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RESUMEN  

Introducción: el dengue es considerada la enfermedad viral transmitida por 
artrópodos de mayor importancia en el humano a nivel global, con un estimado de 
100 millones de infecciones anuales y más de 20 000 muertes. La patogénesis de la 
enfermedad grave por dengue no está totalmente esclarecida. Sin embargo, existen 
estudios que la asocian con infecciones secuenciales por diferentes serotipos 
virales, activación de células T de memoria e hiperproducción de citocinas.  
Objetivos: determinar la expresión cualitativa de genes de las citoquinas IFNγ y 
TNFα en tejidos de bazo e hígado de casos fatales por dengue 3 o dengue 4 
mediante la detección de ARNm y comprobar su papel en la patogénesis de la 
enfermedad.  
Métodos: El estudio se realizó a través de un método de retro-transcripción y 
reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con el uso de cebadores específicos.  
Resultados: la expresión de IFNγ predominó a la de TNFα, y fue más evidente en 
los tejidos de bazo que del hígado.  
Conclusiones: los resultados obtenidos apoyan el papel patogénico del patrón de 
respuesta Th1 en el dengue grave y constituye el primer estudio realizado de este 
tipo en la infección por dengue.  

Palabras clave: dengue, tejidos, citoquinas.  
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ABSTRACT  

Introduction: dengue is considered to be the most important arthropod-borne 
human disease worldwide, with an estimated 100 million new cases per year and 
more than 20 000 deaths. The pathogenesis of severe dengue is not fully 
understood. However, certain studies have associated it with sequential infections 
by different viral serotypes, memory T cell activation and cytokine hyperproduction.  
Objectives: determine the qualitative expression of genes of cytokines IFNγ and 
TNFα in spleen and liver tissues from dengue 3 and 4 fatal cases, detecting RNAm 
and verifying their role in the pathogenesis of the disease.  
Methods: the study was conducted by retrotranscription and polymerase chain 
reaction (RT-PCR) using specific primers.  
Results: expression of IFNγ predominated over that of TNFα, and was more 
evident in spleen than in liver tissues.  
Conclusions: results support the pathogenic role of the Th1 response pattern in 
severe dengue. This is the first study of its type about dengue infection.  

Key words: dengue, tissues, cytokines.  

 

  

  

INTRODUCCIÓN  

La Fiebre Dengue (FD) es una enfermedad humana común que afecta millones de 
personas cada año en áreas tropicales y subtropicales principalmente en Asia, 
Centro y Sur América. La Fiebre Hemorrágica del Dengue (FHD) es la forma grave 
de la enfermedad caracterizada por un desequilibrio en la hemostasia y un aumento 
en la permeabilidad vascular que puede resultar en el Síndrome de Choque por 
Dengue (SCD).1 La FHD/SCD se caracteriza clínicamente por la extravasación de 
plasma que se traduce en efusión pleural, ascitis u otras, hemoconcentración, 
tendencia al sangramiento e hipoproteinemia.1 Como hallazgos histopatológicos 
predominan el edema perivascular sin destrucción del endotelio y la necrosis del 
parénquima hepático y esplénico.2 El hígado puede estar aumentado de tamaño y 
puede observarse un incremento de las enzimas hepáticas.3  

Los mecanismos por los cuales el virus dengue puede conllevar a la severidad y a la 
muerte del paciente no están totalmente esclarecidos, sin embargo, la producción 
sistémica de citoquinas pro-inflamatorias se han implicado en el cuadro grave de la 
enfermedad. Niveles significativamente elevados de TNFα e IFNγ se han constatado 
en suero o plasma de pacientes graves, o se expresan en células infectadas con el 
virus in vitro, asociándose a la patogénesis de la enfermedad.4  

El estudio de los marcadores de la respuesta inmune de los casos graves y 
fallecidos para esclarecer los mecanismos involucrados en el agravamiento de la 
infección por dengue reviste gran importancia, es por eso que el presente trabajo 
se propone determinar la expresión de los genes de las citoquinas IFNγ y TNFα en 
tejidos de hígado y bazo de fallecidos por dengue 3 o dengue 4.  
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MÉTODOS  

Muestras  

Se emplearon para el estudio 6 muestras frescas de tejidos de bazo y 4 de hígado 
procedentes de 6 fallecidos con el diagnóstico presuntivo de FHD/SCD durante la 
epidemia cubana de dengue de 2006,5 en los que se confirmó la infección por los 
virus dengue 3 y dengue 4 como la causa de muerte al detectarse el virus o su 
genoma a través del aislamiento viral en células C6/36HT6 y la Reacción en Cadena 
de la polimerasa respectivamente.7 En todos los casos se identificó el serotipo viral 
infectante, determinándose en 3 de los fallecidos la infección por el virus dengue 3, 
mientras que el serotipo 4 se identificó en los 3 casos restantes. En la Tabla 1 se 
muestran los datos generales de los 6 casos incluidos en el estudio.  

 

Procesamiento de tejidos y extracción de Ácido Ribonucleico (ARN)  

Se obtuvieron fragmentos de bazo e hígado de aproximadamente 30 mg (5x5 
mm3) que se almacenaron en viales estériles a -80 oC hasta su uso. Se procedió al 
macerado de las piezas en nitrógeno líquido y el tejido pulverizado se colocó en 
viales fríos estériles libres de enzimas degradantes del ARN (ARNasa). Tras la 
evaporación del nitrógeno, se añadieron 600 mL del Tampón de lisis (RLT) (Qiagen 
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GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt; Alemania) que, en condiciones altamente 
desnaturalizantes, inactiva ARNasas y libera el ARN intacto.  

Para la extracción de ARN se siguió el protocolo del estuche comercial QIAamp RNA 
Blood Mini kit (Qiagen). Tras el tratamiento con la enzima degradante del ADN 
(ADNasa), el ADN complementario (ADNc) se sintetizó a partir del ARN mensajero 
(ARNm) utilizando cebadores poli(dT) y la enzima reverso-transcriptasa Superscript 
II (Invitrogen Corp., CA; EE.UU.). El ADNc resultante fue conservado a -20 oC hasta 
su uso.  

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la detección de la expresión de los 
genes de citoquinas  

Se utilizó un ensayo de PCR cualitativo para determinar la expresión de los genes 
de IFNg y TNFα y del gen de la unidad ribosomal 18S, de expresión constitutiva en 
los tejidos, como control positivo. Se emplearon pares de cebadores específicos 
para la amplificación de los genes de cada citoquina y del gen 18S provenientes de 
un estuche comercial para este fin (Maxim Biotech, Inc). Todas las muestras se 
estudiaron por duplicado en un volumen total de reacción de 50 µl conteniendo 43 
µL de la mezcla de reacción de la PCR (Qiagen, Valencia, CA); 0,5 µM de cada 
cebador y 5 µl de ADNc. La PCR se realizó de acuerdo a los siguientes parámetros: 
1) Desnaturalización: 96 °C 1 minuto; 2) Amplificación: 40 ciclos de a) 95 °C 60 
segundos, b) 60 °C 90 segundos, y 3) 72 °C 60 segundos. Los productos de 
amplificación se separaron en una electroforesis en gel de agarosa al 2 % en TBE 
(Tris base 89 mM- ácido bórico 89 mM-EDTA 2 mM, pH 8,3) y teñidos 
posteriormente con bromuro de etidio para su visualización en un transiluminador 
con luz UV. En la figura 1 se muestra una foto de una corrida electroforética con las 
bandas resultantes de la amplificación de los genes de las citoquinas y el control 
18S.  

  

RESULTADOS  

El presente estudio permitió detectar la expresión cualitativa de los genes de 
citoquinas en tejidos de casos fatales de dengue. En la tabla 2 se muestran los 
resultados de acuerdo al porcentaje de fallecidos en que fue detectada la 
positividad de esa expresión por órgano evaluado. Se detectó la mayor expresión 
de IFNγ en los tejidos (entre un 33 y el 100 % de los casos, según el órgano de 
procedencia), a diferencia de la proporción mucho menor de casos (entre el 25 y el 
30 %) que expresaron TNFα, sólo en 3 de los casos estudiados.  
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Al analizar la expresión de los genes en los tejidos estudiados dependiendo del 
órgano de procedencia, observamos que la expresión de IFNγ se detectó en el bazo 
en el 100 % de los casos, sin embargo, en el hígado, se demostró sólo en uno de 
los casos (33 %). Por su parte, el TNFα sólo se detectó en dos de los fallecidos: en 
uno de ellos tanto en bazo como en hígado, y en el otro solamente en el bazo.  

La comparación de la expresión de las citoquinas en los casos infectados con ambos 
serotipos virales, dengue 3 o dengue 4, mostró que en el bazo se comportó similar 
para el IFNγ, que se expresó en la totalidad de los casos para ambos serotipos, 
mientras en el hígado sólo se expresó en uno de los casos con dengue 3 (33 %). 
Por otra parte, el TNFα (se detectó sólo en un caso de dengue 4 en el bazo y en el 
caso de dengue 3, fue en el hígado). En el hígado, las citoquinas pro-inflamatorias 
sólo se expresaron en una proporción de los fallecidos que padecieron la infección 
por dengue 3.  

  

DISCUSIÓN  

El entendimiento de la patogénesis del dengue grave y la participación de la 
respuesta inmune en la misma es una prioridad para el desarrollo de candidatos 
vacunales contra el dengue. Sin embargo, está lejos de obtenerse un verdadero 
modelo animal que reproduzca la FHD y se han empleado numerosos modelos in 
vitro de interacciones virus-célula con el objetivo de simular la enfermedad, no 
obstante, la correlación de estos con lo que ocurre in vivo es muy especulativa y 
lleva en ocasiones a interpretaciones erradas.8 Los estudios de pacientes 
comparando formas clínicas leves y graves, aunque han aportado la mayor 
información, presentan un grupo de debilidades que limitan su relevancia en el 
entendimiento de la enfermedad en el humano. Se reconoce que revisten especial 
significación los estudios realizados en tejidos de fallecidos obtenidos por 
necropsias al ser los más informativos, pero dada la baja tasa de mortalidad de la 
enfermedad y las limitaciones socio-culturales en relación a las prácticas necrósicas 
en múltiples países endémicos, éstos son escasos. Particularmente, los estudios 
publicados que exploran la presencia de mediadores de la respuesta inmune como 
las citoquinas son excepcionales.9  

Por tanto el objetivo de la investigación fue determinar la expresión de las 
citoquinas relacionadas con la inmunopatogénesis del dengue en los tejidos de un 
grupo de casos fatales. Fueron seleccionados tejidos de bazo e hígado por ser 
órganos afectados durante la infección humana por este virus.1 Las afectaciones en 
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estos órganos se han vinculado a la presencia de proteínas o ARN virales en sus 
tejidos.10,11  

En los tejidos estudiados se encontró una expresión predominante de la citoquina 
IFNγ. El IFNγ es una citoquina producida por las células NK y las células T, la cual 
predomina en la circulación y en los órganos.12 Su efecto principal se ejerce sobre 
la activación de las funciones del macrófago tales como la fagocitosis, la 
presentación de antígenos y la secreción de citoquinas, actuando además sobre la 
síntesis de anticuerpos por las células B y la maduración de las células T 
citotóxicas.12 Si tenemos en cuenta que en el momento de la muerte de los 
pacientes de FHD la respuesta inmune adquirida tiene su papel protagónico, 
pudiéramos inferir que la fuente de estas citoquinas sean principalmente las células 
T, sugiriendo el predominio de un patrón de respuesta Th1.  

La expresión de IFNγ en el 100 % de los casos coincide con los niveles elevados de 
esta citoquina en sangre reportado por varios autores.13,14 Trabajos que miden la 
concentración de la citoquina en suero de forma cinética en pacientes de FHD 
describen un máximo de su concentración hacia los días 4-5to del cuadro clínico, 
con un descenso lento posterior. Los casos estudiados en la presente investigación 
fallecen entre el 5to y 6to días del inicio del cuadro clínico, constatándose la 
expresión de esta citoquina en los tejidos, lo cual parece estar en correspondencia 
con los niveles elevados en estos pacientes durante esa fase de la enfermedad.  

Por otra parte, sin embargo, no se detectó la expresión de TNFα en la mayoría de 
los tejidos estudiados. Debemos considerar la cinética de los niveles de TNFα en 
suero o plasma durante la fase aguda de la enfermedad. Existen investigaciones 
que asocian niveles elevados de TNFα a trombocitopenia o a infección secundaria, 
pero no a severidad.15,16 Wang y cols., (2007), por su parte, encontraron niveles 
significativamente mayores en pacientes de FHD que en FD y controles, pero 
restringido a los primeros 3 días del cuadro clínico.17 Luego esta citoquina iba 
declinando en sangre y no se detectaban diferencias en sus concentraciones entre 
las distintas formas clínicas.17  

O sea, los mayores niveles de TNFα descritos en los pacientes graves pudieran no 
coincidir cronológicamente con el momento de la muerte, entre el quinto y sexto 
días del cuadro clínico para la mayoría de los fallecidos. Si además tenemos en 
cuenta que bastan 6 a 24 horas del incremento de las concentraciones de TNFα 
para que se logren causar los cambios histopatológicos y agravamiento clínico en el 
humano,18 pudiera ser explicable entonces la infrecuente expresión de ese gen en 
los tejidos encontrada en este estudio.  

Al comparar la expresión de los genes de citoquinas entre los tejidos de bazo e 
hígado, vemos cómo el ARNm de IFNg en el bazo se detectó en el 100 % de los 
casos de dengue, sin embargo, en el hígado, se demostró solo en uno de los 
fallecidos. Significativamente, en el único caso en que fue detectada la expresión de 
IFNg y TNFα en el tejido hepático, se encontró hepatomegalia en la autopsia, 
pudiendo estar asociada a una infiltración celular y a la respuesta inmune 
aumentada en el órgano.  

El comportamiento tan disímil en la expresión de genes de las citoquinas entre el 
bazo y el hígado de los mismos pacientes pudiera deberse a diferencias sustanciales 
en la histología y función de estos órganos,19,20 además de posibles diferencias en 
el tropismo viral.  

De Macedo y cols. (2006) estudiaron la presencia de TNFα y la IL-2 por 
inmunohistoquímica en muestras de tejidos de fallecidos por dengue. Los autores 
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reportan muy pocas células positivas a estas citoquinas en una observación que 
abarcó hasta 20 lóbulos del órgano. Las células positivas tenían la apariencia de 
células de Kupffer.9  

Teniendo en cuenta que la mayoría de los hepatocitos y células de Kupffer son 
infectadas por el virus dengue durante la enfermedad, llegando a ser hasta un 70 
%,9 debiera esperarse una mayor expresión de citoquinas en este tejido. Sin 
embargo, la baja expresión de TNFα pudiera deberse a un ambiente 
predominantemente anti-inflamatorio o a la toxicidad directa sobre las células de 
Kupffer, que constituyen la principal fuente de citoquinas pro-inflamatorias en este 
órgano.21  

En un estudio de la expresión de citoquinas en hígados de fallecidos por fiebre 
amarilla se encontró la infección de hepatocitos y apoptosis e infiltración de células 
mononucleares a expensas de células T CD4+ principalmente, detectándose 
algunas células que expresaban IFNg, pero la expresión de TNFα fue muy escasa,22 
lo cual es un resultado comparable al nuestro.  

Considerando que la síntesis de citoquinas responde a una red compleja de 
interconexiones y que dicha red frecuentemente involucra varias citoquinas, 
algunas con efectos sinérgicos que se potencian y otras con efectos antagónicos, se 
hace notar la importancia de los estudios en órganos de fallecidos para dilucidar el 
papel de estos mediadores. La inclusión de tejidos controles provenientes de casos 
fallecidos por causas no infecciosas sería de gran utilidad para esclarecer el 
protagonismo de dichos mediadores aparentemente asociados al desenlace fatal del 
dengue grave.  

Los resultados del presente estudio nos permiten inferir el papel del IFNg en la 
patogénesis del dengue. No obstante, la ausencia de la expresión de TNFα en los 
tejidos no excluye su papel como inductor primario de la patogénesis del cuadro 
grave. Además, se demuestra la expresión diferencial de estos mediadores en los 
diferentes órganos de la respuesta inmune.  

Este constituye el primer estudio de la expresión molecular de estas citoquinas en 
los órganos de fallecidos por dengue lo cual aporta al conocimiento de la 
enfermedad.  

Futuros trabajos deberán abordar la cuantificación de estos mediadores empleando 
métodos específicos y sensibles como el PCR en tiempo real, así como determinar 
su ubicación celular por métodos inmunohistoquímicos.  
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