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Introduccién

El dengue es una arbovirosis transmitida al ser humano mediante la picadura de
mosquitos del género Aedes (A. aegypti y A. albopictus), con una carga global
estimada de aproximadamente 390 millones de infecciones anuales, de las cuales
96 millones presentan manifestaciones clinicas evidentes, lo que lo posiciona
como una de las enfermedades de mayor impacto en salud publica a nivel mundial
(Cadena 2020; CDC 2025). El agente etiologico comprende cuatro serotipos
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, genéticamente relacionados, pero
antigénicamente distintos (Galindo et al., 2023). Las manifestaciones clinicas son
heterogéneas y pueden oscilar desde cuadros asintomaticos o febriles
autolimitados hasta formas potencialmente mortales como dengue con signos de

alarma y dengue grave (Fernandes y Leal ,2022).

La inmunidad innata constituye la primera barrera de defensa del organismo frente
a los patogenos (Dhole et al.,, 2024). Los monocitos circulantes, las células
dendriticas (CD) y los macrofagos tisulares constituyen las principales células
diana del DENV (Fernandes y Leal, 2022). La infeccion primaria desencadena
respuestas de linfocitos T y B con generacién de memoria inmunoldgica; mientras
que ante una reinfeccion por el mismo serotipo la respuesta es eficaz, una
infeccion secundaria por un serotipo heterélogo puede resultar en una reaccién
cruzada de anticuerpos que, al no neutralizar adecuadamente el virus, favorece el

fendmeno de potenciacion dependiente de anticuerpos (ADE), comprometiendo la
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eficiencia en la eliminacion viral y asociandose a formas mas graves de la

enfermedad (Khan et al., 2023)

La necesidad de identificar oportunamente los casos con mayor riesgo de
progresion a dengue grave ha impulsado la busqueda de biomarcadores
predictivos que orienten las intervenciones clinicas y reduzcan la mortalidad
(Pradeep et al. ,2021). En este contexto, la citometria de flujo emerge como una
herramienta de alto valor para la caracterizacion inmunologica de alta resolucion.
Esta tecnologia analiza células en suspension al hacerlas pasar por un haz laser
que detecta sus propiedades fisicas y quimicas mediante parametros de
dispersion frontal (FSC) asociado al tamafio celular y lateral (SSC) reflejo de la
complejidad interna, lo que permite identificar y diferenciar poblaciones como
eritrocitos, leucocitos y plaquetas, asi como diversas subpoblaciones leucocitarias
(Brestoff, 2023). Su aplicacion en el estudio del dengue favorece el descubrimiento
de biomarcadores con utilidad diagndstica, prondstica y terapéutica (Waaijer et al.,

2025).

Con base en lo anterior, se plantea el proyecto titulado "Caracterizacion de la
respueta inmune celular frente a DENV-2 y DENV-4 mediante citometria de flujo
espectral en co-cultivos autélogos de monocitos-linfocitos", el cual contempla la
infeccion in vitro de células inmunes primarias humanas y su posterior analisis

mediante citometria espectral de alta resolucion.
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Resumen
El dengue es una arbovirosis con un alto impacto en la salud publica, causada por
cuatro serotipos que estan genéticamente relacionados, pero antigénicamente
distintos (DENV-1 a DENV-4) y es transmitidos por mosquitos del género Aedes.
En Panama, la reintroduccién del serotipo DENV-4 en 2023 tras 20 ahnos sin
circulacion, junto a la co-circulaciéon de DENV-1, DENV-2 y DENV-3, configuré un
escenario complejo. Este fendmeno de hiperendemicidad aumenta el riesgo de
infecciones secundarias y del fendmeno de potenciacion dependiente de
anticuerpos (ADE). Unas de las problematicas actuales es la ausencia de modelos
animales adecuados y tratamientos antivirales especificos, los modelos in vitro con
células inmunes humanas primarias son herramientas esenciales para
comprender la inmunopatogénesis viral. En este contexto, este estudio busco
caracterizar la respuesta inmune celular frente a DENV-2 y DENV-4 mediante
citometria de flujo espectral en co-cultivos autélogos de monocitos-linfocitos de 7
donantes sanos. Ambos serotipos fueron producidos en células Vero y titulados en
células BHK por ensayo de placas; los monocitos CD14" fueron aislados por
seleccion magnética positiva a partir de PBMCs, infectados in vitro a MOI 0.5 y co-
cultivados en proporcion 1:2 con sus linfocitos autélogos. Se disefd y estandarizo
un panel multiparamétrico de 22 marcadores de superficie e intracelulares
adquirido en el citdmetro Cytek Northern Lights®. La estandarizacién del panel fue
una etapa critica: se titularon individualmente los anticuerpos utilizando el Stain
Index como criterio de seleccion, evaluados en FlowJo™ v10.10.1. La evaluacion
computacional en Cytek Cloud arrojo un Stain Index global de 16.19, garantizando

adecuada separacion espectral. Este proceso permitid identificar y excluir
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interferencias irresolubles como las del HLA-ABC/Streptavidin PerCP-eFluor 710,
demostrando que el disefio computacional no sustituye la validacion experimental.
Se analizaron marcadores de activacion, citotoxicidad y reconocimiento
inmunologico: Nectin-2, DNAM-1, perforina, LAMP-1, TNF-a y NS3 en monocitos,
linfocitos T CD4*, CD8" y células NK. Aunque no se alcanzé significancia
estadistica, se observaron tendencias biolégicamente plausibles. Este trabajo
aporta un protocolo estandarizado de citometria espectral para el estudio de la
inmunopatogénesis del dengue y sienta las bases para la identificacion de

biomarcadores con potencial diagndstico y pronéstico.
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Abstract

Dengue is an arboviral disease with a significant public health impact, caused by
four genetically related yet antigenically distinct serotypes (DENV-1 through DENV-
4) and transmitted by *Aedes* mosquitoes. In Panama, the reintroduction of the
DENV-4 serotype in 2023 following a 20 year absence of circulation combined with
the co-circulation of DENV-1, DENV-2, and DENV-3, created a complex scenario.
This state of hyperendemicity increases the risk of secondary infections and the
phenomenon of antibody-dependent enhancement (ADE). Given the current lack of
suitable animal models and specific antiviral treatments, *in vitro* models using
primary human immune cells serve as essential tools for understanding viral
immunopathogenesis. In this context, this study sought to characterize the cellular
immune response to DENV-2 and DENV-4 using spectral flow cytometry in
autologous monocyte-lymphocyte co-cultures from seven healthy donors. Both
serotypes were propagated in Vero cells and titrated in BHK cells by plaque assay;
CD14* monocytes were isolated by positive magnetic selection from PBMCs,
infected in vitro at MOI 0.5, and co-cultured in a 1:2 ratio with their autologous
lymphocytes. A 22-marker multiparametric panel of surface and intracellular
markers was designed and standardized for acquisition on a Cytek Northern
Lights® spectral cytometer. Panel standardization was a critical stage: individual
antibody titration was performed using the Stain Index as the selection criterion,
evaluated in FlowJo™ v10.10.1. Computational evaluation in Cytek Cloud yielded

a global Stain Index of 16.19, ensuring adequate spectral separation. This process
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enabled the identification and exclusion of unresolvable spectral interferences —
such as those from HLA-ABC/Streptavidin PerCP-eFluor 710, demonstrating that
computational panel design does not replace experimental validation. Activation,
cytotoxicity, and immunological recognition markers: Nectin-2, DNAM-1, perforin,
LAMP-1, TNF-a, and NS3 were analyzed in monocytes, CD4" and CD8" T
lymphocytes, and NK cells. Although no statistically significant differences were
observed, biologically plausible trends were identified. This work provides a
standardized spectral flow cytometry protocol for studying dengue
immunopathogenesis and lays the groundwork for identifying biomarkers with

diagnostic and prognostic potential.
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Capitulo 1.0 El problema

1.1 Antecedentes del problema de investigacion

La gravedad del dengue es multifactorial; entre los elementos propuestos se
encuentran las infecciones secundarias, la edad del paciente, la carga viral y las
caracteristicas del virus circulante, especificamente su serotipo y genotipo (Yung
et al., 2015). La respuesta inmunitaria del hospedador desempefia un papel clave
en la evolucién de la enfermedad, ya que la interaccion entre el virus del dengue y
el sistema inmune puede generar manifestaciones clinicas que van desde cuadros
febriles leves hasta formas severas, como el dengue grave (Morales et al., 2026).
La circulaciéon simultanea de varios serotipos del virus del dengue, fenbmeno
conocido como hiperendemicidad, se encuentra ampliamente distribuida en la
mayoria de los paises afectados, lo que ha favorecido un aumento en la
frecuencia de brotes epidémicos en los que intervienen multiples serotipos de

manera concurrente (Ross, 2010).

Durante la respuesta inmunitaria se liberan citocinas proinflamatorias que, junto
con la accién de anticuerpos heterdlogos, el sistema del complemento y diversas
poblaciones celulares, contribuyen al dafo endotelial y a las alteraciones de la
coagulacion caracteristicas del dengue (Pardo et al.,, 2018). En las etapas
tempranas de la infeccién, la inmunidad innata particularmente el interferén tipo |
(IFN tipo 1) y las células NK cumple un papel fundamental al restringir rapidamente
la propagacion viral y modular las respuestas adaptativas especificas frente al

antigeno, favoreciendo asi una eliminacion mas eficiente del patégeno (Beltran y
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Lopez-Vergeés, 2014). Sin embargo, cuando esta primera linea de defensa resulta
insuficiente o es evadido por el DENV, la progresion hacia formas graves de la
enfermedad se relaciona con una respuesta exacerbada del sistema inmunitario,
esto se evidenciada por la elevacion de diversas citocinas y quimiocinas

proinflamatorias, entre ellas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-8 y MCP-1 (Lee et al., 2022).

En este contexto, los monocitos CD14+ desempefian un rol dual como células
dianas del virus del dengue, y como vehiculos de diseminacion viral hacia tejidos
periféricos. De manera similar, las células dendriticas infectadas por DENV
experimentan activacion y liberan citocinas proinflamatorias; no obstante, lo hacen
sin secrecion de IFN-a/f citocina esencial para la activaciéon de linfocitos T,
comprometiendo asi la eficiencia de la respuesta antiviral adaptativa (Bos et al.,
2024). Esta disfuncién inmunitaria converge en el elemento fisiopatolégico central
del dengue grave: la lesion del endotelio vascular, que provoca un aumento de la
permeabilidad capilar manifestado clinicamente mediante fuga de plasma,
alteraciones en los mecanismos de coagulacion y compromiso multiorganico

(Caceres et al., 2019).

En el plano de la inmunidad humoral, los anticuerpos neutralizantes (nAb)
constituyen el principal mecanismo de proteccion frente a la reinfeccién, al actuar
sobre las proteinas estructurales prM y E del virus (Lee et al., 2022). No obstante,
dicha proteccién es estrictamente serotipo-especifica: una infeccion primaria

genera memoria inmunitaria frente al serotipo homodlogo, pero no confiere
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inmunidad cruzada ante serotipos heterdlogos, lo que mantiene al huésped
susceptible ante una exposicion posterior a un serotipo distinto (Sarker et al.,
2023). Ante una infeccion secundaria, los anticuerpos preexistentes no solo
pierden su capacidad neutralizante, sino que pueden facilitar activamente la
entrada viral en células que expresan receptores Fc monocitos, macréfagos y
células dendriticas mediante el fendbmeno de amplificacion dependiente de
anticuerpos (ADE), intensificando la viremia y la liberacion de mediadores

inflamatorios (Rodenhuis et al., 2010).

La magnitud de este efecto guarda relacion directa con el titulo de anticuerpos
circulantes: los titulos intermedios se asocian con mayor severidad clinica,
mientras que los titulos elevados de nAb con reactividad cruzada confieren
proteccion frente a la reinfeccion (Katzelnick et al., 2017). Finalmente, cabe
destacar que la patogénesis del dengue no depende exclusivamente de la
respuesta inmunitaria, sino que también estd modulada por factores como la
virulencia del serotipo infectante, la edad, el origen étnico del individuo y las

condiciones epidemioldgicas del entorno (Rodenhuis et al., 2010).

Paralelamente, la inmunidad celular mediada por linfocitos T y monocitos ha sido
reconocida como un componente determinante tanto en el control viral como en la
inmunopatogénesis del dengue. Se ha documentado la presencia de linfocitos T
CD4+ y CD8+ con especificidad por serotipo y con reactividad cruzada entre

serotipos, asi como la existencia de clones T CD4+ citotdxicos en individuos con
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inmunidad natural (Guzman y Kouri, 2004). Asimismo, los monocitos CD14+ han
sido identificados como productores de citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-6, observandose una mayor proporcion de estas células activadas en pacientes
con formas graves de la enfermedad (Delgado et al., 2014). No obstante, la
caracterizacién funcional comparativa de estas poblaciones celulares frente a
diferentes serotipos del dengue, particularmente DENV-2 y DENV-4, mediante
modelos in vitro sigue siendo un area con informacion limitada. Esto se debe a que
no se ha logrado desarrollar un modelo animal adecuado para la infeccion por
DENV viéndose obstaculizado por el bajo nivel o la falta de replicacién de aislados
clinicos de DENV en ratones de tipo salvaje (WT) y la falta de enfermedad clinica
en primates no humanos (PNH) (Zompi y Harris, 2012). En estudios previos
demostré que la infeccion por DENV-2 en ratones AG129 (que carecen de
receptores de IFN de tipo | y IlI) produce paralisis, condicion del sistema nervioso
central que no se observa frecuentemente en casos de dengue en humanos

(Kayesh y Tsukiyama-Kohara, 2022).

Para abordar esta brecha, la citometria de flujo (FCM), considerada una tecnologia
unicelular multiparamétrica y de alto rendimiento, se ha consolidado como una
herramienta esencial en la investigacion biomédica y el diagnéstico clinico, gracias
a su capacidad para analizar propiedades fisicas celulares, como el tamafo y la
complejidad, asi como caracteristicas bioquimicas, incluyendo marcadores de
superficie y proteinas intracelulares (Zhou et al., 2026). En particular, la citometria

de flujo espectral representa un avance significativo respecto a los sistemas
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convencionales, ya que permite analizar simultdneos fluorocromos mediante la
captura del espectro de emisiéon completo de cada fluorocromo, e incorpora la
sustraccion de la autofluorescencia celular para mejorar la resolucion de las
sefales (Martinez 2022; D. Bonilla 2024). Estas capacidades amplian
considerablemente las posibilidades de deteccidn y clasificacion celular, abriendo
nuevas oportunidades en la investigacion, el diagnéstico y el desarrollo terapéutico

(Robinson et al, 2023).

1.2 Planteamiento del problema

En América Latina, alrededor de 500 millones de personas estan en riesgo de
infectarse con el virus del dengue (OPS, 2025). Se estima que entre 100 y 400
millones de personas en todo el mundo contraen el virus del dengue. En Panama,
la situacidn epidemioldgica ha alcanzado niveles criticos sin precedentes: en 2023
se registré el mayor niumero de casos en 30 anos con 16,211 casos confirmados,
de los cuales 91% fueron clasificados como dengue sin signos de alarma y 9%
con signos de alarma (Chen-German et al.,, 2024). Esta tendencia se agravé
dramaticamente en el periodo 2024-2025, acumulandose 41,338 casos y 72
muertes hasta noviembre de 2025 (Minsa, 2025). La complejidad epidemiolégica
se intensificd con la reintroduccion del serotipo DENV-4 en 2023 tras 20 anos sin
circulacion, sumandose a la transmision simultanea de DENV-1, DENV-2 y DENV-
3, configurando un escenario de hiperendemicidad que aumenta
exponencialmente el riesgo de infecciones secundarias y dengue grave por ADE

(Chen-German et al., 2024).
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En la actualidad, el mecanismo de virulencia del DENV es poco comprendido, ya
que solo los humanos desarrollan los sintomas y no existe modelo animal para
realizar estudios debido a que la sintomatologia de la enfermedad (leve o grave)
debido a que ningun otro animal sufre manifestaciones clinicas similares (Rico-
Hesse, 2009; Martina et al., 2009). Se conoce que el DENV en humanos puede
inhibir eficazmente la respuesta de interferon (IFN), replicarse y causar
enfermedad, en ratones no consigue bloquear adecuadamente esta respuesta
inmunitaria. Por ello, los ratones de tipo salvaje (WT) generalmente no permiten
una replicacion eficiente del virus ni desarrollan la enfermedad (Schmid et al.,
2014). Sin embargo, los estudios in vitro en cultivos celulares con DENV han
permitido que se entienda un poco mas respecto a las alteraciones producidas por

este virus (Valdivieso et al., 2022).

La necesidad de diagnosticar tempranamente a pacientes con dengue grave para
facilitar el tratamiento ha dado lugar a investigaciones para identificar
biomarcadores como el TNF-a, el IP-10, la IL-6 y la IL-10 de monocitos vy
granulocitos, junto con el TNF-a, el IP-10, la IL-10 y el IFN-y de los subconjuntos
de células NK y NKT, que predigan la progresion de la enfermedad (Pradeep
et al., 2021). Actualmente, no existe una vacuna que pueda reducir eficazmente la
gravedad de la enfermedad causada por todos los serotipos, convirtiéndose en
una consecuencia grave y potencialmente mortal para las personas que padecen

esta enfermedad (Sinha et al., 2024).
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1.3 Justificacion de la investigacion

En Panama se ha documentado recientemente la reintroduccion del serotipo
DENV-4, lo que ha incrementado la incidencia de infeccién por dengue y gravedad
de la enfermedad. Esto se le atribuye a su co-circulacion con los otros serotipos
del virus (DENV-1, DENV-2 y DENV-3) (Chen-German et al., 2024). Los
mecanismos subyacentes aun no estan del todo claros; se cree que una activacion
inmunitaria excesiva mediada por citocinas podria ser responsable de los
principales hallazgos en la gravedad de la enfermedad (Fernandez et al., 2025).
Por lo tanto, la comprensién de la reaccién inmunologica de la proteccion contra la
infeccion por DENV es el prerrequisito para el avance en el desarrollo de vacunas
eficaces contra el virus (Khanam et al., 2022). En este sentido, la citometria de
flujo espectral permite comprender el papel que juegan la inmunidad y la

adaptabilidad en el avance o manejo de la enfermedad (Pérez et al., 2018).

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), compuestas por
linfocitos T, linfocitos B, células NK y monocitos, constituyen componentes
fundamentales del sistema inmunitario debido a su participacion en la defensa
frente a diversos agentes patdogenos. En este contexto, la presente investigacion
tiene como objetivo caracterizar la respuesta inmune celular frente a los serotipos
DENV-2 y DENV-4, utilizando co-cultivos autélogos de monocitos y linfocitos
humanos; seran analizados mediante citometria de flujo espectral. Este estudio se
realizara bajo condiciones controladas in vitro, limitdndose al anadlisis de

marcadores celulares y funcionales previamente definidos, de acuerdo con la
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disponibilidad de recursos técnicos, reactivos y equipamiento especializado. No se
abordaran aspectos clinicos directos en pacientes ni estudios poblacionales a gran
escala, centrandose exclusivamente en la respuesta inmune celular asociada a

estos dos serotipos del virus del dengue.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Caracterizar la respuesta inmune celular frente al virus del Dengue (DENV-2 y
DENV-4), mediante citometria de flujo espectral en co-cultivos autélogos de

monocitos-linfocitos.

1.4.2 Objetivos especificos

e Producir y titular DENV-2 y DENV-4 en células BHK.

e Establecer Co-cultivos autélogos de monocitos-linfocitos infectados con
DENV-2 y DENV-4, utilizando monocitos CD14* aislados por selecciéon
magnética con columnas.

e Analizar mediante citometria de flujo espectral la activacién celular, la
expresion de marcadores de superficie y la produccién de citoquinas en las
subpoblaciones inmunes infectadas con DENV-2 y DENV-4.

e Obtener un protocolo estandarizado por citometria de flujo espectral para

deteccion de subtipos celulares en infeccion por dengue.
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1.5. Alcance

La presente investigacion tuvo como alcance evaluar la respuesta inmunoldgica y
la interaccion celular frente a la infeccidon por el virus del dengue (DENV-2 y
DENV-4) mediante un modelo in vitro, mediante citometria de flujo espectral en co-
cultivos autélogos de linfocitos y monocitos obtenidos de 7 donantes sanos. El
estudio permitié analizar marcadores inmunolégicos y mecanismos asociados a la
respuesta antiviral, contribuyendo al entendimiento de los procesos celulares
implicados durante la infeccion por DENV. Asimismo, los hallazgos obtenidos
pueden servir como base para futuras investigaciones orientadas al estudio de la
inmunopatogénesis del dengue y al desarrollo de estrategias terapéuticas o de

monitoreo inmunoldgico.

1.6 Limitaciones de la investigacion

Entre las limitaciones de esta investigacidon, se encuentra el uso de un modelo in
vitro, el cual, aunque permite evaluar de manera controlada diversos mecanismos
celulares e inmunolégicos, no reproduce completamente la complejidad de la
infeccion in vivo, donde intervienen multiples factores fisioldgicos y del
microambiente inmunoldgico. Asimismo, el estudio se centré unicamente en los
serotipos DENV-2 y DENV-4, por lo que no se incluyeron los serotipos DENV-1 y
DENV-3, lo que limita una visibn comparativa completa de la respuesta inmune

frente al virus del dengue en su conjunto.

Por ultimo, el desarrollo de los experimentos dependié de la cantidad y viabilidad

de células obtenidas de los “conos” de cada donante. La cantidad y viabilidad de
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las células recuperadas pueden variar entre muestras, afectando la disponibilidad
de monocitos y linfocitos necesarios para la ejecucion de los ensayos y la
realizacion de réplicas experimentales, constituyendo una limitacién metodolégica

del estudio.

1.6. Linea de investigacién a la que pertenece el estudio

La presente investigacion pertenece a la linea de investigacion de Hematologia e
Inmunologia Clinica aprobado por la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Latina de Panama para la carrera de Tecnologia Médica,
especificamente en los subtemas de inmunologia y citometria de flujo, ya que
tiene como propédsito la caracterizacion de la respuesta inmune celular frente al
virus del dengue (DENV-2 y DENV-4) mediante citometria de flujo espectral en co-

cultivo autélogo de monocitos-linfocitos.

De manera complementaria, el estudio se relaciona con la linea de investigacion
Gestidn de los servicios de laboratorio, ya que se contemplé la estandarizacion y

optimizacion de un protocolo de citometria de flujo espectral.
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Capitulo 2.0 Marco tedrico

2.1 Antecedentes de investigaciones realizadas en el tema

2.1.1. Respuesta Inmune Celular frente al DENV

La respuesta inmune innata frente al dengue comprende una accién coordinada
en la que intervienen receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como
TLR2, citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17) e inmunomoduladoras
como IL-10, junto con poblaciones celulares especializadas que incluyen
monocitos intermedios y células Th17 (Dash et al., 2024). Tras la picadura del
mosquito infectado, el virus replica en macrofagos, monocitos y células de
Langerhans presentes en la piel; estas células reconocen componentes virales
mediante PRR, lo que desencadena la activacion de mediadores inmunitarios e
inicia la respuesta antiviral del hospedero (Dhole et al., 2024). La interaccion entre
los PAMP y sus respectivos PRR activa multiples vias de sefalizacion intracelular
que culminan en la produccion de citocinas proinflamatorias e interferén tipo |
(IFN-I), favoreciendo el desarrollo de respuestas inmunes adaptativas orientadas
al control viral (Castillo y Urcuqui, 2015). Los monocitos, lejos de constituir una
poblacién homogénea, se clasifican en subpoblaciones clasica (CD14**CD167),
intermedia (CD14**CD16") y no clasica (CD14*CD16%"), cada una con funciones
diferenciadas durante la inflamacion (Naranjo et al., 2019). En este sentido, Wong
et al. (2012) demostraron que los niveles de IL-1j3, IL-6 y TNF-a producidos por los
monocitos CD14*CD16*" son significativamente mas elevados que los generados
por los monocitos CD14**CD16~ en respuesta al virus dengue, lo que subraya el

papel diferencial de cada subpoblacién en la inmunopatologia de la enfermedad.
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La captura y presentacion de antigenos a los linfocitos T es mediada por las DC
mieloides (mDC) (Lin-HLA-DR+, CD11c+, CD123+) (Dash et al., 2024). La
activacion de linfocitos T ha sido documentada como un componente central de la
respuesta inmune antiviral, a través de la produccién de citocinas y el despliegue
de mecanismos de citotoxicidad celular (Mathew et al., 2014). Las células T CD8*
responden principalmente contra las proteinas no estructurales NS3 y NS5,
conservadas entre los diferentes serotipos del DENV, mientras que las células T
CD4* coordinan la respuesta inmunitaria mediante la produccién de citocinas y el
apoyo a la activaciéon de células B y la sintesis de anticuerpos, reconociendo
epitopos en proteinas estructurales y en proteinas no estructurales como el
antigeno NS1 (Ghosh et al., 2025). Se ha demostrado ademas que células T CD4*
y CD8* pueden presentar reactividad cruzada entre serotipos, y que una infeccion
previa puede generar células de memoria que, durante una infeccién secundaria
por un serotipo heterélogo, favorecen la activacion del complemento y el
incremento de la infeccion en células monociticas, dando como resultado la
produccion de citocinas proinflamatorias que pueden aportar, junto con la
respuesta de las células T CD8*, a una liberacién perjudicial de citocinas (Martina

et al., 2009; Robinson et al., 2026).

Un subconjunto especializado de linfocitos T CD4* las células T foliculares
auxiliares (Tfh) ha sido implicado en el impulso de respuestas protectoras de

células B y anticuerpos en los centros germinales. Sin embargo, el conocimiento
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sobre el papel y la magnitud de la respuesta Tfh en la infeccion por DENV
permanece limitado (Ansari et al., 2025). La progresion hacia formas graves del
dengue se ha asociado, ademas, con alteraciones en la cinética de activacion del
sistema inmune innato, sefalando a las células NKT IFN-y* CD56" CD3" y los
granulocitos IL-6* como posibles biomarcadores tempranos con capacidad
predictiva (Pradeep et al., 2021). En infecciones secundarias, las respuestas
inflamatorias resultan mas exacerbadas y desreguladas, con niveles elevados de
IFN-y, IL-6, CXCL5, CXCL9, CCL17 y VCAM-1 (Castillo et al., 2026). Otros
estudios han revelado que las células T participan tempranamente en la respuesta
frente a la infeccién por DENV y pueden ejercer efectos tanto protectores como
patogénicos. En infecciones secundarias, las células T de reactividad cruzada
predominan, favoreciendo una eliminacién viral deficiente y una produccion
excesiva de citocinas proinflamatorias, lo que contribuye al desarrollo de dengue

severo (Dash et al., 2024).

Las células NK constituyen otro componente relevante de la respuesta innata
frente al DENV. Las células NK activadas pueden controlar la infeccion viral
mediante la destruccion de células infectadas y la produccion de interferon gamma
(IFN-y) (Costa et al., 2017). Durante la infeccion aguda, tanto las células NK
CD56bright como una subpoblacion CD56dim exhiben una respuesta robusta
mediada principalmente por IL-18, cuyos niveles elevados en plasma y tejido
cutaneo activan la senalizacion via IL-18R (Zimmer et al., 2019). Estos estudios

evidenciaron una mayor proporcion de células CD56+CD69+ en pacientes con
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dengue grave en comparacidon con aquellos que presentaban dengue leve
(Mathew, 2018). Estas células poseen distintos receptores, entre ellos los
receptores citotoxicos naturales (NKp30, NKp44 y NKp46) y los receptores tipo
lectina NKG2. Algunos receptores NKG2 pueden activar o inhibir la respuesta
inmunitaria; por ejemplo, NKG2D reconoce ligandos inducidos por estrés celular,
como MICA/B y ULBP (Taechasan et al.,, 2024). Sin embargo, los estudios de
asociacion del genoma completo han identificado a MICA y MICB, ligandos del
receptor NKG2D, como genes relacionados con la susceptibilidad al sindrome de

choque por dengue (Costa et al., 2017).

En otro contexto, las células B de memoria especificas frente al DENV pueden
mantenerse en circulacion durante afos; sin embargo, predominan aquellas que
producen anticuerpos con reactividad cruzada y escasa o nula capacidad
neutralizante, mientras que los anticuerpos altamente neutralizantes corresponden
a poblaciones poco frecuentes (Ansari et al., 2025). Ante una infeccion secundaria,
las células B y T de memoria generadas durante el primer contacto viral modifican
la rapidez y especificidad de la respuesta inmunitaria a través del fenbmeno
conocido como pecado antigénico original, el cual puede suprimir o retrasar la
eliminacion viral al redirigir la respuesta hacia epitopos del serotipo previo

(Rothman, 2011; Robinson et al., 2026).

Los anticuerpos preexistentes, lejos de neutralizar el virus heterélogo, pueden

facilitar su entrada en células con receptores Fc monocitos, macrofagos y células
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dendriticas, incrementando la carga viral y desencadenando una activaciéon
exacerbada de células T con liberacion masiva de mediadores inflamatorios,
fendmeno conocido como amplificacion dependiente de anticuerpos (ADE)
(Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Mediante el uso de particulas similares al virus
(VLPs) y citometria de flujo espectral, linfocitos B especificos frente al DENV han
sido identificados tanto en ratones como en humanos, evidenciando el caracter
dual de los anticuerpos: protector a titulos elevados con reactividad cruzada, y
potencialmente patogénico a titulos intermedios frente a serotipos heterdlogos
(Segura et al., 2025). Un estudio prospectivo confirmdé que los titulos de
anticuerpos anti-DENV al momento de la infeccién secundaria son determinantes

en la severidad del desenlace clinico (Katzelnick et al., 2017).

2.1.2. Citometria de flujo espectral como herramienta de caracterizacion

inmunolégica de alta dimensionalidad

La citometria de flujo es una técnica que se emplea en investigaciones
biomédicas, que permite el uso de muestras bioldgicas, estudiando particulas o
células en suspension y que son analizadas de manera individual. Estas células
pasan por un laser en el cual la luz incide en las células y se transforma en
emisiones diferentes de longitudes de onda (Ramirez Orellana, 2012) (Figura 1).
Esta técnica permite analizar multiples parametros de la poblacién de interés,
como el tamano, granularidad, complejidad del citoplasma celular y proteinas que
permiten la clasificacion fenotipica y funcional de un gran numero de células

(Baquero et al., 2022) (Figura 2). Las sefiales asociadas al tamanio, la complejidad
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y la fluorescencia de cada célula son registradas individualmente a medida que
estas atraviesan el haz laser, permitiendo un analisis célula por célula. Finalmente,
dichas senales son transformadas en datos digitales que pueden ser analizados
por computadora y visualizados de manera comprensible para el usuario,
demostrando demostrado que es una técnica de gran utilidad en la caracterizacion

inmunofenotipica (Sanchez et al., 2022; Marrero et al., 2025).

Figura 1.

Esquema general de un citémetro de flujo
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Nota. Esta figura indica los tres sistemas que componen a un citdmetro, asi como el flujo del

procesamiento de la sefial y la deteccion (Robinson et al., 2023).
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Figura 2.

Parametros en citometria de flujo
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Nota. EIl tamafio de las células se evalla a través de la dispersiéon frontal de la luz (FSC),
producida al pasar la célula o particula por el haz laser. En contraste, la dispersion lateral de la luz
(SSC) refleja la complejidad estructural y la granularidad interna de las células (Uriostegui et al.,

2022).

Sin embargo, se conoce que la implementacion de la citometria de flujo espectral
mejora las capacidades de la citometria convencional al analizar el espectro
completo de fluorescencia de los fluoréforos y realizar su separacion espectral
(Figura 3). Esto permite evaluar un mayor numero de marcadores en un mismo
panel y facilita un analisis mas detallado de las poblaciones celulares (Astakhova
et al., 2025). Un hito en su aplicacién clinica fue el afio 1993, cuando los CDC
incluyeron el recuento de células T CD4" en los criterios diagnésticos del SIDA,
impulsando el uso generalizado de la citometria de flujo en el seguimiento de
pacientes con VIH/SIDA (Zhou et al., 2026). Desde entonces, su campo de
aplicacion se ha extendido al estudio de artritis reumatoide, leucemias, sindromes
mielodisplasicos y diversas enfermedades infecciosas, incluido el dengue. La

estandarizacién de metodologias para la cuantificacion de titulos virales mediante
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citometria convencional para DENV y ZIKA sent6 las bases para el uso de esta

técnica en el estudio de arbovirus (Holguin y Varela, 2020).

Figura 3.

Comparacioén entre la compensacion convencional y la citometria espectral

CONVENTIONAL FLOW SPECTRAL FLOW CYTOMETRY
CYTOMETRY
A B Fluorochromes
Fluorochromes l
Laser I Laser I
| i Dichroic mirror 1 Diffraction Grating Array
l Full continuous spectrum
- !
£ N
COMPENSAT'ON SPECTRAL UNMIXING

| A — _.-_.l_.-

Detect signal Subtraction

of overlap Separation of signals

Nota. (A) En la citometria convencional, la fluorescencia emitida por los fluorocromos es detectada
mediante filtros &pticos especificos, lo que genera superposicion espectral entre fluorocromos y
requiere la aplicacion de compensacion para corregir las sefales. (B) En contraste, la citometria
espectral registra el espectro completo de emisién de cada fluorocromo mediante una rejilla de
difraccion y utiliza algoritmos de desmezcla espectral para separar las sefales fluorescentes,
permitiendo una mejor resolucién y el analisis simultdneo de un mayor nimero de marcadores

celulares. (Czechowka et al., 2025).

En el contexto especifico del dengue, un estudio desarrollé y optimizé un ensayo
de citometria de flujo para identificar células B de memoria especificas del DENV

en modelos murinos y en PBMCs de pacientes pediatricos infectados
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naturalmente. Los resultados mostraron que, tras una infeccién primaria, la
respuesta de células B de memoria es principalmente serotipo-especifica,
mientras que después de una infeccion secundaria aumenta la reactividad
cruzada, predominando durante la fase aguda una respuesta de anticuerpos
ampliamente reactiva frente al DENV (Segura et al., 2025). Por otra parte, un
estudio sobre vesiculas extracelulares pequefias (SEVs) derivadas de células
C6/36 infectadas con DENV-2 demostré mediante citometria de flujo que la
infeccion viral induce la produccidén de sEVs de mayor tamafio y concentracion,
caracterizadas por los marcadores CD9, CD61 y CD81, y asociadas con la
proteina NS1 en el ambiente extracelular (Cordero, 2025). La citometria de flujo
espectral representa un avance significativo respecto a los sistemas
convencionales al capturar el espectro de emision completo de cada fluorocromo y
al mismo tiempo incorporar la sustracciéon de la autofluorescencia celular, lo que
incrementa la resolucion de las senales y amplia considerablemente las
posibilidades de deteccion y clasificacidn multiparamétrica (Martinez, 2022; D.
Bonilla, 2024; Robinson et al., 2023). Su aplicaciéon en el estudio del dengue
favorece el descubrimiento de biomarcadores con utilidad diagndstica, prondstica

y terapéutica, abriendo nuevas oportunidades en investigacién y desarrollo clinico.

2.1.3. Antecedente directo de la presente investigacion

Existe un estudio previo que sirve como base directa para el desarrollo de esta
tesis, titulado "Caracterizacion de la respuesta inmune celular frente al virus del
Dengue (DENV-2 y DENV-4), mediante citometria de flujo espectral en co-cultivos

autélogos de monocitos-linfocitos", realizado en el Instituto Conmemorativo
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Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES) por Davis Beltran, Rita Corrales, Zumara
Chaverra y Sandra Lépez-Vergés. Dicho trabajo permitié identificar y caracterizar
perfiles de activacion celular, citotoxicidad y dinamica de interferones durante la
infeccion por DENV-2 y DENV-4, mediante inmunofenotipificacion de alta
dimension. La presente tesis busca ampliar y profundizar estos hallazgos
mediante la incorporacién de un panel mas amplio de marcadores inmunolégicos,
con el objetivo de obtener una caracterizacion mas detallada de las respuestas
celulares involucradas y explorar nuevas rutas de activacion y regulacién
inmunitaria que contribuyan a una mejor comprension de la interaccién huésped-

virus en la infeccion por dengue (Beltran et al., 2025).

2.2. Bases tedricas

2.2.1 Virus del Dengue

El DENV se transmite a las personas por medio de la picadura de un mosquito
Aedes hembra (Ae. aegypti y Ae. Albopictus) (Khanam et al., 2022) (figura 4). La
infeccion primaria por DENV se caracteriza por ser asintomatica o solo presentar
fiebre leve, en caso de gravedad, puede causar coagulopatia, aumento de la
fragilidad vascular y aumento de la permeabilidad. Entre los cuatro serotipos del
DENYV, los datos epidemiolégicos indican que las infecciones secundarias por
DENV-2 se relacionan con cuadros clinicos mas graves en comparacion con las
infecciones causadas por DENV-4 (Hamlin et al., 2017). Las manifestaciones
clinicas del dengue son heterogéneas y pueden progresar desde formas leves
hasta cuadros potencialmente mortales. Segun la clasificacion vigente de la

Organizacion Mundial de la Salud, el dengue se clasifica en tres categorias:
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dengue sin signos de alarma, dengue con signos de alarma y dengue grave,

siendo esta ultima potencialmente mortal (Khan et al., 2023; OMS, 2009) (Tabla

1).
Tabla 1.

Clasificacion modificada de la gravedad del dengue, OPS/OMS

Nota. OPS, 2019

Dengue sin signos de alarma
(DSSA)

Dengue con signos de alarma
(DCSA)

Dengue Grave (DG)

Persona que vive o ha viajado
en los ultimos 14 dias a zonas
con transmision de dengue y
presenta fiebre habitualmente de
2 a 7 dias de evoluciony 2 o
mas de las siguientes
manifestaciones:

1. Nauseas/ vomitos

2. Exantema

3. Cefalea/ dolor retroorbitario
4. Mialgia / artralgia

5. Petequias o prueba del
torniquete (+)

6. Leucopenia

También puede considerarse
caso todo nifio o residente en
zona con transmision de
dengue, con cuadro febril agudo,
usualmente entre 2 a 7 dias y
sin foco aaparente

Todo Caso de dengue que
cerca y preferentemente de la
caida de la fiebre presenta uno
0 mas de los siguientes signos:

1. Dolor abdominal intenso o
dolor a la palpacién del
abdomen

2. Vomitos persistentes

3. Acumulacion de liquidos
(ascitis, derrame pleural,
derrame pericardico)

4. Sangrado de mucosas
5- Letargo / irritabilidad

6. Hipotension postural
(lipotimia)

7. Hepatomegalia>2 cm

8. Aumento progresivo del
hematocrito

Caso de dengue tiene una o mas
manifestaciones:

1. Choque o dificultad respiratoria
debido a extravasacion grave de
plasma. Choque evidenciado por:
pulso débil o indetectable,
taquicardia, extremidades frias y
llenado capilar>2 segundos, presién
de pulso <20 mmHg: hipotension en
fase tardia.

Sangrado grave: segun la
evaluacion del médico tratante
(ejemplo: hematemesis, melena,
metrorragia voluminosa, sangrado
del sistema nervioso central (SNC)

3. Compromiso grave de érganos,
como dafio hepatico (AST o ALT
>1000 Ul), SNC (alteracion de
conciencia), corazon (miocarditis) u
otros érganos
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La confirmacion de la infeccion por dengue se hace en laboratorio y se basa en el
reconocimiento del material genético del virus (ARN viral), deteccion de las
proteinas del virus (como NS1), el aislamiento viral o la presencia de anticuerpos
especificos anti-dengue (DENV) en la sangre del paciente (OPS, 2025). En vista
de que no existe un antiviral especifico contra el dengue, el tratamiento dependera
de la gravedad de la infeccion (Baldi Mata et al., 2019). Por lo general, a los
pacientes sin signos de alarma se les recomienda descanso, ingesta adecuada de
liquidos y medicamentos de acuerdo con sus sintomas y, sobre todo, no utilizar
AINES. Por otra parte, las personas con sintomatologia de alarma necesitan
tratamiento urgente y observacién de hemorragias (Castano, 2020). En la
actualidad no se conoce tratamiento especifico contra el dengue, y se ha utilizado
como medida de prevencion, el uso de vacunas para evitar que el virus se
propague (Cadena, 2020). Actualmente, se ha aprobado una segunda vacuna, la
Qdenga (TAK-003), la cual se puede administrar sin que haya padecido dengue
con anterioridad; de igual forma, hay riesgos identificados adicionales que deben

ser monitorizados (OPS, 2025).
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Figura 4.

Ciclo de transmisién del virus del dengue
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Nota. El dengue se transmite mediante un ciclo humano-vector-humano que involucra

principalmente a mosquitos del género Aedes, especialmente Aedes aegypti. (1) Un mosquito
susceptible adquiere el virus al alimentarse de una persona con viremia. (2) El virus se replica en el
mosquito durante el periodo de incubacion extrinseca, tras el cual el vector se vuelve infectante. (3)
El mosquito infectado transmite el virus a individuos susceptibles durante una nueva alimentacion
sanguinea. (4) Las personas infectadas desarrollan viremia y pueden actuar como fuente de
infeccion para otros mosquitos. (5) La continua interacciéon entre humanos virémicos y mosquitos
competentes mantiene la transmision del virus en la comunidad. Las flechas indican la secuencia

del proceso de transmision (CDC, 2026).

El genoma del virus del dengue esta constituido por una molécula de ARN
monocatenario de sentido positivo (+), con una longitud aproximada de 10,7 a 11
kb. Este genoma contiene un Unico marco abierto de lectura que codifica una

poliproteina compuesta por alrededor de 3400 codones (Contreras et al., 2021). El
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genoma del DENV codifica tres proteinas estructurales: capside (C), premembrana
(prM) y envoltura (E). La proteina C participa en la formacion y estabilidad de la
nucleocapside, la prM interviene en la maduracion e infectividad viral, y la proteina
E facilita la union y fusion del virus con la célula hospedera, ademas de ser el
principal blanco de anticuerpos neutralizantes y de la respuesta inmunitaria
(Garcia et al., 2022). En conjunto con estas, el DENV también codifica siete
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5), las
cuales no forman parte de la estructura del virion, pero son fundamentales para el
ciclo de vida viral (Figura 5). Estas proteinas participan en procesos clave como la
replicacion del ARN, el ensamblaje del virus, la modulacion de la respuesta
inmune del huésped y la patogénesis, permitiendo la eficiencia de la infeccion y la
supervivencia del virus en el organismo (Lee et al., 2022). Cabe recalcar que el
antigeno NS1 es un marcador que se relaciona con un mayor riesgo de desarrollar
dengue grave ya que desempefia un papel muy importante en la replicacién viral,
la progresion de la enfermedad y la evasion inmunitaria (Paranavitane et al., 2014;

Perera et al., 2024).
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Figura 5.

Organizacioén estructural y genémica del virus del dengue (DENV)
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Nota. Representacion esquematica del virion del DENV, mostrando la envoltura lipidica con las
proteinas E y M, la proteina de la capside (C) y el genoma constituido por ARN monocatenario de
sentido positivo (ssRNA+). El genoma viral codifica una unica poliproteina que es procesada en
tres proteinas estructurales (C, prM/M y E) y siete proteinas no estructurales (NS1-NS5),
involucradas en la replicacion viral, ensamblaje del viriéon y evasion de la respuesta inmunitaria del

hospedador. La organizacidn génica se presenta en orientacién 5'-3' (Pourzangiabadi et al., 2025).

El virus del dengue se clasifica en cuatro serotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4 segun las diferencias proteicas estructurales y no estructurales. La
infeccidn con cada serotipo confiere inmunidad de por vida para el serotipo
causante, pero no para los otros serotipos (Kularatne y Dalugama, 2022). La
reinfeccién heterotipica por DENV (con un tipo de DENV distinto al tipo de

infeccion primaria) aumenta el factor de riesgo de desarrollar formas graves de la


https://www.zotero.org/google-docs/?1xMTeY
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enfermedad (Katzelnick et al., 2017). Sin embargo, se ha asociado al DENV-2, con
shock y sintomas hemorragicos, seguido del DENV-3, mientras que el DENV-1
mostré manifestaciones clinicas menos graves y el DENV-4 (Peinado et al. 2022).
Diversos estudios han evidenciado que los serotipos DENV-2 y DENV-3 se
asocian con mayor frecuencia a manifestaciones clinicas graves, como choque y
hemorragias. En contraste, los serotipos DENV-1 y DENV-4 suelen relacionarse
con presentaciones clinicas mas leves de la enfermedad (Velasco y Cano, 2024).
Asimismo, se ha observado que las epidemias con elevada incidencia de dengue
hemorragico suelen relacionarse con infecciones secuenciales, particularmente
cuando una infeccién primaria por DENV-1 es seguida posteriormente por una

infeccion con DENV-2 o DENV-3 (Contreras et al. 2021).

2.2.2 Patogénesis del DENV

El virus del dengue (DENV) ingresa a la célula huésped mediante un proceso de
internalizacién que involucra la interaccion con diversos receptores de superficie
celular, desencadenando su entrada a través de endocitosis mediada por clatrina
(Nanaware et al., 2021). A diferencia de otros virus, el DENV no depende de un
receptor unico o exclusivo para su entrada, sino que es capaz de utilizar multiples
receptores segun el tipo celular, lo que explica su amplio tropismo celular (King
et al., 2020). Entre los receptores y moléculas de superficie descritos como
mediadores de la internalizacion del DENV se encuentran DC-SIGN y L-SIGN,
ambas lectinas de tipo C que facilitan la captura y entrada del virus en células

dendriticas y monocitos a través de la interaccién directa con la proteina de
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envoltura E del virion (Bos et al., 2024). Asimismo, se han identificado otros
receptores involucrados en este proceso, como el receptor de manosa, los
glicosaminoglicanos en particular el sulfato de heparina, los receptores TIM-1 y
TAM, asi como las moléculas CD14 y CD300a, los cuales participan en distintas

vias de internalizacion dependiendo del tipo celular infectado (King et al., 2020).

Cabe destacar que el principal blanco celular del DENV en el ser humano son las
células dendriticas de la piel, dado que expresan de manera prominente varios de
estos receptores de entrada, convirtiéndolas en el sitio inicial de infeccion vy
replicacion viral (Martinez, 2022). La proteina E facilita la entrada del virus hacia la
célula huésped por medio de la endocitosis, en la cual se libera la nucleocapside
viral y el ARN monocatenario, y se traduce en una poliproteina y posteriormente
procesada y dividida por la proteasa viral NS2B/NS3 para generar las proteinas
virales estructurales y no estructurales necesarias para la replicacion del virus
(Fernandez et al., 2025). El ARN viral sirve como molde para la traduccion y
replicacion en el reticulo endoplasmatico (RE), donde las proteinas virales forman
un complejo de replicaciéon. Luego, el genoma y las proteinas se ensamblan en el
RE para generar particulas virales inmaduras, que maduran en la red trans-Golgi
mediante la accion de la furina y finalmente son liberadas por exocitosis,

completando el ciclo infeccioso (Figura 6) (Nanaware et al. 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?wduW40
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Figura 6.
Ciclo replicativo del virus del dengue (DENV)
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mediante endocitosis mediada por clatrina; (3) ocurre el desensamblaje de la cubierta de clatrina;
(4-5) el virién transita a través de endosomas temprano y tardio; (6) la acidificacion endosomal
induce la fusion de membranas y el desencapsidamiento viral; (7) el ARN gendmico viral es
liberado al citoplasma; (8) se llevan a cabo la traduccion y replicacion del genoma en asociacion
con el reticulo endoplasmico; (9) se ensamblan nuevos viriones; (10) ocurre la maduracion viral
durante el transito por el aparato de Golgi; y (11) los viriones maduros son liberados por exocitosis
para infectar nuevas células. Se muestran ademas vias alternativas de entrada descritas para el

DENV. dengue (Nanaware et al., 2021).
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2.2.3 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa contra la
infeccion del virus del dengue (Lee et al., 2022). El virus inicia su ciclo de
replicacion en las células dendriticas de Langerhans (CL) subdérmicas, siendo
reconocidas por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de la célula
huésped, incluidos MDA5, RIG-I, TLR3 y TLR7, que reconocen el ARN viral y
desencadenan una respuesta antiviral, que se caracteriza inicialmente por la
induccion de la respuesta de interferén tipo 1 (IFN) (Holguin y Varela, 2020; King
et al., 2020). La infeccién del macrofago por DENV desencadena una respuesta
inflamatoria que, mediante la acumulacion de factores vasoactivos, incrementa la
permeabilidad endotelial y provoca extravasacion vascular (Nanaware et al.,
2021). Las células infectadas migran hacia los nodulos linfaticos, donde son
reconocidas por macrofagos y células monociticas, aumentando la replicacion viral
del DENV hacia las células mononucleares, permitiendo que los viriones del virus
del dengue entre a sangre periférica y a los compartimientos de los monocitos

(Martinez et al. 2018; King et al., 2020) (Figura 7).
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Figura 7.

Respuesta inmunitaria temprana durante la infeccion por el virus del dengue
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Nota. (1) Durante la alimentacion sanguinea, el mosquito inocula el virus del dengue en la piel. (2)
La lesién causada por la picadura y la presencia del virus activan células inmunitarias locales,
incluyendo mastocitos, macréfagos y células dendriticas, algunas de las cuales pueden infectarse.
(3) Una segunda ola de células inmunitarias, como monocitos, células dendriticas plasmocitoides y
células NK, es reclutada al sitio de infeccién. (4) Las células dendriticas activadas o infectadas
migran hacia los ganglios linfaticos para iniciar la respuesta inmunitaria adaptativa. (5) Las células
infectadas y los viriones circulantes se diseminan a 6rganos periféricos, como el higado y el bazo

(King et al. 2020).

Las células dendriticas presentan los antigenos a los linfocitos TCD4 +; estos se
activan y cooperan con los linfocitos B produciendo respuesta de anticuerpos en

consecuencia, desencadena la respuesta inmune adaptativa (Pardo et al. 2018).
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Las células logran esto capturando y procesando los péptidos derivados del
antigeno presentador en MHC | para las células T CD8 + o en MHC Il para las
células T CD4+; estos péptidos expresan moléculas coestimuladoras que activan
las células T; y secretan quimiocinas y citocinas que atraen a las células T y
modifican las funciones de las células T del cebado (Schmid et al., 2014). Las
células T CD4+ contribuyen a la secrecion de citocinas (IFN-y, IL-2, TNF-a) para
activar las células B, mientras que las células T citotoxicas CD8 * eliminan las
células del huésped infectado, lo que favorece a la eliminacién viral y a la

formacién de células T de memoria (Ghosh et al., 2025).

Las células asesinas naturales (NK), componentes clave de la inmunidad innata,
cumplen una funcion esencial durante la infeccidon por DENV. En las etapas
iniciales, estas células contribuyen a la respuesta antiviral temprana mediante la
eliminacion de células infectadas por el virus (Dash et al., 2024). Las células NK
son activadas por citocinas como IFN-y a través de sus receptores de citocinas, y
también responden a sefiales de ligandos expresados en las células diana a
través de receptores activadores e inhibidores (Ghosh et al., 2025). Durante la
infeccion por DENV, las células NK activadas presentan expresion de CDG69,
CD107b y receptores asociados con la migracion tisular, lo que indica su

participacion en la respuesta inmunitaria (Dash et al., 2024).
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2.2.4 Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune adaptativa constituye la segunda linea de defensa (Dhole
et al., 2024). La proteina E y prM del DENV son los principales objetivos de los
anticuerpos neutralizantes generados tras la infeccion por dengue (Pedraza-
Escalona et al., 2025). Los anticuerpos dirigidos contra NS1, que se expresa en la
superficie celular, pueden conferir proteccion frente a la infeccion in vivo mediante
mecanismos dependientes o independientes de FcyR. Sin embargo, también se
ha sugerido que podrian participar en la patogénesis de la enfermedad

(Beltramello et al., 2010).

Durante la infeccion primaria por DENV, el virus es captado por células
presentadoras de antigeno, que activan a las células T CD4+ mediante MHC II.
Estas, a su vez, estimulan a las células B virgenes para que se diferencien en
células plasmaticas y células B de memoria (Ghosh et al., 2025). La respuesta de
las células B genera anticuerpos con funciones opuestas: mientras que los
anticuerpos neutralizantes confieren proteccion frente al virus, los anticuerpos
subneutralizantes pueden favorecer la entrada viral mediante la interaccion con
receptores FcyR, promoviendo asi el fendomeno de potenciacion dependiente de
anticuerpos (ADE) (Dash et al., 2024). Permitiendo que DENV desarrolle diversas
estrategias para modular las respuestas inmunitarias humorales del huésped (Lee
et al.,, 2022). Este proceso altera la producciéon de citocinas, disminuyendo
mediadores antivirales como IL-12, IFN-y y éxido nitrico, y aumentando citocinas

proinflamatorias como IL-6, IL-8 e IL-10. Este desequilibrio favorece la replicacion
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del DENV, la disfuncién endotelial y la fuga vascular, asociadas a las formas

graves del dengue (Pedraza-Escalona et al., 2025).

2.3. Variable

En esta investigacion experimental in vitro, las variables se clasifican en
independiente y dependiente, conforme a su funcion dentro del disefio
metodologico. La variable independiente corresponde a la condicion que el
investigador manipula y controla, mientras que la variable dependiente constituye
la respuesta bioldgica que se mide como consecuencia de dicha manipulacion. A
continuacion, se presentan la definicion conceptual y operacional de cada variable,

junto con el mapa de variables correspondiente.

2.3.1 Definicién conceptual de la variable
Variable independiente: Infeccion de monocitos CD14+ con DENV-2 y DENV-4.

La infeccion de monocitos CD14+ con los serotipos DENV-2 y DENV-4
corresponde al estimulo experimental utilizado para inducir la respuesta
inmunolégica en el modelo in vitro. Los monocitos constituyen una de las
principales células blanco del virus del dengue y participan en procesos de
reconocimiento antigénico, produccion de citocinas y activacion de otras células

inmunes.

Variable dependiente: Respuesta inmune celular en co-cultivos autdlogos

monocito-linfocito.
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La respuesta inmune celular involucra mecanismos de activacion celular,
presentacion antigénica, citotoxicidad y produccion de citocinas presentes en los
co-cultivos autdélogos tras la infeccion de los monocitos con DENV y que
contribuyen al control de la infeccidn viral y a la regulacion de la respuesta
inmunitaria.

2.3.2 Definicion operacional de la variable

Variable independiente: Infeccion de monocitos CD14+ con DENV-2 y DENV-4.
La variable se operacionaliza mediante la infeccion experimental de monocitos
CD14+ aislados por seleccibn magnética y posteriormente co-cultivados con
linfocitos autdlogos. Se establecen tres condiciones experimentales: control no

infectado, infeccion con DENV-2 e infeccidon con DENV-4.

Variable dependiente: Respuesta inmune celular

Operacionalmente, se mide mediante la intensidad de fluorescencia media (MFI)
de los marcadores de activacion, citotoxicidad y produccién de citocinas que
conforman el panel multiparamétrico de citometria de flujo espectral, evaluados en
las subpoblaciones de linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8", células NK y monocitos
clasicos mediante citometria de flujo espectral en la plataforma Cytek Northern
Lights®, con analisis posterior de los datos en el software FlowJo™ v10.10.1. Por
tratarse de valores de MFI, esta variable se clasifica como cuantitativa de tipo

continua.
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2.3.3 Mapa de variables

El mapa de variables de la presente investigacion, que resume la clasificacion, el
indicador y el instrumento de medicion correspondiente a cada variable, se

presenta en la tabla 2.

Tabla 2.

Mapa de variables

Variable Tipo de Indicador Definicion
variable operacional
Variable Cualitativa Serotipo viral inoculado Infeccion
independiente: nominal (DENV-2 0 DENV-4) y no experimental in vitro
Infeccion de infectado
monocitos
Variable Cuantitativa | Intensidad de fluorescencia | Citometria de flujo
dependiente: continua media (MF1) de los | espectral (Cytek
respuesta marcadores de activacion, | Northern Lights®);
inmune celular citotoxicidad y produccién de | analisis de datos en
citocinas del panel | Flowdo™ v10.10.1
multiparamétrico, evaluados
en linfocitos T  CD4*,
linfocitos T CD8*, células NK
y monocitos clasicos

2.4. Glosario de términos:
DENV: Virus del dengue

in vitro: Técnica para realizar un determinado experimento en un ambiente
controlado fuera de un organismo vivo.

In Vivo: se refiere a cuando la investigacion o el trabajo se realizan con o dentro
de un organismo

MINSA: Ministerio de Salud

CSS: Caja de Seguro Social
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ICGES: Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells — células mononucleares de la sangre
periférica o células mononucleares de la sangre periférica humana

CD: Células dendriticas

CL: Células de Langerhans

NK: Natural Killer / Células Asesinas Naturales

IL: Interleucina

IFN-Y / IFN-a / IFN-B: Interferon gammal/ Interferon alfa/ Interferon beta

MIP-18: Proteina inflamatoria de 1 beta

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1

IP-10: Proteina 10 inducible por IFN

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin - Molécula de adhesion intercelular 3especifica de células dendriticas, no
integrina

ADE: Antibody-Dependent Enhancement/ Potenciacion dependiente de
anticuerpos.

nAb: Neutralizing antibodies - Anticuerpos neutralizantes

prM: Proteina Pre-Membrana

GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor - Factor estimulante

de colonias de granulocitos y macrofagos
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MOI: Multiplicity of infection/Multiplicidad de infeccién. Representa la relacion entre
el numero de particulas virales y el numero de células hospedadoras en un medio
de infeccion determinado.

MFI: Median Fluorescence Intensity /Intensidad de fluorescencia media

UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection: técnica de reduccion de
dimensionalidad

FlowSom: algoritmo de agrupamiento que utiliza mapas autoorganizados (SOM) y
agrupamiento jerarquico para clasificar células segun su expresion de marcadores,
permitiendo identificar poblaciones celulares complejas de forma rapida y
reproducible

Citometria de flujo Espectral: Técnica analitica avanzada que estudia los
espectros de emision completos de los fluorocromos.

Cultivo Celular: Proceso mediante el que células, ya sean células procariotas o
eucariotas, pueden cultivarse en condiciones controladas

Titulacién Viral: Proceso de determinar la concentracion de particulas virales
infecciosas en una muestra

Efecto citopatico (ECP): se define como el compendio de alteraciones
morfologicas, estructurales y funcionales que sufre una célula huésped como
consecuencia de una infeccion viral, las cuales son observables por medio de la

microscopia optica.
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Capitulo 3.0 Marco metodolégico

3.1 Tipo y diseio de la investigacion

Este es un estudio experimental analitico que se realizara en condiciones de
laboratorio, infectando células primarias de humanos con el virus del dengue con

el objetivo de analizar la activacidon del sistema inmune celular.

3.2 Poblacién y muestra (o universo de estudio)

La poblacién esta constituida por células mononucleares de sangre periférica
humanas (PBMCs), especificamente monocitos CD14+ y linfocitos autdlogos
obtenidos del procedimiento de aféresis de donantes sanos adultos tomados del

banco de sangre del Hospital Pacifica Salud.

3.6 Procedimiento de la investigaciéon

3.6.1. Produccion viral

Para la produccion de los virus del dengue serotipos DENV-2 (cepa: 487625, v3) y
DENV-4 (cepa: 400654, v4), se utilizaron células Vero con un pasaje final de 24.
Estas células fueron cultivadas en dos frascos independientes de cultivo celular de
175 cm? destinados a la infeccion viral y un frasco de 25 cm? utilizado como control
negativo, el cual fue mantenido bajo las mismas condiciones experimentales, pero
sin inoculacion viral. Las células fueron expandidas en Minimum Essential Medium
(MEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 % de penicilina-
estreptomicina (P/S), e incubadas a 37 °C con 5 % de CO,, hasta alcanzar una

confluencia aproximada del 80 % (Figura 8).
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Figura 8.
Cultivo de células Vero con una confluencia aproximada del 80% previo a la inoculacion viral

(Microfotografia en campo claro (10x))

Nota. Las células Vero fueron empleadas para los ensayos de propagacion del virus del dengue.

Imagen obtenida mediante microscopia de campo claro (Fotografia tomada por Natasha Sanchez).

Una vez alcanzada esta confluencia, el medio de cultivo fue reemplazado por
medio de mantenimiento (MEM suplementado con 2 % de SFB). Posteriormente,
los frascos de 175 cm? fueron inoculados con los virus DENV-2 (cepa: 487625, v3)
y DENV-4 (cepa: 400654, v4), respectivamente. Durante el proceso de infeccion,
se permitid un periodo de adsorcion viral de dos horas, durante el cual los frascos
fueron movidos suavemente cada 15 minutos con el fin de favorecer la distribucion
homogénea del virus sobre la monocapa celular y facilitar la interacciéon entre las

particulas virales y las células hospedadoras.

Los cultivos infectados fueron incubados nuevamente bajo las mismas condiciones

previamente descritas y monitoreados periddicamente mediante observacion
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microscopica para evaluar la aparicion de efecto citopatico (ECP) como lo son:
desprendimiento de la monocapa o cambios morfolégicos de la células, que son
caracteristico de la infeccidon viral. La cosecha del virus se realizd cuando se
observd un efecto citopatico aproximado de 2+, indicativo de replicaciéon viral
activa y dafio celular moderado aproximadamente al 2-4. El cultivo
correspondiente al control negativo se mantuvo bajo las mismas condiciones
experimentales, pero sin inoculacion viral, con el objetivo de verificar la viabilidad
celular y descartar alteraciones no relacionadas con la infeccién viral dias (Figura

9).

Figura 9.

Produccién en células Vero (Microfotografia en campo claro (10x))
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Nota. Se Observa por microscopia el desprendimiento de las células Vero de la monocapa y el
cambio de morfologia. A. Control Negativo de Células Vero a los 2 dias. B. Células Vero-infectadas
con DENV-2 (cepa: 487625, v3) a los 2 dias de infeccién (efecto citopatico 2+). C. Células Vero
infectadas con DENV-4 (cepa: 400654, v4) a los 2 dias de infeccidon (efecto citopatico 2+).

(Fotografia tomada por Natasha Sanchez).

3.6.2 Cosecha de virus

La cosecha viral de los serotipos DENV-2 (cepa 487625, v3) y DENV-4 (cepa
400654, v4) se realiz6 una vez observado el efecto citopatico en el monocapa
celular infectada. Posteriormente, la monocapa adherida fue desprendida
mediante raspado suave con una escobilla celular, con el objetivo de favorecer la
liberacidn de las particulas virales presentes tanto en las células infectadas como
en el sobrenadante (figura 10). EI sobrenadante fue resuspendido
cuidadosamente, haciendo escurrir el liquido por las paredes del flask para
recuperar el material viral remanente. El contenido recuperado se transfirié a un
tubo cénico de 15 mL y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos (aceleracion
9 y freno 9). Finalizada la centrifugacion, se recupero el sobrenadante; la muestra
se mantuvo en hielo durante todo el procedimiento. Finalmente, se alicuotaron 500
ML del sobrenadante correspondiente a cada serotipo viral en crioviales
previamente etiquetados segun el formato establecido para su almacenamiento

posterior.
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Figura 10.

Cosecha de los serotipos DENV-2 (cepa: 487625, v3) y DENV-4 (cepa: 400654, v4)

Nota. Procedimiento de raspado de la monocapa adherida a Flask de 75 cm3 (Fotografia tomada

por Natasha Sanchez).

3.6.3 Concentracioén de virus

La concentracion viral de los serotipos DENV-2 (cepa 487625, v3) y DENV-4 (cepa
400654, v4) se realizo utilizando tubos concentradores Amicon® (Merck Millipore,
Burlington, MA, EE. UU.), segun el protocolo de (Ye et al., 2016) (Merck Millipore,
2021). Posteriormente a la cosecha viral y tras la centrifugacion inicial, el
sobrenadante fue recuperado cuidadosamente, evitando alterar el precipitado
celular. Seguidamente, se adicionaron 15 ml del sobrenadante viral al tubo
Amicon® (Merck Millipore, Burlington, MA, EE. UU.), para su concentracion. Las
muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm, a 4 °C (aceleracién 9 y freno 9). El
tiempo de centrifugacion fue aproximadamente de 30 minutos y las muestras
fueron concentradas hasta obtener un volumen final de 500 uL. Finalmente, se

tomaron alicuotas del virus concentrado y se distribuyeron en crioviales
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previamente etiquetados con la informacidén correspondiente de cada serotipo
viral. Las muestras fueron almacenadas a -80 °C para su conservacion y posterior

utilizacién experimental.

3.6.4. Titulacion viral

La titulacion de los serotipos DENV-2 (cepa: 487625, v3) y DENV-4 (cepa:
400654, v4) se utilizd segun el protocolo de (Diaz et al., 2019), se realiz6 mediante
el ensayo de formacion de placas utilizando células BHK (Baby Hamster Kidney).
Se sembraron células BHK en placas de 24 pocillos, para la titulacién de ambos
serotipos virales (DENV-2 y DENV-4). Para cada serotipo se emplearon 20
pocillos, distribuidos de la siguiente manera: 16 pocillos para las diluciones
seriadas 1:10 (107" a 1078 por duplicado) y 4 pocillos como controles no infectados
(por duplicado). Las células se mantuvieron en medio a-MEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de penicilina-estreptomicina hasta alcanzar
una confluencia del 80% (Figura 11). Una vez alcanzada la confluencia deseada,
el medio de cultivo fue retirado y se procedié a la infeccidn viral. Se prepararon
diluciones seriadas 1:10 de cada virus en solucion salina balanceada de Hank
(HBSS), utilizando un volumen de 25 pL de virus en 200 yL de HBSS para la
dilucién inicial, continuando las diluciones hasta 1078. Los platos se incubaron
durante 2 horas a 37°C en atmédsfera humeda con 5% de CO, para permitir la
adsorcién viral. Las placas fueron incubadas y monitoreadas diariamente hasta

observar la formacién de placas virales. La lectura del ensayo se realizé al quinto
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dia postinfeccion, observandose formacién de placas desde la dilucion 107" hasta

la dilucién 1078, la cual fue utilizada para la estimacion del titulo viral.

Figura 11.
Cultivo de células BHK con una confluencia aproximada del 80% (Microfotografia en campo claro

(10x)) previa a la infeccién

Nota. Fotografia tomada por Natasha Sanchez.

Posterior al periodo de adsorcion, se preparé medio de recubrimiento a-MEM
suplementado con 5% de SFB y 1.6% de carboximetilcelulosa (CMC). Se
afiadieron 500 uL de esta solucion a cada pocillo para formar una capa semisélida
que permite la formaciéon de placas de lisis o efecto citopatico (CPE) y se dej6
incubando por 5 dias. Posteriormente, pasado el tiempo de incubacion, la
monocapa se fijé con formaldehido y se tifid con cristal violeta al 0.25% diluida en
30% de etanol por 40 minutos, lo que permitié visualizar claramente las placas
formadas (Figura 12). Finalmente, las placas fueron contadas manualmente y los

resultados se expresaron como unidades formadoras de placa por mililitro
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(PFU/mL), lo que permitié determinar la concentracion de virus infeccioso presente

en cada muestra (Figura 13). Utilizando la siguiente formula:

# de placas
Titulo viral:

Dilucion x Volumen de indculo

Figura 12.

Procedimiento de ensayo de formacién de placas virales en células BHK

® ®@ . ©

BHK
N

}

Las células BHK se
siembra en plato de

24 pocillos Se realiza
‘ dilucién serial
del virus 1:10
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® @
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i Se incuba por 2 horas s
g O
I | f = y Q O )
farc Fasn
B 9000 £ 000
| o000 — e ——— 0000
- 0000 “2eT
Crystal violet g 5 min
Se afiade a-MEM suplementado con 5% de Se fija con formaldehido y se Se fobserv?'y e culenta la
SFBy 1.6% de carboximetilcelulosa (CMC). y tifieron con cristal violeta al 0.25% ormacién de placa
se incuba por 3 -5 dias diluida en 30% de etanol

Nota. (1) siembra de células BHK en placas de 24 pocillos; (2) preparacion de diluciones seriadas
del virus; (3) inoculaciéon e incubacion durante 2 h; (4) adicion de a-MEM suplementado con SFB y
CMC e incubacion durante 3-5 dias; (5) fijacion y tincién con cristal violeta; y (6) visualizacion y

cuantificacion de placas virales.
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Figura 13.

Titulacién de los serotipos DENV-2 (cepa: 487625, v3) y DENV-4 (cepa: 400654, v4)

Nota. A. Formacion de placas de DENV-2 y DENV-4. B. Conteo manual de la formacion de placas

(Fotografia tomada por Natasha Sanchez).

3.6.5 Separacion de PBMCs

La separacion de PBMCs se realizé a partir de muestras obtenidas del banco de
sangre de Pacifica Salud mediante procedimiento de aféresis (EC CBITPC 267,
Anexo 1). Para este estudio se utilizaron camaras leucoreductora o “conitos
leucoreductores”, considerados material de desecho generado durante el

procedimiento de aféresis.

Una vez obtenidas las muestras, se procedié a la separacion de las PBMCs

técnica utilizada segun para separacion por gradiente en obtencién de linfocitos y


https://www.pacificasalud.com/?utm_source=chatgpt.com
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monocitos (Chen et al., 2019). Los conitos fueron transferidos a tubos coénicos y
lavados en dos ocasiones con Solucién Salina Equilibrada de Hanks (HBSS), con
el fin de recuperar la mayor cantidad posible de muestra residual. Posteriormente,
las muestras fueron colocadas cuidadosamente sobre Ficoll-Paque™ PLUS, para
realizar la separacion por gradiente de densidad utilizada (Boyum, 1968) y
centrifugadas a 800 x g durante 30 minutos (aceleracion 6 y freno 0) (Figura 14).
Finalizada la centrifugacion, se recolectd la capa correspondiente a las PBMCs,
evitando aspirar restos de sangre o eritrocitos. Las células obtenidas fueron
transferidas a nuevos tubos cénicos con HBSS y centrifugadas a 400 x g durante
10 minutos (aceleracién 9 y freno 9). Luego de descartar el sobrenadante, se
realizd un segundo lavado con HBSS bajo las mismas condiciones de

centrifugacion.

Figura 14.
Procedimiento para el aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs),

mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll
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PBMCs

Nota. (1) dilucién de la muestra de sangre y lavado con HBSS; (2) estratificacion de la sangre
diluida sobre Ficoll; (3) centrifugacion a 800 x g durante 30 min; y (4) recuperacion de la fraccion

de PBMCs tras la separacion de las capas celulares (Boyum, 1968).

Posteriormente, se descarté nuevamente el sobrenadante y el pellet celular fue
resuspendido en medio de congelacion. Antes de la criopreservacion, las células
fueron contadas en camara de Neubauer para estimar una concentracion de 1 x
107 células por criovial. Finalmente, las muestras fueron distribuidas en crioviales y
colocadas en recipientes Mr. Frosty a =80 °C durante la noche. Al dia siguiente,
los crioviales fueron transferidos a un tanque de nitrégeno liquido para su
almacenamiento a largo plazo siguiendo el procedimiento de congelacion de

células segun Lauer et al. (2017).

3.6.6. Separacion celular por perlas magnéticas

La separacion magnética de monocitos CD14+ se realizé utilizando microesferas
magnéticas CD14+ MicroBeads de Miltenyi Biotec a partir de siete muestras de

PBMC previamente aisladas (Miltenyi et al., 1990). Para ello, se seleccion6 un
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criovial correspondiente a cada donante y las muestras fueron transferidas a tubos
coénicos de 15 mL, donde se suspendieron en 5 mL de medio RPMI suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y 1 % de penicilina/estreptomicina (P/S).
Posteriormente, 1 mL de cada muestra fue centrifugado a 300 x g durante 10
minutos. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet celular fue resuspendido en
wash buffer compuesto por 2 mM EDTA y 0.5 % de BSA, utilizando 80 uL por cada
1 x 107 células totales, seguido de la adicion de 20 yL de CD14 MicroBeads por

cada 1 x 107 células. Las muestras se incubaron durante 15 minutos en frio.

Finalizada la incubacion, se lavaron las células con 2 ml de wash buffer y se llevo
a centrifugacion nuevamente a 300 x g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
descartado y las células se resuspendieron en 500 yL de wash buffer. Para la
separaciéon magnética, se utilizé un separador magnético de Miltenyi Biotec con
columnas LS previamente hidratadas con 3 mL de wash buffer. Se colocaron en
frio siete tubos cénicos correspondientes a cada donante, rotulados como “flow
through”. Posteriormente, las muestras celulares fueron aplicadas sobre las
columnas acopladas al magneto, permitiendo la separacion magnética por goteo.
Las columnas fueron lavadas 3 veces con 3 ml de wash buffer, recolectando en

los tubos “flow through” o “leucocitos restantes”, las células no marcadas.

Una vez completado el proceso de goteo, las columnas fueron retiradas del
magneto y colocadas sobre tubos nuevos rotulados como “CD14+”. Finalmente, se

afiadieron 5 mL de wash buffer a cada columna y las células marcadas
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magnéticamente fueron recuperadas mediante el empuje firme del émbolo a

través de la columna (Figura 15).

Figura 15.

Procedimiento para el aislamiento de monocitos CD14+, mediante separaciéon magnética (MACS)
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Nota. (1) incubacion de las PBMCs con microesferas magnéticas anti-CD14; (2) marcaje
especifico de las células CD14%; (3) paso de la suspensién celular a través de la columna MACS;
(4) separacion de las células CD14" retenidas de las células no marcadas; y (5) elucion y
recuperacion de la fracciéon enriquecida de células CD14* tras retirar la columna del campo

magnético (Miltenyi et al., 1990).

Posteriormente a la separacién magnética, tanto los tubos rotulados como “flow
through” como los tubos correspondientes a las células CD14+ fueron
centrifugados a 300 x g durante 10 minutos. Finalizada la centrifugacion, las
células obtenidas en el “flow through” fueron resuspendidas en 12 mL de medio
RPMI suplementado con 10 % de SFB vy transferidas a frascos de cultivo de 75
cm?, los cuales fueron incubados a 37 °C hasta la realizacion del cocultivo (Figura

16).
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Figura 16.
Microfotografia en campo claro (10x) de linfocitos obtenidos en la fraccion no retenida (flow-

through), tras separacién inmunomagnética en RPMI 1640 suplementado con SFB al 10%.

Nota. Se observa una poblacidbn homogénea de células redondeadas con halo refringente,
morfologia caracteristica de linfocitos en reposo, con integridad celular conservada (Fotografia

tomada por Natasha Sanchez).

Por otra parte, las células CD14+ fueron resuspendidas en 5 mL de RPMI
suplementado con 10 % de SFB. Posteriormente, se transfirid a un tubo aparte la
cantidad de células requeridas para el ensayo, correspondiente a 150 000 células
por cada 10 pocillos, suspendidas en un volumen final de 5 mL. Las células fueron
centrifugadas nuevamente a 300 x g durante 10 minutos y, una vez descartado el
sobrenadante, el pellet celular fue resuspendido en 700 uL de RPMI suplementado

con 2 % de SFB.

Seguidamente, en una placa de fondo en U se distribuyeron 100 pyL de suspensién
celular en cada uno de los 10 pocillos. Las placas fueron incubadas a 37 °C para

su posterior infeccion con los serotipos DENV-2 y DENV-4.
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3.6.7 Infeccién de monocitos y establecimiento del co-cultivos autélogos de

monocitos-linfocitos.

Infeccion de monocitos con DENV-2 y DENV-4.

Los monocitos CD14* aislados de los siete donantes fueron infectados
individualmente con los serotipos DENV-2 (cepa 487625, v3) y DENV-4 (cepa
400654, v4) a una multiplicidad de infeccién (MOI) 0.5 calculada con base en el
titulo viral de 2.5 x 10° UFP/mL determinado mediante ensayo de placas. El

volumen de indculo viral se determiné mediante la siguiente expresion:

MOI X Numero de células

Volumen de virus:
Titulo viral (UFP/mL)

Las placas que contenian los monocitos infectados fueron incubadas a 37 °C en 5
% de CO, durante 48 horas sin manipulacion, con el fin de garantizar la adsorcion

viral y el inicio del ciclo replicativo (Figura 17).
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Figura 17.

Comparacién de monocitos no infectados vs. monocitos infectados

Nota. Comparac:n morfolégica de monocitos no infectados e infectados observados mediante
microscopia optica con aumento de 10x: (A) monocitos no infectados y (B) monocitos infectados a
las 48 h postinfeccion. A. Monocitos sin infectar. B. Monocitos infectados a las 48 h (Fotografia

tomada por Natasha Sanchez).

Preparacion de los linfocitos autélogos para el co-cultivo.

Durante el periodo de incubacién de los monocitos infectados, los linfocitos
autdlogos de cada donante fueron mantenidos en reposo en frascos de cultivo de
75cm?a 37 °Cy 5 % de CO,. Al cumplirse las 48 horas de la infeccion con DENV
a los monocitos, los linfocitos fueron recuperados de los frascos, transferidos a un
tubo cdnico y centrifugados para separar las células del sobrenadante. El pellet
fue resuspendido en 800 yL de RPMI con 10 % de SFB y 1 % de P/S. De esta
suspension se tomaron 200 uL por pocillo correspondientes a aproximadamente

4.5 x 10° células para cada condicion experimental.
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Establecimiento del co-cultivo autélogos de monocitos-linfocitos.

Previo a la incorporacién de los linfocitos, la placa de cultivo con los monocitos
infectados fue centrifugada y el sobrenadante descartado cuidadosamente. Los
linfocitos autdlogos resuspendidos se afiadieron directamente sobre los monocitos
infectados, estableciéndose el co-cultivo en una relacién celular monocito:linfocito
de 1:2. Inmediatamente después, se adicionaron los inhibidores del transporte
intracelular Monensin Solution y Brefeldin A Solution a una concentracién de 0.20
ML por pocillo, con el fin de bloquear la secrecidon de citocinas y facilitar su
deteccion intracelular posterior por citometria de flujo espectral (Nylander y Kalies,
1999). El co-cultivo se mantuvo durante 6 horas a 37 °C y 5 % de CO,,
transcurridas las 6 horas se procedid a realizar la tincion para el panel

multiparamétrico.

3.6.8. Estandarizacion de panel de citometria de flujo espectral.

3.6.8.1. Titulacion de anticuerpos.

Previo a la caracterizacion inmunofenotipica, se realizé la titulacion individual de
los anticuerpos incluidos en el panel mediante diluciones seriadas en PBMCs
obtenidas de muestras independientes a las empleadas en el estudio
experimental. Para los marcadores intracelulares, las células fueron estimuladas
previamente con PMA/lonomycin Cell Stimulation Cocktail (Invitrogen™) con el fin
de inducir la produccién de citocinas. Los archivos adquiridos en el citobmetro
Cytek Northern Lights® fueron analizados en FlowJo™ mediante concatenacion

de diluciones, seleccionando para cada anticuerpo la concentracién que maximizo
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el indice de tincion (Stain Index) entre poblaciones positivas y negativas (Figura
18). Las diluciones finales seleccionadas para cada anticuerpo se presentan en la

Tabla 3.

Figura 18.

Determinacién de poblacion negativa de la poblacion positiva, utilizando criterio Stain Index

Poblacién positiva

Poblacién no 1
tefida

Poblacién negativa

Nota. Figura generada utilizando el software FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Sciences).

Tabla 3.
Panel multiparamétrico de citometria de flujo espectral para la evaluaciéon de

poblaciones inmunes y respuesta citotoxica frente a la infeccion de dengue

Categoria Marcador Fluorocrom | Titulacié | Casa Rol /
o n comercial | Definicién
Marcador de | Via Dye Red | ViaKrome 1/500 Cytek Excluye
viabilidad fixable dye Bioscience | células
S muertas.
CD3 BV570 (clon 1/40 BioLegend Linfocitos T
UCHT1) (pan-T).
CD4 PerCP (clon 1/160 BioLegend Linfocitos T
RPA-T4) colaboradores
(Th).
CD8 BV480 (clon 1/160 BD Linfocitos T
Marcadores de SK1) Bioscience citotoxicos.
superficie: s
CD14 cFluor B548 1/80 CYTEK Monocitos.
(Definicion de (clon 63D3) Bioscience
poblaciones) s
CD16 BV650 (clon 1/40 BioLegend | NK citotéxicas
3G8) y monocitos.
CD56 cFluor 1/80 CYTEK Células NK.
BYG750 Bioscience
(clon S
TULY56)
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CD25 PE-Fire 700 1/40 BioLegend Activacion
(clon M- temprana /
A251) identificacion
Marcadores de decélulas T
activacion/prolifer reguladoras.
acion CD38 FITC (clon 1/40 Beckman Activacion y
LS198-43) Coulter diferenciacion
celular.
CD27 APC-Fire 1/160 BioLegend Memoria T/
Marcadores de 810 (clon diferenciacion.
diferenciacion/me 0323)
moria CD45RA cFluor V450 1/80 CYTEK Identificacion
(clon HI100) Bioscience | de linfocitos T
S virgenes.
NKp46 PE-Cy5 1/40 BioLegend Receptor
(CD335) (clon 9E2) activador
citotoxico
Receptores natural de
activadores de células NK.
células NKy T NKG2D PE-Dazzle 1/80 BioLegend Induce
CD8* citotéxicas (CD314) 594 produccioén de
citocinas y
moléculas
citotéxicas.
DNAM-1 BV750 (clon 1/40 BD Receptor
(CD226) 11A8) Bioscience activador
S presente en
células NK'y
linfocitos T
citotoxicos.
Ligandos de CD112 (Nectin- | Alexa Fluor 1/60 R&D Ligando del
receptores NK 2) 405 (clon Systems receptor
405) DNAM-1.
MICA/MICB PE-Cy7 1/40 BioLegend | Ligandos del
(clon 6D4) receptor
NKG2D.
Presentaciéon HLA-ABC PerCP- 1/300 Miltenyi Moléculas del
antigénica eFluor 710 Bioetic MHC clase I.
(clon
REA230)
IFN-y APC- 1/40 eBioscienc Citocina
eFluor780 e asociada a la
Marcadores (4S.B3) respuesta
intracelulares — antiviral tipo
Citocinas Th1ly
efectoras actividad de
células NK.
TNF-a BV421 (clon 1/40 BioLegend Citocina
MAb11) proinflamatoria
Marcadores CD107a eFluor 660 1/40 eBioscienc | Indicador de
intracelulares — (LAMP-1) (clon e desgranulacié
Degranulaciéon eBioH4A3) n citotoxica.
lisosomal/citotoxi
ca
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Marcadores Perforina BV711 (clon 1/40 BioLegend | Mediador de
intracelulares — dG9) citotoxicidad
Moléculas dependiente
citotoxicas de granulos.
Antigeno viral Dengue NS3 PE (clon 1/200 UCSF Identificacion
E1D8) Monoclon de células
al infectadas por
Antibody virus dengue.

Las diluciones seleccionadas durante este proceso de optimizacion fueron
utilizadas para la conformacion del panel final de 22 anticuerpos empleado en la
caracterizacion fenotipica y funcional de los co-cultivos autélogos infectados con

DENV-2 y DENV-4.

3.6.8.2 Citometria de flujo espectral

Una vez establecidas las concentraciones Optimas de los anticuerpos, las
muestras experimentales fueron tefidas utilizando el panel multiparamétrico
optimizado. La caracterizacién fenotipica y funcional de las células se realizd
mediante un panel multiparamétrico compuesto por 22 anticuerpos monoclonales.
El panel multiparamétrico estuvo compuesto por marcadores de superficie e
intracelulares que permitieron identificar las poblaciones de linfocitos T (CD4" y
CD8") y células NK y monocitos CD14+, asi como evaluar su estado de activaciéon
y capacidad funcional mediante la deteccion de citocinas proinflamatorias vy
moléculas asociadas a la actividad citotoxica. Adicionalmente, se incluyd la
deteccién de la proteina viral. NS3, utilizada como marcador de infeccion por
dengue y para el analisis de la respuesta inmunitaria frente a células infectadas

(Tabla 4).
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Una vez establecidas las concentraciones O6ptimas de los anticuerpos, las
muestras experimentales fueron tefidas utilizando el panel multiparamétrico
optimizado. Inicialmente, las células fueron incubadas con el marcador de
viabilidad correspondiente, seguido de la tincion de los marcadores de superficie
mediante la adicion del coctel de anticuerpos previamente preparado (Figura 19).
Posteriormente, las células fueron fijadas y permeabilizadas utilizando
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, 2023), para permitir la deteccion de
marcadores intracelulares, incluyendo proteinas virales, moléculas efectoras y
marcadores funcionales asociados a la respuesta inmunitaria frente al DENV.
Finalmente, las muestras fueron adquiridas en el citometro de flujo espectral Cytek
Northern Lights® (Cytek® Biosciences, Fremont, CA, USA), conformado con tres
laseres de excitacion (405 nm, 488 nm y 640 nm), filtros de dispersion lateral de
alta sensibilidad y un sistema de detecciéon espectral avanzado que permite
identificar y discriminar simultaneamente multiples fluorocromos a partir de sus
firmas espectrales de emision (Chen Camafio, 2025). Los archivos generados

fueron analizados mediante el software Flowdo™ version 10.10.1 (FlowJo,2023).
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Figura 19.
Tincién de células con un céctel de anticuerpos de superficie para la identificacion y caracterizacion

fenotipica de subpoblaciones celulares, mediante citometria de flujo espectral

Nota. Fotografia tomada por Natasha Sanchez

3.6.8.3. Analisis de datos de citometria de flujo

El analisis de los datos se realiz6 utilizando el software FlowJo versiéon 10.10.1
(FlowJo, 2023). Inicialmente, los archivos adquiridos fueron sometidos a un control
de calidad mediante la herramienta Peacock QC, con el fin de identificar y excluir
eventos de baja calidad. Para la depuracion de eventos, se aplicé una estrategia
secuencial de gating: inicialmente se seleccionaron células individuales (single
cells) mediante una grafica SSC vs. FSC, para aislar la poblacion de interés.

Posteriormente, se excluyeron los doublets (agregados celulares) mediante una
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grafica FSC-A vs. FSC-H, conservando unicamente las células individuales (Figura

20).

Figura 20.

Estrategia de exclusion secuencia.
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Nota. a. Seleccién de single cells. b. Exclusion de agregados celulares. C. Poblaciones
identificadas en UMAP: CD3+, CD4+, NKs y Monocitos clasicos. Figura generada utilizando el

software FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Sciences).

Se efectué un andlisis de alta dimension mediante reduccién de dimensiones
utilizando el algoritmo Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP).
Sobre la representacion UMAP se aplicé un analisis de agrupamiento utilizando el
algoritmo FlowSOM (versién 4.1.0), identificandose diez clusteres celulares con
perfiles fenotipicos distintos. La caracterizacion de dichos clusteres se realiz6
mediante la herramienta Cluster Explorer, permitiendo evaluar los patrones de

expresion de los marcadores incluidos en el panel y comparar las poblaciones
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celulares entre las diferentes condiciones experimentales. Las condiciones
analizadas incluyeron co-cultivos de monocitos infectados con DENV-2 vy linfocitos
autdlogos, co-cultivos de monocitos infectados con DENV-4 y linfocitos autélogos,

co-cultivos no infectados y linfocitos estimulados utilizados como control positivo.

De manera complementaria, se realizé la identificacion de poblaciones especificas
mediante la expresion de marcadores de superficie. Las células fueron clasificadas
inicialmente en poblaciones CD3+ y CD3-. Dentro de la poblacion CD3+ se
identificaron los linfocitos T CD4+ y CD8+, mientras que dentro de la poblacion
CD3- se analizaron las células CD56+, correspondientes principalmente a células

NK (Figura 21).

Figura 21.

Estrategia de exclusion secuencial para identificacion de poblaciones especificas
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Nota. A. Subpoblaciones especificas de linfocitos T (CD4+ y CD8+). B. Identificacién de
poblaciones Moniciticas y Células NKs (CD14+, CD16+ y CD56+). Figura generada utilizando el

software FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Sciences).

Los resultados se expresaron como frecuencia de las poblaciones celulares,
porcentaje de células positivas e intensidad media de fluorescencia (Mean
Fluorescence Intensity, MFI) de los marcadores evaluados. Posteriormente, los
valores de MFI fueron comparados entre las diferentes condiciones
experimentales (DV2, DV4 y control no infectado [NI]) para evaluar cambios en la
expresion de los marcadores inducidos por la infeccion viral. Finalmente, los datos
fueron exportados a GraphPad Prism para la elaboracion de graficos y el analisis

estadistico de los resultados.
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Capitulo 4.0 Analisis e interpretacion de los resultados

4.0.1. Produccion y titulacion de los serotipos DENV-2 y DENV-4

La titulacion viral realizada mediante ensayo de formacion de placas mostré una
concentracion de 2.5 x 10® PFU/mL para los serotipos DENV-2 y DENV-4. El
conteo de placas se efectud por duplicado y permitié determinar que ambos stocks

virales presentaban titulos equivalentes de particulas infecciosas (Figura 22).

Serotipos DENV Titulo viral
DENV-2 2.5 x 108 PFU/mL
DENV-4 2.5 x 108 PFU/mL

Figura 22.
Formacién de placas virales para los serotipos DENV-2 y DENV-4 en células BHK

Nota. Fotogria toadapor Natasha Sanchez
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4.0.2. Estandarizacion del modelo de co-cultivo autélogo de monocitos -

linfocitos

Se establecié6 un modelo de co-cultivo autélogo utilizando monocitos CD14+
infectados con DENV-2 o DENV-4 y linfocitos obtenidos del mismo donante.
Previo al establecimiento del co-cultivo, ambas poblaciones celulares fueron
cuantificadas para ajustar una relacion monocito de 1:2 en todas las condiciones

experimentales.

La separacion magnética con CD14 MicroBeads permitid recuperar monocitos
CD14* a partir de los crioviales de PBMCs de los siete donantes, con recuentos
que oscilaron entre 150 000 (LSR10) y 1 300 000 células (LSR6), evaluados por
exclusién con azul de tripano. En todos los casos, la viabilidad celular fue superior
al 90 %, confirmando la integridad de las muestras para los ensayos
subsiguientes. Las fracciones fueron resuspendidas en 5 mL de RPMI, obteniendo
concentraciones totales que variaron entre 750 000 (LSR10) y 6 500 000 células

(LSR6).

La fraccion linfocitaria autéloga recuperada en el flow through o leucocitos
restantes fue resuspendida en 12 mL de RPMI, con totales celulares que oscilaron
entre 1 200 000 (LSR9) y 6 240 000 células (LSR6). Los volumenes de ambas
fracciones utilizados en el co-cultivo fueron ajustados individualmente por donante
para mantener la relacion monocito:linfocito de 1:2, con los monocitos
resuspendidos en 700 pL de RPMI con 2 % de SFB vy los linfocitos en 200 uL por

pocillo (Tabla 4).
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El co-cultivo autdlogo fue establecido exitosamente en los siete donantes, con
viabilidades celulares consistentemente superiores al 90 %, lo que garantizé la
idoneidad del modelo experimental para la posterior caracterizacion de la
respuesta inmune celular frente a DENV-2 y DENV-4 mediante citometria de flujo

espectral.

Tabla 4.
Recuento celular de monocitos CD14+ y linfocitos autologos utilizados en el

establecimiento del co-cultivos por donante

Monocitos utilizados| Linfocitos utilizados
Donantes Monocitos totales | Linfocitos totales en co-cultivo en co-cultivo,
relacion (1:2)
LSR6 6500000 6,240,000 0.808 2.20
LSR8 2950000 2,760,000 1.78 5
LSR9 2600000 1200000 2.02 11
LSR10 750000 2640000 7.0 5.2
LSR11 2900000 1800000 1.81 7.60
LSR12 2500000 2400000 2.1 5.6
LSR13 5500000 3960000 0.95 3.40

La viabilidad celular de ambas fracciones fue evaluada mediante exclusion con
azul de tripano, obteniéndose valores superiores al 90 % en todos los donantes.
Los volumenes indicados corresponden a las cantidades ajustadas para mantener

la relacion monocito:linfocito de 1:2 en cada pocillo del co-cultivo.
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4.0.3. Estandarizacion del panel multiparamétrico para citometria de flujo

espectral

Con el objetivo de establecer un panel multiparamétrico para la caracterizaciéon
fenotipica y funcional de las poblaciones inmunes involucradas en la respuesta
frente a DENV-2 y DENV-4, se realizé la titulacion individual de los anticuerpos
incluidos en el panel de citometria de flujo espectral. La optimizacion se efectud
mediante tinciones seriadas y analisis por citometria espectral, seleccionando para
cada anticuerpo la diluciéon que presentd la mejor resolucion entre las poblaciones
positivas y negativas, utilizando como criterio de seleccidon el indice de tincidn

(Stain Index).

El analisis de los archivos adquiridos se realizO mediante concatenacion de
eventos en FlowJo™ version 10.10.1, permitiendo comparar simultaneamente las
diferentes diluciones evaluadas para cada marcador (Figura 23). Como resultado,
se determinaron las concentraciones Optimas para los clusteres de identificacion
celular (CD3, CD4, CD8, CD14, CD16 y CD56), diferenciacion y activacion (CD25,
CD27, CD38 y CD45RA), receptores NK y CD8 citotéxicos y ligandos asociados a
la funcién de células NK (NKp46, NKG2D, DNAM-1, CD112 y MICA/MICB), asi
como marcadores funcionales intracelulares relacionados con la respuesta
antiviral, citotoxica (IFN-y, TNF-a, perforina y CD107a) y anti-NS3 como marcador

de confirmacién de infeccion viral.
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Las diluciones éptimas seleccionadas para la mayoria de los anticuerpos incluidos
en el panel oscilaron entre 1:40 y 1:160 (Figura 23). Por su parte, el anticuerpo
dirigido contra la proteina no estructural NS3 del virus del dengue mostré el mejor
desempefio a una dilucién de 1:200, mientras que el anticuerpo anti-HLA-ABC

alcanzé una titulacion 6ptima a una dilucion de 1:300.

Figura 23.
Analisis representativo de la titulacién de anticuerpos, mediante concatenacion de archivos FCS en

flowJo
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Nota. Las diferentes diluciones evaluadas fueron comparadas para determinar la concentracion
Optima de tincion utilizando el indice de tincibn como criterio de seleccién. Figura generada
utilizando el software FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Sciences). Figura generada utilizando el software

FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Sciences).

Durante la evaluaciéon espectral utilizando beads de control, se observd que la
combinacién del marcador HLA-ABC con Streptavidin PerCP-eFluor 710 generaba
una interferencia significativa en multiples detectores, afectando la adecuada
resolucién de otros fluorocromos incluidos en el panel. Dado que esta interferencia
persistio incluso después del proceso de desconvolucion espectral, se decidid
excluir dicho marcador de la configuracion final del panel para preservar la calidad

de los datos y el desempefio global del ensayo.

Adicionalmente, el colorante de viabilidad Via Dye Red fue estandarizado
empleando 2,5 pL de una solucion preparada a una dilucién de 1:500. Esta

condicion permitié una adecuada discriminacion entre células viables y no viables,
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garantizando la exclusion eficiente de eventos correspondientes a células muertas

durante el analisis citométrico (Tabla 4).

Tras la seleccion de las diluciones optimas y la exclusion del marcador HLA-ABC,
se establecidé la configuracion final del panel multiparamétrico. Las muestras
tefidas fueron adquiridas en el citometro de flujo espectral Cytek Northern
Lights®. La evaluacion de los datos obtenidos demostré una adecuada separacion
de las poblaciones positivas y negativas, asi como una correcta resoluciéon
espectral de los fluorocromos incluidos en el panel, permitiendo la identificacion
confiable de los marcadores de superficie e intracelulares seleccionados para el

estudio.

4.0.4. Caracterizacion fenotipica de la respuesta inmune frente a DENV-2 y
DENV-4

Con el fin de evaluar los cambios fenotipicos y funcionales inducidos por la
infeccion con DENV-2 y DENV-4, se analizo la intensidad media de fluorescencia
(MFI) de marcadores asociados con activacién, citotoxicidad y reconocimiento

inmunoldgico en diferentes poblaciones celulares.

En los monocitos clasicos, la expresidon de Nectin-2 mostré la variacion mas
evidente entre las condiciones experimentales, con valores promedio de MFI de 20
660,9 en NI, 19 611,9 en DENV-2 y 24 675,1 en DENV-4. Asimismo, la deteccion
intracelular de la proteina viral NS3 presenté valores promedio de 17 344,3 en NI,
16 103,9 en DENV-2 y 16 930,9 en DENV-4. No obstante, las diferencias

observadas no alcanzaron significancia estadistica (Figura 24 A, B).
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En los linfocitos T CD8+, la expresion de LAMP-1 present6 valores promedio de
MFI de 47 486,7 en las condiciones no infectadas (NI), 47 328,4 en DENV-2 y 48
722,0 en DENV-4. De manera similar, la expresién de perforina mostré valores de
26 568,6, 26 341,3 y 26 538,7 para NI, DENV-2 y DENV-4, respectivamente.
Aunque se observo una ligera tendencia hacia mayores niveles de expresion en
las células expuestas a DENV-4, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (p>0,05) (Figura 24 C, D).

Por otra parte, las células NK mostraron una expresion relativamente estable de
DNAM-1 entre los grupos evaluados, registrandose valores promedio de MFI de
10 383,9 en NI, 10 359,4 en DENV-2 y 9 858,1 en DENV-4. De igual forma, la
expresion de perforina se mantuvo comparable entre las condiciones analizadas.
En contraste, TNF-a presentd una tendencia hacia valores superiores en las
células infectadas con DENV-2 (MFI = 4 565,7) en comparacion con NI (MFI = 3
535,2) y DENV-4 (MFI = 3 926,5); sin embargo, esta diferencia tampoco resulté
estadisticamente significativa (Figura 25 E, F).

En conjunto, los marcadores evaluados mostraron perfiles de expresion similares
entre las condiciones no infectadas y las infectadas con DENV-2 y DENV-4.
Aunque algunos marcadores, particularmente Nectin-2 en monocitos clasicos y
TNF-a en células NK, evidenciaron tendencias de variacion en sus valores de MFl,

el analisis estadistico mediante la prueba de Friedman seguida de comparaciones
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multiples de Dunn no revel6 diferencias significativas entre los grupos estudiados

(p>0,05)

Figura 24.

Marcadores asociados con reconocimiento inmunolégico, activacion y citotoxicidad tras infeccion

con DENV-2 y DENV-4
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Nota. (A) Nectin-2 en monocitos clasicos. (B) NS3 en monocitos clasicos. (C) LAMP-1 en linfocitos
T CD8+. (D) Perforina en linfocitos T CD8+. (E) DNAM-1 en células NK. (F) TNF-a en células NK.
Los datos se presentan como intensidad media de fluorescencia (MFI) para los grupos NI, DENV-2
y DENV-4. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante la prueba de Friedman seguida

del test de Dunn. Figura generada utilizando el software FlowJo™ v10.10.1 (BD Life Science
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Discusion
La citometria de flujo espectral representdé una herramienta clave para la
evaluacion de la respuesta inmunitaria frente al virus del dengue, ya que permitié
la identificacidon simultanea de distintas poblaciones celulares y la cuantificacion de
marcadores asociados con activacion y funcion efectora. En el presente estudio se
logro disefiar y estandarizar un panel multiparamétrico de 22 marcadores para la
caracterizacion simultanea de monocitos (CD14+, CD16+), linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+ y células NK (CD56+), asi como sus perfiles funcionales durante
la infeccion con los serotipos DENV-2 y DENV-4. La evaluacién computacional del
panel en Cytek Cloud arrojé un indice de tincién (Stain Index) global de 16.19, lo
que indica una separacion espectral adecuada y una relacién sefial-ruido favorable
para distinguir poblaciones positivas y negativas. De acuerdo con (Mateus et al.,
2013), confirman que este parametro es esencial para garantizar la identificacion
confiable de las poblaciones de interés, minimizando interferencias derivadas de la
superposicion espectral entre fluorocromos, la autofluorescencia celular y otros

factores que pueden comprometer la sensibilidad y precision de la deteccion.

En este contexto, los controles de desconvolucion espectral (unmixing)
constituyeron un componente indispensable de la estandarizacion. A diferencia de
la compensacion convencional, la citometria de flujo espectral requiere
caracterizar la distribucién de emisién completa de cada fluorocromo para realizar
la separacion de sefiales, por lo que los controles de tincion permiten distinguir la
emision especifica de cada fluorocromo del ruido de fondo y electrénico (Roca

et al.,, 2021). La importancia de esta etapa quedd evidenciada durante la
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optimizacion del panel, cuando se identificé que el marcador HLA-ABC conjugado
con Streptavidin PerCP-eFluor 710 generaba interferencias espectrales
persistentes en multiples detectores que no pudieron resolverse incluso tras el
proceso de desconvolucion; esto motivd su exclusion del panel final para preservar
la calidad de los datos. Este hallazgo permite comprender que el disefio
computacional de paneles, aunque orientador, no sustituye la evaluacién

experimental del comportamiento real de los fluorocromos en el citometro.

La titulacion de anticuerpos constituyd una etapa fundamental en Ia
estandarizacién del panel de citometria de flujo. La determinacion de las diluciones
oOptimas permitid maximizar la relacion sefial-ruido, minimizando simultaneamente
la unién inespecifica y la saturacion de la senal. Para esta evaluacion se considero
el indice de tincion, una herramienta ampliamente utilizada para establecer las
concentraciones Optimas de anticuerpos (Kalser, 2023). Segun (Mateus et al.,
2013), el empleo de concentraciones inadecuadas puede comprometer la calidad
de los datos obtenidos. Diluciones excesivas generan sefales débiles y menos
reproducibles, lo que puede conducir a una subestimacion de la expresion de los
marcadores; por el contrario, concentraciones elevadas favorecen la union
inespecifica, incrementan el consumo de reactivos y pueden provocar la
saturacion del detector, aumentando la dispersion de las mediciones (Bonilla et al.,
2024). Asimismo, se ha descrito que el ruido de fondo puede contribuir a la
obtencién de resultados falsos positivos y falsos negativos (Mateus et al., 2013).

En este contexto, la inclusion del marcador de viabilidad empleado en el panel
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resulta esencial, ya que permite excluir células muertas con alta tendencia a
presentar uniones inespecificas a los anticuerpos fluorescentes, mejorando la

precision del analisis.

La evaluacion de la MFI permiti6 comparar cuantitativamente la expresion de los
marcadores entre las distintas condiciones experimentales. Sin embargo, se
observd una considerable dispersion de los datos entre los siete donantes
analizados, lo que sugiere la presencia de una elevada variabilidad bioldgica
(Dendrou et al., 2009; Vissers et al., 2013). Esta variabilidad podria haber influido
en la capacidad para detectar diferencias estadisticamente significativas en
algunos de los marcadores evaluados, a pesar de observarse tendencias en la
expresion asociadas a la infeccion por DENV. La variabilidad observada
concuerda con lo descrito por Brodin y Davis (2017) quienes sefialan que el
sistema inmunitario humano presenta una alta variabilidad entre individuos,
resultado de la interaccion de factores genéticos, ambientales, microbioldgicos y
de la historia previa de exposiciones inmunolégicas. Asimismo, otros estudios
afirman que subpoblaciones inmunitarias, como las células T CD56" y las células
T CD4 TEMRA, mostraron una elevada heterogeneidad interindividual. Otro factor
asociado es la edad en cambios significativos en la frecuencia de multiples
poblaciones celulares, incluyendo una disminucion marcada de las células T
virgenes en individuos de mayor edad. De igual forma, se observaron diferencias
relacionadas con la etnia, lo que pone de manifiesto la necesidad de considerar

estas covariables al interpretar los resultados de estudios de perfilado inmunitario
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(Burel et al., 2017). En consecuencia, la variabilidad interindividual puede
incrementar la dispersién de los datos obtenidos mediante citometria de flujo y
dificultar la deteccion de diferencias estadisticamente significativas cuando se

trabaja con tamafnos muestrales limitados.

El analisis de la MFI en distintas poblaciones celulares revelé que, si bien se
observaron tendencias de variacion en algunos marcadores, ninguna alcanzé
significancia estadistica, lo que sugiere una respuesta fenotipica y funcional de

baja magnitud en las condiciones experimentales evaluadas.

Monocitos clasicos: La inclusién de los monocitos como poblacion de interés se
fundamenté en su papel como principal diana celular del DENV y en su
participacion en la amplificacion de la respuesta inflamatoria mediante la deteccion
del ARN viral y la secrecién de IFN-1 y citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6
(Naranjo-Gémez et al.,, 2019). En este contexto, Nectin-2 presenté la mayor
variacion entre condiciones con una tendencia al alza en DENV-4 respecto a Nl y
DENV-2, lo cual podria reflejar una modulacion de los ligandos de estrés celular
inducida por la infeccion, dado que este marcador es reconocido por receptores
activadores de células NK como DNAM-1. No obstante, la ausencia de
significancia estadistica limita la interpretacion de este hallazgo. Por su parte, NS3
proteina no estructural que constituye uno de los principales blancos del
reconocimiento por linfocitos T CD8" (Tian et al., 2019) no mostrd variaciones

relevantes en su deteccién intracelular entre grupos, lo que podria estar
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relacionado con el nivel de replicacion viral alcanzado en el modelo *in vitro*

utilizado.

Linfocitos T CD8*: Estas células desempefian un rol esencial en el control de la
infeccion por DENV mediante el reconocimiento y eliminacion de células
infectadas, un proceso mediado en gran parte por moléculas citotoxicas como
perforina y granzimas (Ma & Cheng, 2022). Asimismo, durante la infeccion se ha
descrito una expansion de subpoblaciones T CD8* con marcadores de activaciéon y
elevada expresion de moléculas efectoras (Dash et al., 2024). Sin embargo, en el
presente estudio, tanto LAMP-1 como perforina mostraron valores de MFI
practicamente idénticos entre NI, DENV-2 y DENV-4, sin tendencias consistentes.
Esto podria indicar que la infeccion “in vitro” no fue suficiente para desencadenar
la degranulacion o la activacidn citotoxica plena de estas células, o que el tiempo

de evaluacién no coincidio con el pico de respuesta efectora.

Células NK: La incorporacion de este tipo celular respondié a su capacidad de
ejercer funciones citotoxicas frente a células infectadas por DENV mediante
receptores como DNAM-1 y NKG2D, cuya activacion depende de la expresion de
ligandos de estrés como Nectin-2 (Beltran y Lopez-Vergés, 2014). En los
resultados obtenidos, DNAM-1 y perforina se mantuvieron estables entre grupos.
En cambio, TNF-a mostré una tendencia hacia valores superiores en DENV-2
frente a NI y DENV-4, lo cual es consistente con la participacion de las células NK

en la produccion de citocinas y quimiocinas durante la infeccion por dengue (John
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et al., 2015). Aunque esta diferencia no alcanzoé significancia estadistica, podria
reflejar una respuesta inflamatoria incipiente o serotipo-especifica que mereceria

evaluacion con mayor tamafio muestral.

En general, la ausencia de diferencias estadisticamente significativas en todos los
marcadores evaluados puede atribuirse a multiples factores, entre ellos la
variabilidad interindividual inherente al uso de sangre periférica de donantes
sanos, el nivel de infeccién alcanzado “in vitro”, y las limitaciones del tamafo
muestral al aplicar la prueba de Friedman. A pesar de ello, las tendencias
observadas, particularmente en Nectin-2 y TNF-a, son biolégicamente plausibles y
coherentes con la literatura, lo que refuerza la pertinencia del panel disefiado para

caracterizar la respuesta inmune celular frente a DENV-2 y DENV-4.

Entre las principales fortalezas de este estudio destaca la estandarizacion de un
panel multiparamétrico de citometria de flujo espectral capaz de evaluar
simultdneamente marcadores fenotipicos, funcionales y virales asociados con la
respuesta inmune frente al DENV. Asimismo, el uso de un modelo de co-cultivo
autdlogo monocito-linfocito permiti6 analizar la interaccion entre diferentes

poblaciones celulares involucradas en la respuesta antiviral.

No obstante, el estudio presenta algunas limitaciones. El reducido numero de
donantes pudo limitar la capacidad para detectar diferencias estadisticamente

significativas entre las condiciones experimentales. Ademas, la evaluacion se
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realizd en un unico tiempo postinfeccion, lo que impidié analizar la dinamica
temporal de la respuesta inmunolégica. Finalmente, al tratarse de un modelo in
vitro, los resultados obtenidos deben interpretarse considerando que no
reproducen completamente la complejidad de la respuesta inmune observada

durante la infeccion natural por el virus del dengue.
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Conclusiones

e Se logré disefiar y estandarizar exitosamente un panel multiparamétrico de
citometria de flujo espectral para la caracterizacion simultanea de
monocitos, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y células NK. El panel fue
optimizado mediante titulacion de anticuerpos y evaluacion computacional
en Cytek Cloud, obteniendo un Stain Index global de 16,19, lo que garantizé
una adecuada resolucion de las poblaciones celulares y de los marcadores
evaluados.

e Se establecié un modelo experimental de infeccion in vitro utilizando los
serotipos DENV-2 y DENV-4 en co-cultivos autélogos de monocitos y
linfocitos humanos, permitiendo la evaluacion de marcadores asociados con
activacion celular, citotoxicidad y reconocimiento inmunolégico.

e La deteccion de la proteina viral NS3 confirmé la presencia de infeccion
viral en las poblaciones celulares analizadas, validando la utilidad del
modelo experimental para el estudio de la interaccion huésped-virus.

e ElI analisis de la intensidad media de fluorescencia (MFI) mostro
tendencias de variacion en algunos marcadores inmunoldgicos,
particularmente Nectin-2 en monocitos clasicos y TNF-a en células NK. Sin
embargo, dichas diferencias no alcanzaron significancia estadistica entre
las condiciones no infectadas, DENV-2 y DENV-4.

e Los resultados sugieren que, bajo las condiciones experimentales
empleadas, la infeccion por DENV-2 y DENV-4 no indujo modificaciones

detectables en la expresion de los marcadores evaluados, aunque las
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tendencias observadas podrian reflejar procesos biolégicos que requieren
una mayor profundidad de analisis.

El panel desarrollado constituye una herramienta util para futuros estudios
de inmunomonitoreo y caracterizacion de la respuesta inmune frente al

virus del dengue mediante citometria de flujo espectral.
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Recomendaciones

e Incrementar el numero de donantes incluidos en futuros estudios con el fin
de aumentar la potencia estadistica y reducir el impacto de la variabilidad
biologica individual.

e Incorporar marcadores adicionales asociados con la respuesta humoral la
activacién de células B y la produccion de anticuerpos, con el propdosito de
profundizar en los mecanismos relacionados con la potenciacion
dependiente de anticuerpos (ADE) y su posible contribucion al desarrollo
de formas graves de dengue.

e Ampliar el panel mediante la inclusién de citocinas proinflamatorias y
reguladoras, tales como IL-6, IL-10 y MCP-1, con el fin de evaluar
fendmenos asociados a la tormenta de citocinas y su relaciéon con la
severidad de la enfermedad.

e Extender la aplicacion del panel a los cuatro serotipos del virus del dengue
para comparar las respuestas inmunes inducidas por cada uno de ellos e
identificar posibles diferencias en los mecanismos de activacion y control

viral.
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Anexo 1: Aprobacion del Protocolo EC CBITPC 267 por parte del Comité de

Bioética en Investigacion de The Panama Clinic.
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Anexo 2. Disefo del panel de citometria de flujo espectral en Cytek Cloud,

mostrando la asignacion de fluorocromos a cada marcador segun su intensidad de

expresion y compatibilidad espectral.
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