no se han dilucidado por completo por lo que se han propuesto diferentes teorías, 

cepas más virulentas, susceptibilidad genética del hospedador, infección facilitada 

por anticuerpos. Sin embargo no se han considerado la probable participación de 

factores derivados de coinfecciones en la progresión de la enfermedad. 

En ciertos modelos experimentales se ha observado que el estímulo con antígenos 

ESTs favorece la capacidad de inducir respuestas de tipo Th2, T reguladoras con el 

aumento de factores anti-inflamatorios que ejercen su efecto al inhibir respuestas 

inflamatorias de tipo Th1 y Th17 (Park y col., 2011; Cho y col., 2012; Aranzamendi 

y col., 2012; Ilic y col., 2012; Yu y col., 2013; Du y col., 2014; Cvetkovic y col., 2016). 

Debido a que el dengue y la triquinelosis comparten cierta endemicidad y que los 

antígenos ESTs tienen la capacidad de regular la respuesta inmune, en este trabajo 

se planteó evaluar el efecto de los antígenos ESTs sobre la producción de las 

citocinas inflamatorias TNF- y IL-6 y de la citocina anti-inflamatoria IL-10 durante 

la infección por el virus dengue en un modelo in vitro de células mononucleares de 

sangre periférica humana. 

La primera fase para realizar este proyecto fue la infección de ratas Wistar con 

larvas musculares de Trichinella spiralis, concluida la fase de invasión muscular del 

parasito se procedió al sacrificio de las ratas. Las larvas musculares se recuperaron 

por el método de digestión enzimática estas larvas fueron cultivadas y el 

sobrenadante se cosechó cada 24 horas, obteniendo 3 lotes de antígenos ESTs y 

un antígeno somático. El lote 1 tuvo la mayor concentración 1.217 mg/mL de 

antígeno ESTs al ser la mezcla de las dos primeras cosechas. Los antígenos ESTs 

son proteínas con pesos de 43, 53 y 45 kDa (Wu y col., 1999; Dea-Ayuela y Bolás-

Fernández, 2000; Nagano y col., 2009) para identificar y ver la integridad de estas 

proteínas se preparó un gel SDS-PAGE observando la presencia de tres bandas 
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con pesos aproximados de 41, 50, 58 kDa, nuestros resultados concuerdan a los 

obtenidos por Radovic y col., 2012 y por Bien y col., 2013 de sus 

inmunotransferencias con sueros de animales y humanos infectados con T. spiralis 

que reaccionaron evidenciando bandas con pesos aproximados de 40, 41, 43, 45, 

49, 53, 59 kDa descritas como antígenos ESTs. 

La segunda fase del proyecto fue la obtención de monocitos y linfocitos de sangre 

periférica de diferentes donadores sanos como las células blancos del virus 

(Halstead, 1988). Los sistemas de trabajo que se establecieron fueron los 

siguientes: células sin estímulo; células infectadas con el serotipo DENV-2; células 

estimuladas con los antígenos ESTs; células coinfectadas, posteriormente se 

realizó la cinética de estímulo con los antígenos ESTs e infección con el DENV.    

Nuestros resultados muestran que la IL-6 esta aumentada en las células 

coinfectadas como en las células infectadas con el DENV a las 24 hpi, este 

incremento es significativo con respecto a las células solo estimuladas con los 

antígenos ESTs, este efecto se mantiene constante en los tiempos 48 y 72 hpi. Esta 

citocina induce la síntesis de prostaglandinas E2 en el hipotálamo produciendo 

fiebre, una característica del dengue es su repentino y abrupto inicio de cuadros 

febriles también se ha asociado esta citocina con el incremento en la permeabilidad 

vascular (Kishimoto y col., 1992; Maruo y col., 1992; Butthep y col., 2012). 

Con respecto a nuestro resultado de TNF- se observa que esta aumentado en las 

células coinfectadas a las 48 hpi con respecto a las células solo infectadas con el 

DENV, aunque no es estadísticamente significativo. Sin embargo las 72 hpi inicio 

una disminución de la citocina en ambos sistemas. Una característica de las formas 

graves del dengue es la pérdida de plasma originado por la actividad de TNF- 

sobre las células del endotelio que contribuyen al aumento de la permeabilidad 

vascular que lleva a hemorragias, choque hipovolémico y dengue grave (Kurane y 

Ennis, 1994; Anderson y col., 1997; Azeredo y col., 2001). 

Durante la infección con el DENV se activan dos vías la vía del factor NF- y la vía 

MAPK para la producción de citocinas inflamatorias (TNF-, IL-1, IL-6 e IL-12p40), 
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cuando hay una mayor producción de estas lleva a una tormenta de citocinas que 

contribuyen a un daño patológico (Kawai y col., 1999; Kaisho y col., 2001; Kawai y 

col., 2001; Akira y col., 2004; Pang y col., 2007; Martina y col., 2009; Levy y col., 

2010). 

Radovic y col., 2015 describió el efecto inmunomodulador de los antígenos ESTs a 

través de respuestas de tipo Th2 y T reguladoras que regulan respuestas de tipo 

Th1/Th17 en un modelo de EAE (del inglés Experimental Autoimmune 

Encephalomyelitis), la disminución en la producción de citocinas inflamatorias es 

debido a la producción de IL-10 y a su efecto sobre la respuesta inflamatoria, 

Gruden-Movsesijan y col., 2010 soporta esta idea que los antígenos ESTs son 

fuertes inductores de IL-10. En otro estudio Bai y col., 2011 observó que el estímulo 

con antígenos ESTs en macrófagos murinos, incrementa la producción de IL-10 y 

TGF- y disminuye la respuesta a TNF-, IL-1, IL-6, IL-12 en respuesta a LPS.  

El efecto anti-inflamatorio derivado de las moléculas de los helmintos que 

contrarresta la respuesta Th1 es a partir de la subversión de la vía MAPK y el factor 

NF- que resulta en células presentadoras de antígeno de un fenotipo inmaduro, 

que producen bajos niveles de citocinas inflamatorias (Harnett y Harnett, 2010). Por 

ejemplo los antígenos de excreción-secreción de Schistosoma la molécula LNFPIII 

y por otra parte la molécula ES-62 de Acanthocheilonema viteae estimulan la 

activación sostenida de la vía Erk pero poca o ninguna señalización de las vías p38 

y JNK. Además  ES-62 induce la activación transitoria del factor NF-y en el caso 

LNFPIII no hay degradación del inhibidor de NF-. La señalización sostenida de 

Erk y la activación transitoria de factor NF-, induce células presentadoras de 

antígeno anti-inflamatorias promotoras de respuestas Th2 (Thomas y col., 2003; 

Goodridge y col., 2005; Goodridge y col., 2005a; Thomas y col., 2005; Goodridge y 

col., 2007; van Riet y col., 2007; Carvalho y col., 2009; Al-Riyami y Harnett, 2012). 

Se ha observado también que una fuerte respuesta inmune de tipo Th2 y reguladora 

inducida por los helmintos suprime activamente las respuestas protectoras 

producidas contra patógenos, especialmente contra aquellos que provocan 
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respuestas de tipo Th1 lo que podría generar cierta susceptibilidad a infecciones por 

bacterias, virus o incluso otros parásitos (Finlay y col., 2014).  

En un estudio se observó los efectos perjudiciales en pacientes infectados con  

esquistosomiasis y el HCV (del inglés Hepatitis C virus) o HIV (del inglés Human 

immunodeficiency virus) que tiene una mayor exacerbación de los síntomas clínicos 

de la infección viral y la progresión acelerada de la enfermedad. Es probable que el 

mecanismo implique la supresión de células T productoras de INF- asociado a la 

infección por helmintos resultado de una respuesta Th2 o reguladora  (Kamal y col., 

2001; Walson y col., 2008). 

En nuestros resultados las células solo estimuladas con los antígenos ESTs 

producen poca IL-10 al inicio de la cinética y hasta las 72 hpi se observa un ligero 

incremento en la producción de esta citocina, sugiriendo un posible efecto regulador 

pero solo hasta ese tiempo. Por otra parte solo en las células coinfectadas se 

incrementa  la producción de IL-10 siendo más notorio a las 24 y 48 hpi, sugiriendo 

que el aumento de IL-10 es debido al efecto simultáneo de la coinfección.  

Con base a nuestros resultados se sugiere que los antígenos ESTs favorecen la 

producción de las citocinas inflamatorias IL-6 y TNF- durante una coinfección en 

lugar de contribuir a la disminución del perfil inflamatorio y de incrementar la 

producción de IL-10 como Radovic y col., 2015 describen de los efectos 

inmunomoduladores de los antígenos ESTs. Con base en el estudio de Kamal y 

col., 2001 es posible que de alguna manera los antígenos ESTs activen algún 

mecanismo que contribuya a la gravedad de la enfermedad.  

Se propone que el aumento de las citocinas TNF-, IL-6 e IL-10 en las CMNSP 

debido al estímulo con los antígenos ESTs favorece el desarrollo de formas graves 

de dengue. 

Para corroborar la infección de las células se realizó una citometría de flujo, los 

resultados mostraron la expresión positiva a la proteína NS1 viral en las células 

coinfectadas (estimuladas con los antígenos ESTs e infectadas con DENV) e 
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infectadas con DENV cosechadas a las 48 hpi, este resultado concuerda con Kao y 

col., 2001 con respecto a la expresión de la proteína NS1 viral durante el inicio de 

la infección. 
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9. CONCLUSIONES  

 

- El incremento en la producción de TNF- e IL-6 debido al efecto simultáneo 

de la infección viral y de los antígenos ESTs, sugiere una mayor probabilidad 

de desarrollo de formas hemorrágicas de dengue en pacientes coinfectados 

con DENV y T. spiralis.     
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10. PERSPECTIVAS 

 

Aumentar el número de citocinas a evaluar esto con la finalidad de monitorear el 

perfil de la respuesta durante la cinética de infección.    

 

Trabajar con otros serotipos del DENV y evaluar su respuesta inflamatoria durante 

la coinfección. 

 

Realizar un estudio epidemiológico en los estados donde se comparte endemicidad 

para establecer si existe una correlación entre la presencia de dengue y triquinelosis 

con la incidencia de formas hemorrágicas y graves de dengue.     
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