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RESUMEN

OBJETIVO: niveles elevados de TNFα se han vinculado al desarrollo de la forma clínica severa de la infección por dengue. La
producción de óxido nítrico parece estar disminuida en casos con fiebre hemorrágica del dengue al comparar con la fiebre dengue,
sin embargo, no se conoce el papel de estos mediadores en una infección terciaria por el virus. MÉTODOS: la capacidad de las células
sanguíneas de individuos con antecedentes de infección por dengue de producir TNFα y óxido nítrico al ser cultivadas con un
serotipo diferente del virus en una infección terciaria ex vivo, fue medida en los sobrenadantes de cultivo mediante el empleo de
un estuche ELISA comercial y el test de Griess, respectivamente. RESULTADOS: la estimulación con virus dengue indujo la liberación
de altos y variables niveles de TNFα en el sobrenadante de células de sangre total de los individuos estudiados, apoyando el posible
papel del TNFα en la patogénesis de una infección terciaria sintomática por dengue. La síntesis de óxido nítrico, en las
condiciones experimentales estudiadas, no difirió entre casos con historia de fiebre dengue y fiebre hemorrágica del dengue, al
parecer estaba algo inhibida en presencia de anticuerpos heterotípicos. CONCLUSIONES: los niveles diferenciales de síntesis de TNFα
entre individuos pudieran tener implicaciones en el desarrollo de una infección natural terciaria por dengue.
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INTRODUCCIÓN

En los últimos años el dengue se ha convertido
en una importante enfermedad infecciosa emer-
gente en las áreas tropicales y subtropicales del
mundo.1 La infección es causada por 1 de 4
serotipos virales existentes y se manifiesta por 2
formas clínicas: la fiebre dengue (FD) y la fiebre
hemorrágica del dengue/síndrome de choque por

dengue (FHD/SCD). La FHD se asocia general-
mente a una infección secundaria por un serotipo
viral heterólogo al de la primoinfección.2

Varios estudios han defendido el papel de las
citoquinas proinflamatorias, y especialmente de
TNFα, en la inducción de extravasación de plas-
ma, rasgo clínico dominante de la FHD/SCD. Este
fenómeno ha sido atribuido a una disfunción de las
células endoteliales vasculares provocada por esta
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citoquina.3-5 Existen numerosas evidencias de
asociación in vivo de niveles elevados de TNFα y
la enfermedad severa que derivan tanto de estu-
dios que detectan la citoquina en suero o plasma,6,7

como en los que muestran su presencia al nivel de
células mononucleares de sangre periférica de
pacientes.8 Así mismo, se han correlacionado los
niveles aumentados de TNFα con las manifesta-
ciones hemorrágicas9 y del receptor II de TNFα
con trombocitopenia.10 La asociación de un
genotipo particular de TNFα (alelo A en TNF-308)
a la respuesta patogénica en la infección por den-
gue ha sido recientemente reportado.11

Por su parte, el óxido nítrico (ON) es recono-
cido como un importante mensajero intracelular y
extracelular, que se ha asociado a la patogénesis
de fiebres hemorrágicas virales y en especial a la
infección por dengue, por mediar daño de células
endoteliales y posible participación en la génesis
de la extravasación de líquido.12

En el presente estudio sus autores se propu-
sieron evaluar la capacidad de células sanguíneas
de individuos que habían padecido FD o FHD, de
producir TNFα y ON al ser estimuladas ex vivo
con virus dengue.

MÉTODOS

MUESTRA

El estudio se llevó a cabo utilizando sangre
venosa periférica procedente de 30 individuos con
antecedentes de haber padecido infección secun-
daria a virus dengue 2, en la epidemia de Santiago
de Cuba de 1997.13 En todos los casos los indivi-
duos habían padecido una infección primaria vein-
te años antes por dengue 1, en la primera gran
epidemia de dengue clásico ocurrida en Cuba en
1977-1978.14 La muestra se dividió en 2 grupos de
acuerdo con la forma clínica de presentación de la
infección: 15 fiebre dengue y 15 fiebre hemorrágica
por dengue. Los individuos seleccionados fueron
de sexo masculino y estaban comprendidos en un
rango de edad entre 20 y 45 años.

La presencia de anticuerpos neutralizantes en
los sueros de los individuos del estudio fue explo-
rada a los 4 serotipos del virus por ensayo de neu-
tralización,15 se detectaron solo anticuerpos
anti-dengue 1 y dengue 2 en todos los casos.

VIRUS

El virus dengue 3 cepa 116/00 fue crecido en
células Vero inoculadas a una multiplicidad de 0,1.
El sobrenadante de cultivo fue cosechado a las
48 h y clarificado por centrifugación a 6 000 g por
30 min a 4 °C. El título viral se calculó por el
método de placas en células BHK21.16 Se pre-
paró un control antigénico celular en iguales
condiciones sin inoculación del virus.

ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS SANGUÍNEAS
EX VIVO

Se realizó punción de la vena cubital y extracción
de 5 mL de sangre periférica de cada individuo de
la muestra. La sangre se incubó en tubos de 4,5 mL
a razón de 1 mL de sangre por tubo en presencia
de 104 ufp (0,1 mL) de virus dengue 3 infectivo, o
el control celular, por 18 h a 37 °C, 5 % de CO

2
 en

atmósfera húmeda. Pasado este tiempo los
sobrenadantes de cultivo (plasma) fueron cosecha-
dos siguiendo una centrifugación a 300 g y conge-
lados a − 70 °C hasta su uso.

DETERMINACIÓN DE TNFALFA

Se realizó la cuantificación de TNFα en los
sobrenadantes de cultivo mediante un estuche
comercial de ELISA tipo sandwich (R&D
system). Los resultados fueron expresados en
pg/mL.

DETERMINACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO

Los niveles de ON en sobrenadantes de cultivo
fueron determinados por la acumulación de nitritos
con el empleo de la reacción calorimétrica de
Griess.17 Brevemente, 50 mL del sobrenadante de
cultivo fueron mezclados con igual volumen de una
mezcla de nitrato reductasa 2 U/mL (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), NADPH 1,72 mM
(Sigma), FAD 0,22 mM (Sigma), Tampón fosfato
pH 7,5 y 100 mL de reactivo Griess (1 % sulfanila-
mida/0,1 % naftilenediamina dihidroclorito/2,5 %
H

3
PO

4
). Tras 10 min de incubación a temperatura

ambiente se leyó la densidad óptica (DO) en un
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lector de microplacas (UV MAX Kinetic
microplate reader, DYNEX Technologies, Inc.)
a una absorbancia de 540 nm. La concentración
de nitrito se determinó usando una curva estándar
de nitrito de sodio. La sensibilidad aproximada del
ensayo fue de 1 mM. Los resultados fueron ex-
presados por la concentración neta de nitritos dada
por la diferencia [concentración de nitritos en cul-
tivo con virus dengue] - [concentración de nitritos
en cultivo con control celular].

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados obtenidos en los 2 grupos de la
muestra (FD y FHD) fueron comparados por la
prueba T de Student usando el programa GraphPad
sobre Windows (Versión 2.00, 1995).

RESULTADOS

DETERMINACIÓN DE TNFALFA

Los resultados obtenidos se aprecian en la
figura 1, donde se exponen la media y desviación
estándar de los valores de concentración de TNFα
de ambos grupos de estudio en el cultivo con el
virus dengue 3 y con un control de células Vero.

VD: virus dengue, CC: control celular, FD: fiebre dengue, FHD:
fiebre hemorrágica de dengue.

Fig. 1. Niveles de TNFα en sobrenadantes de cultivo de células
de sangre total de individuos con antecedentes de FD y FHD en
presencia de virus dengue.

En general se detectó la liberación de TNFα de

células sanguíneas tras el cultivo con el virus. Las
células de sangre total de 70 % de los casos
produjeron, en presencia del virus dengue, una
concentración de TNFα que triplicó la detectada
en los cultivos con control de células Vero y en

30 % de los individuos fue capaz de sextuplicar
los niveles del control. Solo 4 casos no llegaron a
duplicar los valores de TNFα en presencia del
virus. Aunque la media de los niveles de la

citoquina en el cultivo de los individuos que su-
frieron FHD fue mayor que la de los casos de
FD, las diferencias no fueron estadísticamente
significativas.

DETERMINACIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO

Los niveles de ON en sobrenadantes de cultivo
se muestran en la figura 2. El índice de ON fue
bajo en la mayoría de los casos. Aunque el cultivo
de algunos casos con historia de FD mostró mayores

niveles de ON en presencia de virus, la diferencia
con el grupo de FHD no fue significativa. Los
índices oscilaron en algunos casos cercanos al valor
de 0 o por debajo de este, lo que sugiere un efecto
inhibidor del cultivo en presencia del virus sobre la

producción de ON en esos individuos.

VD: virus dengue, CC: control celular, FD: fiebre dengue, FHD:
fiebre hemorrágica de dengue.

Fig. 2. Niveles de ON en sobrenadantes de cultivo de células de
sangre total de individuos con historia de FD o FHD.
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DISCUSIÓN

Los monocitos parecen ser la población
celular más permisible para la replicación del
virus dengue.18 Varios grupos han realizado estu-
dios acerca de los efectos de la infección viral
sobre estas células y la participación de factores
secretados por ellas en la fisiopatología de la
enfermedad severa por dengue.3-6 Además de los
monocitos, los linfocitos T CD4+ son capaces de
secretar TNFα al exponerse a antígenos de virus
dengue in vitro.19 Estudios con células humanas y
líneas celulares en cultivo, así como de infección
experimental en modelo murino,20,21 han sugerido
la participación del TNFα en la patogénesis de la
infección por dengue.

La predisposición de un humano a sufrir un
cuadro clínico grave en el desarrollo de una
infección terciaria por dengue no ha sido sufi-
cientemente estudiada, esta había sido asociada
a formas leves de la enfermedad. Por primera vez
en Cuba se reporta que 15 % de los casos de FHD
durante la epidemia de dengue 3 de Ciudad Habana,
2001, habían sufrido previamente infecciones por
virus dengue 1 y dengue 2.22 Es por esto que en
este estudio se exploró si existían diferencias
entre individuos con FD o FHD en su capacidad
de producir TNFα cuando sus células sanguíneas
fueran estimuladas con virus dengue ex vivo si-
mulando una infección terciaria. La situación
epidemiológica extraordinaria de Cuba permite
lograr una muestra homogénea de individuos con
similar historia de infecciones naturales por dengue.
Partiendo del conocimiento de que variables como
serotipo infectante, secuencia de infecciones e in-
tervalo entre estas, constituyen factores de riesgo
conocidos en la patogenia de la FHD,23 la posibili-
dad de controlar estas variables otorga un elevado
rigor a los resultados en una investigación.

Estudios previos cultivan células mononucleares
de sangre periférica humana con virus dengue para
determinar niveles de citoquinas inducidas.24,25 En
el presente estudio se consideró conveniente dise-
ñar el experimento con el empleo de sangre total
para reproducir en lo posible el ambiente natural
en que ocurre la infección in vivo. La presencia
de anticuerpos anti-dengue a los títulos reales es
importante para un estudio de esta naturaleza, pues

se conoce que tanto la neutralización como la
amplificación viral dependiente de anticuerpos
(ADA) son fenómenos que modifican los niveles
de inducción de citoquinas en las células del sistema
inmune durante la infección por dengue.26 De esta
forma, una infección secuencial (secundaria o ter-
ciaria) pudiera inducir un aumento de la liberación
de citoquinas pro-inflamatorias como el TNFα.

En el presente estudio no se constataron
diferencias significativas en los niveles de TNFα
entre los 2 grupos estudiados. Esto pudiera expli-
carse porque ambos grupos comparados son indi-
viduos que sufrieron una infección secundaria y
por tanto, simulan una infección terciaria ex vivo
al nuevo serotipo dengue 3. La exposición de las cé-
lulas inmunes a un tercer virus implica que los an-
ticuerpos heterotípicos anti-dengue 1 y dengue 2,
pudieran, en alguna medida, neutralizar el serotipo
3 dada su reactividad cruzada.

En esta simulación de infección terciaria en
cultivo, el virus dengue indujo una importante libe-
ración de TNFα en ambos grupos. Sin embargo,
la desviación estándar mostró valores elevados, lo
cual indica grandes diferencias en los niveles de
concentración de la citoquina en el sobrenadante
de cultivo entre los individuos de un mismo grupo.
La variable producción de TNFα en las condiciones
experimentales pudiera asociarse a una diferencial
susceptibilidad a padecer una infección natural
terciaria con diferente presentación clínica. Una
hiperinducción de TNFα implicaría, en ese caso,
una infección terciaria natural severa y por el con-
trario, una producción disminuida de esta citoquina
vincularse a la forma asintomática de la infección.

Al analizar la producción de ON por las células
sanguíneas ante la presencia del virus dengue, se
observó un efecto de aparente inhibición en
ambos grupos de estudio. La presencia de
anticuerpos heterotípicos en la sangre de los indi-
viduos pudo haber mediado una supresión de la
enzima ON sintasa a través de la infección media-
da por receptores Fc de las células diana, como se
reportó recientemente en células de línea
monolítica.24 Este efecto inhibidor pudiera ser el
responsable de los niveles disminuidos de ON en
el suero de pacientes que desarrollaron la forma
clínica severa.27

La inhibición de la replicación viral por el ON
parece ser de importancia para algunas infeccio-
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nes virales que resultan en un aclaramiento viral
más eficiente y mejor recuperación.28,29 También
en el dengue se ha demostrado que suprime la
producción de ARN y proteínas virales en las
células infectadas.30 Aunque la producción exce-
siva de ON tiene consecuencias patológicas, la
supresión de su producción también puede dar
lugar a efectos indeseables: en varias enfermedades
vasculares se describe una reducción de la actividad
de ON del endotelio como la causa principal del
daño vascular.31 Una disminución de la producción
de este mediador en la infección secundaria por
dengue pudiera asociarse al daño endotelial propio
de la FHD/SCD. Por otra parte, sería inhibido su
papel antiviral vinculado a protección, que favorece
la diseminación de la infección y la evolución hacia
la gravedad.

Futuros estudios deberán continuar realizán-
dose para demostrar la asociación de la infección
secuencial y los niveles de TNFα y ON en humanos,
lo cual tiene implicaciones importantes en el co-
nocimiento de la patogenia de la enfermedad. La
investigación en el campo de la inmunopatogenia
del dengue es prioritaria por su alcance en el diseño
de vacunas contra la enfermedad.

TNFααααα and nitric oxide ex vivo production by blood cells
due to dengue virus

ABSTRACT

OBJECTIVE: High TNFα levels have been associated with
the development of severe forms of dengue virus
infection. The NO production seems to be lower in
dengue hemorrhagic fever cases compared to dengue
fever cases. However, the role of those mediators in the
tertiary dengue infection has not been discovered yet.
METHOD: The ability of whole blood cells from
individuals with a history of dengue infection of
producing TNFα and Nitric oxide (NO) when cultured
with a different serotype of dengue virus mimicking an
ex vivo tertiary infection, was measured in the culture
supernatants by using a standard ELISA kit and Griess
test, respectively. RESULTS: Dengue virus stimulation
induced the release of very high and variable TNFα
levels in whole blood cells supernatant, thus supporting
the possible role of this cytokine in the pathogenesis of
a symptomatic tertiary dengue infection. In these
experimental conditions, there was no difference in the
NO synthesis between DF and DHF cases, showing an
apparent inhibition due to heterotypic antibodies.
CONCLUSIONS: The dispersion of TNFα levels among

individuals could have some effects on the development
of a tertiary natural dengue infection.

Key words: Dengue, TNFα, nitric oxide.
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