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Listado de Abreviaturas 

 

AcM: anticuerpos monoclonales  

AcP: anticuerpos policlonales  

ADE: inmuno-amplificación dependiente de anticuerpos del inglés antibody-dependent 

enhacement 

ADN: ácido desoxirribonucleico  

Arbovirus: enfermedades transmitidas por artrópodos del inglés arthropode-borne 

viruses 

ARN: ácido ribonucleico  

ALAT: alanina aminotransferasa  

ASAT: aspartato aminotransferasa  

BSA: albumina de suero bovino del inglés bovine serum albumin 

Caspasas: del inglés cysteinyl-aspartate-cleaving proteases 

CE: células endoteliales  

CIGB: Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología  

CMSP: células mononucleares de sangre periférica  

DCSA: dengue con signos de alarma  

DG: dengue grave  

DM: diabetes mellitus 

DSSA: dengue sin signos de alarma  

ELISA: ensayos inmunoenzimáticos sobre fase sólida del inglés enzime linked 

immunosorbent assay 

FasL: ligando de Fas del inglés Fas ligand 

FFIP: fijados en formalina e incluidos en parafina  

FD/FHD/SCD: fiebre dengue/fiebre hemorrágica del dengue/síndrome de choque por 

dengue  

HLA: antígenos leucocitarios humanos del inglés human leukocyte antigen 

IHQ: inmunohistoquímica  

IFN: interferon/es 

IPK: Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí”  

MAC-ELISA: del inglés IgM antibody capture ELISA 

MCP-1: proteína quimo-atrayente de monocitos 1 del inglés monocyte chemoattractant 

protein-1 



MEI: método de ELISA de inhibición  

MET: microscopía electrónica de transmisión  

NS: proteínas no estructurales del inglés non structural 

OMS: Organización Mundial de la Salud  

PBS: solución tampón salina fosfatada del inglés phosphate buffer saline  

RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa del inglés reverse transcription-

polimerase chain reaction 

TNF: factor de necrosis tumoral del inglés tumor necrosis factor 

TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF del inglés tumor necrosis 

factor-related apoptosis-inducing ligand 

TUNEL: marcaje por dUTP de extremos finales cortados mediado por Transferasa 

deoxinucleotídica Terminal del inglés Terminal deoxynucleotydil Transferase-mediated 

dUTP nick-end labeling 

VDEN: virus dengue   

VEGF: factor de crecimiento de células endoteliales vasculares del inglés vascular 

endothelial cell growth factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

SÍNTESIS 

En la compleja fisiopatología del dengue se ha sugerido la participación de la apoptosis. 

En este trabajo se correlacionó la concentración plasmática de cuatro proteínas 

apoptóticas con el recuento de las células sanguíneas de pacientes brasileños con dengue 

y además se detectó apoptosis en tejidos de fallecidos cubanos por dengue. Se 

cuantificaron tres proteínas proapoptóticas (TNF-α, FasL, TRAIL) y una antiapoptótica 

(Survivin) en pacientes brasileños con dengue. La concentración en el plasma de las 

proteínas apoptóticas estudiadas no se asoció en todos los pacientes con la nueva 

clasificación clínica de dengue de la Organización Mundial de la Salud. Sin embargo, se 

encontró una disminución del TRAIL en los pacientes con dengue grave. La correlación 

de la concentración de proteínas apoptóticas con el recuento de células sanguíneas de 

los pacientes sugiere que el TRAIL induce apoptosis de linfocitos y que en cambio el 

Survivin brinda protección contra la apoptosis de leucocitos. El aumento del TRAIL se 

correlacionó con el aumento del número de plaquetas. Hasta donde conocemos, no se 

habían correlacionado anteriormente el TRAIL y el Survivin con el recuento de células 

sanguíneas de pacientes con dengue. Por otro lado, se detectaron células apoptóticas 

mediante el marcado de ADN nuclear fragmentado o microscopia electrónica en cortes 

de tejidos de siete casos cubanos fatales por dengue. Este es el estudio que por primera 

vez demuestra apoptosis en células endoteliales de la micro-vasculatura y en células 

cerebrales de fallecidos por dengue. Los resultados obtenidos sugieren que la apoptosis 

está implicada en la fisiopatología del dengue.  
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I. INTRODUCCIÓN   

 

I.1 Antecedentes 

Actualmente el dengue es considerado la enfermedad viral transmitida a humanos por 

artrópodos (mosquitos del género Aedes aegypti) de mayor importancia mundial en 

términos de morbilidad y mortalidad. Esta enfermedad se informa en 128 países del 

Sudeste Asiático, Pacífico Occidental, África, Mediterráneo Oriental y las Américas (1-

3). Solo en la región de las Américas, entre los años 2001 al 2007, se informó el dengue 

en más de 30 países y el país que más informó continuó siendo Brasil con más del 70% 

de los casos (1, 4, 5).  

En este contexto regional tan complejo Cuba ha trabajado durante años para mantener al 

país libre de transmisión. Para ello cuenta con programas de vigilancia clínico-

epidemiológica y de control del vector. No obstante, en Cuba han ocurrido grandes 

epidemias como en los años 1977 y 1981. En el año 1997 la epidemia se localizó en el 

municipio de Santiago de Cuba y en el año 2001 en La Habana (6, 7). Después del año 

2001 ha ocurrido transmisión de dengue como la epidemia del año 2006 en La Habana 

(6, 8, 9). 

El dengue es causado por cualquiera de los cuatro serotipos del virus dengue (VDEN-1,-

2,-3,-4) y puede causar desde una infección benigna, llamada fiebre dengue (FD) hasta 

la forma más severa conocida como fiebre hemorrágica del dengue/síndrome de choque 

por dengue (FHD/SCD) según la clasificación clínica tradicional de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) (10). Esta clasificación se usa hace más de 30 años, sin 

embargo, debido a la complejidad de su aplicación la OMS propuso una nueva 

clasificación en el 2009: dengue sin o con signos de alarma (DSSA y DCSA) y dengue 

grave (DG) (1). 
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La fisiopatología multifactorial del dengue no está completamente esclarecida a pesar 

del incremento de las investigaciones sobre esta enfermedad. Sin embargo, existen 

estudios que indican la interacción de diferentes factores del virus y del hospedero 

durante la infección. Entre estos factores se encuentran la inmuno-amplificación 

dependiente de anticuerpos (11), la activación de células T de memoria (12), el serotipo 

viral infectante (13), la hiper-producción de citocinas y mediadores solubles 

proinflamatorios (14, 15), la co-morbilidad (16) y la genética del individuo (17). Dentro 

de este complejo contexto, existen también evidencias de la participación de la 

apoptosis en la fisiopatología del dengue (18-20).  

La apoptosis es la forma fundamental de muerte celular programada. Este evento celular 

participa en la homeostasis y está implicado en un gran número de enfermedades (21). 

Existen dos vías fundamentales de inducción de apoptosis que están estrechamente 

vinculadas: la vía de los receptores de muerte celular o apoptosis extrínseca y la vía 

mitocondrial o apoptosis intrínseca. La vía de los receptores de muerte celular se activa 

cuando alguno de los tres ligandos, miembros de la super-familia del factor de necrosis 

tumoral o TNF (del inglés tumor necrosis factor), se une a alguno de sus receptores 

sobre las células. Estos tres ligandos son el ligando de Fas (FasL, del inglés Fas ligand), 

TNF-α y el ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF o TRAIL (del inglés tumor 

necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) (22).  

Las caspasas (del inglés cysteinyl-aspartate-cleaving proteases) son proteasas celulares 

esenciales en el inicio y ejecución de las dos vías de la apoptosis. En la compleja 

regulación de la apoptosis tiene un papel relevante una familia de inhibidores de 

apoptosis que precisamente inhiben las caspasas. Uno de los principales miembros de 

esta familia es el Survivin (23).  

Se han realizado estudios in vitro que muestran la inducción de apoptosis en diferentes 

cultivos de células por la replicación del VDEN (24-27). Este fenómeno de apoptosis se 

ha relacionado a las proteínas estructurales de membrana (28) y de cápside (29) y a las 

proteínas no estructurales NS2B y NS3 del VDEN (30), a anticuerpos antidengue con 

reacción autoinmune en pacientes (31-33) y al TNF-α del suero de pacientes con dengue 

(34). También existen modelos en ratones con infección por VDEN que muestran la 

inducción de apoptosis por la replicación viral en el sistema nervioso central (35) y en 

células endoteliales (CE) vasculares de tejidos subcutáneos (36).  
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Por otra parte, en pacientes con dengue se ha demostrado un incremento de la apoptosis 

en los linfocitos circulantes (19) y un aumento de la expresión de los genes 

proapoptóticos en las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) (37-39). 

Además, se ha asociado la FHD/SCD con una mayor cantidad de CMSP apoptóticas 

(20, 40) probablemente debido a niveles elevados en el plasma de la citocina 

proinflamatoria TNF-α (40) y del receptor soluble de la proteína proapoptótica Fas (20). 

El TRAIL se encontró aumentado en el suero de pacientes con dengue cuando se 

comparó con pacientes febriles sin dengue (41).  

Además de los estudios de apoptosis en células infectadas in vitro por VDEN y en casos 

con dengue, se han realizado investigaciones en tejidos de fallecidos por por esta 

enfermedad. Inicialmente esta apoptosis en tejidos de casos con dengue se describió  en 

cortes de hígado en dos estudios por medio de la técnica de marcaje por dUTP de 

extremos finales cortados mediado por Transferasa deoxinucleotídica Terminal o 

TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotydil Transferase-mediated dUTP nick-end 

labeling) (42, 43).  

A pesar de los múltiples estudios realizados in vitro, en animales de experimentación y 

en casos con dengue, no se comprende totalmente la relación de la apoptosis con la 

fisiopatología del dengue. En la actualidad no está completamente aclarada cómo la 

interacción entre las proteínas pro y antiapoptóticas está relacionada con la gravedad del 

dengue. Además, no se ha estudiado la apoptosis en casos con dengue utilizando la 

nueva clasificación de dengue de la OMS (1). Por otra parte, no existen evidencias de 

apoptosis en tejidos no hepáticos de casos con dengue ni tampoco la apoptosis se ha 

estudiado en tejidos de casos fatales por dengue mediante microscopia electrónica de 

trasmisión (MET).  

 

I.2 Hipótesis 

“Las proteínas apoptóticas circulantes y la apoptosis en diferentes tejidos contribuyen a 

la fisiopatología del dengue”. 
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I.3 Objetivos 

Objetivo General: 

 Determinar la posible implicación de la apoptosis en la fisiopatología de la 

enfermedad causada por el virus dengue. 

 

Objetivos Específicos: 

 Determinar la concentración plasmática de las proteínas apoptóticas TNF-α, 

FasL, TRAIL y Survivin en pacientes con dengue no grave y con dengue grave. 

 Definir las relaciones entre las concentraciones de las proteínas apoptóticas 

plasmáticas con los datos clínicos y las células sanguíneas de los pacientes con 

dengue. 

 Determinar la presencia de apoptosis en diferentes tejidos de los casos fatales 

por dengue. 

 Identificar la relación entre la apoptosis en diferentes tejidos con los datos 

virológicos y clínico-patológicos de los casos fatales por dengue. 

 

I.4. Novedad científica  

 Este trabajo constituye el primero en el mundo que evalúa proteínas apoptóticas 

circulantes en pacientes usando la clasificación clínica reciente de dengue de la 

OMS. 

 Es la primera investigación a nivel internacional que estudia la asociación de las 

concentraciones en la circulación sanguínea de dos proteínas apoptóticas, FasL y 

Survivin, con el dengue. 

 El presente estudio de apoptosis en tejidos de casos con dengue, el más amplio 

publicado hasta el momento en la literatura mundial,  describe por primera vez 

las implicaciones de la apoptosis en células cerebrales y en CE de la micro-

vasculatura con el dengue.   
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I.5 Valor teórico y práctico   

 Se presentan las probables implicaciones de cuatro proteínas circulantes 

relacionadas a la apoptosis y de diferentes células apoptóticas con la 

fisiopatología del dengue.  

 Esta investigación contribuye a evaluar posibles bio-marcadores de la gravedad 

del dengue cuando aún no se dispone de bio-marcadores circulantes robustos del 

pronóstico de esta enfermedad. 

 El presente trabajo explora las posibles funciones inmuno-reguladoras y 

antivirales de proteínas circulantes durante el dengue que podrían constituir la 

base de una futura terapéutica específica para las formas más graves de dicha 

enfermedad. 

 El hallazgo en tejidos humanos específicos de los virus causantes del dengue 

contribuye al diseño y empleo de drogas antivirales contra el dengue.  
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

II.1 Virus dengue: clasificación, estructura y replicación 

El género Flavivirus, de la familia Flaviviridae, agrupa muchos virus que producen 

enfermedades transmitidas por artrópodos o arbovirosis (del inglés arthropode borne 

viruses). Entre los flavivirus se encuentra el VDEN que está representado por cuatro 

serotipos (VDEN-1 al 4). Los viriones maduros son partículas esféricas de 40-60 nm de 

diámetro cubiertas por una bicapa lipídica. La nucleocápside contiene una molécula de 

ARN de simple cadena, lineal, con orientación positiva y de aproximadamente una 

longitud de 11 kilobases (44, 45).  

La molécula de ARN codifica para una larga poliproteína de más de 3 000 aminoácidos  

conformada por 10 proteínas virales. Entre estas se encuentran tres proteínas 

estructurales: la proteína de la cápside y las dos proteínas de superficie, membrana y 

envoltura. Además de siete proteínas no estructurales (NS) (del inglés non structural) 

denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 respectivamente (44-46). 

Se han descrito diferentes receptores celulares de VDEN a los que se une la proteína de 

la envoltura viral para realizar la penetración mediante endocitosis. Al inicio ocurre 

traducción de las cadenas positivas de ARN del virus que actúan  también como un 

ARN mensajero. Luego se cambia a la síntesis de cadenas negativas intermediarias que 

son empleadas como molde de síntesis de novo de moléculas de cadenas positivas de 

ARN que pueden ser usadas para la traducción de proteínas virales, síntesis de cadenas 

negativas o ser encapsidadas para la formación de nuevos viriones. La replicación viral 

parece ocurrir asociada a membranas, probablemente a través de la interacción de 

regiones hidrofóbicas de las NS, en la región peri-nuclear de la célula (45, 47). 
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II.2 El dengue como un problema de salud mundial 

En la actualidad el dengue es endémico o epidémico en casi todos los países tropicales 

del sudeste asiático, África, Pacifico occidental, América y mediterráneo occidental. Se 

estima que cada año ocurren de 50 a 100 millones de infecciones, 500 000 casos de 

FHD/SCD que se hospitalizan y más de 20 000 muertes. Es así que se considera al 

dengue como la arbovirosis que más enfermedad y muerte causa y por tanto la más 

importante en el humano (48-50). 

Sin embargo, debido a dificultad en el diagnóstico y falta de datos confiables es difícil 

conocer con exactitud la distribución real del dengue a nivel global. Por estas razones se 

realiza en la actualidad un mapa basado en evidencias de la distribución de dengue. 

Recientemente autores de ese trabajo informaron evidencias de dengue en 128 países, 

36 países más de lo reportado anteriormente, lo que produjo un estimado preliminar de 

3,97 mil millones de personas en riesgo de contraer el dengue a nivel mundial (3). Es 

decir, un poco más de la mitad de la población mundial (51).  

En las Américas la interrupción de la trasmisión de dengue durante los años sesenta e 

inicio de los setenta constituyó un resultado de la campaña de erradicación del Aedes 

aegypti en la región. Sin embargo, la vigilancia del vector y las medidas de control no 

se continuaron y ocurrió la reinfestación. Como consecuencia ocurrieron epidemias de 

dengue en el Caribe, América Central y América del Sur (52). Actualmente, los cuatro 

serotipos del VDEN circulan en la región y los casos de dengue aumentaron en las 

últimas tres décadas (1).  

 

II.2.1 Epidemias de dengue en Brasil  

En Río de Janeiro se describieron epidemias de dengue en los años 1846, 1847, 1848 y 

1886. Más tarde en el año 1904, el profesor brasileño Oswaldo Cruz inició una campaña 

que permitió la erradicación del mosquito Aedes aegypti en todo Brasil en el año 1955. 

Sin embargo, ocurre la reintroducción de este mosquito en la década del 70 que permite 

en el año 1981 la primera epidemia de cerca de 11 000 personas por VDEN-1 y VDEN-

4 en Boa Vista en la región Amazónica. No hubo dispersión hacia el resto del país (53).  
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El dengue se convirtió en un problema de salud pública en Brasil a partir del año 1986 

con la introducción del VDEN-1 en el estado de Río de Janeiro y su diseminación para 

las regiones nordeste y centro-oeste del país (54). La trasmisión era tan intensa en dicho 

estado que se estimó más de un millón de personas infectadas entre los años 1986 y 

1987 (55, 56). La situación se agravó en el año 1990 por la introducción del VDEN-2 en 

el mismo estado (57).  

En el año 1998 Brasil era responsable del 85% de casos notificados de dengue en las 

Américas y la incidencia alcanzó 345.7 casos por 100 000 habitantes. Se informó la  

introducción del VDEN-3 en el año 2002 en el estado de Río de Janeiro que al 

dispersarse rápidamente por el territorio brasileño transformó al país en hiper-endémico 

de esta enfermedad (58, 59).  

Entre los años 2003 y 2005 disminuyeron los casos notificados de dengue en el estado 

de Río de Janeiro. Sin embargo a partir del año 2007 se observó una reemergencia del 

VDEN-2 que causó una grave epidemia en el 2008 con un total de 259 392 casos de los 

734 384 casos notificados en Brasil (5).  

Después en el año 2010 se confirmó la reemergencia del VDEN-4 en el estado de 

Roraima de la región norte de Brasil (60) y luego en el estado de Río de Janeiro (61). En 

Brasil durante el año 2011 se demostró el aislamiento de los cuatro serotipos del VDEN 

con un predominio del serotipo 1 (62).  

 

II.2.2 Epidemias de dengue en Cuba 

En el año 1977 se informó en Cuba la primera gran epidemia de dengue con más de 500 

000 casos causada por VDEN-1 pero sin casos graves (63). Luego en año 1981 se 

produjo una segunda epidemia causada por VDEN-2 con una inusual severidad. Se 

notificaron 344 203 casos, de los cuales 10 312 se clasificaron como FHD/SCD y 158 

casos fatales que incluían 101 niños y 57 adultos (64). Se confirmó que la infección 

secundaria constituye un factor de riesgo fundamental pues la mayor parte de los casos 

severos se observaron en individuos que previamente se infectaron con VDEN-1 (65).  
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Luego se estableció una campaña de lucha contra el Aedes aegypti,  además de un 

sistema de vigilancia nacional, que impidió la transmisión endógena de VDEN en Cuba. 

Sin embargo, en el año 1997 en el municipio de Santiago de Cuba ocurrió una epidemia 

por VDEN-2 más severa que la epidemia del año 1981 (66). Se confirmaron 3012 casos, 

205 de ellos clasificados como FHD/SCD y 12 casos fatales en adultos.  

En dicha epidemia se presentó nuevamente la infección secundaria como factor de 

riesgo principal en el desarrollo de la forma más severa de la enfermedad. De hecho, se 

demostró la infección secundaria en 11 (92%) de los 12  fallecidos y en el 98% de los 

casos de FHD/SCD (67-69). Cuba representó un escenario epidemiológico único para 

demostrar este factor de riesgo tras un largo período de 20 años teniendo en cuenta que 

el VDEN-1 circuló en Cuba entre los años 1977 y 1979 (68, 70, 71). 

Luego de la epidemia de Santiago de Cuba no se informaron más casos de dengue hasta 

el año 2000. En dicho año se comprobó un pequeño brote en La Habana por VDEN-3 y 

VDEN-4, con 138 casos y sin fallecidos. Sin embargo, meses más tarde se describió en 

la misma ciudad otro brote de mayor envergadura debido a VDEN-3. Se informaron 12 

889 casos, 78 casos de FHD/SCD y 3 fallecidos adultos. Además, se produjeron algunas 

transmisiones locales en cinco provincias del país. Nuevamente la infección secundaria 

se demostró en el 95% de los casos de FHD/SCD. Parte de estos pacientes podrían 

haber desarrollado su infección primaria durante las epidemias de VDEN-1 en el año 

1977 o de VDEN-2 en el año 1981 (7, 72). 

Después del año 2001 ocurrió transmisión de dengue en Cuba como la causante de la 

epidemia del 2006 en La Habana (6, 8, 9). 

 

II.3 Fisiopatología del dengue 

A pesar de que la fisiopatología del dengue no está completamente esclarecida, se 

acepta que es multifactorial. En esta compleja interacción multifactorial participan 

factores del virus y del hospedero que pueden conducir al dengue grave y hasta la 

muerte. 
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II.3.1 Factores del virus 

Los cuatro serotipos del VDEN son antigénicamente distintos y presentan 

características genéticas diferentes. Por ejemplo, la viremia y antigenenia por la proteína 

NS1 son mayores en las infecciones por VDEN-2 que por VDEN-1 en niños (73, 74). 

Otro estudio prospectivo sugiere que niños hospitalizados con infecciones por VDEN 

debido a los serotipos 2 y 3 presentan dos veces más probabilidad de desarrollar FHD 

que niños infectados con VDEN-4 (75).  

 

II.3.2 Factores del hospedero 

El hecho de que solo una pequeña proporción de individuos con infección secundaria 

por VDEN presentan una enfermedad grave demuestra que otros factores no virales 

están relacionados al curso clínico de la infección. Estos factores son edad, género, 

susceptibilidad genética, co-morbilidad y la respuesta inmune (76, 77).  

Es importante el factor de la edad, en una epidemia cubana por el VDEN-2 la morbi-

mortalidad era mucho mayor en niños que en adultos (78). Este fenómeno también se 

demostró en el Sudeste Asiático (79, 80). Por otro lado, el género femenino se describió 

como un factor de riesgo para dengue en Asia (80, 81).  

Estudios epidemiológicos en Cuba (82) y en Haití (83) sugieren que las personas de 

ascendencia africana son menos susceptibles a las manifestaciones graves de dengue. 

Algunos genes de los antígenos leucocitarios humanos o HLA (del inglés human 

leukocyte antigen) podrían estar asociados con protección o susceptibilidad a la 

infección por VDEN según estudios en Cuba (84), México (85) y Vietnam (86) debido a 

que los antígenos virales son presentados a las células T en el contexto de las proteínas 

HLA clases I y II.  

Son también significativos los diferentes polimorfismos genéticos relacionados con 

menor resistencia o vulnerabilidad a la infección por VDEN (17). Entre los 

polimorfismos involucrados se destaca el asociado al receptor Fc que participa en la 

entrada de los VDEN unidos a anticuerpos antivirales en las células diana (87) y el 

asociado al receptor viral sobre las células dendríticas llamado CD209 (88). También el 
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polimorfismo del gen de TNF-α, alelo TNF-308A, se relacionó con la mayor 

susceptibilidad al dengue grave en Cuba (89) y Venezuela (90), pero no en Vietnam 

(87).    

Las enfermedades crónicas no infecciosas igualmente pueden tener influencia en la 

enfermedad por VDEN. Los estudios en Cuba demuestran que los casos graves y fatales 

por dengue son más frecuentes en personas con anemia de células falciformes (91). Se 

describe también un número mayor de casos fatales por dengue en pacientes con 

antecedentes de diabetes mellitus (DM) y asma bronquial en Cuba (91), Brasil (16), 

Puerto Rico (92) y Singapur (93). En una serie de casos fatales por dengue de Singapur 

se encontró DM en seis de los nueve fallecidos estudiados (93).  

La activación de la respuesta inmune durante la infección por VDEN está relacionada al 

intento de eliminar el virus. Sin embargo, una respuesta inadecuada conduce al 

compromiso de  diferentes componentes y células de la inmunidad innata y adaptativa 

(94).  

La infección secundaria por un serotipo diferente de VDEN es considerada un 

importante factor de riesgo de dengue grave (7, 94). La explicación fundamental para 

este riesgo aumentado es que los anticuerpos no neutralizantes de reactividad cruzada, 

causados por una infección primaria, se unen al virus y tienen mayor potencial para 

infectar las células diana, principalmente las de la línea monocito-macrofago que 

presentan receptores Fc. Este fenómeno llamado inmuno-amplificación dependiente de 

anticuerpos o ADE (del inglés antibody-dependent enhancenent) se propuso 

inicialmente en el año 1977 por Halstead y O´Rourke (95, 96) y luego se apoyó en 

estudios epidemiológicos realizados principalmente en Cuba (68, 97).    

Las citocinas pueden contribuir al control de la infección viral por diversos mecanismos 

de activación, diferenciación y proliferación de células inmunes o por su acción 

antiviral (98). Sin embargo, en algunos individuos con infección secundaria por dengue 

se detecta en la circulación una hiper-producción de citocinas y otras moléculas 

proinflamatorias (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, interferones o IFN, proteínas del 

sistema de complemento) principalmente procedentes de células T, monocitos, 

macrófagos y CE (células endoteliales). Este fenómeno es conocido como tormenta de 

citocinas y se piensa está relacionado a la hiper-permeabilidad del endotelio vascular 
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que permite el paso de plasma al espacio extravascular. A consecuencia de esta 

extravasación plasmática son observadas manifestaciones clínicas de ascitis (cavidad 

abdominal) y derrame pleural (pulmones) en el dengue grave (94, 99). 

El TNF-α es una de las citocinas más estudiadas en el dengue. Sin embargo, la relación 

de esta citocina proinflamatoria con la gravedad del dengue no está esclarecida. 

Mientras unos trabajos asocian la elevación en la circulación del TNF-α con la FHD 

(14, 100, 101), otros estudios no encuentran la misma asociación (15, 39, 102-104). Es 

muy probable que las citocinas participen de forma sinérgica en la hiper-permeabilidad 

vascular y otras manifestaciones clínicas importantes del dengue, sin embargo, la 

interacción dinámica de ellas tiene que ser aclarada todavía. 

Las células T CD4+ y CD8+ reconocen péptidos específicos de los VDEN en el 

contexto de las moléculas de HLA de las células presentadoras de antígenos. Estas 

células  responden con proliferación celular, lisis de las células infectadas y producción  

de una variedad de citocinas como los IFN que tienen acción antiviral. Estos 

mecanismos teóricamente deberían restringir la replicación viral y frenar el desarrollo 

del dengue (94). De hecho, las células T CD8+ (105) y CD4+ (106) protegen a ratones 

de la infección por VDEN. Otro estudio en humanos indica que la presencia de células 

T CD4+ es mayor en pacientes que experimentan una infección secundaria sub-clínica 

que en pacientes que tienen una infección secundaria sintomática (107).  

La reducción de los niveles circulantes de componentes asociados a la activación del 

sistema de complemento en pacientes con la forma grave del  dengue sugieren que este 

sistema está relacionado con la fisiopatología de la enfermedad (108). Particularmente, 

se postuló que la proteína viral NS1 viral provoca una activación excesiva del sistema 

de complemento que induce la hiper-permeabilidad vascular (109). También se ha 

descrito que la NS1 puede interferir en las vías de activación del sistema de 

complemento y así disminuir la eliminación del virus (110).  
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II.3.3 Hallazgos patológicos  

Existen trabajos que brindan información importante sobre la histopatología de la 

FHD/SCD. En el examen histopatológico se observa extravasación de plasma, edema 

peri-vascular y eritrocitos. El bazo y los ganglios linfáticos muestran proliferación de 

células linfoides maduras y elementos plasmocitoides. Las lesiones hepáticas consisten 

en necrosis medio-zonal y a veces centro-lobulillar, cuerpos acidófilos sinusoidales 

(cuerpos de Councilman), hipertrofia de las células de Kupffer, cambios grasos 

(esteatosis micro-vesicular) e infiltración portal mononuclear (42, 43, 111-113).  

Los estudios de casos con FHD/SCD utilizando la inmunohistoquímica (IHQ) en cortes 

de tejido fijado en formalina e incluido en parafina (FFIP) han detectado antígenos de 

VDEN en muchos tejidos de diferentes órganos, incluyendo hígado, bazo, ganglios 

linfáticos, timo, riñón, pulmón, cerebro, piel y corazón (43, 112-116). Otros tejidos 

procedentes del tiroides, páncreas, glándula suprarrenal, músculo esquelético e intestino 

han resultado negativos de antígenos virales (42, 113, 116).  

En los estudios previos de cortes de tejido hepático FFIP se demostraron antígenos de 

VDEN intra-citoplasmáticos localizados en células de Kupffer (112-114, 116, 117), 

dentro de hepatocitos (42, 43, 114, 117), alrededor de focos necróticos (42, 43), en 

hepatocitos intactos distantes de las áreas de necrosis (42), en los cuerpos de 

Councilman  (43) y en CE de los vasos sanguíneos (112, 113). También se observaron 

células mononucleares fagocíticas marcadas en el lumen de vasos sanguíneos hepáticos 

(112, 113).  

En el bazo se han detectado antígenos virales en macrófagos (113, 114), en células 

linfoides (113, 115) y en CE de la micro-vasculatura (115). En el riñón los antígenos se 

localizaron dentro de las células que revisten los túbulos renales (113). En el tejido 

pulmonar se detectaron antígenos en los macrófagos de los espacios alveolares, en el 

lumen y en CE de los vasos sanguíneos (113, 114).  

En la materia blanca del cerebro se observaron fagocitos mononucleares marcados por 

IHQ con VDEN sobre todo dentro y fuera de pequeñas venas (114). También en ese 

estudio se localizaron macrófagos en la proximidad de neuronas que presentaban claros 

rasgos citopáticos en la materia gris. 
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La presencia de antígenos de VDEN no indica estrictamente que en esas células ocurra 

replicación viral porque podría deberse a la fagocitosis de virus o al secuestro de 

inmuno-complejos. Sin embargo, la técnica de hibridación in situ, que permite la 

localización celular de ácidos nucleícos específicos sí puede sugerir que ocurrió 

replicación viral en las células como se demostró anteriormente en el timo y linfocitos 

periféricos de casos fatales por dengue (118). En otro estudio de hibridación in situ en 

una serie de casos fatales por dengue (113), el ARN de VDEN se localizo en el 

citoplasma de macrófagos, células reactivas linfoides y bi-nucleadas y células gigantes 

multi-nucleadas de la pulpa roja esplénica. En la pulpa blanca el ARN viral se detectó 

en células inmunoblastoides de los centros germinales. Se observaron también células 

mononucleares positivas en el lumen de los vasos sanguíneos esplénicos. En las 

muestras de coágulos de sangre el ARN del virus se localizó principalmente en el 

citoplasma de monocitos y algunos linfocitos. La búsqueda de ARN del VDEN resultó 

negativa en células de Kupffer, macrófagos alveolares pulmonares, células de túbulos 

del riñón y endotelio vascular de estos órganos.  

Cuando se combina la hibridación in situ con la trascripción reversa y reacción en 

cadena de la polimerasa o RT-PCR (del inglés reverse transcription-polimerase chain 

reaction), técnica llamada RT-PCR in situ, en cortes de tejidos FFIP se pueden detectar 

cantidades mínimas de ácidos nucleícos específicos. Utilizando esta técnica se logró 

demostrar ARN de VDEN en hepatocitos de áreas medio-zonales hepáticas, macrófagos 

de la piel y ganglios linfáticos de un caso fatal infantil (119).  Otro trabajo utilizó esta 

técnica para detectar ARN de VDEN en células hepáticas de nueve fallecidos con fallo 

hepático por FHD/SCD (120).  

 

II.4 Curso clínico del dengue 

Cualquiera de los cuatro serotipos del VDEN puede causar un amplio espectro de 

manifestaciones clínicas que oscilan desde formas leves de fiebre indiferenciada hasta 

formas graves con hemorragia, choque y muerte. La mortalidad puede ser tan alta como 

de 10-20% sin un tratamiento apropiado temprano, pero puede ser menor hasta alcanzar 

0.2-1% en hospitales con personal experimentado (1, 2).  
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El curso clínico de esta enfermedad viral incluye tres fases: fase febril, fase crítica y 

fase de recuperación. La fase febril se caracteriza por fiebre con duración de dos a siete 

días, asociada a eritema facial, mialgias, artralgias, cefalea, postración, vómitos y 

anorexia. No es posible prever la evolución ni tampoco es fácil diferenciar entre el 

dengue y otras enfermedades febriles en esta fase. Una prueba del torniquete positiva 

indica una probabilidad elevada de dengue. Sin embargo, en esta etapa no puede 

predecirse la severidad de la enfermedad. Debido al difícil pronóstico es muy 

importante observar los signos de alarma que pueden indicar la progresión hacia la fase 

crítica. Además, pueden ser vistas manifestaciones hemorrágicas de menor relevancia 

como petequias, epistaxis y gingivorragias. La formación fácil de hematomas y la 

hemorragia en los sitios de inyección pueden estar presentes en algunos casos. Las 

hemorragias importantes del tracto gastrointestinal y metrorragia pueden ocurrir pero 

menos frecuentemente. El hígado se encuentra aumentado de tamaño y el recuento 

global de leucocitos sanguíneos está disminuido comúnmente (1, 121).  

La fase crítica no ocurre en todos los pacientes. Durante la transición del estado febril al 

afebril los pacientes sin hiper-permeabilidad vascular mejoran sin pasar a la fase crítica. 

Sin embargo, los casos con hiper-permeabilidad vascular en vez de mejorar cuando 

desaparece la fiebre comienzan a presentar los signos de alarma como resultado de la 

fuga capilar. Estos signos de alarma marcan el inicio de la fase crítica. La fase crítica 

dura de 24 a 48 horas y generalmente aparece entre el tercero y el séptimo día de la 

defervescencia. Este período se caracteriza por la normalización de la temperatura (37.5 

- 38
0
C o menos) y aparición de hiper-permeabilidad vascular acompañada de aumento 

del hematocrito. Una leucopenia (existencia en sangre periférica de un recuento global 

de leucocitos por debajo de los límites considerados como normales) progresiva seguida 

por una diminución rápida del recuento global de plaquetas en la sangre precede 

usualmente al aumento de la hiper-permeabilidad vascular en los tejidos (ascitis en la 

cavidad abdominal, derrame pleural en el pulmón e hidropericardio en el corazón).  

El choque ocurre cuando un volumen crítico del plasma se extravasa y frecuentemente 

este estado es precedido por signos de alarma. La prolongación del choque causa daño a 

los órganos, acidosis metabólica, coagulación intra-vascular diseminada y hemorragia 

grave. Sin embargo, esta hemorragia grave y daño grave a los órganos pueden ocurrir 

sin extravasación plasmática evidente (1, 77, 121).  
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Si el paciente sobrevive la fase crítica pasa a la última fase, la fase de recuperación. En 

esta fase ocurre la mejora del estado general. Además, puede aparecer exantema, prurito 

y bradicardia. El hematocrito se estabiliza o disminuye debido a la dilución por el 

líquido reabsorbido. La elevación de los leucocitos típicamente precede a la 

normalización del número de plaquetas y a la reabsorción del líquido plasmático 

extravasado (1, 121).  

 

II.4.1 Clasificaciones clínicas de dengue de la OMS  

Por más de 30 anos se utilizó una clasificación de dengue (FD/FHD/SCD) de la OMS 

(10) que aunque contribuyó a la disminución de muertes presenta inconsistencias y no 

es completamente efectiva (122). De manera que la OMS propuso otra clasificación 

(DSSA, DCSA, DG) que es de más fácil aplicación en el diagnóstico y manejo de los 

pacientes (1). Ambas clasificaciones se describen a continuación.  

 

II.4.2 Clasificación tradicional de dengue del año 1997 

Definición de caso de FD: fiebre con dos o más síntomas como dolor de cabeza, dolor 

retro-orbital, mialgias, artralgias/dolores óseos, manifestaciones hemorrágicas, 

exantema y leucopenia.  

Definición de caso de FHD: presenta cuatro criterios. (i) Fiebre, o antecedente reciente 

de fiebre de 2-7 días de duración. (ii) Manifestaciones hemorrágicas, evidenciada por al 

menos una de las siguientes: prueba del torniquete positiva, petequias, equimosis o 

púrpura, sangramientos en las mucosas, tracto gastrointestinal, sitio de inyección u 

otras. (iii) Trombocitopenia: 100 000 x mm
3
 o menos. (iv) Extravasación de plasma 

evidenciada al menos por una de las siguientes manifestaciones: hemoconcentración con 

un hematocrito igual o superior a 20% por encima del promedio para la edad, sexo y 

población que se considere, disminución de 20% o más del hematocrito después del 

tratamiento rehidratante y la extravasación de plasma como derrame pleural, ascitis o 

hipo-proteinemia.  
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Clasificación de la gravedad en la FHD: Grado I-fiebre acompañada de síntomas 

generales no específicos, la única manifestación hemorrágica es una prueba del 

torniquete positiva. Grado II-hemorragia espontánea, además de las manifestaciones 

referidas para el grado I, generalmente en la piel, a través de la nariz u otra localización. 

Grado III-hipotensión según la edad, pulso rápido y débil, el estrechamiento de la 

tensión diferencial (20 mm de Hg o menos). Grado IV-choque profundo con presión 

arterial y pulso imperceptibles.  

 

II.4.3 Clasificación reciente de dengue del año 2009 

DSSA: el caso vive en áreas endémicas o viajó a ellas y presenta fiebre y dos o más 

manifestaciones como nauseas o vómitos, exantema, mialgias y artralgias, petequias o 

prueba del torniquete positivo y leucopenia.  

DCSA: al cuadro anterior se le suman los signos de alarma como son el dolor 

abdominal, vómito persistente, acumulación de líquido, hemorragia de mucosas, 

letargia/irritabilidad, hepatomegalia > 2 cm, aumento de hematocrito con caída rápida 

del número de plaquetas.  

DG: presenta extravasación plasmática grave (lleva al choque, acumulación de líquido 

en pulmón y disnea), hemorragia grave evaluada por el clínico y daño grave de órganos. 

El daño grave de órganos incluye el hígado con  enzimas hepáticas alanina 

aminotransferasa (ALAT) o aspartato aminotransferasa (ASAT) > 1000, 

encefalitis/encefalopatía, cardiomiopatía y daño renal agudo. 

El paciente con dengue tiene que ser confirmado por laboratorio mediante RT-PCR, 

cultivo celular o serología cuando no existan evidencias de extravasación de plasma. 

 

II.5 Diagnóstico de dengue en el laboratorio  

La confirmación de laboratorio es muy importante porque el dengue tiene diferentes 

presentaciones clínicas que tornan difícil el diagnóstico basado solo en la clínica. La 

prueba más específica para confirmar la infección por VDEN es el aislamiento viral, 

pero es complejo, caro, dura de una a dos semanas y necesita de personal especialmente 
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entrenado. También la detección en sangre del genoma del VDEN y antígeno viral NS1 

son métodos confirmatorios. La seroconversión de IgM e IgG anti-VDEN y el aumento 

de cuatro veces o más de la IgG en el suero son muy usadas para confirmar la infección 

viral. Sin embargo, los altos niveles de IgM e IgG en una única muestra pueden sugerir 

la infección aguda por VDEN (1, 2, 123).  

Durante la fase aguda o fase de viremia (hasta 4-5 días) de la enfermedad puede ser 

diagnosticado el dengue mediante aislamiento viral, detección del ácido nucleíco del 

virus o del antígeno NS1 en el suero. Al final de la fase aguda de infección, la serología 

es el método de elección (2).  

La línea de células de mosquitos Aedes albopictus C6/36 es la más sensible para aislar 

el VDEN. Si el VDEN no causa efecto citopático en dicho cultivo celular, el virus 

puede ser identificado al usar un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-VDEN o por la 

detección del genoma viral. Aunque el suero es la muestra más usada, también puede 

utilizarse el plasma (123).  

Las pruebas de amplificación del genoma viral son las más sensibles. Existen varios  

protocolos de RT-PCR de dengue, sin embargo el más usado detecta los cuatro 

serotipos (124). También se han desarrollado protocolos de RT-PCR en tiempo real que 

permiten cuantificar el genoma (carga viral) del VDEN (125-128).  

El antígeno viral NS1 de VDEN puede ser detectado en la circulación hasta nueve días 

después del inicio de la enfermedad (1). Se han desarrollado muchas pruebas 

comerciales tipo ELISA (del inglés enzime-linked immunosorbent assay) o ensayo 

inmunoenzimático sobre fase sólida y también pruebas rápidas que aun están en fase de 

evaluación para detectar este antígeno (129-133).  

Se puede confirmar el diagnóstico de dengue utilizando los tejidos de los casos con 

sospecha de muerte por dicha enfermedad. El aislamiento viral y el PCR convencional 

puede realizarse del macerado de tejidos de necropsia (67, 123). Solamente un trabajo 

ha descrito la detección del genoma de VDEN por RT-PCR en tiempo real en tejidos de 

fallecidos por dengue (134). Por otro lado, un trabajo reciente en Brasil describió por 

primera vez la presencia del antígeno viral  NS1 en diferentes tejidos de casos fatales 

usando tres ELISA de captura de NS1 (135).  
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Las pruebas que generalmente son usadas para el diagnóstico de la infección por VDEN 

son las serológicas por ser relativamente económicas y fáciles. La respuesta de 

anticuerpos contra el VDEN puede variar de acuerdo con el estado inmune del 

hospedero. Cuando la infección ocurre en personas no infectadas previamente por un 

flavivirus o no inmunizadas con una vacuna anti-flavivirus, los pacientes desarrollan 

una respuesta primaria de anticuerpos caracterizada por un aumento de anticuerpos 

específicos. Los primeros anticuerpos que aparecen son de la clase IgM (136, 137). 

Estos anticuerpos son detectables en el 50% de los pacientes antes de los días 3-5 de 

inicio de la enfermedad, aumentando hasta 80% en el día 5, hasta 99% en el  día 10 y 

desaparecen después de dos a tres meses (1, 2).  

El MAC-ELISA (del inglés IgM antibody capture ELISA) se utiliza generalmente para 

la detección de la IgM anti-VDEN (1, 136). Por otro lado, el método de ELISA de 

inhibición (MEI), que detecta y titula las inmunoglobulinas totales contra el VDEN, 

permite clasificar el caso de dengue como primario o secundario (138). 

La detección en el líquido cefalorraquídeo del VDEN (RT-PCR y/o aislamiento viral) o 

la detección de la respuesta inmune humoral antidengue (IgM anti-VDEN) se 

consideran como requisitos para el diagnóstico confirmatorio de 

meningitis/meningoencefalitis por dengue (139-141). Sin embargo, es importante 

destacar que la obtención de líquido cefalorraquídeo presenta como contraindicación la 

ocurrencia de diátesis hemorrágica, como ocurre en el dengue, por el riesgo de provocar 

hemorragia espinal o epidural (142). Recientemente, estudios realizados en Brasil 

demostraron por primera vez la utilidad de la detección del antígeno viral NS1 por 

ELISA en líquido cefalorraquídeo de pacientes y fallecidos con dengue (143, 144).  

Algunas pruebas hematológicas son realizadas usualmente en la fase aguda de dengue. 

La plaquetopenia (disminución del número de plaquetas circulantes por debajo de los 

límites considerados como normales) y la leucopenia son encontradas frecuentemente 

(1). También la leucocitosis se ha demostrado usualmente (145-147). La 

hemoconcentración unida a la caída abrupta de plaquetas es una de los signos de alarma 

del DCSA (1).   
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II.6 Prevención y tratamiento del dengue  

Los tres aspectos fundamentales del control y prevención del dengue son la vigilancia 

epidemiológica, la reducción de la enfermedad y el control del vector. Sin embargo, la 

mayoría de los países endémicos tienen programas de control y prevención de dengue 

ineficaces e insuficientes (1, 2).  

La obtención de una vacuna contra el VDEN es un gran desafío debido a la necesidad 

de obtener una vacuna contra cuatro serotipos virales simultáneamente (tetravalente) 

para evitar el posible riesgo de ADE, la ausencia de un modelo animal adecuado y una 

comprensión incompleta de los mecanismos inmunes protectores (148). A pesar de estas 

dificultades técnicas existen diferentes candidatos de vacunas en fase preclínica o 

clínica en Cuba, Brasil, Estados Unidos, Francia, Tailandia, Taiwán, India y otros 

países. Los candidatos incluyen virus vivos atenuados, virus inactivados, vacunas de 

subunidades recombinantes, vacunas con vectores virales, vacunas de partículas 

similares a virus, vacunas de ácido desoxirribonucleico (ADN) y virus quiméricos que 

poseen el genoma del virus de la vacuna de fiebre amarilla 17D al que se le sustituyeron 

las proteínas de membrana y envoltura por las del VDEN (149-154).   

Entre los candidatos de vacuna contra el VDEN el más avanzado es el tetravalente, 

recombinante, vivo, atenuado de la empresa Sanofi Pasteur que está ahora en fase 

clínica 3 en más de 30 000 individuos de países endémicos. Sin embargo, en un reciente 

estudio de fase 2b por Sabchareon y cols esta vacuna solo demostró una preocupante 

eficacia de 30% (155). Por otro lado, recientemente se realizó el primer reto viral en 

humanos de un candidato de vacuna tetravalente, viva, atenuada de dengue. La 

vacunación previa con dicho candidato protegió de forma variable a unos pocos 

individuos en un reto con VDEN-1 y VDEN-3 inoculado por vía subcutánea (156).  

El interrogatorio, el examen físico y las pruebas de laboratorio definen qué clasificación 

clínica (DSSA, DCSA, DG) el paciente presenta. Según las normas recientes de la OMS 

los grupos de tratamiento se dividen en tres: grupo A, B y C. El grupo A (DSSA sin 

enfermedades asociadas ni factores de riesgo) es tratado en su vivienda con evaluación 

diaria del médico, hemograma cada 48 horas y adecuada ingestión de líquidos. Los 

pacientes del grupo B (DCSA o DSSA con enfermedades asociadas o factores de 

riesgo) son hospitalizados para tratarse inmediatamente con soluciones endovenosas de 
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cristaloides y necesitan seguimiento por hemograma. El grupo C es el grupo más grave 

y requiere urgentemente de soluciones endovenosas (1, 121).  

A pesar de la actividad de diferentes moléculas contra el VDEN tanto in vitro como en 

animales de laboratorio, en la actualidad no existe un fármaco especifico contra el 

VDEN (77). Sin embargo, se ha descrito una acción antiviral de diferentes compuestos 

dirigidos contra las enzimas del VDEN (157). Además de moléculas que contrarrestan 

la infección como el ARN de interferencia (158-160), inhibidores de proteínas 

estructurales (161), anticuerpos monoclonales (162, 163) y el IFN  (Clyde, Kyle et al. 

2006).  

Los esteroides se ensayaron en diversas ocasiones en casos con dengue (164-167) pero 

sin evidencia de beneficio clínico. También se ensayaron el anti-malárico cloroquina 

(168) y el antiviral Balapiravir  (169) en pacientes con dengue pero sin resultados 

positivos.  

Recientemente se publicó el diseño del ensayo clínico que investigará el efecto del 

medicamento lovastatina en el dengue (170). La lovastatina pertenece a una clase de 

medicamentos orales denominados estatinas que se desarrollaron inicialmente para 

disminuir los lípidos sanguíneos (171). A pesar de divergencias que existen alrededor de 

estos fármacos (172-175), existe también gran interés en sus acciones antiapoptóticas, 

antiinflamatorias e inmuno-moduladoras. Estas propiedades farmacológicas se han 

relacionado con el aumento de la sobrevida de pacientes con diferentes enfermedades 

infecciosas entre las que se incluyen las virales (176, 177). 

Los trabajos de dengue y estatinas, siempre con lovastatina, son escasos y no han 

estudiado su posible efecto antiapoptótico sino su acción antiviral (178-180). Sin 

embargo, otros estudios in vitro sí han abordado el papel antiapoptótico de las estatinas 

en el endotelio vascular (181-183) y en pacientes (184). El ensayo de levostatina en 

dengue (170) sería el primer ensayo terapéutico en esta enfermedad viral a nivel 

mundial con un medicamento que tenga alguna acción sobre el endotelio y 

particularmente en la apoptosis endotelial.  
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II.7 Muerte celular programada por apoptosis  

II.7.1 Definición de apoptosis 

La apoptosis es uno de los tipos de muerte celular programada y tiene características 

bioquímicas y morfológicas muy específicas (185). La morfología de la apoptosis se 

caracteriza por la retracción de la célula debido a la pérdida de la adherencia con la 

matriz extracelular y con las células vecinas. Los organelos celulares mantienen su 

morfología, con excepción de las mitocondrias que pueden presentar ruptura de la 

membrana externa. La cromatina se condensa y se concentra junto a la membrana 

nuclear que se mantiene intacta pero luego el núcleo se desintegra en fragmentos 

envueltos por dicha membrana nuclear. La membrana celular forma prolongamientos 

que se rompen originando estructuras que contienen fragmentos celulares denominados 

cuerpos apoptóticos (186, 187). 

Las células apoptóticas son fagocitadas por células fagocíticas profesionales y no 

profesionales (188). Esta fagocitosis se realiza en tres periodos que tienen diferentes 

señales: (i) señales de “encuéntrame” en la superficie de la célula apoptótica que atraen 

a los fagocitos, (ii) señales de “cómeme” que permiten el reconocimiento de las células 

en apoptosis y (iii) un proceso de internalización y digestión de la célula apoptótica con 

la subsecuente liberación de citocinas antiinflamatorias como el TGF-β y la IL-10. En 

este tercer periodo ocurre la maduración del fagosoma que contiene el material 

fagocitado que se une a lisosomas que contienen las enzimas necesarias para su 

degradación (189).   

Se debe tener en cuenta que las células apoptóticas pueden localizarse dentro de 

vacuolas de células fagocíticas. De hecho, las proporciones de células apoptóticas libres 

e ingeridas pueden ayudar a responder la pregunta sobre la posible eliminación 

defectuosa de las células apoptóticas (190). Otra consecuencia de la apoptosis es el 

comienzo de la reparación tisular pues la homeostasis del tejido involucra 

probablemente el reemplazo eficaz, después de la muerte, de células individuales. Una 

muestra de este fenómeno es que células apoptóticas pueden estimular la producción de 

factor de crecimiento de células endoteliales vasculares o VEGF (del inglés vascular 

endothelial cell growth factor) (191) y el factor de crecimiento de hepatocitos (192) que 

favorecen el crecimiento de CE y células epiteliales respectivamente.  
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Un rasgo bioquímico importante de la muerte por apoptosis es que la fragmentación 

inter-nucleosómica del ADN nuclear presenta un patrón característico. La endonucleasa 

que es activada produce fragmentos de ADN nuclear de 200 pares de bases. Este 

fenómeno es detectado por la técnica de TUNEL (193). La técnica de TUNEL también 

puede detectar células necróticas que tienen abundantes fragmentos de ADN de doble 

cadena y células vivas con activa transcripción o reparación del ADN. Esta falta de 

especificidad puede ser controlada con la optimización de los controles negativos y 

positivos. Además, puede ser solucionada utilizando métodos alternativos de detectar 

apoptosis (194).  

La apoptosis ocurre en diversos procesos fisiológicos como la organogénesis y 

hematopoyesis y en la reposición fisiológica de ciertos tejidos. De hecho, se estima que 

en el humano un millón de células muere cada segundo por apoptosis debido al 

recambio celular normal sin ocurrir auto-reactividad. Sin embargo, la apoptosis también 

ocurre en la respuesta inmune y en la eliminación de células después de un daño tisular 

(195). Debido a estas formas diferentes de inducción de apoptosis, este fenómeno 

celular puede clasificarse como apoptosis inmunogenica y apoptosis tolerogénica o 

silente. La apoptosis silente ocurre en el recambio celular fisiológico. La apoptosis 

inmunogénica es inducida por patógenos, quimioterapia del cáncer y tejidos ajenos 

(196, 197). 

 

II.7.2 Mecanismos de regulación de la apoptosis 

La apoptosis es un programa de muerte celular extremamente regulado que requiere la 

interacción de numerosos factores. Las alteraciones morfológicas observadas son 

consecuencia de una cascada de eventos bioquímicos regulados genéticamente (Figura 

1) (185).  
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Figura 1. Vías de activación y regulación de la apoptosis. Se representan las dos vías de 

activación de la apoptosis: vía extrínseca mediada por los ligandos de muerte y la vía 

intrínseca mediada por la mitocondria e inducida por factores que dañan las células. La 

proteína antiapoptótica Survivin es una de las moléculas que regula la apoptosis al 

inhibir  las caspasas. Las caspasas y otras enzimas celulares participan en la activación 

de las endonucleasas que escinden el ADN nuclear en múltiples fragmentos que pueden 

ser detectados por la técnica de TUNEL. Fuente: del autor.  

En la regulación de la apoptosis participa activamente la familia Bcl-2 (del inglés B-cell 

lymphoma 2) que está constituida por proteínas proapoptóticas (Bax, Bak, Bid, Bim, 

Bad, Bik, Bmf, NOXA, PUMA) y antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, A1, 

BOO/DIVA) (185, 198).  

Las caspasas pertenecen a una familia de cisteína-proteasas (poseen una cisteína en el 

sitio activo) que poseen la capacidad de reconocer y escindir substratos que posean 

residuos de aspartato (199). Las caspasas son sintetizadas como precursores inactivos y 

solamente después de la señal de muerte celular son activadas por escisión proteolítica. 

Las caspasas se clasifican de acuerdo con su papel en la apoptosis como iniciadoras 
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(caspasas 2, 8, 9 y 10 que están involucradas en la iniciación de la cascada proteolítica) 

y efectoras (caspasas 3, 6 y 7 que son responsables del clivaje de sustratos) (185). 

Las proteínas inhibidoras de la apoptosis o IAP (del inglés inhibitor of apoptosis 

proteins) son moléculas que ejercen su papel antiapoptótico al inhibir las caspasas 

efectoras 3 y 7, la caspasa iniciadora 9 y al modular el factor de transcripción NF-kB. 

Dentro de los miembros de las IAP se encuentra el Survivin o BIRC5 (del inglés 

baculoviral IAP repeat-containing protein 5) (200). Existen evidencias que señalan al 

Survivin como una proteína esencial en la regulación de la progresión de la mitosis, 

inhibición de la apoptosis y resistencia a la radioterapia y la quimioterapia en diversos 

tipos de cáncer (23). 

Cualquier desregulación de la apoptosis, tanto el exceso como la insuficiencia, puede 

tener implicaciones clínicas. La apoptosis excesiva puede causar enfermedades 

neurodegenerativas y lesiones secundarias a la isquemia. Las enfermedades autoimunes 

pueden ser generadas por fallas en el programa de muerte de linfocitos T auto-reactivos. 

El virus de Epstein-Barr, que se asocia a canceres linfáticos, codifica para proteínas 

antiapoptóticas semejantes a Bcl-2. El virus del papiloma, principal causa de cáncer de 

cuello uterino, inactiva la proteína proapoptótica p53 (21). Por otro lado, la infección 

por el virus de la inmunodeficiencia humana o VIH induce la apoptosis de linfocitos T 

CD4+ por diferentes mecanismos (201). 

 

II.7.3 Vías de activación de la apoptosis  

La activación de la apoptosis puede ser iniciada por dos vías estrechamente 

relacionadas: la vía extrínseca (receptores de muerte) o la vía intrínseca (mitocondrial) 

(Figura 1) (21). Más recientemente, el Comité de Nomenclatura de la Muerte Celular en 

el año 2012 propuso cambiar las definiciones tradicionales de tipos de muerte celular 

basadas en la morfología, por las siguientes definiciones basadas en pruebas 

moleculares: (i) apoptosis extrínseca, (ii) apoptosis intrínseca caspasa-dependiente, (iii) 

apoptosis intrínseca caspasa-independiente, (iv) necrosis regulada, (v) muerte celular 

autofágica y (vi) catástrofe mitótica (22).  
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La vía extrínseca es desencadenada por la interacción de ligandos a receptores de 

membrana de la super-familia del TNF. Los tres principales ligandos son: (i) TNF-α, (ii) 

FasL (también conocido como CD95 o TNFSF6 del inglés TNF superfamily member 6) 

y (iii) el TRAIL también denominado TNFSF10 (del inglés TNF superfamily member 

10) o Apo2L del inglés apoptosis 2 ligand (22). Esta unión de ligando y receptor es 

capaz de activar la cascada de las caspasas (202). 

La vía intrínseca es activada por un número mayor de factores que la vía extrínseca. 

Esos factores incluyen el estrés intracelular o extracelular, la eliminación de factores de 

crecimiento, el estrés del retículo endoplasmático, los daños al ADN y la hipoxia. Las 

señales convergen principalmente en la mitocondria que puede liberar moléculas 

proapoptóticas al citoplasma y activar a las caspasas  (203).  

 

II.8 Apoptosis en la infección por virus dengue  

Existen evidencias in vitro, en modelos animales y en humanos sobre la participación de 

la apoptosis en la infección por VDEN. De este modo, se ha postulado que la muerte 

celular apoptótica podría estar involucrada en la fisiopatología del dengue (18-20).  

 

II.8.1 Apoptosis en la infección in vitro por virus dengue 

Se ha demostrado que anticuerpos anti-NS1 de VDEN, con actividad de auto-

anticuerpos contra CE humanas, inducen apoptosis in vitro de las CE mediada por óxido 

nítrico, hiper-producción de proteínas proapoptóticas y disminución de las 

antiapoptóticas (31, 32). Otros estudios de proteómica apoyan el papel de los 

anticuerpos anti-NS1 con actividad auto-inmune dirigida contra un fragmento 

aminoacidico sobre las CE humanas que presenta mimetismo molecular con la NS1 

viral (204, 205).  

En otro estudio, el suero de pacientes con dengue mostró reactividad cruzada con CE 

humanas en cultivo y causó apoptosis mediada por caspasas. La reactividad mayor se 

observó con los sueros que contenían IgM anti-VDEN (33). Esta inducción de apoptosis 
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de CE estaba probablemente mediada por factores proinflamatorios del suero como el 

TNF-α (34).  

Sin embargo, la hipótesis de mimetismo molecular entre proteínas del VDEN (que 

incluyen fundamentalmente al antígeno viral NS1) y proteínas humanas de CE, 

plaquetas y proteínas de la coagulación (206) tiene varias limitaciones desde el punto de 

vista de la evolución clínica del dengue que ha traído como consecuencia recientes 

controversias (207). Por ejemplo, es improbable que los anticuerpos contra la NS1 u 

otra proteína viral aparezcan antes del quinto día de la enfermedad. Sin embargo, la 

plaquetopenia se describe usualmente entre el segundo o tercer día de enfermedad y la 

hiper-permeabilidad vascular ocurre alrededor del quinto día (208). Pero más 

importante aún, no se podría entonces explicar cómo los anticuerpos anti-NS1 pueden 

producir una hiper-permeabilidad vascular transitoria por daño endotelial (incluyendo 

apoptosis) como resultado de una respuesta humoral (auto-anticuerpos) que puede durar 

muchos años (207). 

La proteína de membrana del VDEN posee un pequeño dominio conocido como ecto-M 

que contiene solamente nueve aminoácidos y es llamado apoptoM por  inducir la muerte 

celular apoptótica de células tumorales (28). Además se demostró que el ecto-M induce 

la apoptosis al causar el colapso del potencial de membrana de la mitocondria (209).  

En un estudio previo, la expresión de los genes de NS3 y de NS2B-NS3 de VDEN 

indujeron apoptosis en cultivo de CE de la micro-vasculatura. Un aislamiento  clínico 

de VDEN-2 también causó apoptosis de estas CE en cultivo (210). Por otra parte, la 

proteína viral de la cápside induce apoptosis en células hepáticas (HepG2) por la 

interacción con la proteína proapoptótica Daxx asociada al Fas (29, 211).  

La inducción de muerte celular apoptótica se provocó por aislamientos humanos de 

VDEN inoculados en una línea de neuroblastoma de ratón (24) y en una línea de 

neuroblastoma humano (212). El VDEN también ha inducido apoptosis en CE de venas 

del cordón umbilical  (213, 214), células dendríticas (215), monocitos primarios (27, 

100), línea monocítica U937 (216), cultivo primario de hepatocitos (26) y células de 

hepatoma humano (217-219). En uno de los estudios con células de hepatoma humano 

se demostró que la expresión de TRAIL y su receptor participaban de la inducción de 

apoptosis en hepatocitos no infectados por VDEN (219).  
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II.8.2 Apoptosis en modelos animales con infección por virus dengue  

Un estudio previo describió la inducción de muerte celular apoptótica en células del 

sistema nervioso central de ratones recién-nacidos después de la inoculación intra-

cerebral de VDEN (35). Otro estudio precedente documentó que anticuerpos anti-NS1 

de VDEN provenientes de ratones, reaccionan de forma cruzada con el endotelio 

vascular de pequeñas venas de ratón (31). En este último modelo, se observaron CE 

apoptóticas de la micro-vasculatura de los  tejidos subcutáneos que podrían estar 

asociadas a sangramientos locales. Adicionalmente, se comprobó en ese trabajo que la 

producción in situ de altos niveles de TNF-α por los macrófagos estaba asociado a la 

muerte celular apoptótica en el endotelio y la hemorragia (36). En otro estudio 

utilizando este modelo experimental, también se demostró que especies reactivas de 

nitrógeno y oxigeno podrían estar relacionadas a la inducción de apoptosis de las CE 

(220).   

Recientemente en un modelo murino de dengue se demostró por la técnica de TUNEL y 

la detección de caspasa 3 que las células NK y los linfocitos T CD8+ que infiltraban el 

tejido hepático inducen apoptosis de células del hígado. Las células NK ejercen este 

papel al inicio de la infección, mientras que los linfocitos T CD8+ lo hacen al final 

(221).  

 

II.8.3 Apoptosis en pacientes con dengue 

La apoptosis en tejidos de casos con dengue se confirmó solamente en el hígado y por 

medio de la técnica de TUNEL en dos estudios (42, 43). En un estudio se demostró 

apoptosis de hepatocitos en un caso adulto fatal en Francia con infección secundaria 

causada por VDEN-2 (42) y en otro trabajo se mostró apoptosis en células hepáticas de 

cinco casos pediátricos fatales por FHD/SCD en Viet-Nam. Cuatro de estos niños 

presentaban infección secundaria por VDEN-3 (43).  

En niños tailandeses con infección secundaria por VDEN se documentó que linfocitos T 

CD8+ de alta afinidad de una infección previa son más resistentes a la apoptosis e 

inclusive proliferarían más, comparados con los linfocitos T CD8+ de baja afinidad y 

específicos al serotipo infectante actual que además serían más susceptibles a la 
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apoptosis. Como consecuencia, ocurre un menor control del virus por el sistema inmune  

que contribuye al desarrollo de las formas más severas de la enfermedad (19). 

En CMSP de pacientes con dengue se ha detectado una mayor expresión de genes 

proapoptóticos aunque no siempre asociado a la severidad de la enfermedad (37-39, 

222). Otro trabajo demostró un número significativamente mayor de CMSP apoptóticas 

en pacientes con FHD/SCD comparados con casos de FD y que posiblemente la 

apoptosis era mediada por niveles elevados de citocinas proinflamatorias  como el TNF-

α (40).     

Los niveles plasmáticos de Fas o CD95 soluble se encontraron elevados en niños con 

FHD al compararse con niños con FD (20). Por otro lado, otro trabajo demostró que la 

concentración en el suero de TRAIL era más elevada en pacientes con dengue que en 

pacientes con otras infecciones febriles y sujetos controles (41). Más recientemente, se 

encontraron mayores niveles de ADN circulante, probablemente de células apoptóticas, 

en  plasma de niños con FHD que en niños con FD (223).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III.1 Diseño de estudio 

En esta investigación se realizaron dos estudios diferentes de corte transversal 

descriptivo. En uno se cuantificaron las proteínas apoptóticas en plasma y las células 

sanguíneas de pacientes brasileños con dengue durante una epidemia del año 2010. En 

el otro estudio se incluyeron tejidos de casos fatales por dengue procedentes de tres 

epidemias cubanas de dengue durante un periodo de 9 años (1997-2006) para observar 

células apoptóticas y detectar antígenos de VDEN.   

 

III.2 Consideraciones éticas  

Todos los pacientes adultos con dengue (o familiares de los menores de edad) y los 

individuos adultos controles del trabajo de cuantificación plasmática de proteínas 

apoptóticas firmaron un consentimiento informado. Este procedimiento se aprobó por el 

Comité de Ética del Instituto Oswaldo Cruz de la Fundación Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ), del Ministerio de Salud de Brasil, bajo el número 061/2008.  

Para el estudio de tejidos de casos cubanos fatales por dengue se obtuvo el 

consentimiento informado de los familiares. También se aprobó el trabajo en los 

Comités de Ética de cada institución cubana involucrada: Instituto de Medicina Tropical 

“Pedro Kourí” (IPK), Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB), Hospital 

Clínico-Quirúrgico “Salvador Allende” de La Habana y Hospital Clínico-Quirúrgico 

“Juan Bruno Zayas” de Santiago de Cuba.  
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III.3 Recolección de datos clínico-patológicos y de laboratorio de casos con dengue 

Los pacientes brasileños con diagnóstico confirmado de dengue procedían de centros 

hospitalarios de ese país. De las historias clínicas se obtuvo información sobre sexo, 

edad, días de enfermedad, manifestaciones clínicas, resultados de hemogramas y 

enzimas hepáticas ALAT y ASAT, además de los informes de imagenología 

(ultrasonidos y radiografías).  

Se colectaron los resultados del serotipo viral amplificado por RT-PCR y/o aislado en  

células C6/36 en el Laboratorio de Flavivirus del Instituto Oswaldo Cruz. 

Adicionalmente se tomaron los resultados de la citometría de flujo realizada en el 

Laboratorio de Inmunología Viral del Instituto Oswaldo Cruz a las CMSP purificadas 

de estos pacientes. Los monocitos se marcaron con AcM anti-CD14 (IOTest, Beckman 

Coulter, Inc., California, USA), los linfocitos T CD8+ citotóxicos con AcM anti-CD8 

(e-Bioscience, California, USA) y los linfocitos T CD4+ cooperadores con AcM anti-

CD4 (Biolegend inc., California, USA). La purificación de las CMSP para la citometría 

se realizó como se ha descrito anteriormente (224). La obtención de los datos de 

citometría de flujo se realizó en un equipo Accuri 6C (Becton-Dickinson, New Jersey, 

USA) y los datos se analizaron con el software FlowJo (TreeStar Inc., Oregon, USA).   

De los casos cubanos fatales se revisaron las historias clínicas para recolectar 

información como edad, sexo, antecedentes personales de enfermedades crónicas, días 

de enfermedad, manifestaciones clínicas, hemogramas, enzimas hepáticas ALAT y 

ASAT e informes de imagenología (ultrasonidos y radiografías). 

Del informe de necropsia se extrajeron los hallazgos macro y microscópicos de 

anatomía patológica relacionados con la extravasación de plasma y las hemorragias. 

También se colectaron los resultados de los estudios serológicos (MAC-ELISA y MEI) 

y de biología molecular (RT-PCR convencional y RT-PCR en tiempo real) de dengue 

realizados a estos casos en el Laboratorio de Arbovirus del IPK.  

De los hemogramas se describieron diferentes alteraciones hematológicas como la 

leucopenia, la plaquetopenia (recuento de plaquetas menor de 100 000 x mm
3
), la 

linfocitosis y la linfopenia (existencia en sangre periférica de un recuento relativo de 

linfocitos por encima, linfocitosis, o por debajo, linfopenia, de los límites considerados 
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como normales respectivamente). En la evaluación de los datos de laboratorio se 

tomaron en cuenta los valores de referencia (Anexos, Tabla 1 y 2) (225).  

 

III.4 Clasificaciones de la OMS de pacientes con dengue  

Se usaron las dos clasificaciones de dengue de la OMS: la clasificación tradicional de 

FD/FHD/SCD del año 1997 (Acápite II.4.2) (10) y la clasificación revisada del 2009 

que divide la enfermedad en dengue con y sin signos de alarma (DSSA, DCSA) y la 

forma grave del dengue (DG) (Acápite II.4.3) (1).  

 

III.5 Obtención de las muestras de plasma de pacientes brasileños con dengue  

Los 62 casos con dengue de este estudio se confirmaron entre 107 casos febriles con 

sospecha clínica de dengue que acudieron entre marzo y abril del 2010 a dos 

instituciones hospitalarias brasileñas: el “Hospital-Dia Professora Esterina Corsini” de 

la Universidad Federal del estado brasileño de Mato Grosso do Sul y el Centro de 

Referencia de Dengue del “Hospital dos Plantadores de Cana” en el municipio de 

Campos dos Goytacazes del estado de Río de Janeiro. A estos pacientes se les tomó  una 

muestra de plasma entre el primero y el onceno día de la enfermedad cuando los 

pacientes acudieron a los centros hospitalarios mencionados (Figura 2).  

La confirmación de infección aguda por VDEN se realizó mediante uno o más métodos 

diagnósticos (MAC-ELISA, RT-PCR, aislamiento viral en células C6/36 y detección 

del antígeno viral NS1) realizados en el Laboratorio de Flavivirus del Instituto Oswaldo 

Cruz.  
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Figura 2. Diagrama de flujo del estudio de proteínas apoptóticas plasmáticas en casos 

brasileños con dengue.  

Los casos con dengue de Brasil estaban divididos en tres grupos según la clasificación 

más reciente de la OMS (1): 27 casos no presentaban signos de alarma (DSSA), 20 

casos con signos de alarma (DCSA) y 15 casos con la forma grave de la enfermedad 

(DG).  

 

III.6 Obtención de las muestras control negativo de plasma  

Las muestras de plasma incluidas en este grupo se obtuvieron de diez individuos adultos 

sanos del estado de Río de Janeiro sin antecedentes de enfermedades crónicas y que no 

habían presentado episodios febriles en los últimos tres meses.  

 

III.7 Cuantificación de las proteínas plasmáticas apoptóticas en pacientes brasileños 

con dengue  

La determinación de las concentraciones plasmáticas de FasL, TRAIL, Survivin (R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, USA) y TNF-α (Pepro Tech, Inc., New Jersey, USA) se 



Marcadores de apoptosis en plasma y tejidos: probables implicaciones en la fisiopatología del dengue 

36 

 

realizó mediante ELISA tipo sandwich en el Laboratorio de Inmunología Viral del 

Instituto Oswaldo Cruz de acuerdo a los protocolos de los fabricantes.  

Los materiales y soluciones de trabajo se suministraron por el fabricante en los kits de 

ELISA de FasL, TRAIL y Survivin (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA). Como 

indicaban los tres protocolos, las muestras de plasma se usaron sin diluir y la curva 

patrón (1000-31,25 pg/mL) se confeccionó con el patrón y su diluyente correspondiente 

suministrados en el kit. En resumen, primeramente se adicionaron en los pocillos de la 

placa, ya recubierta con el anticuerpo de captura correspondiente (anti-FasL, anti-

TRAIL o anti-Survivin), 100μL de diluyente de ensayo seguido de 50μL de la muestra 

de plasma o del patrón y se incubó la placa por 2 horas. Luego se lavó cada pocillo 

cuatro veces con solución tampón suministrada en el kit. Después se adicionaron 200μL 

por pocillo de conjugado del kit (anticuerpo policlonal o AcP conjugado con peroxidasa 

de rábano picante) según la proteína apoptótica a determinar (AcP anti-FasL, AcP anti-

TRAIL o AcP anti-Survivin) y se incubó la placa por 2 horas. Se repitió el lavado cuatro 

veces y se adicionaron 200μL por pocillo de la solución de sustrato del fabricante 

(peróxido de hidrógeno con 3,3′, 5,5′-TMB) durante una incubación de 30 minutos. 

Finalmente, se adicionaron 50μL por pocillo de la solución de parada suministrada en el 

kit (acido sulfúrico) para determinar la densidad óptica dentro de los 30 minutos 

siguientes. Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. 

En relación a la cuantificación de TNF-α, el kit de ELISA del fabricante (Pepro Tech, 

Inc., New Jersey, USA) no incluía todos los materiales y soluciones de trabajo, pero si 

recomendaba cuáles usar. En resumen, 100 µL del anticuerpo de captura anti-TNF-α 

suministrado en el kit a una concentración de 0,5 µg/mL (Pepro Tech, Inc., New Jersey, 

USA) diluido en solución tampón salina fosfatada o PBS, (del inglés phosphate buffer 

saline) pH 7,2 se adicionaron por pocillo en una placa de 96 pocillos (Falcon BD, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA) y se incubaron por 18 horas. Al final de este período 

se realizaron cuatro lavados con solución tampón de lavado (0,05% de tween-20 en PBS 

pH 7,2). Posteriormente, 200 µL de una solución de bloqueo de 5% de 

albúmina de suero bovino o BSA (del inglés bovine serum albumin) en PBS pH 7,2 se 

adicionó por pocillo para incubarse por 2 horas. La curva patrón de TNF-α se preparó a 

través de diluciones seriadas de la alícuota del patrón suministrada por el fabricante 

(1000-15,62 pg/mL) con solución tampón diluyente (0,05% de tween-20 en PBS pH 
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7,2). Se adicionaron 100µL por pocillo de los patrones diluidos o de las muestras de 

plasma concentradas seguido de una incubación por 2 horas.  

Después de este tiempo, se realizaron cuatro lavados con solución tampón de lavado y 

se adicionaron 100 µL del anticuerpo de detección anti-TNF-α del fabricante en tampón 

diluyente a la concentración de 0,25 µg/mL. Al final de esta etapa, las placas se lavaron 

cuatro veces con tampón de lavado. Después, se adicionaron por pocillo 100 µL del 

conjugado suministrado por el fabricante (estreptavidina-peroxidasa de rábano picante), 

diluido 1: 2000 en solución diluente, para incubar por 30 minutos. Finalmente, 100 µL 

del sustrato 3,3′, 5,5′-TMB (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA) se adicionaron 

por pocillo. Se realizó una incubación durante 30 minutos antes de realizar la lectura. 

No se indicaba por el fabricante utilizar una solución de parada. Todas las incubaciones 

se realizaron a temperatura ambiente. 

En los cuatro ELISA realizados la lectura de la densidad óptica de las muestras y 

patrones se realizó en un espectrofotómetro Expert Plus
®
 (Biocrom Ltd, Cambridge, 

England) utilizando una longitud de onda de 620 nm. 

 

III.8 Obtención de los tejidos de casos cubanos fatales por dengue  

El universo de estudio de fallecidos cubanos por dengue estuvo constituido por 16 

fallecidos por FHD/SCD durante tres epidemias cubanas de dengue (67, 226). Durante 

la epidemia por VDEN-2 en Santiago de Cuba del año 1997 ocurrieron 12 casos fatales 

(67), en la epidemia por VDEN-3 en La Habana del año 2001 se informaron 3 fallecidos 

(226) y más recientemente en una epidemia por VDEN-4 en La Habana en el 2006 se 

confirmó un caso fatal (227). En el presente estudio se incluyeron nueve de estos 

fallecidos (Figura 3).  
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Figura 3. Diagrama de flujo del estudio de tejidos de casos cubanos fatales por dengue.  

En los fallecidos de dengue de los años 1997 y 2001 se había confirmado con 

anterioridad el diagnóstico de infección aguda secundaria por VDEN mediante serología 

(MAC-ELISA y MEI de dengue). En el único caso fatal del año 2006 no se confirmó si 

la infección aguda (MAC-ELISA de dengue positivo) era secundaria.  

Se realizó el aislamiento viral (células C6/36HT) y/o la detección molecular (RT-PCR 

convencional) del serotipo viral involucrado (VDEN-2 o VDEN-3) en muestras de 

suero y/o de tejidos frescos de los casos fatales por dengue de los años 1997 y 2001 (67, 

72, 228). En los tejidos del fallecido del 2006 se amplificó el ARN de VDEN-4 por RT-

PCR convencional y RT-PCR en tiempo real (Libro de Entrada de Vigilancia 

Virológica del Laboratorio de Arbovirus, Departamento de Virología, IPK). 

Para esta investigación se emplearon los tejidos FFIP de órganos obtenidos en las 

necropsias de nueve casos cubanos de FHD/SCD, en dependencia de su disponibilidad: 

hígado, cerebro, intestino, pulmón, corazón, riñón y bazo (Tabla 1). De la epidemia del 

año 1997 se examinaron seis casos y de la epidemia del año 2001 se estudiaron dos 
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casos, para un 50% y 66.6%, respectivamente, del total de fallecidos en esas epidemias 

de dengue en Cuba. De la epidemia del año 2006 se estudió un caso confirmado.  

Tabla 1.  Distribución de los casos cubanos fatales por FHD/SCD según epidemia, año, 

serotipo viral y tejidos examinados. 

Casos fatales 

por 

FHD/SCD 

Epidemia 

de dengue/Año 

Serotipo de 

VDEN 

Tejidos FFIP* 

 

1 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Cerebro, hígado, 

intestino 

2 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Pulmón 

3 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Cerebro, hígado 

4 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Cerebro 

5 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Hígado, intestino, 

pulmón 

6 Santiago de 

Cuba/1997 

VDEN-2 Cerebro, hígado, 

intestino, pulmón 

7 La Habana/2001 VDEN-3 Cerebro, corazón, 

intestino 

8 La Habana/2001 VDEN-3 Corazón, intestino 

9 La Habana/2001 VDEN-4 Cerebro, riñón, corazón, 

hígado y bazo 

Nota: * FFIP, fijados en formalina e incluidos en parafina.  

Las necropsias de los fallecidos durante la epidemia por VDEN-2 del año 1997 en 

Santiago de Cuba se realizaron en el Hospital Clínico-Quirúrgico “Juan Bruno Zayas”. 

Las necropsias durante la epidemia de dengue en La Habana del año 2001 se llevaron a 

cabo en el IPK. La necropsia del caso del 2006 se realizó en el Hospital Clínico-

Quirúrgico “Salvador Allende” de La Habana. Todas las muestras de tejidos se 

procesaron como tejidos FFIP de la manera habitual en que se realiza en los 

departamentos de Anatomía Patológica de nuestro país.   
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Del fallecido por DENV-4 de la epidemia en La Habana en el año 2006 se incluyeron en 

este estudio los tejidos frescos de los siguientes órganos: bazo, hígado, cerebro y 

pulmón. Estos tejidos se procesaron y fijaron para realizar MET en el Laboratorio de 

MET del CIGB.  

 

III.9 Obtención de los tejidos controles  

Los tejidos controles positivos de VDEN se obtuvieron de ratones albinos suizos (OF1) 

lactantes (uno a tres días de nacidos) de manera similar a como se ha descrito 

previamente (229). Brevemente, ratones lactantes OF1 se inocularon por vía intra-

cerebral con una suspensión de 0.02 mL de PBS pH 7,2 con una dilución de 1/50 de 

cerebro de ratones OF1 con encefalitis por VDEN. Esta suspensión a un título viral de 2 

X 10
6
 unidades formadoras de placas contenía uno de los siguientes virus: VDEN-2 

(cepa Nueva Guinea C), VDEN-3 (cepa H87) o VDEN-4 (cepa H241). Los ratones se 

colectaron y se les practicó eutanasia a los cinco días (VDEN-2), siete días (VDEN-3) y 

cuatro días (VDEN-4) después de la inoculación.  

Los cerebros se extrajeron y se fijaron en solución de formol tamponado neutro al 10% 

(PBS pH 7,2 al 10% de formol 40%) por 48 horas antes del procesamiento histológico 

de rutina para inclusión en parafina (Sasol Wax, GmbH, Hamburg, Germany). Para ello 

se empleó equipo procesador automático de tejidos (VRX-23, Sakura, California, USA) 

programado para procesar en 12 horas.  

Los tejidos FFIP de cerebro de ratones empleados como controles negativos se fijaron e 

incluyeron en parafina de igual manera que los controles positivos. Estos controles se 

obtuvieron de ratones lactantes OF1 que se inocularon por vía intra-cerebral (0.02 mL) 

con solución de PBS pH 7,2 sin la presencia de virus y que se colectaron siete días 

después. Además, se añadieron como controles negativos de los tejidos humanos FFIP 

los cortes de hígado, cerebro, intestino, pulmón y corazón de tres adultos fallecidos en 

el IPK entre el año 2001 y 2005 por enfermedades no relacionadas a flavivirus.  

Estos mismos tejidos FFIP humanos se usaron como tejidos controles negativos de 

apoptosis. El control positivo de apoptosis de tejido incluyó solamente el tejido FFIP de 

amígdala, como indicaba el fabricante (In Situ Cell Death Detection Kit, AP; Roche 
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Applied Sciences, Mannheim, Germany), de uno de los fallecidos mencionados 

anteriormente.  

Los controles positivos para MET se obtuvieron de los ratones lactantes OF1 inoculados 

por vía intra-cerebral con VDEN-4. Los controles negativos provinieron de cerebros de 

ratones OF-1 inoculados por vía intra-cerebral con solución de PBS pH 7,2 sin virus.  

Estos tejidos se procesaron como se describió anteriormente (230, 231) en el 

Laboratorio de MET del CIGB. Brevemente, fragmentos de  tejidos de 

aproximadamente 1 mm se fijaron en glutaraldehído al 3.2% durante 1 hora a 4C. 

Posteriormente se lavaron en tampón cacodilato de sodio con 0,1 M a pH 7.2 durante 1 

hora a 4C y se posfijaron por 1 hora a 4C en 2% en tetróxido de osmio. Seguidamente 

se lavaron por 5 minutos dos veces en tampón cacodilato de sodio a 4C y se 

deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (30, 50, 70 y 100%) a 4C 

durante 10 minutos cada vez. La inclusión de estas muestras de tejidos en resina de 

microscopía electrónica se realizó según Spurr (232).  

 

III.10 Procesamiento de tejidos controles y de casos cubanos fatales por dengue  

Los cortes histológicos de 4 µm de los tejidos FFIP se realizaron con micrótomo 

horizontal Leica RM2035 (Leica Instruments GmbH, Nussluch, Germany) y se 

montaron en láminas histológicas portaobjetos (Min Sheng, China) tratadas previamente 

con silane (3-Triethoxisilylpropylamine, Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Los cortes de 

tejidos se desparafinaron en una estufa a 60ºC por 1 hora, seguido de un procedimiento 

manual de tres pases en xilol de 5 minutos cada uno. Luego, los cortes se rehidrataron 

en pases sucesivos de 5 minutos cada uno en etanol absoluto, etanol 95%, etanol 80% y 

etanol 70% según los protocolos utilizados en el Departamento de Anatomía Patológica 

del IPK. 

Los cortes ultra-finos de los tejidos fijados para MET, de un grosor de 40-50 nm, se 

realizaron con un ultra-micrótomo (NOVA, LKB, Bromma, Sweden) y se colocaron 

sobre rejillas de níquel de 400 orificios en el Laboratorio de MET del CIGB.  

 



Marcadores de apoptosis en plasma y tejidos: probables implicaciones en la fisiopatología del dengue 

42 

 

III.11 Detección de antígenos virales en los tejidos de casos cubanos fatales por 

dengue entre los años 1997-2006 

Para la detección de antígenos de VDEN en tejidos de los fallecidos cubanos por 

FHD/SCD de la epidemias de los años 1997, 2001 y 2006 se empleó la técnica de IHQ 

por el método indirecto de inmuno-peroxidasa descrito previamente (42, 112, 113, 229, 

233) con algunas modificaciones. Los cortes de tejidos desparafinados y rehidratados se 

digirieron con una solución al 0.1% de tripsina (Difco Laboratories, Michigan, USA), 

CaCl2 al 0.1% y pH 7.8, durante 20 minutos en estufa a 37
0
C. Seguidamente, se bloqueó 

la actividad endógena de la enzima peroxidasa del tejido con una solución de metanol al 

90%, H2O2 al 5% en agua destilada. Los sitios antigénicos de unión inespecífica se 

bloquearon con una solución de BSA fracción V (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) al 

5%, en TBS (solución tamponada salina de Tris) al 0.05% más Tween 20 (TBST). Los 

pasos de bloqueo se realizaron a temperatura ambiente y por 20 minutos cada uno. 

Los anticuerpos primarios anti-VDEN, AcP y AcM, se produjeron en el IPK (234). El 

AcP anti-VDEN-2, anti-VDEN-3 y anti-VDEN-4 se obtuvieron de líquido ascítico 

hiper-inmune de ratón y se utilizaron en una dilución de 1:1000. El AcM H3-6, que 

reconoce un antígeno de la proteína viral de envoltura común en los cuatro serotipos de 

VDEN, se usó en la dilución 1:100. Los anticuerpos primarios se diluyeron en Tris 0.05 

M pH 7.4 con BSA al 1% mas Tween 20 al 0.1%. Estos anticuerpos se incubaron 

durante 18 horas a 4
0
C. Se utilizaron inmunoglobulinas de conejo antiratón conjugadas 

con peroxidasa de rábano picante (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) y diluidas 

1:200 en Tris 0.05 M pH 7.4 como anticuerpos secundarios.  

La reacción positiva se evidenció con una solución de revelado constituida por una 

tableta de 3, 3`-Diaminobenzidina (Sigma Fast DAB, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 

como cromógeno en 10 mL de Tris 0.05 M pH 7.4. Esta solución de revelado se filtró 

con un filtro de 0.22 µm (Minisart, Sartorius Ag, Goettingen, Germany) y el tiempo de 

revelado se controló bajo observación microscópica (5 a 10 minutos). La reacción se 

detuvo con agua destilada. Luego los cortes se deshidrataron en tres pases sucesivos de 

etanol absoluto y se aclararon en tres pases sucesivos de xilol de 5 minutos cada uno. 

Finalmente, los cortes histológicos se montaron bajo cubre-objeto de cristal con medio 

de montaje permanente (Sharlau Chemie, Barcelona, España) para realizarse la 

observación con microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Göttingen, Germany). 
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En todos los cortes de tejidos se utilizó el AcP anti-VDEN según el serotipo 

involucrado en la epidemia. Los tejidos positivos en un primer ensayo con el AcP anti-

VDEN se reanalizaron posteriormente al utilizar el AcM H3-6 anti-VDEN con el 

objetivo de buscar mayor especificidad en el ensayo. Todos los pasos del protocolo de 

IHQ se realizaron en cámara húmeda. Para realizar los lavados de los cortes de tejidos 

entre paso y paso del protocolo de IHQ se utilizó una solución tampón de lavado (TBST 

pH 7.4).  

Los controles positivos y negativos de tejidos de ratón y negativos de tejidos humanos 

se incubaron con el AcP o el AcM anti-VDEN en correspondencia con el anticuerpo 

primario anti-VDEN utilizado en las muestras de tejidos de los fallecidos por dengue. 

Se realizó de cada bloque de tejido humano un corte para ser usado como control 

interno. Estos controles internos se cubrieron con el AcP murino anticitoqueratina 

humana listos para su uso (Serotec, Kidlington, UK) durante 18 horas y a 4
0
C como se 

realizó con el resto de los cortes de tejidos humanos examinados.  

 

III.12 Detección de células apoptóticas en los tejidos de casos cubanos fatales por 

dengue entre los años 1997-2001 

En los casos fatales de las epidemias de dengue ocurridas en Cuba en los años 1997 y 

2001 se estudiaron tejidos FFIP provenientes de hígado, pulmón, intestino, corazón y 

cerebro. Se determinó apoptosis mediante el marcaje de extremos finales cortados de 

fragmentos de ADN generados por degradación inter-nucleosomal de ADN genómico al 

emplear la técnica de TUNEL y siguiendo el protocolo del fabricante (In Situ Cell Death 

Detection Kit, AP, Roche Applied Sciences, Mannheim, Germany). Brevemente, los 

cortes de tejidos desparafinados y rehidratados se digirieron durante 15 minutos a 37
0
C 

con proteinasa K recombinante de Tritirachium album (Roche Applied Sciences, 

Mannheim, Germany) en una solución de 20 µg/mL en 10mM Tris, pH 7.4-8. 

Posteriormente, los cortes se incubaron durante 1 hora en estufa a 37
0
C con la mezcla de 

reacción de TUNEL. Esta mezcla estaba conformada por la enzima recombinante 

transferasa terminal de deoxinucleótidos o TdT, del inglés terminal deoxynucleotidyl 

transferase, de timo de ternero más nucleótidos marcados con fluoresceína en buffer de 

reacción. Seguidamente, se examinó el ADN fragmentado en el núcleo de las células 



Marcadores de apoptosis en plasma y tejidos: probables implicaciones en la fisiopatología del dengue 

44 

 

mediante microscopio de fluorescencia Leica DLMB (Leica Microsystems, Illinois, 

USA).  

Se continuó el protocolo, como indica opcionalmente el fabricante, al adicionar a los 

cortes el anticuerpo antifluoresceína de carnero conjugado con fosfatasa alcalina (Roche 

Applied Sciences, Mannheim, Germany). Este anticuerpo conjugado estaba compuesto 

solamente por el fragmento de unión al antígeno de la molécula de inmunoglobulina y 

se incubó por 30 minutos en estufa a 37
0
C. Luego se reveló con una solución de una 

tableta de NBT/BCIP (Nitro blue tetrazolium chloride/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate, Roche Applied Sciences, Mannheim, Germany), sustrato de la fosfatasa 

alcalina, en 10 mL de agua bi-destilada por 10 minutos a temperatura ambiente. Se 

utilizó una solución de lavado de PBS pH 7.2 entre los pasos del protocolo para realizar 

lavados de 5 minutos de todos los cortes de tejidos. Todos los pasos del protocolo se 

realizaron en cámara húmeda. Finalmente se montaron los cortes de tejido bajo cubre-

objeto de cristal con PBS/glicerol y se analizaron con microscopio de luz (Axiostar 

Plus, Carl Zeiss, Göttingen, Germany). Esta microscopía de luz se usó también para 

examinar las características morfológicas de las células en apoptosis (186, 235).  

En cada ocasión que se realizó el protocolo de TUNEL se incluyeron controles de 

tejidos desparafinados, rehidratados y digeridos con proteinasa K siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los controles negativos de tejidos quedaron constituidos 

por cortes de tejidos humanos provenientes de hígado, pulmón, intestino, cerebro y 

corazón que se incubaron solamente con nucleótidos marcados con fluoresceína (sin 

TdT) en el paso de marcaje. El control positivo de tejido incluyó cortes de amígdala 

humana tratadas con una nucleasa, DNase I grado I (Roche Applied Sciences, 

Mannheim, Germany), en una solución de 1000 U/mL en 50 mM Tris, pH 7.4, 10 mM 

MgCl2 y 1mg/mL BSA por 10 minutos a temperatura ambiente y cámara húmeda para 

provocar la fragmentación de ADN genómico antes de los procedimientos de marcaje. 

 

III.13 Microscopía electrónica de transmisión en los tejidos de un caso cubano fatal 

por dengue del año 2006 

Con el objetivo de observar las alteraciones ultra-estructurales características de las 

células apoptóticas y las partículas virales en las células, las muestras de tejido del 
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fallecido del año 2006 se procesaron para la MET siguiendo el mismo protocolo de los 

tejidos controles de MET. Los cortes ultra-finos obtenidos se colocaron sobre rejillas de 

níquel, se contrastaron con acetato de uranilo saturado y citrato de plomo y se 

examinaron con MET (JEOL JEM 2000 EX, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) a diferentes 

magnificaciones en el Laboratorio de MET del CIGB.  

 

III.14 Inmuno-microscopía electrónica de transmisión en los tejidos de un caso 

cubano fatal por dengue del año 2006 

En los tejidos procesados para MET del caso fatal de dengue del año 2006 se utilizó la 

inmuno-microscopía electrónica para inmuno-localizar poli-péptidos virales 

(Laboratorio de MET del CIGB). En resumen, se usaron tres anticuerpos primarios 

diferentes: el AcP contra VDEN-4 (líquido ascítico hiper-inmune de ratón), el AcM 

H3/6 (234) o el AcP de suero de ratón dirigido contra la proteína NS1 de VDEN 

producido por el Centro de Investigaciones Biológicas de La Habana (cedido 

gentilmente por G. Lemus, datos no publicados).  

Los cortes ultra-finos se incubaron con el anticuerpo primario, a una dilución de 1:10, 

durante 60 minutos a 4C. Después estos cortes se incubaron con anticuerpo anti-IgG de 

ratón, marcados con oro coloidal de 15 nm de diámetro, a una dilución de 1:200 durante 

60 minutos a 4C (Amersham PLC, England). Los cortes se lavaron en seis pases de 2 

minutos cada uno, primero con PBS pH 7,3-BSA y finalmente con agua. Se empleó 

PBS pH 7,3 en sustitución de los anticuerpos primarios, como control negativo de la 

técnica. Los cortes se contrastaron con acetato de uranilo saturado y citrato de plomo 

para ser examinados mediante MET (JEOL JEM 2000 EX, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) a 

diferentes magnificaciones. En este ensayo se incluyeron los cortes ultra-finos de los 

tejidos controles positivos y negativos.   

 

III.15 Fotografías y documentación de imágenes 

En la IHQ se tomaron micro-fotografías con una cámara digital (PowerShot G6, Canon, 

Tokyo, Japan) montada en el adaptador del microscopio de luz Axiostar Plus (Carl 
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Zeiss, Göttingen, Germany). En la MET se tomaron micro-fotografías y las imágenes 

obtenidas se revelaron y digitalizaron. Todas las imágenes se analizaron con Microsoft 

Picture Office Manager (Windows 2000 o Windows 7, Microsoft Inc, Washington, 

USA).   

 

III.16 Análisis estadístico  

Los datos sobre la cuantificación de proteínas apoptóticas circulantes en pacientes 

brasileños con dengue se almacenaron usando el software de EpiData versión 3.1 

(http://www.epidata.dk). El análisis de los datos de laboratorio clínico, del recuento de 

las células sanguíneas y las concentraciones de proteínas apoptóticas entre dos grupos 

de pacientes se llevó a cabo con el test no paramétrico de Mann-Whitney.  

La correlación de Spearman usando el GraphPad Prism v5.0 con el Windows GraphPad 

Software (http://www.graphpad.com) se empleó para conocer el grado de asociación de 

las concentraciones de las proteínas apoptóticas circulantes con el recuento de las 

células sanguíneas de los pacientes con dengue. La prueba de Kolmogorow-Smirnov se 

aplicó con un valor de p<0,05 para ser considerada significativa.  

Los datos de los tejidos de los casos cubanos fatales por dengue se analizaron 

estadísticamente usando distribuciones de frecuencia. Los resultados que se obtuvieron 

en todo el trabajo se exponen en tablas y figuras. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Diferentes estudios in vitro, en modelos animales y en pacientes han sugerido que la 

apoptosis está involucrada en la fisiopatología del dengue (18-20). En este trabajo, se 

cuantificaron marcadores apoptóticos plasmáticos en pacientes brasileños con VDEN. 

Por otro lado, se evaluó la presencia de células apoptóticas en tejidos de fallecidos 

cubanos por dengue.  

 

IV.1 Pacientes brasileños con dengue: clasificación clínica y parámetros de 

laboratorio  

En 62 pacientes brasileños con dengue se cuantificaron cuatro moléculas solubles 

relacionadas con la apoptosis. La muestra de plasma se recolectó cuando los pacientes 

estaban entre el primero y el onceno días de la enfermedad. Estos pacientes presentaban 

una edad media de 40 años, solo 5 eran de edad pediátrica (< 15 años) y 30 eran del 

sexo femenino.  

Basándose en la clasificación más reciente de la OMS (1) los casos con dengue estaban 

divididos en tres grupos: 27 pacientes con DSSA, 20 pacientes con DCSA y 15 

pacientes con la forma grave (DG). Uno de los pacientes adultos graves presentó choque 

por dengue y falleció. De los 15 casos graves, 5 casos se clasificaron como FHD/SCD 

de acuerdo con la clasificación tradicional de la OMS. Estos cinco pacientes se 

clasificaron de la siguiente manera: FHD-I (2 casos), FHD-II (2 casos), SCD-IV (único 

caso fatal). Los restantes 57 casos con dengue, según la clasificación tradicional (10), se 

agruparon como casos de FD. De manera que la reciente clasificación (1) triplicó el 

número de casos de dengue con manifestaciones graves.  

Discrepancias similares entre las dos clasificaciones de dengue se han encontrado en un 

trabajo reciente realizado en países del sudeste asiático y de Latino-América (con la 

participación de Brasil). Sin embargo, en ese estudio previo se detectaron casos de 
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FHD/SCD que no se incluyeron en el grupo de DG (236). La interpretación de la 

diferencia de nuestros hallazgos con ese hallazgo anteriormente descrito es limitada 

debido al menor número de pacientes con dengue que estudiamos.  

La mayoría de los casos estudiados en los que se logró identificar  el serotipo viral 

resultó ser el VDEN-2 (21/26) (Tabla 2). En Brasil se introdujeron desde 1986 los 

serotipos 1, 2 y 3 del VDEN (5). 

Tabla 2. Datos demográficos y clínicos de los casos brasileños con dengue.   

 Clasificación 

Datos  Dengue sin 

signos  de 

alarma 
n=27

 

Dengue con 

signos  de 

alarma 
n=20

 

Dengue 

grave 
n=15

 

Demográficos   

Edad (media ± desviación 

estándar) 

38.4 ± 16.5 40.7 ± 16.1 40.4 ± 

19.6 

Género  

(Femenino: Masculino) 

10:17 13:7 7:8 

VDEN-1:VDEN-2 
*
 1:10 4:7 0:4 

Clínica    

Hemorragia 
† 
(%) 0 35 66.7 

Fuga capilar 
‡ 
(%) 0 0 46.2 

Hipotensión 
§ 
(%) 0 0 25 

DENV-1:VDEN-2
*
corresponde a la proporción de aislamientos virales y/o amplificación de 

genoma de los serotipos 1 y 2 de VDEN. Hemorragias
†
 incluyen petequias, epistaxis, melena, 

hematemesis, hematuria y metrorragia. Fuga capilar
‡ 

manifestada por derrame pleural, derrame 

pericárdico y ascitis. Hipotensión
§ 

definida por presión del pulso por debajo de 20 mm Hg 

(diferencia entre las presiones diastólica y sistólica) o por hipotensión para la edad.  
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En este estudio las manifestaciones hemorrágicas se encontraron en mayor proporción 

en los casos graves comparados con los casos de DSSA. La fuga capilar y la 

hipotensión se presentaron solamente en los casos graves (Tabla 2). Estos hallazgos 

clínicos se encuentran asociados a la severidad del dengue (10) y en epidemias 

anteriores en Brasil se ha descrito una mayor frecuencia de estas manifestaciones 

clínicas en los casos severos (54, 237).  

En los casos estudiados el recuento de plaquetas disminuyó de forma significativa en los 

pacientes con DG comparado con los casos no graves e individuos controles (Tabla 3). 

La plaquetopenia es un hallazgo frecuente en dengue y se ha usado como marcador de 

gravedad (238-240). Por otro lado, los niveles de las enzimas hepáticas (ASAT, ALAT) 

eran significativamente mayores en los pacientes con DG lo cual corrobora la 

asociación del daño al hígado con la severidad del dengue (Tabla 3) (239, 241, 242).  

Tabla 3. Datos de laboratorio clínico y de células sanguíneas de los casos brasileños 

con dengue.   

Datos de 

Laboratorio
e 

(media ± desviación 

estándar) 

Clasificación 

Controles
 n=10

 Dengue sin 

signos  de 

alarma 
n=27

 

Dengue con 

signos  de 

alarma 
n=20

 

Dengue 

grave 
n=15

 

Recuento de 

plaquetas x 10
3
/mm

3
 

296.8 ± 34.9
£
 128 ± 73.7 88.2 ± 64.8

*
 61.4 ± 

48.1
#&

 

Hematocrito (%) 39.9 ± 3.0 40.5 ± 3.8 39 ± 4.7 37.3 ± 

4.4
#
 

AST (IU/L)
b
 - 64.3 ± 63.9 80.2 ± 78.3   1592.3 ± 

545.6
#
 

ALT (IU/L)
c
 - 56.6 ± 48.8 71.5 ± 69.2 2055.0 ± 

6791.0
#
 

Recuento global de 

leucocitos/mm
3
 

6073.0 ± 635.2 4130.0 ± 2148.0 4318.0 ± 2470.0 5813.0 ± 

3545.0 

Recuento global de 

linfocitos /mm
3
 

1845.3 ± 349.3 1469.0 ±993.0 1694.0 ± 1515.0 2253.0 ± 

1591.0 

Recuento global de 

monocitos /mm
3
 

432.7 ± 99.8 518.9 ± 377.8 409.7 ± 240.9 606.8 ± 

387.0 
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Recuento diferencial 

de monocitos (%) 

7.8 ± 1.7
£
 12.3 ± 4.5 9.8 ± 4.0 12.7 ± 

6.0 

Recuento diferencial 

de linfocitos (%) 

30.8 ± 7.6 36.0 ± 16.8 35.3 ± 17.0 43.8 ± 

16.8 

Recuento de 

monocitos CD14+ 

/mm
3
 

263.9.8 ± 35.7 254.5 ± 226.6 236.6 ± 136.7 317.4 ± 

265.6 

Recuento de 

linfocitos CD4+ 

/mm
3
 

616.2 ± 113.4
£
 296.8 ± 192.5 500.7 ± 438.7   690.0 ± 

486.0 

Recuento de 

linfocitos CD8+ 

/mm
3
 

428.9 ± 205.5
£
 199.1 ± 181.2 512.6 ± 331.7   345.2 ± 

308.6 

Recuento de 

monocitos CD14+ 

(%) 

60.8 ± 11.5 60.0 ± 21.1 57.0 ± 17.9 53.3 ± 

18.9 

Recuento de 

linfocitos CD4+ (%) 

30.2 ± 10.0 33.0 ± 14.3 31.7 ± 11.8 32.8 ± 

12.1 

Recuento de 

linfocitos CD8+ (%) 

19.9 ± 4.4 20.8 ± 9.3 20.7 ± 8.9 17.4 ± 

8.0 

Datos de laboratorio
 
del día de toma de la muestra de sangre para cuantificar las proteínas 

apoptóticas. Las diferencias estadísticas se analizaron con el test de Mann Whitney (p < 0.05). 
£
 

representa diferencias entre los controles y alguno(s) de los grupos de dengue, * entre dengue 

sin signos de alarma y dengue con signos de alarma, 
#
 entre dengue sin signos de alarma y 

dengue grave, y 
&

 entre dengue con signos de alarma y dengue grave. 

No se observaron diferencias significativas al compararse las proporciones o números 

absolutos de leucocitos, monocitos y sub-poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+, 

entre los tres grupos estudiados de pacientes con dengue (Tabla 3). Particularmente, a 

pesar de una tendencia al incremento del número de células inmunes relacionado con la 

gravedad del dengue, no se observaron diferencias significativas entre los leucocitos 

totales y las dos sub-poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+.  

Sin embargo, el recuento de linfocitos T CD4+ y CD8+ era significativamente más 

elevado en los grupos con dengue que en el grupo control. En estudios anteriores (243, 

244) se ha documentado también el aumento de estas sub-poblaciones linfocitarias en 

pacientes graves con dengue al compararse con pacientes no graves. 
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La proliferación e hiper-activación de células inmunes, específicamente linfocitos, se 

describe como uno de los factores principales en la fisiopatología del dengue. Estos 

linfocitos participan en la respuesta antiviral produciendo anticuerpos, liberando un 

amplio rango de citocinas y lisando células infectadas por el virus (94).  

Se observó un recuento diferencial de monocitos significativamente mayor en los casos 

controles que en los grupos con dengue. Recientemente un trabajo experimental 

describió un resultado interesante al mostrar que la infección por VDEN de monocitos 

puede protegerlos de la apoptosis espontanea que ocurre en estas células cuando no 

están estimuladas (245).   

 

IV.2 Concentraciones plasmáticos de las proteínas apoptóticas en pacientes 

brasileños con dengue  

Las concentraciones detectadas en el plasma de las proteínas TRAIL y FasL eran muy 

variables en cada uno de los grupos estudiados. Los pacientes del grupo DSSA 

presentaron concentraciones significativamente más elevadas de TRAIL y FasL al ser 

comparadas con los pacientes del grupo con DG y los sujetos controles. El TNF-α 

constituyó la única proteína evaluada que no mostró una diferencia significativa que 

incluía al grupo con DG. Una marcada variabilidad en las concentraciones plasmáticas 

del Survivin se constató en los casos estudiados (Figura 4). 
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Figura 4. Cuantificación en plasma por ELISA de las proteínas asociadas a la apoptosis 

de pacientes brasileños con dengue. Son mostrados las concentraciones de las proteínas 

plasmáticas TRAIL (A), FasL (B), TNF-α (C) y Survivin (D) en los controles y 

pacientes según la reciente clasificación de dengue de la OMS. Se utilizó el test de 

Mann-Whitney para el análisis estadístico mediante el empleo del programa GraphPad 

Prism 5. Las líneas horizontales representan la mediana del grupo y las verticales se 

extienden desde el 25 al 75 percentil. Se incluyeron los valores con significación 

estadística.  

Aunque son significativos, existen actualmente pocos estudios en relación a la 

participación de TRAIL en la infección por VDEN. Un estudio in vitro demostró que la 

liberación de TRAIL por hepatocitos infectados con VDEN podría inducir la apoptosis 

de hepatocitos no infectados (219). Warke y cols  demostraron la participación de 

TRAIL en la respuesta antiviral durante la infección por VDEN, independiente de la 

inducción de mecanismos proapoptóticos, en cultivos primarios de células dendríticas y 

monocitos (246). 
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En un trabajo previo se detectaron niveles elevados en suero de TRAIL en pacientes 

venezolanos con dengue. En ese estudio no se realizó una comparación del nivel de 

TRAIL en la circulación con la gravedad de los pacientes probablemente porque habían 

solo dos casos de FHD (41). En cambio, en el presente estudio sí se contrastaron los 

niveles en la circulación de TRAIL en los diferentes grupos de casos con dengue 

clasificados según las guías recientes de la OMS (1).  

De forma interesante, nuestros pacientes clasificados como DSSA presentaron 

concentraciones plasmáticas aumentadas de TRAIL, aunque con variabilidad alta en la 

producción de esta proteína, en comparación con los individuos controles y los 

pacientes graves (DG) (Figura 4. A). Este hallazgo apoya el posible papel antiviral de 

TRAIL que se describió en un estudio in vitro anterior (246). En ese estudio anterior el 

tratamiento del cultivo de células dendríticas con TRAIL recombinante disminuyó el 

titulo de VDEN y además un AcM anti-TRAIL recombinante aumentó el número de 

copias de VDEN en los cultivos de células endoteliales, de monocitos y de linfocitos B 

tratados previamente con TRAIL recombinante. También se concluyó en ese trabajo que 

la acción antiviral del TRAIL era independiente de la apoptosis y que la inducción de 

TRAIL por el VDEN era regulado por las vías de activación de los IFN α/β o IFN tipo I 

(247). Otro estudio experimental más reciente (247) con un flavivirus relacionado al 

VDEN (virus del Nilo Occidental) también demostró el papel antiviral de TRAIL.  

Nuestros resultados sugieren que una mayor concentración de TRAIL ejerció una 

acción antiviral en los casos de DSSA y que por otro lado una menor concentración de 

TRAIL no brindó probablemente protección antiviral a los casos con DG. El análisis de 

los resultados de nuestro estudio no explica la menor concentración plasmática de 

TRAIL en los casos con DG. Sin embargo, no se excluye un mecanismo de inhibición 

de la inducción del TRAIL por el VDEN en los casos de mayor gravedad que son los 

que presentan una mayor carga viral. Estudios anteriores han descrito la inhibición de 

las vías de activación de los IFN α/β (IFN tipo I) por una combinación de proteínas no 

estructurales del VDEN (NS2A, NS4A, NS4B, NS5) (248). Estas vías también regulan 

la inducción de TRAIL (246). De manera que especulamos que una inhibición de las 

vías de activación de los IFN α/β pudiera estar asociada a una expresión menor de 

TRAIL en los casos con DG.   
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Un trabajo anterior en niños tailandeses detectó que los niveles plasmáticos de Fas 

(receptor soluble de FasL) y la proporción media de CMSP que presentaban apoptosis 

era mayor en niños que presentaban FHD que en los que presentaban FD (20). Ese 

estudio postuló que la apoptosis podría tener un papel potencial en la inmuno-

modulación de la respuesta inmune adaptativa al VDEN. En el presente estudio se 

cuantificó el ligando de Fas (FasL) que se une a su receptor específico Fas en la 

membrana celular. También se encontró la concentración plasmática mayor de FasL 

(792,23 pg/mL) en un caso grave el día antes de fallecer. Sin embargo, el grupo DG 

presentó significativamente menor concentración de esta molécula en comparación con 

los casos de DSSA (Figura 4. B).  

De este modo, el presente trabajo aborda por primera vez en el mundo la participación 

de FasL en la enfermedad causada por VDEN, su posible asociación con la 

fisiopatología del dengue y particularmente con la del dengue fatal. Estos hallazgos en 

conjunto apoyan el potencial papel inmuno-regulador de FasL en la enfermedad causada 

por VDEN.  

En los pacientes del grupo DSSA se cuantificaron concentraciones plasmáticas de TNF-

α que resultaron elevadas significativamente al compararse con los individuos controles 

(Figura 4. C). No encontramos diferencias de las concentraciones en plasma de TNF-α 

entre los tres grupos de pacientes. El TNF-α es una de las citocinas más estudiadas en la 

infección por VDEN, sin embargo, la asociación del TNF-α con la gravedad del dengue 

no se comprende completamente. Mientras unos estudios la relacionan con la FHD (14, 

100, 101), otros no encuentran la misma asociación (15, 39, 102-104).  

Las discrepancias entre los datos publicados en la literatura, incluyendo los nuestros, 

pueden estar relacionados a varias causas. Diferentes autores han demostrado cómo los 

polimorfismos genéticos de TNF-α pueden influir en la producción de esta citocina 

durante el dengue (89, 90, 249) y no se puede excluir que estos polimorfismos hayan 

influido en los resultados aquí expuestos.  

Otro aspecto discutido es la influencia del serotipo viral infectante en la producción de 

TNF-α durante la infección por VDEN. Un trabajo anterior detectó diferentes niveles de 

TNF-α liberado en cultivo de CE pulmonares en dependencia de si estas células eran 

infectadas con VDEN-2 o con otro serotipo, el VDEN-3 (250). En parte de los casos 
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brasileños estudiados en esta investigación se demostró la infección por VDEN-1, pero 

en su mayoría la infección fue causada por otro serotipo, el VDEN-2. El diferente 

serotipo de VDEN que infectó a los pacientes estudiados pudo influir en la liberación 

del TNF-α durante la enfermedad por dengue. 

Adicionalmente, la cinética de TNF-α durante la infección parece influir en la 

concentración que se detecta en la circulación. Un estudio en niños con dengue 

demostró que el TNF-α se detecta al inicio de la infección y luego disminuye entre el 

sexto y el décimo día (101). La toma de las muestras del presente estudio entre el 

primero y el onceno días de inicio de los síntomas, sin analizarse los días exactos de 

cada determinación, pudiera explicar la ausencia de diferencias significativas en las 

concentraciones de TNF-α entre los grupos de pacientes.   

En el plasma del caso brasileño fatal no se encontró una concentración elevada de TNF-

α el día antes de fallecer. Este resultado concuerda con un estudio anterior en el que no 

se detectó aumento de esta citocina en casos adultos fatales de FHD al compararse con 

casos sobrevivientes de FHD y pacientes con FD (104).  

Se evaluaron, por primera vez en la infección por VDEN, la concentración plasmática 

de Survivin que es una proteína conocida por su papel antiapoptótico (23, 200). Al 

cuantificarse esta proteína se observó una variabilidad marcada de las concentraciones 

circulantes entre los individuos (Figura 4. D). Sin embargo, a diferencia de las restantes 

proteínas evaluadas en este estudio, el Survivin disminuyó de forma significativa en los 

pacientes con DCSA comparado con los individuos controles y pacientes graves.  

Se ha descrito en estudios previos in vitro la participación del Survivin en la 

proliferación de CE de la micro-vasculatura (re-endotelización) después de la muerte de 

estas CE por apoptosis (251, 252). Si se tienen en cuenta esos hallazgos anteriores, se 

puede especular que el Survivin interviene en la regeneración del endotelio micro-

vascular en los casos con dengue que presentaron hiper-permeabilidad vascular 

relacionada a apoptosis de CE.   

Finalmente, se debe señalar la influencia que los polimorfismos genéticos de las 

proteínas apoptóticas ejercen en la producción de estas proteínas. La influencia de los  

polimorfismos se describe en la producción de TRAIL (253), FasL (254) y Survivin 

(255) durante enfermedades infecciosas y no infecciosas. Estos polimorfismos genéticos 
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en los sujetos estudiados pudieran estar relacionados con las diferentes concentraciones 

que se encontraron en plasma de las proteínas apoptóticas.  

 

IV.3 Correlaciones entre las concentraciones de las proteínas apoptóticas plasmáticas 

con los recuentos de las células sanguíneas de los pacientes brasileños con dengue  

Estudiamos en la muestra de sangre periférica obtenida el mismo día, la relación entre 

las concentraciones de las proteínas apoptóticas plasmáticas con el recuento de 

plaquetas, el recuento de leucocitos y el porcentaje de linfocitos en las células 

sanguíneas determinadas en el hemograma, además de la relación con el recuento de 

monocitos y de sub-poblaciones de linfocitos por citometría de flujo. Las 

concentraciones de TRAIL se correlacionaron positivamente con el recuento de 

plaquetas. De forma interesante observamos una correlación inversa entre las 

concentraciones de TRAIL con el recuento de linfocitos. Es notable que el Survivin 

estaba correlacionado positivamente con el recuento de leucocitos y linfocitos totales y 

además con el recuento de monocitos CD14+ (Tabla 4). No se encontró ninguna 

correlación entre las concentraciones plasmáticas de TNF-α y FasL con el recuento de 

células sanguíneas (datos no mostrados).  

La correlación inversa entre la cuantificación de TRAIL y el recuento de linfocitos 

circulantes sugiere que esta molécula posiblemente participa en un mecanismo inductor 

de apoptosis de linfocitos. Un mecanismo similar de inducción de apoptosis se encontró 

anteriormente en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana o 

VIH (201), niños con bronquiolitis por infección con virus sincitial respiratorio (256), 

individuos infectados con el coronavirus causante del síndrome respiratorio agudo 

severo (257) y pacientes infectados con el virus del sarampión (258).  

La inducción aparente de apoptosis linfocitaria por el TRAIL en los casos estudiados y 

el aumento significativo de esta molécula en los casos no graves sugieren que el TRAIL 

podría estar vinculado con la muerte de clones de linfocitos causantes de la respuesta 

inmune no protectora. Esta respuesta es responsable en parte de las manifestaciones más 

graves del dengue. Sin embargo, nuestros resultados solo permiten hacer limitadas 

inferencias en este sentido debido a que la respuesta específica de los linfocitos 

sanguíneos contra el VDEN a nivel experimental no se abordó en el presente trabajo.  
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Tabla 4. Correlaciones entre las concentraciones de las proteínas apoptóticas 

plasmáticas con los recuentos de las células sanguíneas de los pacientes brasileños con 

dengue.  

Células sanguíneas  TRAIL Survivin 

Plaquetas/mm
3
  R= 0.443

n=54
† 

p= 0.0008 

ns 

Leucocitos/mm
3
 ns‡ R= 0.333 

n=48
 

p= 0.02 

Linfocitos/mm
3
 R= (-) 0.525 

n=44
 

p= 0.0003 

R= 0.376 
n=44

 

p= 0.01 

Linfocitos (%) R= (-) 0.572 
n=44

 

p< 0.0001 

ns 

Monocitos CD14+ 

/mm
3
 

ns R= 0.428 
n=27

 

p= 0.03 

Linfocitos T CD4+
 

/mm
3
 

R= (-) 0.647 
n=27

 

p= 0.0003 

ns 

Linfocitos T CD8+
 

/mm
3
 

R= (-) 0.727 
n=27

 

p< 0.0001 

ns 

Se realizó una correlación de Spearman utilizando el programa GraphPad Prism versión 5. La 

correlación directa se considera cuando el valor de R es positivo y correlación inversa cuando R 

es negativo. Los valores de p se consideraron significativos cuando: p < 0,05. †n, representa el 

número de pares disponibles analizados; ‡ns, se refiere a la correlación no significativa.  

En este estudio se observó una correlación positiva entre las concentraciones 

plasmáticas de TRAIL y los recuentos de plaquetas. Estudios experimentales anteriores 

demostraron la regulación de la megacariopoyesis por el TRAIL (259) y la inducción 

del desarrollo de megacarioblastos de médula ósea humana normal en plaquetas por el 

TRAIL (260). El TRAIL también específicamente incrementa los antígenos de 

diferenciación (CD61 y CD42b) de megacariocitos en cultivo (261). Adicionalmente se 

ha demostrado in vitro que las plaquetas activadas liberan TRAIL (262). Se necesitarían 

más estudios para determinar si el TRAIL está asociado al incremento de las plaquetas o 
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si las plaquetas activadas están liberando esta proteína durante la infección por VDEN. 

Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que los recuentos disminuidos de 

plaquetas en los casos graves de dengue del presente estudio (Tabla 3) estén 

relacionados con una disminución de TRAIL en la circulación.  

Es significativo señalar que este trabajo sugiere una relación de TRAIL con un buen 

pronóstico de la enfermedad mediante dos posibles mecanismos protectores. 

Primeramente por el aumento de TRAIL en los casos de DSSA que apoya su posible 

efecto antiviral demostrado anteriormente in vitro (246) y en segundo lugar que esta 

proteína se correlacionó positivamente con el aumento del recuento de plaquetas.  

Un hallazgo interesante de este estudio constituyó la correlación positiva entre las 

concentraciones de Survivin y el recuento de leucocitos y linfocitos, además de los 

monocitos CD14+. El Survivin es una proteína clásicamente conocida como inhibidora 

de la apoptosis al bloquear las caspasas que son proteasas intracelulares esenciales en el 

proceso apoptótico (200). Por otra parte, en un estudio in vitro se describió que el 

Survivin mediaba la activación de las cadenas alfa de las β-integrinas en las membranas 

de los leucocitos y de esa manera participaba activamente de la migración de estas 

células inflamatorias (263). Adicionalmente, el Survivin se encuentra relacionado a la 

división linfocitaria y a la expansión clonal (264).  

Aunque este trabajo no verificó experimentalmente la liberación al medio extracelular y 

la acción extracelular del Survivin en los leucocitos sanguíneos, la correlación positiva 

de esta molécula con el número de leucocitos en la sangre sugiere que uno de los 

mecanismos por el que el Survivin se asoció al aumento de leucocitos y particularmente 

de monocitos puede ser la inhibición de la apoptosis de estas células en los pacientes 

estudiados. Para conocer si el Survivin aumenta la migración y proliferación de células 

inflamatorias durante el dengue se necesitarían otros estudios inmunológicos.   

En resumen, en nuestro trabajo se observó variabilidad de las diferentes proteínas 

apoptóticas estudiadas en el plasma. No podemos descartar que la mayor plaquetopenia 

de los casos graves esté relacionada a las concentraciones disminuidas de TRAIL. 

También, nuestros resultados sugieren que el TRAIL puede estar asociado a la 

inducción de apoptosis linfocitaria y que podría participar en la respuesta antiviral de 

los pacientes con dengue. En cambio, el Survivin pudiera ejercer un papel 
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antiapoptótico en leucocitos, linfocitos y monocitos sanguíneos durante la enfermedad 

causada por VDEN. Una función inmuno-reguladora pudiera ser desarrollada por el 

FasL en las diversas formas clínicas de dengue incluyendo el dengue fatal. No 

encontramos relaciones entre las concentraciones plasmáticas de TNF-α con la gravedad 

del dengue probablemente a causa de la ausencia de estratificación cinética de las 

muestras tomadas, sin excluir la influencia de diferentes factores virales y del 

hospedero. 

 

IV.4 Casos cubanos fatales por dengue: clasificación clínica, parámetros de 

laboratorio y hallazgos de necropsia 

En la realización de esta investigación se tomaron tejidos FFIP provenientes de hígado, 

cerebro, intestino, pulmón, riñón, bazo y corazón de necropsias de nueve casos 

fallecidos por FHD/SCD (grado III-IV) en Cuba. De la epidemia del año 1997 se 

examinaron seis casos y de la epidemia del año 2001 se estudiaron dos casos, para un 

50% y 66.6% respectivamente, del total de fallecidos en estas epidemias. De la 

epidemia del 2006 se estudió un único caso. Los nueve casos fatales estudiados eran 

todos adultos, de 25 a 50 años de edad y con una media de edad de 36 años. Este grupo 

de individuos estuvo constituido por seis hombres y tres mujeres.  

Los ocho casos con FHD/SCD de las epidemias de los años 1997 y 2001 presentaban 

infección secundaria por VDEN confirmada mediante serología (MAC-ELISA y MEI 

de dengue). En el caso fallecido del 2006 solo se obtuvo el resultado positivo del MAC-

ELISA y no se confirmó serológicamente si se trataba de una infección secundaria.  

Se ha demostrado anteriormente que la infección secundaria es uno de los factores de 

riesgo más significativos para desarrollar la FHD/SCD (76, 91, 208). Sin embargo, este 

factor de riesgo no se ha encontrado en todos los casos fatales de dengue al informarse 

también fallecimientos por la infección primaria con VDEN (93, 145, 265, 266).  

En los nueve individuos de nuestro estudio el choque comenzó en el cuarto día de la 

enfermedad y se prolongó como media durante dos días hasta el desenlace fatal. Llamó 

la atención cómo luego de iniciado el choque no se estabilizaron las cifras de tensión 

arterial en la gran mayoría de estos sujetos (Figura 5). La defunción de los casos 
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estudiados ocurrió en una media de 6 días (Tabla 5) de forma similar a como se ha 

descrito previamente (111, 265, 267). Sólo el caso 4 presentó una enfermedad con una 

duración prolongada de 13 días. Sin embargo, se han informado en la literatura casos 

fatales de estancia hospitalaria de 18 días (93, 267). 

 

Figura 5.  Promedio diario de la tensión arterial media (TAM) de los nueve casos 

fatales de dengue durante los días con choque (TAM normal = 100). 

Se identificaron manifestaciones clínicas de extravasación de plasma (Tabla 5), sobre 

todo hidrotórax y ascitis (77%), en los casos fatales estudiados. Este resultado 

demuestra que la fuga capilar es un signo patognomónico de la FHD/SCD (7). Entre las 

manifestaciones hemorrágicas que se presentaron en los casos se encontró 

principalmente hematemesis (62.5%) y petequias (50%). Hallazgos similares se 

describen en otros estudios de casos fatales por dengue (93, 111, 265).  

Se encontró plaquetopenia en todos los casos estudiados, entre 90 y 2 x 10
9
 cél/L, con 

una media estadística de plaquetas circulantes de 38 x 10
9
 cél/L (Tabla 6). Se 

presentaron cifras de plaquetopenia severa (≤ 50 x 10
9
 cél/L) en el 66% de los 

fallecidos. De manera que la plaquetopenia se asoció a la presencia de choque como se 

documentó antes en casos severos de dengue (241, 242, 268, 269).  
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Tabla 5. Hallazgos clínicos-patológicos de casos fatales de FHD/SCD de epidemias cubanas de dengue de los años 1997, 2001 y 2006. 

 

*Casos fatales de FHD/SCD, casos 1 al 6 de epidemia por VDEN-2 en año 1997, casos 7 y 8 de epidemia por VDEN-3 en año 2001, caso 9 de epidemia por 

VDEN-4 en año 2006; †M, masculino; F, femenino; ‡HTA, hipertensión arterial; §ACF, anemia de células falciformes; ¶Informe de necropsia; #Edema pulm, 

edema pulmonar como signo de extravasación de plasma.  

Casos 

fatales

* 

Edad/

Sexo† 

Enfermedad 

Crónica 

Días de 

enfermedad 

Día de 

inicio de 
SCD 

Hidro 

pericardio 

Ascitis Hidrotórax Hemorragias 

1 30/M HTA‡, 

diabetes 
mellitus 

4 3        - 250 mL¶          - Petequias, hematemesis,  melena, 

hemorragia pulmonar¶ 

2 45/F Ulcera 

duodenal 

4 4        - 1500 mL¶ Bilateral  

(300 mL)¶ 

Metrorragia, hemorragia 

gastrointestinal¶ y subaracnoidea focal¶ 

3 27/F          - 6 2        -          -          - Petequias, hematemesis 

4 36/F          - 13 4 Ecocardio 
grama 

250 mL¶ Bilateral  
(500 mL)¶ 

Petequias,  gingivorragia, metrorragia, 
hemorragia  conjuntival,  subaracnóidea 

y pulmonar¶ 

5 50/M Enfermedad 
de Cronh 

5 5        - Ultrasonido 
abdominal 

Edema pulm¶#          Hematemesis 

6 43/M Ulcera 

péptica 

6 5        - 2000 mL¶ Bilateral (2000 

mL)¶ 

Petequias, equimosis y hematemesis 

7 25/M Rasgo de 
ACF§ 

4 3        - 1500 mL¶ Bilateral (200-
300 mL) ¶ 

Hematuria y equimosis  

8 34/M Rasgo de 

ACF 

6 4 250 mL¶         - Derecho (150 

mL)¶ 

Edema pulm# 

Hematemesis y gingivorragia  

9 41/F - 5 5 - Severa  Severo  Hemorragia gastroduodenal  y 

subaracnoidea 
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Tabla 6. Distribución según sexo y alteraciones hematológicas de casos fatales por  FHD/SCD de las epidemias cubanas de dengue de los años 

1997, 2001 y 2006.  

Alteraciones 

hematológicas* 

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7 Caso 8 Caso 9 

Sexo† M F F F M M M M F 

Anemia (g/dL) - - - 6.3 8.4 - - 9 - 

Hemoconcentración 0.52 0.46 0.45 0.30‡ 0.27‡ nd§ 0.48 0.48 0.56 

Leucopenia 

(x1000/mm
3
) 

- 3.8 - 3.5 - - - - - 

Leucocitosis  

(x1000/mm
3
) 

11.2 - 16 - - - - 17 18 

Linfocitosis (%) - 0.60 - - 0.70 0.60 - - - 

Linfopenia (%) - - 0.02 - - - - - 8.3 

Plaquetopenia  

(x1000/mm
3
) 

90 37 2 24 6 10 35 80 63 

*Se tomaron los valores extremos de las alteraciones hematológicas (según sistema tradicional de unidades) encontradas en las historias clínicas; †Sexo; M, 

masculino; F, femenino; ‡valor de hematocrito luego de tratamiento con líquidos endovenosos; §nd; no disponible el dato en la historia clínica.  
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Se presentó leucopenia solamente en los casos 2 y 4 (22%). La leucopenia es un criterio 

diagnóstico de la forma menos severa del dengue, FD y DSSA, tanto en la clasificación 

tradicional de la OMS (10) como en la reciente clasificación (1). La leucopenia se 

demostró anteriormente hasta en el 28,6% (265) y 50% (147) de fallecidos por dengue. 

Por otro lado, un estudio reciente demostró esta alteración hematológica 48 horas antes 

de morir en el 22,2% de los casos de dengue (267). Estos resultados coinciden con 

nuestros hallazgos sobre la frecuencia de leucopenia antes de la muerte por dengue.  

Ocurrió leucocitosis en los casos 1, 3, 8 y 9. Aunque en uno de los trabajos recientes 

anteriormente mencionados se asoció la leucocitosis a la bacteriemia (267), un estudio 

anterior no documentó diferencias significativas entre la presencia de leucocitosis y 

bacteriemia en pacientes con FHD/SCD (147). En nuestros casos con leucocitosis no se 

realizó ninguna confirmación de infección bacteriana sobreañadida.  

La linfocitosis se presentó en tres pacientes del estudio y la linfopenia se observó en los 

casos 3 y 9 que mostraron también leucocitosis durante la enfermedad. La activación y 

proliferación de los linfocitos en el dengue se relaciona al intento de eliminar el virus. 

Los linfocitos B sintetizan las inmunoglobulinas que pueden neutralizar al virus pero 

que también pueden ocasionar el ADE. Por otro lado, los linfocitos T lisan células 

infectadas y además liberan los factores proinflamatorios que provocan la tormenta de 

citocinas (94).  

La anemia (casos 4, 5 y 8) en nuestro estudio no se presentó asociada a la úlcera péptica 

como se ha planteado anteriormente (270). Sin embargo, parte de estos casos con 

anemia sí sufrieron importantes hemorragias.  

Seis de los nueve casos fatales estudiados presentaban antecedentes de alguna 

enfermedad crónica como la DM tipo 2 (caso 1) y rasgo de anemia de células 

falciformes (casos 7 y 8) (Tabla 5). Estas co-morbilidades se asociaron por primera vez 

a las formas más severas de dengue en la epidemia del año 1981 en Cuba (91).  

En resumen, en los nueve casos cubanos fallecidos de FHD/SCD se observó una serie 

de manifestaciones clínicas, hallazgos anatomo-patológicos y alteraciones 

hematológicas documentadas anteriormente en la forma más severa del dengue.  



Marcadores de apoptosis en plasma y tejidos: probables implicaciones en la fisiopatología del dengue 

64 

 

IV.5 Detección de antígenos virales en los tejidos de casos cubanos fatales por 

dengue entre los años 1997-2006 

En este estudio se demostró la presencia de antígenos de VDEN mediante IHQ en focos 

de necrosis hepática y algunas células de Kupffer en dos individuos fallecidos (casos 1 

y 3) de la epidemia de VDEN-2 en el año 1997 (Tabla 7). Este hallazgo incluye el 50% 

de los hígados examinados de casos fatales de la epidemia de Santiago de Cuba. La IHQ 

se validó y resultó positiva cuando se utilizaron dos anticuerpos diferentes anti-VDEN 

como anticuerpos primarios: el AcP anti-VDEN-2 y el AcM H3-6 (Figura 6. A y B).  

Tabla 7. Resultados de la detección de antígenos de VDEN por IHQ y detección de 

apoptosis por la técnica de TUNEL en tejidos FFIP de casos cubanos fatales por 

FHD/SCD entre los años 1997-2001. 

Casos fatales  

por 

FHD/SCD
 *
 

Serotipo de 

VDEN 

Tejidos 

FFIP† 

Antígenos de 

VDEN 

Apoptosis 

1     VDEN-2 Cerebro, 

Intestino, 

Hígado 

   Hígado          Cerebro, 

Intestino, 

Hígado 

2     VDEN-2       Pulmón                 - - 

3     VDEN-2 Cerebro, 

Hígado 

Hígado Cerebro  

4     VDEN-2 Cerebro             -         Cerebro  

5     VDEN-2 Intestino, 

Pulmón, 

Hígado 

            - Pulmón, 

Hígado  

6     VDEN-2 Cerebro, 

Intestino, 

Pulmón, 

Hígado 

            - Cerebro  

7     VDEN-3 Intestino, 

Cerebro, 

Corazón 

            - Cerebro 

8     VDEN-3 Intestino, 

Corazón 

            - - 
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*
Casos fatales por fiebre hemorrágica del dengue/síndrome de choque por dengue (FHD/SCD) 

de las epidemias de Santiago de Cuba (casos 1-6) y La Habana (casos 7-8); † FFIP, fijados en 

formalina e incluidos en parafina.  

En la literatura se ha descrito anteriormente la inmuno-detección de antígenos de 

diferentes serotipos de VDEN en cortes hepáticos de casos fatales (43, 113, 115). Estos 

trabajos previos y los resultados de nuestro trabajo apoyan la participación del hígado 

como órgano diana en la enfermedad causada por VDEN (271).  

 

Figura 6. Validación de controles de tejidos de la técnica de IHQ en cortes de cerebro 

de ratón. (A) Se presentan células cerebrales positivas (flechas) del control positivo de 

VDEN al utilizar el AcM H3-6 anti-VDEN en corte de cerebro de ratón inoculado con 

VDEN-2 (x400). (B) Control negativo en corte de cerebro de ratón (x400).  

En el caso 3 se demostró la presencia de antígenos de VDEN en escasas células de 

Kupffer y en algunos hepatocitos adyacentes (Figura 7. A). Los antígenos virales se 

inmuno-localizaron principalmente en varios focos de necrosis medio-zonales hepáticos 

de ambos casos (casos 1 y 3) que presentaban además infiltrado inflamatorio agudo 

(Figura 7. B). No se detectaron antígenos virales en células del epitelio sinusoidal 

hepático.  

A B 
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.  

Figura 7. Detección de antígenos de VDEN por IHQ en tejidos hepáticos de casos 

cubanos fatales. (A) En el caso 3 se inmuno-localizaron antígenos de VDEN en escasas 

células de Kupffer (flechas) y algunos hepatocitos al utilizar un AcM H3-6 anti-VDEN. 

Las células endoteliales sinusoidales eran negativas (asteriscos) (x400). (B) Se observa 

un foco de necrosis peri-portal en un corte de hígado del caso 1 con presencia de tinción 

positiva por IHQ (flechas) al utilizar el AcP anti-VDEN-2 (x200).  

Anteriormente se había demostrado en el hígado de fallecidos por dengue la presencia 

de antígenos de VDEN (42, 43, 112, 115, 120) asociados específicamente a focos de 

necrosis (42, 43, 120). En uno de estos estudios coincidió la detección de los antígenos 

virales (IHQ automatizada de alta sensibilidad) con el RNA viral (RT-RCP in situ) en 

hepatocitos de pacientes fallecidos por fallo hepático debido a FHD/SCD (120). Más 

recientemente, un trabajo demostró los cuatro serotipos de VDEN en diferentes tejidos 

FFIP de fallecidos por dengue mediante RT-PCR e IHQ (116). Estos hallazgos 

anteriores y nuestros resultados en tejidos humanos corroboran las observaciones 

anteriores en líneas celulares de hepatoma (272-274) y en cultivo primario de 

hepatocitos humanos (26) en las que se demostró replicación del VDEN.  

En cortes de hígado del caso 3 se detectaron antígenos virales en células de Kupffer 

como se documentó anteriormente (112-114, 116, 117). En estas células fagocíticas no 

se ha demostrado anteriormente la multiplicación viral efectiva in vitro (275) ni ácido 

nucleíco viral en cortes de tejidos de fallecidos por dengue mediante hibridación in situ 

(113). Sin embargo, en un estudio previo sí se demostró la presencia de ARN viral en 

células de Kupffer por RT-PCR in situ en cortes de hígado de nueve casos fatales de 

dengue con fallo hepático (120).  

* 

* 
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En este estudio no se demostró la presencia de antígenos de VDEN en tejido intestinal, 

pulmonar, cerebral, renal, esplénico y cardíaco. Estos resultados coinciden con otros 

autores que no han encontrado antígenos de VDEN en tejido intestinal y cardíaco (42, 

113, 116). Sin embargo, en casos fatales por dengue sí se han documentado 

anteriormente antígenos de VDEN mediante IHQ en cortes de tejido cardíaco, cerebral 

(114, 115, 134, 276) y pulmonar (113, 115).  

No se detectaron antígenos virales por IHQ en los cortes de tejidos examinados del caso 

fatal del año 2006 de La Habana. En los tejidos de este caso no se estudió la apoptosis 

por la técnica de TUNEL.  

En este estudio postulamos que no se detectaron más células con antígenos virales en 

los tejidos examinados por la posible destrucción parcial de los antígenos en el 

procesamiento posnecropsia de los tejidos mediado por formol. También pudo 

intervenir en el resultado que no se utilizó en este análisis histopatológico una técnica de 

IHQ de muy alta sensibilidad (233).  

En conclusión, este trabajo de detección de antígenos de VDEN en tejidos de fallecidos 

cubanos confirmó la presencia de VDEN en cortes de hígado. Sin embargo, no se 

encontraron antígenos virales en otros órganos como el cerebro, pulmón y corazón en 

los que se han documentado también su presencia. 

 

IV.6 Detección de células apoptóticas en los tejidos de casos cubanos fatales por 

dengue entre los años 1997-2001 

En el presente estudio se examinaron tejidos de ocho fallecidos de FHD/SCD con la 

técnica de TUNEL y se demostró apoptosis en seis casos. Cinco fallecidos de la 

epidemia de Santiago de Cuba en el año 1997 se encontraban infectados con VDEN-2 y 

un fallecido de la epidemia del año 2001 en La Habana con VDEN-3. Se detectó 

apoptosis en el 47.37% del total de tejidos FFIP estudiados. Se observaron células con 

reacción positiva de TUNEL y cambios morfológicos característicos de apoptosis en 

cortes de cuatro órganos: hígado, cerebro, intestino y pulmón. Solamente en las células 

cardíacas no se encontró ADN nuclear fragmentado (TUNEL positivo) (Tabla 7).  
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Se debe resaltar que la apoptosis en tejidos de casos fatales por dengue únicamente se 

había demostrado con anterioridad en el hígado de un fallecido en Francia (42) y de 

cinco niños vietnamitas (42, 43). De manera que nuestro resultado incrementa el 

número de órganos en los que se ha descrito la apoptosis en tejidos de casos con 

dengue. 

Se ha encontrado que la replicación del VDEN en una línea humana de CE de la micro-

vasculatura (213, 277) induce la muerte celular apoptótica. También se ha propuesto, 

basándose en estudios in vitro y en estudios en modelos animales, que mecanismos 

inmunes a través de mediadores proinflamatorios como el TNF-α en el suero (34, 278) y 

anticuerpos anti-NS1 (contra la proteína viral NS1) de reactividad cruzada con proteínas 

de las CE humanas (205, 206) inducen la apoptosis de estas células del endotelio. Los 

resultados de estos trabajos especulan que la apoptosis de las CE de la micro-

vasculatura podría participar en la extravasación de plasma y la hemorragia encontrada 

en el dengue.  

De forma interesante, CE apoptóticas de la micro-vasculatura (Figura 8) y extravasación 

de plasma se observaron en dos de los casos cubanos fatales por FHD/SCD (Tabla 5) 

sugiriendo una posible relación entre ambos fenómenos. El caso 1 presentó apoptosis de 

las CE de la micro-vasculatura de la submucosa intestinal acompañado de edema local 

de esta submucosa y de ascitis. Por otro lado, el caso 5 presentó apoptosis de las CE de 

la micro-vasculatura de los alvéolos pulmonares además de edema pulmonar. Esta es la 

primera vez que se describe apoptosis de las CE en casos fatales de dengue, un 

fenómeno descrito previamente en investigaciones con VDEN en líneas celulares (31, 

33, 34, 213, 277) y en modelos animales (36, 220, 279).  

Por otro lado, no podemos excluir que las CE apoptóticas de la micro-vasculatura 

intestinal del caso 1 estén relacionadas a las manifestaciones de hemorragia 

gastrointestinal (hematemesis y melena) que presentó este paciente. Este postulado tiene 

en cuenta un modelo murino de hemorragia por VDEN que asoció las CE en apoptosis 

de la micro-vasculatura de los tejidos subcutáneos con las hemorragias locales (36, 

220).   
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Figura 8. Apoptosis en tejidos de casos fatales por dengue y tejidos controles. (A) Se 

observan pequeños vasos sanguíneos (flecha) de la submucosa intestinal del caso 1 que 

presentan células endoteliales positivas en la reacción de TUNEL. También se aprecia 

edema importante de esta submucosa (x100). (B) Se muestran células endoteliales de la 

micro-vasculatura de la submucosa intestinal, de la misma área de (A), con los núcleos 

TUNEL positivos (x400). (C) y (D) Se observan células endoteliales con núcleo 

TUNEL positivo (flechas) en la micro-vasculatura de los alvéolos pulmonares del caso 

5. Se presentan adicionalmente leucocitos apoptóticos, probablemente monocitos (punta 

de flecha), en el interior de estos pequeños vasos sanguíneos alveolares (x1000). (E) 

◄ 

◄ 
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Control positivo de TUNEL (flechas) en amígdala humana tratada con DNAasa I 

(x400). (F) Control negativo de TUNEL en amígdala humana (x400). 

Llama la atención que el caso 1 padecía de DM tipo 2 y que estudios previos han 

asociado la DM tipo 2 con la producción incrementada de citocinas (280-282). 

Específicamente, se documentó que el TNF-α presente en el suero de pacientes con DM 

tipo 2 induce la apoptosis de CE vasculares in vitro (280). Además, se documentan altos 

niveles de la proteína quimo-atrayente de monocitos 1 o el MCP-1 (del inglés monocyte 

chemoattractant protein-1)  (281) y el VEGF (282, 283) en pacientes con DM tipo 2.  

De igual forma, se describe la inducción in vitro de apoptosis en las CE de la micro-

vasculatura por altos niveles de TNF-α en el suero de pacientes con dengue (34). 

También se documentó una alta expresión de MCP-1 en diferentes células linfoides 

sanguíneas infectadas in vitro con VDEN (284, 285), un elevado nivel de MCP-1 en la 

circulación de pacientes con FD (286) y FHD/SCD (284, 285) y más recientemente en 

casos de DCSA (287). En uno de estos estudios anteriores el MCP-1 se vinculó al 

incremento de la permeabilidad de las CE vasculares humanas en cultivo (284). Por otra 

parte, el incremento del VEGF circulante se relacionó con la severidad del dengue (288, 

289) y particularmente con la regulación de la permeabilidad vascular en la FHD/SCD 

(288).  

Este conjunto de estudios previos en dengue y DM tipo 2 sugieren que la hiper-

producción de citocinas en pacientes diabéticos podrían predisponerlos durante la 

enfermedad causada por VDEN a la fuga capilar y por tanto también al dengue severo a 

través del daño o apoptosis del endotelio micro-vascular. Nuestro estudio es el primero 

en describir apoptosis en un paciente con DM que fallece por dengue.  

Particularmente durante el dengue la muerte de las CE no solo se relacionaría a la 

pérdida de la función endotelial de barrera continua semi-permeable, sino que quedaría 

abolida la participación de estas células activadas en la respuesta inmune 

innata/adaptativa al no liberar mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios 

importantes para controlar la enfermedad. Estos mediadores son las citocinas IL-4, IL-6, 

IL-8, IL-7, IL-10, TNF-α, INF-γ, IFN-β, VEGF, las quimocinas RANTES, CXCL9, 

CXCL10, CXCL11 y el factor B de la properdina del complemento (99, 250, 290). 

También durante el proceso de muerte por apoptosis de las CE se comprometerían las 
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funciones homeostáticas del endotelio como la de mantener el tono vasomotor que 

contribuye al control de la tensión arterial y perfusión tisular, la adhesión y 

transmigración de leucocitos circulantes, el tráfico de nutrientes en la circulación y la 

regulación de mecanismos pro y anticoagulantes (291, 292). 

A pesar de no detectarse antígenos virales por IHQ en el intestino y pulmón de los casos 

1 y 5 respectivamente, no se puede descartar que la replicación del VDEN haya 

desencadenado la apoptosis en las CE de la micro-vasculatura de estos tejidos. Sin 

embargo, los antígenos de VDEN en tejidos intestinales de casos fatales por dengue no 

se han detectado previamente mediante IHQ (42, 113, 115).  

Un estudio previo describió la detección de antígenos de VDEN en el endotelio vascular 

pulmonar humano pero la hibridación in situ no demostró el ARN viral en estas células 

(113). En un trabajo más reciente se confirmó por IHQ la proteína viral NS3 en las CE 

de la micro-vasculatura del bazo pero la RT-PCR de VDEN resultó negativa en el tejido 

de dicho órgano (115). Además, otra investigación histopatológica reciente documentó 

la presencia de antígenos virales en las CE de pequeños vasos sanguíneos en los cortes 

de tejido de corazón de un niño con miocarditis fatal por dengue (293). Sin embargo, 

existe también un grupo de estudios de IHQ en fallecidos por dengue que no describen 

antígenos virales en el endotelio vascular (116, 120, 134, 145, 294).  

Se ha sugerido que estas proteínas virales en el endotelio vascular pulmonar podrían 

corresponder a la macro-pinocitosis de los antígenos virales (113) o menos 

probablemente al depósito de inmuno-complejos y no a la replicación viral (207, 295).  

Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de una infección temporal y productiva 

de las CE en la fase temprana o pre-mortem de la enfermedad contribuyendo así a la 

viremia, liberación de mediadores proinflamatorios y modulación de la coagulación 

(296). 

Existen elementos que pueden explicar el por qué no se observaron las CE de la micro-

vasculatura positivas con la técnica de TUNEL en los cinco tejidos estudiados con 

extravasación de plasma de cuatro casos fatales. Una posible explicación es que estas 

CE al morir por apoptosis como están expuestas siempre al flujo sanguíneo se 

desprenden rápidamente de los vasos sanguíneos para entrar en la circulación y luego 

ser eliminadas (297). Otra causa adicional puede ser el carácter focal de la apoptosis 
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endotelial y por tanto este fenómeno no estaba presente en los cortes examinados del 

tejido (292). Sin embargo, es importante resaltar que no se observaron CE apoptóticas 

en la micro-vasculatura de nueve muestras de tejidos provenientes de órganos que no 

presentan extravasación de plasma como son el cerebro y el hígado.  

Las células apoptóticas son eliminadas eficiente y rápidamente de los tejidos y estas se 

observan de forma infrecuente en tejidos normales (190). Se calcula que el humano 

adulto sano posee alrededor de un millón de millones o 10
13

 de CE, que pesarían como 

1 kg y cubrirían entre 4000
 
a 7000 m

2
 (298) (para tener una idea más gráfica, una 

cancha de futbol convencional tiene solo 1000 m
2
, http://www.wikipedia.org). Sin 

embargo, en ausencia de un estado patológico, se estima que solo un pequeño 

porcentaje (< 0,1%) de este billón de células está muriendo por apoptosis (292). 

Específicamente relacionado con la observación de la apoptosis durante el curso de una 

enfermedad, Hotchkiss y cols estudiaron este fenómeno en pacientes fallecidos por 

sepsis y no detectaron la apoptosis de forma significativa en las CE de los mismos (297, 

299).  

El papel del daño del endotelio en el dengue es tan relevante en la fisiopatología de esta 

enfermedad que una estrategia terapéutica que contrarreste este daño celular sería de 

enorme beneficio clínico. Por tanto, los resultados del ensayo de levostatina en dengue 

(170) son de importancia para el campo de la terapia específica del dengue.  

En este estudio se detectó fragmentación de ADN nuclear (reacción de TUNEL 

positiva) de numerosas células cerebrales en los cortes de los cinco cerebros estudiados 

(casos 1, 3. 4, 6 y 7) (Figura 9. A y B). En estos tejidos no se detectaron antígenos de 

VDEN por IHQ ni se observó reacción inflamatoria. 

http://www.wikipedia.org/
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Figura 9. Apoptosis en tejidos de fallecidos por dengue. Se muestran abundantes 

células apoptóticas cerebrales en la reacción de TUNEL del tejido cerebral del caso 4 

(A) y caso 7 (B) (x100). (C) Se observa corte hepático del caso 1 con células hepáticas 

TUNEL positivas agrupadas (flechas), también se observan abundantes vacuolas de 

grasa (asteriscos) (x100). (D) Se presentan células con núcleos TUNEL positivos 

(flechas) distribuidos a lo largo del corte de hígado del caso 5 (x100). 

Anteriormente se había sugerido que la apoptosis podría ser un mecanismo patogénico 

de la infección por VDEN en el cerebro humano durante la FHD/SCD. Este postulado 

se basó en estudios de inoculación del VDEN en líneas celulares de neuroblastoma de 

ratón (24), de neuroblastoma humano (212) y en el sistema nervioso central de ratones 

lactantes (35). En la actualidad se considera que el VDEN es neuro-virulento y puede 

ocasionar enfermedad neurológica grave que lleva a la muerte (144, 300). De hecho, en 

la más reciente clasificación de dengue de la OMS se incluye a la 

encefalitis/encefalopatía entre los daños graves de órganos del DG (1).   

Tomando en consideración que la única prueba confirmatoria de infección con el VDEN 

que se realizó a los tejidos cerebrales examinados era la IHQ, la cual resultó negativa, 

no se puede excluir del todo que el virus estuviera presente en este tejido y pudiera 

* 

* 
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C D 



Marcadores de apoptosis en plasma y tejidos: probables implicaciones en la fisiopatología del dengue 

74 

 

inducir apoptosis cerebral como se ha demostrado anteriormente en líneas celulares de 

neuroblastoma (24, 212) y en el sistema nervioso central de ratón (35). 

Sin embargo, es importante señalar también que la inducción de apoptosis neuronal por 

la hipoxia se confirmó previamente en la literatura (301-303). Inclusive, se describen los 

mecanismos moleculares por los que la hipoxia puede conducir a la apoptosis neuronal 

in vitro (304) y en modelos animales (305, 306). Adicionalmente, la apoptosis de 

células cerebrales se ha demostrado en fallecidos por choque séptico debido, entre otros 

factores, a la isquemia (307). Más recientemente, se describió que la intensidad de la 

isquemia y la apoptosis neuronal en los pacientes sépticos tienden a correlacionarse con 

la duración de la hipotensión (308).  

Si se tienen en cuenta estos antecedentes, es muy probable que la hipoxia y la isquemia 

del sistema nervioso central estén relacionadas al desencadenamiento de mecanismos 

apoptóticos en las células cerebrales de los casos con FHD/SCD estudiados. Lo anterior 

se encuentra apoyado por los trastornos hemo-dinámicos posiblemente causados por el 

tiempo prolongado de hipotensión durante el choque que presentaron estos casos 

(Figura 5).  

Por otro lado, se demostró apoptosis en el tejido cerebral del caso 7 que era portador del 

rasgo de anemia de células falciformes y cabe la posibilidad que la hemoglobina S haya 

jugado algún papel. Este postulado se fundamenta en la probable inducción de apoptosis 

neuronal por la hemoglobina S mediante un mecanismo neuro-toxico como se describió 

en un estudio in vitro (309).  

En esta investigación se demostró la presencia de leucocitos sanguíneos apoptóticos, 

probablemente monocitos, en el interior de la micro-vasculatura del tejido pulmonar del 

caso 5 (Figura 8. C y D). Este resultado apoya publicaciones previas de inducción de 

apoptosis de monocitos infectados en cultivo con VDEN-2 (310, 311) y la posible 

relación de CMSP apoptóticas ex vivo con el incremento de la severidad del dengue 

(19). El presente hallazgo de leucocitos apoptóticos en sangre también apoya otros 

estudios que demostraron un número mayor de CMSP apoptóticas en casos con FHD 

que en casos con FD (20, 40) y trabajos de transcriptomas de CMSP que indican un 

aumento de la expresión de genes proapoptóticos durante la infección por VDEN (37-

39).  
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En este trabajo se detectó apoptosis por la técnica de TUNEL en cortes hepáticos de dos 

de los cuatro casos estudiados con muestras hepáticas (Figura 5. C y D). La apoptosis en 

casos fatales de dengue solo se había demostrado anteriormente en tejidos de hígado de 

fallecidos por FHD/SCD y se había propuesto que la replicación viral estaba 

involucrada en la inducción de dicha apoptosis (42, 43). Este planteamiento anterior está 

en concordancia con trabajos posteriores en líneas de hepatocitos que sugieren que la 

replicación del VDEN podría inducir apoptosis de células hepáticas (218, 312). La 

infección viral como causa de apoptosis de células del hígado es apoyada por la 

detección mediante IHQ de antígenos virales en el tejido hepático de uno de los dos 

casos nuestros con apoptosis hepática.  

Sin embargo, la liberación de TRAIL por hepatocitos infectados con VDEN-2 podría 

también inducir la apoptosis de hepatocitos no infectados como se documentó in vitro 

(219). Por otra parte, un estudio previo en ratones describió que, tanto la administración 

pasiva de anticuerpos murinos anti-NS1 o de IgG humana anti-VDEN como la 

inmunización con la proteína viral NS1, provocan daño hepático. Este daño estaba 

representado por la presencia de células hepáticas apoptóticas y el aumento de las 

transaminasas en la sangre de los ratones (279). De manera que consideramos la 

posibilidad de que varios mecanismos (replicación viral, producción local de TRAIL y 

tal vez la síntesis de anticuerpos anti-NS1) estén asociados a la inducción de apoptosis 

en las células hepáticas de los casos fatales estudiados.  

La distribución de los hepatocitos con reacción de TUNEL positiva fuera de los focos 

necróticos hepáticos en nuestro estudio (casos 1 y 5) se describió previamente (42, 43). 

También en un trabajo reciente con un modelo murino de infección con VDEN e 

inmunización con la proteína viral NS1 se observaron múltiples células hepáticas 

apoptóticas (núcleos picnóticos) que no se encontraban en los focos de infiltración 

inflamatoria y de necrosis (313).  

Hasta donde conocemos, este es el trabajo más grande realizado hasta la actualidad de 

apoptosis en tejidos de casos con dengue. Se describe por primera vez el hallazgo de 

células apoptóticas en tejido pulmonar, cerebral e intestinal de fallecidos por dos 

serotipos diferentes de VDEN, el serotipo 2 y el serotipo 3.  
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IV.7 Microscopía e inmuno-microscopía electrónica de transmisión en los tejidos de 

un caso cubano fatal por dengue del año 2006 

El caso fatal estudiado infectado con VDEN-4, de la epidemia cubana del año 2006, era 

del sexo femenino y tenía 41 años. En los cortes ultra-finos de tejidos de los órganos de 

este caso (cerebro, riñón, hígado, bazo, pulmón) no se observaron células apoptóticas 

mediante MET. Sin embargo, sí se visualizaron partículas de 50-60 nm sugestivas de 

pertenecer a flavivirus en bazo, hígado, cerebro y pulmón. Además, se confirmaron por 

inmuno-microscopía electrónica que se encontraban poli-péptidos de VDEN en 

hepatocitos, neuroglias y células pulmonares (Figura 10. E). Por otro lado, se 

visualizaron también inclusiones para-cristalinas, estructuras túbulo-reticulares y 

vesículas lipídicas en el citoplasma de hepatocitos (Figura 10. C) relacionadas con la 

infección viral.  

Se debe resaltar que es la primera vez que se visualizan partículas virales de VDEN en 

bazo, hígado, cerebro y pulmón de un caso con dengue por microscopía electrónica. 

Además es la primera ocasión en que se utiliza la inmuno-microscopía electrónica para 

confirmar poli-péptidos de VDEN en tejidos humanos. Anteriormente, se observaron 

partículas virales por MET en casos no fatales de dengue solo en muestras de tejido 

renal y de sangre. El tejido renal se obtuvo por biopsia en niños con dengue (314) y en 

un caso adulto no fatal de FHD/SCD asociado a síndrome hemolítico-urémico (315). 

Las muestras de sangre se tomaron durante el periodo agudo de la enfermedad de un 

paciente adulto con FD (316) y de niños con dengue (317).  

Resultó interesante que en nuestro trabajo también se visualizaron partículas virales en 

una gran vacuola fagocítica citoplasmática de un macrófago esplénico (Figura 10. D). 

Esta estructura es sugestiva de corresponder con la fagocitosis de un cuerpo apoptótico 

o tal vez de una célula apoptótica completa debido a su gran tamaño, a la presencia en 

su interior de organelos intra-citoplasmáticos sugestivos de mitocondrias y retículo 

endoplásmico rugoso no digeridos completamente, así como al hallazgo en su interior 

de partículas virales con tamaño similar a los flavivirus (aproximadamente entre 50-60 

nm de diámetro).  
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Figura 10. Estudio ultra-estructural por microscopía electrónica de transmisión de 

cortes ultra-finos de tejidos del caso fatal por VDEN-4 de la epidemia cubana del año 

2006. (A) Control negativo en corte de cerebro de ratón. (B) Las flechas señalan 

partículas virales de 50-60 nm de diámetro dentro del retículo endoplasmico rugoso 

(RER) en una célula cerebral, parecida a un oligodendrocito, de cerebro de ratón 

inoculado cinco días antes con VDEN-4. (C) Las flechas señalan estructuras túbulo-

reticulares cerca del RER de un hepatocito del caso fatal. (D) Partículas virales (flechas) 

en el interior de una vacuola citoplasmática grande, muy sugestiva de ser un cuerpo 

C 

A B 

D 

E F 
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apoptótico fagocitado, de un macrófago esplénico humano. (E) Inmuno-microscopía 

electrónica con anticuerpos anti-NS1 de VDEN que detectan poli-péptidos virales en 

una célula pulmonar del fallecido. (F) Control negativo en un corte de hígado humano. 

Barras de escala: 200 nm (A, B, C) y 500 nm (D, E, F).  

La observación de este fagosoma concuerda con el trabajo previo de Mosquera y cols en 

cultivo de monocitos humanos infectados con VDEN (311). Estos autores observaron 

por MET que los monocitos fagocitaban monocitos apoptóticos adyacentes para 

formarse grandes vacuolas citoplasmáticas que contenían fragmentos celulares en 

diferentes estadios de degradación y partículas virales típicas (311).  

En el estudio de necropsias de casos con dengue, más amplio realizado hasta la fecha, se 

examinaron los bazos de 95 casos fatales pediátricos de Tailandia. Se describió en los 

cortes teñidos con hematoxilina-eosina que en 22 de estos casos la proporción de pulpa 

blanca era relativamente pequeña. Según los autores la disminución del tamaño 

esplénico podría deberse en parte a la destrucción linfocitaria. Hasta un 72% de los 

bazos presentaban fagocitosis de linfocitos muy activa y muy frecuentemente se 

encontraron macrófagos que aparentaban haber ingerido uno o más linfocitos intactos. 

Al aplicarse anticuerpos fluorescentes anti-VDEN se marcaron células de origen 

linfocítico o del sistema retículo-endotelial en los sinusoides esplénicos de un caso 

(111). Es interesante que la fagocitosis linfocitaria por macrófagos y el marcaje con 

anticuerpos antidengue descrito por Bhamarapravati y cols (111) coinciden con nuestros 

hallazgos en tejido esplénico de una gran vacuola fagocítica en un macrófago y de 

linfocitos con partículas virales.  

En este fallecido cubano por dengue se observó una evidente disminución de los 

linfocitos en los cortes histológicos de bazo teñidos con hematoxilina-eosina 

(comunicación personal de Prof. Virginia Capó del Departamento de Anatomía 

Patológica del IPK en La Habana, 22 del septiembre del 2006) aunque no se observara 

una fagocitosis esplénica tan activa. Este caso también presentó, en un hemograma antes 

de fallecer, una linfocitopenia marcada de 8.3% (Tabla 6). Este hallazgo en sangre 

periférica podría estar en asociación con la descripción de depleción linfocítica en el 

bazo debido a que una relación similar, linfocitopenia con depleción de linfocitos 

esplénicos, se observó en 22 de 26 pacientes con sepsis severa en un estudio anterior 
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(299, 318). También Hotchkiss y cols describieron en los bazos de pacientes con 

diferentes sepsis una profunda depleción esplénica debido a la apoptosis de linfocitos B 

y linfocitos T CD8+. Este trabajo previo además mostró en una imagen de microscopía 

de luz la fagocitosis de fragmentos apoptóticos de un linfocito por un macrófago 

esplénico (318).  

Nuestra investigación presenta la primera evidencia por microscopía electrónica de 

apoptosis en un caso con dengue. Solamente una vez a través de MET se habían descrito 

cambios en la ultra-estructura celular, CE de la micro-vasculatura de la dermis de niños 

con FHD, sugestivos de apoptosis pero los autores no llegaron a confirmar o especular  

sobre este evento celular (319).  

La presencia de VDEN en el tejido esplénico estudiado se confirmó con la 

amplificación de ARN de VDEN-4 por la RT-PCR convencional y en tiempo real 

(Libro de Entrada de Vigilancia Virológica, Laboratorio de Arbovirus, Departamento de 

Virología, IPK). Los hallazgos de VDEN por técnicas moleculares y por MET en el 

bazo de este caso cubano apoyan trabajos previos de detección de antígenos de VDEN 

en cortes de tejido esplénico por IHQ en diferentes células como las CE (115), los 

macrófagos y las células linfoides (113, 117, 134). En uno de estos estudios se 

corroboró la presencia de ARN del VDEN en los macrófagos y células linfoides 

mediante la técnica de hibridación in situ (113) y en otro trabajo se amplificó el ARN 

viral por RT-PCR convencional y en tiempo real (134). Más recientemente se describió 

la coincidencia de la técnica de IHQ y RT-PCR para detectar VDEN en los tejidos FFIP 

de los bazos de fallecidos por dengue (116). Por otro lado, un estudio reciente 

documentó la detección de la proteína NS1 del VDEN por tres diferentes ELISA de 

captura en fragmentos esplénicos de casos fatales (135).  

La observación de un macrófago con una vacuola fagocítica con cuerpos apoptóticos 

que contenían virus, partículas virales en linfocitos y amplificación de genoma de 

VDEN en el tejido esplénico con depleción linfocitaria permite especular la existencia 

de dos eventos interconectados. En primer lugar, que el cuerpo apoptótico fagocitado 

corresponda a uno de los linfocitos que muriera por apoptosis y en segundo lugar, que la 

apoptosis linfocitaria pudiera ser inducida en parte por la replicación viral.  
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En los tejidos FFIP de cerebro, riñón, corazón, hígado y bazo de este fallecido por 

VDEN-4 no se detectaron antígenos virales mediante IHQ que es considerada una 

técnica de inmuno-detección en tejidos menos sensible que la MET (320, 321). 

Adicionalmente, los antígenos virales podrían no detectarse porque se destruyeron en 

parte durante el procesamiento de los tejidos FFIP o porque la cantidad de antígeno no 

era suficiente para ser detectada por este método (112, 113).  

Una limitación de este trabajo en tejidos de casos fatales por dengue es que se estudió la 

apoptosis mediante la técnica de MET o de TUNEL y no por ambas técnicas en el 

mismo tejido. El análisis por estas dos técnicas podría incrementar el número de tejidos 

donde se encuentra la apoptosis, así como describir el tipo específico de célula 

involucrada.  

En resumen, es la primera vez que se utiliza la microscopia electrónica para estudiar 

tejidos de un caso fatal por dengue y no se observaron células apoptóticas sino una 

célula fagocítica en el bazo con una vacuola fagocítica conteniendo posiblemente un 

cuerpo apoptótico con partículas virales. También la microscopia electrónica permitió 

visualizar los virus causantes del dengue en diferentes células del bazo, el hígado, el 

cerebro y el pulmón.  

 

IV.8 Discusión integrada 

Hasta la actualidad no se había investigado la regulación de la apoptosis durante el 

dengue por proteínas pro y antiapoptóticas circulantes y cómo estos mecanismos se 

asocian con la fisiopatología de la enfermedad. Por otra parte, no se habían estudiado 

estas proteínas en casos con dengue utilizando la nueva clasificación clínica de dengue 

de la OMS (1). Hasta el momento, en casos con dengue no existían evidencias de 

apoptosis en tejidos no hepáticos ni tampoco se había evaluado la apoptosis en tejidos 

mediante microscopía electrónica. 

En el presente estudio, se estudiaron cuatro proteínas circulantes (TRAIL, FasL, TNF-α, 

Survivin) asociadas a la apoptosis en pacientes con dengue clasificados según las 

nuevas guías clínicas de dengue de la OMS (1). Además, se demostró apoptosis en 

diferentes tejidos de fallecidos por dengue que no estaban documentados en la literatura.  
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Se encontraron posibles nuevas implicaciones de TRAIL en casos no graves de dengue, 

que presentaban mayores concentraciones de esta proteína, como la de favorecer el 

aumento de plaquetas. La plaquetopenia es un hallazgo relacionado muy frecuentemente 

a la gravedad del dengue. De manera que especulamos que la disminución de la 

concentración en la circulación de TRAIL podría también estar involucrada en la 

disminución de plaquetas (plaquetopenia) documentada en el periodo grave pre-mortem 

de los casos fatales por FHD/SCD y en los pacientes con DG. En cambio, los resultados 

de este trabajo sugieren que el Survivin presentó un probable papel antiapoptótico en los 

leucocitos sanguíneos. El aumento o disminución de la concentración de esta proteína 

en la circulación podría relacionarse a la leucocitosis o a la leucopenia respectivamente 

que se encontró en los pacientes con dengue estudiados.  

En el presente trabajo se encontró una elevación plasmática de la citocina 

proinflamatoria TNF-α en casos con dengue. Por otro lado, en las CE de los tejidos 

examinados de casos fatales por dengue no se observaron virus por MET ni se 

detectaron antígenos de VDEN por IHQ. Estos resultados, más los descritos en la 

literatura que excluyen la probable infección viral productiva (113, 115) y la auto-

inmunidad (207) en el endotelio durante el dengue, nos permiten plantear mecanismos 

plausibles de daño endotelial que condujeron a la hiper-permeabilidad vascular en los 

fallecidos estudiados. Estos mecanismos serian fundamentalmente dos y estarían 

estrechamente interconectados: (i) acción de mediadores proinflamatorios que alteran la 

función de barrera del endotelio y (ii) muerte por apoptosis de las CE de la micro-

vasculatura.  

A pesar de ser un trabajo sin un número grande de casos, nuestra investigación sobre 

proteínas reguladoras de la apoptosis en pacientes con dengue contribuye a la 

evaluación de bio-marcadores potenciales de la gravedad del dengue cuando aun no se 

dispone de bio-marcadores circulantes robustos que pronostiquen con certeza la 

progresión a gravedad de esta enfermedad (238). También el hallazgo de las CE 

apoptóticas en casos fatales por dengue asociadas a hiper-permeabilidad vascular apoya 

la detección de mediadores circulantes de daño vascular en pacientes con dengue como 

marcador de severidad.  

Además, la inhibición de mecanismos apoptóticos específicos podría convertirse más 

adelante en una estrategia terapéutica del dengue cuando se definan mejor las 
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implicaciones de este suicidio celular en la fisiopatología del cuadro clínico grave de 

esta enfermedad. Para alcanzar ese objetivo se necesitarían cuidadosos estudios en 

modelos animales y pacientes con dengue.  

A pesar de que en este trabajo se sugieren asociaciones entre las concentraciones 

plasmáticas de proteínas apoptóticas con la fisiopatología y la reciente clasificación 

clínica del dengue, existen varias limitaciones en su análisis. Entre estas limitaciones se 

encuentran la ausencia de un análisis entre el serotipo viral infectante, la viremia y las 

manifestaciones clínicas características de dengue con las concentraciones en plasma de 

las proteínas apoptóticas. La falta de este análisis limita la capacidad de discernir como 

estos factores intervienen en los resultados obtenidos. Tampoco se abordó en los casos 

si existía alguna asociación de las proteínas apoptóticas estudiadas con la co-morbilidad 

y la respuesta inmune primaria o secundaria al dengue. Sin embargo, posiblemente la 

limitación más importante en este estudio de cuantificación plasmática de proteínas 

apoptóticas es que no se obtuvo una cinética diaria en los pacientes estudiados. Esta 

cinética permitiría determinar mejor las tendencias en las concentraciones de estas 

proteínas circulantes en relación con el número de las células sanguíneas cada día de la 

enfermedad en los grupos estudiados y brindar más solidez al análisis estadístico.  

Por otro lado, podrían presentarse varias hipótesis alternativas para la interpretación del 

efecto contraproducente de la apoptosis durante la infección por VDEN. Aunque 

especulamos que la apoptosis de diversas células favorece la severidad del dengue al 

incrementar la hiper-permeabilidad vascular, el daño hepático, el daño cerebral y la 

eliminación de células linfoides circulantes, es también posible que la apoptosis tenga 

algún efecto beneficioso o incluso un efecto no relevante.  

De hecho, la apoptosis puede ser un mecanismo eficaz para eliminar células infectadas 

por virus que luego sirven para activar la inmunidad adquirida. Esta activación inmune 

sería a través de las células presentadoras de antígenos que presentarían los cuerpos 

apoptóticos con virus en su interior a los linfocitos T CD8+ y T CD4+ en el contexto de 

las moléculas HLA clase I y clase II respectivamente (322-324). Además, la apoptosis 

de linfocitos, hepatocitos y CE disminuiría la elevada producción por estas células de 

mediadores proinflamatorios que forman parte de la tormenta de citocinas que 

contribuye a las manifestaciones más graves del dengue. Por último, la apoptosis 

induciría la liberación de mediadores antiinflamatorios de los fagocitos encargados de 
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eliminar las células apoptóticas (190, 325), lo cual ayudaría a contrarrestar la hiper-

activación y la proliferación no protectora de células del sistema inmune que ocurre en 

el cuadro clínico grave del dengue.   

Por otro lado, podría existir una interpretación alternativa a la más obvia y común de 

que observar células apoptóticas en los tejidos que estudiamos representa un incremento 

de la muerte celular. Las células apoptóticas son rápida y eficazmente  eliminadas en la 

mayoría de los tejidos. De manera que los defectos en la eliminación de células 

apoptóticas podrían provocar la apariencia de un número aumentado de células 

apoptóticas en un tejido, incluso en la ausencia de un proceso incrementado de muerte 

celular. Por tanto, la observación de apoptosis en un corte de tejido podría ser resultado 

de (i) la inducción aumentada de apoptosis, (ii) de un defecto en la eliminación de estas 

células o (iii) una combinación de ambos fenómenos (190).   

Nuestros resultados en conjunto sugieren que la apoptosis de diferentes células en el 

dengue es uno de los mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad. Los hallazgos que 

presentamos no demuestran que la muerte celular apoptótica en los tejidos es un 

fenómeno central en la fisiopatología del dengue, sino que este evento celular podría 

actuar en concierto con otros mecanismos claves descritos anteriormente. Este estudio 

también sugiere que existe una interrelación entre proteínas apoptóticas circulantes con 

la fisiopatología del dengue. Estas proteínas a través de diferentes acciones, 

independientes y dependientes de la apoptosis, pueden aparentemente favorecer o 

contrarrestar la severidad del dengue. No obstante, se necesitan más estudios que 

definan con mayor claridad cuales implicaciones tienen las células apoptóticas y las 

diferentes acciones de las proteínas apoptóticas circulantes en la compleja fisiopatología 

del dengue.  

En resumen, en este trabajo se describe por primera vez la posible inducción de 

apoptosis por el TRAIL en linfocitos sanguíneos de pacientes con dengue. En cambio, 

una protección contra la apoptosis en leucocitos sanguíneos podría ser ejercida por el 

Survivin. Por otro lado, es la primera ocasión que se utiliza la microscopia electrónica 

para estudiar tejidos de un caso fatal por dengue y no se observaron células apoptóticas 

sino una célula fagocítica del bazo con una vacuola conteniendo posiblemente un 

cuerpo apoptótico con partículas virales. Sin embargo, este es el primer estudio que 
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demuestra apoptosis en células cerebrales y en CE de la micro-vasculatura del intestino 

y del pulmón de casos fatales por dengue. Estas CE apoptóticas pudieran estar asociadas 

a la extravasación de plasma y a la hemorragia de los tejidos. El análisis integrado de 

estos resultados sugiere que la apoptosis juega un papel en la compleja fisiopatología 

del dengue.  
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V. CONCLUSIONES 

 

 La mayor concentración de TRAIL en el plasma de los casos con dengue no 

grave en comparación con los casos graves sugiere una posible función antiviral 

de esta proteína.  

 El incremento de la concentración plasmática de TRAIL se correlacionó a la 

disminución de linfocitos T sanguíneos de los pacientes con dengue lo cual 

sugiere que esta proteína induce apoptosis de linfocitos T.  

 La correlación positiva entre la concentración en plasma de TRAIL con el 

recuento de plaquetas sugiere que la concentración disminuida de esta proteína 

podría estar asociada a la plaquetopenia de los casos graves con dengue.  

 La correlación positiva de la concentración en plasma del Survivin con el 

recuento de leucocitos, específicamente linfocitos y monocitos, sugiere que el 

Survivin brinda protección contra la apoptosis a estas células sanguíneas.  

 La presencia de apoptosis en tejido cerebral, pulmonar, intestinal y esplénico 

incrementa el número de órganos en los que se ha documentado este fenómeno 

en fallecidos por dengue lo que sugiere que la apoptosis está implicada en la 

fisiopatología del dengue fatal.  

 La ausencia de antígenos del VDEN en las células cerebrales de fallecidos por 

dengue sugiere que la apoptosis de estas células podría deberse a los trastornos 

isquémicos/hipóxicos que ocurren en el choque por dengue. 

 La apoptosis de las CE de la micro-vasculatura de tejidos con extravasación de 

plasma sugiere que las CE apoptóticas pudieran estar asociadas a la 

extravasación plasmática observada en el cuadro clínico más grave de dengue.  
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VI. RECOMENDACIONES  

 

 Cuantificar las proteínas apoptóticas circulantes y las células sanguinas en casos 

con dengue estratificados por días de toma de la muestra (cinética).  

 Analizar los resultados de las concentraciones en la circulación de las proteínas 

apoptóticas usando ambas clasificaciones clínicas de dengue de la OMS.  

 Realizar un análisis de las asociaciones entre las concentraciones en la 

circulación de las proteínas apoptóticas con la co-morbilidad, el serotipo viral 

infectante, la viremia, la inmunidad a dengue y las manifestaciones clínicas 

características de dengue. 

 Caracterizar en un número mayor de casos fatales por dengue la presencia de las 

células apoptóticas en los tejidos estudiados, especialmente en las células del 

endotelio micro-vascular de los tejidos con extravasación plasmática, y en 

tejidos de otros órganos (médula ósea y ganglios linfáticos) al utilizar más de 

una técnica de detección de la apoptosis.  
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VIII.1 Tablas 

 

Tabla 1. Valores de referencia del hemograma normal en el adulto.  

Hemograma Valor de referencia 

Hematocrito  

 

0,41 - 0,50 (hombre) 

0,37 - 0,47 (mujer) 

Recuento global de leucocitos 3,4 - 10 000/mm
3
*  

Recuento global de linfocitos  0,8 - 3,5000/mm
3
 

Recuento diferencial de linfocitos  20 - 40% 

Recuento global de monocitos  0,2 - 0,800/mm
3
 

Recuento diferencial de monocitos  1 - 3% 

Recuento global de plaquetas   150 – 450 000/mm
3
* 

* Sistema tradicional de unidades en células por milímetros cúbicos. 

Fuente: Suardíaz Pareras, Cruz Rodríguez y cols. 2004 

 

 

Tabla 2. Intervalos de referencia de las enzimas hepáticas. 

Enzimas hepáticas Intervalos de referencia‡ 

ALAT* 0-35 U/L 

ASAT† 0-35 U/L 

*ALAT, alanina aminotransferasa; †ASAT, aspartato aminotransferasa; ‡U/L, Sistema 

Internacional de Unidades por Litro. 

Fuente: Suardíaz Pareras, Cruz Rodríguez y cols. 2004. 
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