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RESUMEN 

El dengue es una enfermedad infecciosa de origen viral que se transmite a los seres 

humanos a través de la picadura de mosquitos hembra del género Aedes; 

principalmente Aedes aegypti -infectadas con el virus del dengue- (WHO, 2020). En 

los últimos años, la incidencia de esta enfermedad se ha visto incrementada; debido 

a que un 40% de la población mundial se encuentra expuesta en áreas donde el 

dengue es endémico y por lo tanto existe un riesgo inminente de transmisión.  

Lo anteriormente expuesto, destaca la importancia de implementar medidas 

encaminadas a controlar las poblaciones del insecto vector e interrumpir la 

transmisión de la enfermedad, así como conocer más sobre la interacción que se 

establece entre el mosquito vector y el virus del dengue. Es por ello, por lo que la 

presente investigación tiene como objetivo principal abordar un fenómeno muy 

particular en los mosquitos Aedes aegypti denominado priming inmunológico. Este 

concepto se ha definido como la capacidad del sistema inmunitario de los mosquitos 

para retener y reutilizar información sobre patrones moleculares para mejorar la 

respuesta inmune después de una exposición previa a una dosis subletal de un 

patógeno o material derivado del patógeno que conduce a un aumento de la 

respuesta inmune, haciendo que el insecto sea resistente a una futura infección. 

Los experimentos realizados en este trabajo, han evaluado la especificidad de este 

mecanismo realizando infecciones homologas y heterólogas con dos variantes 

genéticas del virus del dengue en mosquitos Aedes aegypti. Los resultados hasta 

ahora obtenidos muestran una reducción en la carga viral (n. de copias de RNA) en 

mosquitos que han tenido un encuentro previo con partículas virales inactivadas por 

luz UV, así como una protección inmune mejorada en mosquitos Aedes aegypti que 

tienen un reto heterólogo vs. un reto homólogo. 

Hasta el momento se desconocen los mecanismos moleculares y celulares 

por los cuales el priming inmunológico limita la replicación viral en el mosquito. Sin 

embargo, el trabajo aquí presentado ofrece una visión importante sobre la 

especificidad de la respuesta inmune durante el priming inmunológico con dos 

variantes distintas del virus del dengue. 



 

8 | P á g i n a  
 

1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Dengue 

El dengue es una enfermedad infecciosa de origen viral que se transmite a los seres 

humanos a través de la picadura de mosquitos hembra del género Aedes; 

principalmente Aedes aegypti -infectadas con el virus del dengue- (WHO, 2020). 

Actualmente, es considerada como una de las enfermedades virales más 

importantes que se transmiten a los seres humanos por artrópodos en más de 100 

países tropicales y subtropicales del mundo (Guzman et al., 2010; Bhatt et al., 2013) 

La infección se puede originar por alguna de las cuatro variantes genéticas 

del virus, denominadas DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Estos cuatro virus se 

denominan serotipos porque cada uno de ellos interactúa de manera diferente con 

los anticuerpos del suero sanguíneo humano. A pesar de estas diferencias, la 

infección con cada uno de estos serotipos produce la misma enfermedad y rango 

de síntomas clínicos en el humano (Halstead, 2008), los cuales se manifiestan entre 

el cuarto y séptimo día después de la picadura del mosquito (CDC, 2020). Tras su 

recuperación, las personas infectadas por dengue adquieren inmunidad de por vida 

contra el serotipo que inició la infección. Sin embargo, la inmunidad cruzada a los 

otros serotipos es parcial y temporal; por lo que en infecciones posteriores las 

personas quedan susceptibles nuevamente y con el mayor riesgo -de aquellas 

personas que no han sido infectadas- de contraer dengue hemorrágico, la forma 

más grave y potencialmente mortal de la enfermedad (Vaughn et al., 2000). 

En los últimos años, se ha incrementado la incidencia de esta enfermedad; 

debido a que un 40% de la población mundial se encuentra expuesta en áreas en 

donde el dengue es endémico -particularmente en algunas regiones de Asia, el 

Pacífico, América, África y el Caribe- y por lo tanto existe un riesgo inminente de 

transmisión (Figura 1). La Organización Mundial de la Salud estima que 390 

millones de infecciones ocurren cada año, de las cuales 96 millones se manifiestan 

clínicamente; siendo la población infantil la más afectada con alrededor de 24,000 

decesos (WHO, 2020). 
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La detección clínica oportuna, así como el acceso a la asistencia médica 

adecuada han logrado disminuir las tasas de mortalidad en pacientes infectados con 

el virus del dengue. Sin embargo, el problema hoy en día persiste debido a que no 

existen tratamientos antivirales específicos, ni medicamentos eficaces para la 

prevención o el tratamiento de este padecimiento.  

Lo anterior destaca la importancia de implementar medidas encaminadas a 

controlar las poblaciones del insecto vector; así como también comprender de 

manera más profunda la interacción entre el virus y el vector. Estas medidas se han 

vuelto eficaces para interrumpir la transmisión de la enfermedad, así como para 

reducir los efectos negativos que subyacen de ella en los países donde está 

presente (Suaya et al., 2009). 

1.1.1. Epidemiología de la enfermedad del dengue en México 

En nuestro país, el dengue representa un problema prioritario de salud pública con 

un aumento en la incidencia de los casos en 30 de los 32 estados de la república 

durante los últimos 10 años (1.7 casos por 100 000 habitantes en el año 2000 a 

43.03 casos por 100 000 habitantes en el año 2012). La urbanización creciente -sin 

controles adecuados-, la migración humana y factores asociados al cambio climático 

-con modificaciones en el ámbito ecológico- han ocasionado la expansión de los 

insectos vectores que transmiten esta enfermedad (SINAVE, 2022). 

En el territorio nacional los cuatro serotipos del virus del dengue circulan 

periódicamente, así como los mosquitos que lo transmiten. La infección ocurre 

durante todo el año, tanto en poblaciones urbanas como rurales; predominando en 

áreas costeras -hacia la zona meridional del país- donde las condiciones 

geográficas, demográficas y epidemiológicas son favorables para su transmisión 

(NOM-032-SSA2-2014). 
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Figura 1. Diferentes regiones del mundo cuya población es susceptible para contraer dengue. 

El mapa geográfico muestra en una escala de colores áreas de riesgo de transmisión de dengue en 

diferentes partes del mundo. En las regiones tropicales y subtropicales el dengue es endémico, es 

decir, que ocurre todos los años generalmente durante una temporada cuando se establecen las 

condiciones óptimas para la reproducción de los mosquitos vectores. Sin embargo, estas áreas 

también tienen un riesgo periódico de dengue epidémico, cuando un gran número de personas se 

infectan durante un período de tiempo corto. La información presentada en este mapa corresponde 

a un consenso de casos tomado Nature Reviews Disease Primers: https://doi.org/ 

10.1038/nrdp.2016.55 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.55
https://doi.org/10.1038/nrdp.2016.55
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1.2. Virus del Dengue (DENV) 

El virus del dengue (DENV) es un virus de RNA de cadena sencilla -con polaridad 

positiva- que pertenece al género Flavivirus; dentro de la familia Flaviviridae. La 

partícula viral tiene un diámetro de 50-60 nm, con geometría icosaédrica, y cuatro 

serotipos genéticamente relacionados, pero antigénicamente diferentes (Calisher et 

al., 1989; Henchal y Putnak, 1990; Katzelnick et al., 2015). Estructuralmente, el virus 

está constituido por una nucleocápside de 30 nm que contiene al genoma viral 

(Alcaraz-Estrada et al., 2010) (Figura 2A). A su vez, la nucleocápside se encuentra 

rodeada por una membrana lipídica que se deriva de la célula infectada (Smith et 

al., 2011). Finalmente, en su parte más externa se encuentran proteínas que forman 

una capa protectora que controlan la entrada del virus en la célula hospedera. 

El genoma del virus tiene un tamaño aproximado de 11 kb y un marco de 

lectura abierta [ORF] que se encuentra flanqueado por dos regiones no traducidas 

[UTR´s] altamente estructuradas que desempeñan un papel regulador en la 

traducción de las proteínas virales y la replicación del genoma (Tuiskunen-Bäck y 

Lundkvist, 2013). Posee una estructura tipo Cap en el extremo 5´ y carece de 

estructura poli (A) en el extremo 3´ (Figura 2B). 

El material genético del DENV codifica para una poliproteína de 3411 

aminoácidos (Shu y Huang, 2004) que se fragmenta por proteasas celulares y 

virales (Figura 2C) para dar origen a proteínas estructurales y no estructurales 

dentro de la célula hospedera (Rodenhuis et al., 2010; Wash y Soria, 2015). Tres 

son proteínas estructurales: la proteína de la cápside [C], la glucoproteína de 

envoltura [E] y la proteína pre-membrana [prM]. Siete son proteínas no estructurales 

[NS]: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5; las cuales juegan un papel 

importante en la replicación, la traducción, el procesamiento proteolítico de la 

poliproteína y el ensamblaje viral, además de que algunas de estas se encuentran 

involucradas en la inhibición de la respuesta inmune del humano (Clyde et al., 2006; 

Muller y Young, 2013). Las características particulares de cada una de estas 

proteínas virales se muestran en la tabla 1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%26%23x000e4%3Bck%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24003364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lundkvist%20%26%23x000c5%3B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24003364
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Figura 2. Organización estructural del virus del dengue. (A) Micrografía electrónica de 

transmisión [TEM] de partículas del virus del dengue -se observa una amplificación que permite 

reconocer cada uno de los elementos estructurales que constituyen a la partícula viral-. (B) Genoma 

viral que muestra la posición de cada uno de los genes que codifican para las proteínas estructurales 

y no estructurales del DENV. (C) Topología de la poliproteína viral insertada en la membrana del 

retículo endoplásmico de la célula hospedera. Tomado de Bartenschlager y Miller, 2008; De Almeida 

et al., 2013. 
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Tabla 1. Funciones principales de las proteínas del virus del dengue. 

Proteína Tamaño 

(kDa) 

Función principal Referencias 

 

 

C 

 

 

11 

 

Emisor de señales a través de la membrana, 

interactúa con el RNA viral para la formación de 

la nucleocápside. 

 

 

Perera y Kuhn, 

2008; Velandia 

y Castellanos, 

2011. 

 

 

prM/M 

 

 

26 

 

Interacciona con las proteínas de envoltura y el 

complejo RNA-Cápside. 

Evita que ocurran cambios conformacionales de 

la proteína E durante el ensamblaje viral. 

 

 

Perera y Kuhn, 

2008; Velandia 

y Castellanos, 

2011. 

 

 

E 

 

 

50 

 

Confiere al virus sus principales actividades 

biológicas, como son: 1) la adhesión e inserción 

del genoma, 2) la hemaglutinación y 3) la 

producción de anticuerpos neutralizantes. 

 

 

Perera y Kuhn, 

2008; Velandia 

y Castellanos, 

2011. 

 

 

NS1 

 

 

46 

 

Proteína secretable, involucrada en la replicación 

temprana del RNA y ensamblaje viral. 

Activación del sistema inmune innato. 

 

 

Muller y 

Young, 2013. 

 

 

NS2A 

 

22 

 

Involucrada en la replicación del RNA. 

 

Xie et al., 

2015. 

 

 

NS2B 

 

 

14 

 

Forma un complejo con NS3 para actuar como un 

co-factor de actividad catalítica.  

Componente de la maquinaria enzimática de 

replicación del RNA viral. 

 

 

 

Xie et al., 

2015. 

 

 

NS3 

 

 

69 

 

Funciones de helicasa durante la replicación del 

RNA viral. 

Forma un complejo con NS5 para ayudar a 

desenrollar el RNA. 

 

 

Muñoz-Jordán 

et al., 2005. 
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NS4A 

 

 

 16 

 

Participa anclando componentes de la replicasa 

viral a la membrana celular. 

Requerida para la formación de las vesículas de 

replicación. 

 

 

Welsch et al., 

2009; Muñoz-

Jordán et al., 

2005. 

 

 

NS4B 

 

 

30 

 

 

Suprime la señalización de IFNβ y IFNγ. 

Esencial para la replicación y la patogenicidad. 

 

Grant et al., 

2011; 

Muñoz-Jordán 

et al., 2005. 

 

 

 

NS5 

 

 

105 

 

Involucrada en la síntesis de RNA viral; tiene 

actividad RNA polimerasa dependiente de RNA. 

Involucrada en el bloqueo del sistema IFN. 

Muñoz-Jordán 

y Santiago, 

2014. 

 

 

C= Cápside, E= Envoltura, prM/M= pre-membrana/membrana, NS= No estructural¸ IFNβ= Interferón 

beta, IFNγ= Interferón gamma, IFN= Interferón. Tabla modificada. Tomada de Guzman et al., 2016. 
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1.2.1. Ciclo de replicación viral 

Durante la infección del virus del dengue a su célula hospedera, ocurren una serie 

de eventos que los virólogos han denominado ciclo de replicación (Figura 3). Este 

involucra: (1) la unión-entrada del virus a la célula, (2) la replicación de su genoma, 

(3) la síntesis y modificación de sus proteínas, (4) el ensamblaje de la partícula viral 

y (5) la liberación de la progenie al medio externo. Los siguientes apartados, 

explican con mayor detalle cada uno de estos eventos. 

Adhesión y entrada 

El proceso de replicación viral inicia cuando la proteína E del virus reconoce un 

receptor en la superficie de la membrana plasmática de la célula blanco. En líneas 

celulares de mosquitos -como C6/36 de Ae. albopictus- la proteína E interactúa con 

diversas moléculas para ingresar a la célula, como el receptor de laminina 

(Sakoonwatanyoo et al., 2006), dos glicoproteínas de 40 y 45 kDa (Mendoza et al., 

2002; Salas-Benito y del Angel, 2007) y una proteína similar a tubulina (Muñoz et 

al., 1998). En mosquitos, varias proteínas como la prohibitina (Kuadkitkan et al., 

2010), la proteína relacionada con el choque térmico (Salas-Benito y del Angel, 

2007) y la proteína de unión a laminina (Sakoonwatanyoo et al., 2006), pueden 

actuar como receptores putativos para la infección por DENV.      

Después de este reconocimiento, la membrana de la célula se pliega 

alrededor del virus y forma un endosoma. Una célula normalmente usa endosomas 

para tomar moléculas y partículas grandes del exterior de la célula para su nutrición. 

El virus del dengue entonces puede ingresar a una célula huésped, al secuestrar 

este proceso celular normal. 
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Liberación del genoma viral  

Una vez que el virus es internalizado en la célula hospedera por el endosoma, este 

se dirige hacia el retículo endoplasmático [RE]. En su travesía al RE, el endosoma 

madura y se une a un lisosoma; el cual induce la activación de bombas de protones 

que acidifican el contenido de la vesícula -el pH dentro de la vesícula disminuye de 

7.5 cerca de la membrana plasmática a 6.5 cerca del retículo endoplasmático-. 

La disminución en el pH de la vesícula induce un cambio conformacional en 

la proteína E -de dímero a trímero- que permite la exposición del péptido de fusión 

y el anclaje inmediato a la membrana de la vesícula. Estas condiciones permiten 

que la envoltura del virus se fusione con la membrana endosomal y en el proceso 

se libere la nucleocápside viral en el citoplasma de la célula hospedera (Diamond et 

al., 2000; Van Der Schaar et al., 2007; Van Der Schaar et al., 2008). 

Replicación y traducción del genoma viral  

En el citoplasma, la nucleocápside se abre para desprender al genoma viral y se 

inician los procesos de replicación y traducción (Heinz y Allison, 2003; Ma et al., 

2004; Qi et al., 2008).  

El genoma viral se replica en el retículo endoplasmático dentro de unas 

estructuras denominadas complejos replicativos [RCs] que contienen RNA y 

proteínas virales, además de proteínas celulares (Welsch et al., 2009). Estos 

complejos derivados del RE concentran los componentes específicos -como lípidos 

y proteínas- requeridos para la replicación y la formación de los viriones, además 

de que protegen a las partículas virales en formación de los mecanismos de defensa 

de la célula hospedera (Novoa et al., 2005; Netherton et al., 2007). 
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Durante la traducción, los ribosomas del RE se unen al genoma viral para 

generar una poliproteína. Posteriormente, esta poliproteína se fracciona por las 

proteasas furina, signalasa y NS3 para formar a las proteínas estructurales y no 

estructurales del virus del dengue, entre las que destacan: (1) una polimerasa 

dependiente de RNA (NS5) que transcribe el genoma -formando una plantilla de 

RNA con polaridad negativa-, (2) la proteína de la cápside que expone el sitio de 

escisión sobre el que actuará una proteasa, y luego un péptido señalizador para la 

asociación con el RE, (3) las glucoproteínas de la envoltura que se transfieren a la 

membrana plasmática y (4) las proteínas no estructurales. 

 Las múltiples rondas de replicación y traducción producen altos niveles de 

proteínas virales que junto con el RNA viral se ensamblan para generar nuevos 

viriones (Clyde et al., 2006; Limjindaporn et al., 2009). 

Ensamblaje de la partícula viral  

El ensamblaje de los nuevos viriones ocurre de forma simultánea en las mismas 

estructuras vesiculares donde se lleva a cabo la replicación y traducción del genoma 

viral (Chiou et al., 2003).  

Una vez replicado, el RNA viral se asocia con las proteínas virales recién 

sintetizadas -particularmente con la proteína C- para formar nucleocápsides 

desnudas (Samsa et al., 2009). En el RE, las nucleocápsides adquieren una 

envoltura lipídica enriquecida en proteínas prM y E -confiriéndole un aspecto rugoso 

a la superficie de la partícula viral- a través de mecanismos aun no definidos. Tras 

el ensamblaje, los viriones se almacenan dentro del RE de manera muy ordenada 

y posteriormente se liberan como partículas virales inmaduras a través de la vía 

secretora convencional al aparato de Golgi [AG]. 

Maduración y liberación del virus  

En su travesía por el AG, las partículas virales inmaduras sufren modificaciones en 

las proteínas de su superficie (Perera et al., 2008; Urbanowski et al., 2008; Chatel-

Chaix y Bartenschlager, 2014). Un corte proteolítico sobre la proteína prM por una 

furina -una proteasa celular que reside en la cara trans del AG- da estabilidad a los 
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homo-trímeros de la proteína E, y genera partículas virales maduras con una 

superficie lisa capaz de infectar a otras células (Yu et al., 2008). Asimismo, existen 

cambios post-traduccionales sobre la proteína de envoltura generando la 

conformación final de la partícula viral con su envoltura glicoprotéica. 

Finalmente, el virus es liberado al espacio extracelular donde el pH neutro 

desprende al péptido pre-M y la proteína E adquiere la conformación final que es 

reconocida por los diferentes receptores que se encuentran en la superficie de las 

células que el virus infecta (Elshuber et al., 2003; Jones et al., 2003; Zhang et al., 

2003; Kiermayr et al., 2004; Perera et al., 2008; Qi et al et al., 2008; Nayak et al., 

2009). 
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Figura 3. Ciclo de replicación del virus del dengue. En el inicio de la infección, los virus se unen 

a los receptores de la célula hospedera (Cruz-Oliveira et al., 2015), y estos median su internalización 

a través de endocitosis. Una vez en el interior, la envoltura viral y la membrana del endosoma se 

fusionan y el genoma viral se libera en el citoplasma. Instalado en el citoplasma, el genoma viral se 

traduce en una poliproteína y se fragmenta posteriormente en proteínas estructurales y no 

estructurales. En el RE, un genoma de dsRNA (-) se sintetiza a partir de un ssRNA (+) y proporciona 

nuevo RNA viral que se transcribe y replica varias veces para generar múltiples partículas virales. 

Estas partículas, finalmente se ensamblan y forman estructuras inmaduras que son transportadas a 

través de la vía secretora al AG -lugar donde las furinas impulsan su maduración-. Por último, el virus 

maduro se libera por exocitosis de la célula hospedera y se dispone a infectar nuevas células. Imagen 

tomada de Laughlin et al., 2012. 
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1.3. Aedes aegypti: Insecto vector 

El mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) es un importante vector en salud 

pública debido a su papel como agente transmisor del virus del dengue, así como 

de otros arbovirus que tienen un impacto negativo en la salud de los seres humanos, 

entre los que se encuentran: el virus de la fiebre amarilla, el virus chikungunya, el 

del Zika y el virus Mayaro. 

Es un mosquito con amplia distribución geográfica, predominando en las 

áreas tropicales y subtropicales situadas entre los paralelos 45º Norte y 40º Sur 

(Forattini 2002) y en las zonas isotermales intermedias a 20ºC (Gadelha 1985). 

Presenta una gran capacidad de adaptación a una amplia variedad de criaderos 

artificiales debido a su comportamiento antropofílico, lo que posibilita el aumento de 

su población y, por consiguiente, la aparición de epidemias de dengue en los lugares 

donde se desarrolla (Lozovei 2001). 

Aedes aegypti y otros mosquitos tienen un ciclo de vida complejo -de 8 a 10 

días- con cambios dramáticos en su morfología, la función y el hábitat. Los 

mosquitos hembra ponen sus huevos en las paredes internas y húmedas de los 

recipientes con agua. Las larvas eclosionan cuando el agua inunda los huevos como 

resultado de las lluvias o la adición de agua por parte de las personas. En los 

siguientes días, las larvas se alimentan de microorganismos y materia orgánica 

particulada; mudando tres veces para poder crecer desde el primero hasta el cuarto 

estadio. Cuando la larva ha adquirido suficiente energía y tamaño y está en el cuarto 

estadio, se activa la metamorfosis, transformando la larva en una pupa. Las pupas 

no se alimentan, simplemente sufren modificaciones en su desarrollo hasta que se 

forma el cuerpo del mosquito adulto. Los mosquitos adultos son pequeños, y 

muestran un patrón en blanco y negro debido a la presencia de escamas blancas y 

plateadas -en un fondo negro- que se distribuye en las patas y otras partes del 

cuerpo. 

Los entornos urbanos le proporcionan numerosos sitios para que lleve a cabo 

su ciclo biológico, explotando una amplia gama de contenedores para colocar sus 

huevos y así aumentar en número sus poblaciones. 
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La distribución de estos mosquitos es impulsada en gran medida por las 

actividades humanas, muy a menudo se encuentran en viviendas y sus alrededores; 

alimentándose preferentemente de los seres humanos que habitan en ella 

(Harrington et al., 2001). Suelen alimentarse varias veces al principio de la mañana 

y el atardecer, antes de que oscurezca (Scott y Takken, 2012). En cada periodo de 

alimentación, el mosquito hembra puede picar a distintas personas y poner decenas 

de huevos durante toda su vida. 

Las precipitaciones, temperatura y humedad pueden afectar la supervivencia, 

reproducción y desarrollo de los mosquitos y pueden influir en la presencia, 

abundancia y la productividad de los sitios de reproducción, pero la preferencia de 

esta especie por los contenedores de agua artificial -como se mencionó 

anteriormente- significa que no tiene que depender de la lluvia para los sitios de 

desarrollo larvario. Junto con su preferencia por la alimentación y el descanso en 

interiores, estos aspectos hacen que esta especie sea menos susceptible a los 

efectos de los factores climáticos que podrían influir en su distribución. Además, las 

temperaturas más altas reducen el tiempo requerido para que el virus se replique y 

se disemine en el mosquito vector. Si el mosquito se vuelve infectivo más rápido 

porque las temperaturas son más cálidas, entonces tiene una mayor probabilidad 

de infectar a un ser humano antes de que muera. 

Existe una adaptación muy importante de los mosquitos que transmiten el 

dengue que hace que el control de sus poblaciones sea una tarea difícil de 

ejecutar. Sus huevos pueden soportar la desecación durante varios meses (Juliano 

y Lounibos, 2005), lo que significa que incluso si todas las larvas, pupas y adultos 

se eliminaran en algún momento, la repoblación ocurriría tan pronto como los 

huevos entrarán en contacto con el agua. La eliminación de recipientes no 

utilizados, así como la protección de estos mismos con cubiertas herméticas 

reduciría en gran medida el riesgo de infecciones por dengue en asentamientos 

humanos (Jansen y Beebe, 2010). 
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1.3.1. Ciclo de transmisión: Interacción virus-vector 

Los cuatro serotipos del DENV se mantienen en la naturaleza en dos ciclos de 

transmisión: (1) el ciclo selvático en el que participan primates y mosquitos arbóreos 

del género Aedes (Vasilaski et al., 2011) y (2) el ciclo urbano -de mayor importancia 

epidemiológica- que involucra al ser humano como único hospedero definitivo y a 

mosquitos Aedes aegypti (Whitehead et al., 2007). 

La infección en el mosquito (Figura 4) inicia cuando este se alimenta de un 

hospedero virémico e ingiere junto con la sangre las partículas virales. Una vez en 

la luz del intestino, las partículas virales inician el reconocimiento de la célula 

epitelial y la infectan. El virus se replica, produce la progenie viral y se propaga 

rápidamente a otros órganos como el cuerpo graso, los ovarios y el tejido nervioso; 

todo esto a través del sistema traqueal, el muscular y la hemolinfa (Salazar et al., 

2007). Por último, el virus infecta las glándulas salivales en donde se replica 

nuevamente y permanece ahí hasta ser inoculado en un hospedero vertebrado 

sano. La propagación del virus hacia las glándulas salivales es esencial para que el 

mosquito sea competente para la transmisión a otros huéspedes vertebrados 

(Bennett et al., 2005). La infección por el virus del dengue no parece tener efectos 

apreciables en el metabolismo de las células o el mosquito propio -el cual 

permanece infectado el resto de su vida- sin embargo, es posible documentar 

alteraciones en la composición de ácidos grasos y proteínas en el sobrenadante de 

células de mosquito infectadas con DENV 2 (Kuno et al., 1984). 

Las características genéticas de cada uno de los serotipos del virus del 

dengue, la concentración o título viral, la cantidad de sangre que se ingiere o 

factores ambientales como la temperatura y la humedad pueden influir en la 

propagación del virus dentro del mosquito, período conocido como incubación 

extrínseca; afectado de esta forma el ciclo de transmisión. La caracterización de 

estos factores permite comprender aún más la compleja interacción que se 

establece entre el virus y el vector; proporcionando de esta manera, una 

herramienta poderosa para el diseño e implementación de estrategias encaminadas 

a controlar las poblaciones de este importante vector. 
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Figura 4. Infección por virus del dengue en el mosquito vector. La imagen muestra la travesía 

del virus del dengue en el interior del mosquito Aedes aegypti una vez que este se ha alimentado de 

un hospedero vertebrado infectado, así como la tasa de infección -representada en una escala azul- 

en diferentes órganos y tejidos a través del tiempo. En el mosquito, el virus del dengue necesita 

superar varias barreras anatómicas e inmunológicas para alcanzar títulos suficientemente elevados 

en las glándulas salivales y así poder llevar a cabo la transmisión a un hospedero vertebrado sano. 

Imagen modificada. Salazar et al., 2007; https://bancos.salud.gob.ar/sites/default/files/2018-

10/0000001045cnt-2013-09_participacion-social-prevencion-dengue.pdf 
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1.4. Respuesta inmune antiviral 

En el ser humano, la infección por el virus del dengue puede causar una enfermedad 

severa mientras que en los mosquitos -que actúan como vectores- la infección 

parece no perjudicar el comportamiento o vida del insecto; lo que indica que han 

desarrollado mecanismos eficaces para tolerar la infección persistente y restringir la 

replicación viral a niveles que no comprometen su integridad (Lambrechts y Scott, 

2009). 

A diferencia del sistema inmunitario de los vertebrados, los mosquitos no 

poseen una respuesta inmune adaptativa basada en la expansión clonal de 

poblaciones linfocitarias (Abbas et al., 2021), y dependen únicamente de la 

inmunidad innata para combatir una infección viral. La infección viral desencadena 

la activación de vías de señalización intracelular en el mosquito y conduce a la 

transcripción controlada de genes relacionados con la inmunidad antiviral (Lee et 

al., 2019). 

El sistema inmunitario innato de los mosquitos consta de dos respuestas 

estrechamente relacionadas: las respuestas de defensa celular y las respuestas de 

defensa humoral. Estas dos respuestas actúan en conjunto para proteger a los 

mosquitos contra una amplia variedad de patógenos, incluidos los virus. Ante una 

infección con DENV, hay una activación complementaria de más de una de estas  

respuestas para hacer frente a la replicación y propagación viral en los tejidos del 

insecto vector.  

Mecanismos de defensa humoral  

Vía Toll 

La vía Toll se describió por primera vez en Drosophila, y es conocida por su papel 

en la inmunidad innata contra patógenos, como hongos y bacterias Gram-positivas 

(Duneau et al., 2017). La activación de esta via conduce a una cascada de eventos 

que resultan en la fosforilación y degradación del regulador negativo Cactus, que es 

un inhibidor del factor de transcripción Rel1 [miembro de la familia de proteínas Nf-

kb]. La degradación de Cactus permite la translocación de Rel1 al núcleo y la 
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posterior transcripción de genes efectores de péptidos antimicrobianos [PAMs] 

como diptericina y cecropina entre otros (DeLotto y DeLotto, 1998; Michel et al., 

2001). 

En mosquitos Aedes aegypti, se ha encontrado que la infección por DENV 

activa la transcripción de genes que codifican para los principales componentes de 

la vía Toll -como son Spatzle, Toll y Rel1A-; sugiriendo que esta vía participa en la 

defensa anti-DENV, inhibiendo la replicación viral (Xi et al., 2008; Sim et al., 2012). 

Esta función anti-DENV de la vía Toll ha sido respaldada por el silenciamiento de 

sus reguladores negativos y positivos. El silenciamiento de Cactus disminuye cuatro 

veces los títulos de DENV en el intestino medio, mientras que el silenciamiento de 

MyD88 aumenta significativamente los títulos virales (Xi et al., 2008).  

Vía Imd 

La vía de inmunodeficiencia [Imd] es activada por el reconocimiento de 

peptidoglicanos [PGN]; un componente de la pared celular de bacterias 

gramnegativas que se unen a las proteínas (receptores) de reconocimiento a PGN 

[PGPRs]. La unión a estos receptores resulta en su dimerización y en el 

reclutamiento de la proteína Imd, que a su vez recluta a la proteína adaptadora 

dFadd [Drosophila Fas-Associated protein with death domain] y a la caspasa Dredd 

[caspasa death-related ced-3/Nedd2-like-protein]. La proteína Dredd procesa a la 

proteína Imd en el extremo amino terminal, lo que permite su ubiquitinación y 

subsecuente activación. Más tarde, las cadenas de ubiquitina en la proteína Imd 

reclutan y activan al complejo Tab2 que es el responsable de la fosforilación y 

activación de los dos ejes de la vía Imd: el eje JNK y el eje IKK/Rel. Esta activación 

provoca la fosforilación de IKK y la fosforilación y procesamiento de Rel por Dredd, 

generando la translocación de Rel al núcleo para activar la transcripción de PAMs 

como diptericina, cecropina y defensina (Zhang et al., 2017; Lee et al., 2019). 

Un estudio ha demostrado que el agotamiento de las transcripciones de la 

vía Imd en una cepa refractaria a DENV aumenta significativamente los títulos 

virales en el intestino medio de los mosquitos (Sim et al., 2013) sugiriendo que esta 

vía induce mecanismos antivirales contra DENV (Surasombatpattana et al., 2011). 
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Vía Jak-Stat 

La activación de la vía Jak-Stat inicia por la unión extracelular del ligando Upd 

[Unpaired] con el receptor Dome [Domeless], un homólogo del receptor tipo 1 de 

citocinas (Brown et al., 2001). Tras la unión con el ligando, el receptor sufre un 

cambio conformacional que conduce a la autofosforilación de la proteína Hop 

[Hopscotch] que es una Jak cinasa. Una vez activada, la proteína Hop fosforila a 

Dome y forma sitios de acoplamiento para las Stat citoplasmáticas. El reclutamiento 

de Stat por el complejo Dome/Hop inducirá la fosforilación y dimerización de Stat, el 

cual se translocará al núcleo para activar la transcripción de genes específicos. 

A través de estudios funcionales, se ha demostrado que la via Jak-Stat media 

una mayor resistencia a DENV y ZIKV en mosquitos Aedes aegypti (Ramirez y 

Dimopoulos, 2010). El silenciamiento de dos reguladores de la vía Jak-Stat -como 

Hop y Dome- en mosquitos Aedes aegypti produce un incremento en el título viral 

desde el 3er al 7º día post-infección; lo cual sugiere la participación de esta vía como 

mecanismo antiviral (Xi et al., 2008; Souza-Neto et al., 2009). Por otro lado, 

mosquitos genéticamente modificados que sobre expresan Dome y Hop -en el 

cuerpo graso- pueden limitar la infección en el intestino medio y de forma sistémica 

en otros órganos (Jupatanakul et al., 2017). 

Vía de interferencia de RNA  

El RNA de interferencia (iRNA) es el principal mecanismo de defensa antiviral en 

los insectos para controlar la infección por virus a través de la degradación del RNA, 

también conocido como silenciamiento del RNA. El evento clave en la vía del iRNA 

es la producción de RNAs pequeños a partir del RNA viral de doble cadena (dsRNA) 

(Fire et al., 1998). 

La vía es activada por la presencia en el citoplasma de RNA de doble cadena 

[dsRNA], que es un elemento intermediario de la replicación viral. Una vez captados 

por las células, los dsRNA se escinden en pequeños fragmentos de doble cadena 

interferentes [siRNA] -de 21 a 23 nucleótidos- por RNAsas del hospedero como 

Dicer2 y R2D2 (Blair y Olson, 2015). La unión de estos fragmentos con un complejo 
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silenciador inducido por RNA [RISC] causa la degradación de una de las cadenas y 

el complejo resultante con un pequeño tramo de RNA media la degradación 

específica del mRNA viral -inhibiendo la síntesis de proteínas- (Deerberget 

al., 2013).  

El silenciamiento de los componentes centrales de esta vía como Dicer2, 

R2D2 y Ago2 da como resultado una replicación incontrolada de arbovirus en 

mosquitos y un periodo de incubación extrínseco más corto (Khoo et al., 2010) y a 

pesar de que no protege completamente contra la infección por DENV (Goic, et al., 

2016), si modula la replicación viral por lo que se presume que el virus se ha 

adaptado conjuntamente a la respuesta del vector en formas que aún no están 

totalmente esclarecidas. Hasta el momento, estos hallazgos indican que la vía del 

RNA interferente desempeña un papel antiviral importante cuando el virus del 

dengue permanece en el interior del mosquito (Sanchez-Vargas et al., 2009). 

Vía de señalización Delta-Notch  

Delta-Notch es un sistema de señalización celular altamente conservado, que juega 

un papel crucial en el desarrollo embrionario, el mantenimiento de las células madre 

y la renovación del tejido adulto (Kopan y llagan, 2009). Recientemente, se ha 

informado de un nuevo papel de esta vía en la inmunidad innata antiviral, al limitar 

la replicación del virus del dengue en mosquitos Ae. aegypti (Serrato-Salas et al., 

2018). 

La activación de esta vía de señalización depende de la unión del ligando 

Delta al receptor Notch; liberando un fragmento activo conocido como dominio 

intracelular Notch (NICD), que ingresa al núcleo para activar genes específicos 

como: Delta, Notch y Hindsight (Sun et al., 2005). Aunque se desconoce el 

mecanismo exacto de cómo esta vía limita la replicación de DENV, se ha 

demostrado que su activación induce un mecanismo en el que las células se 

someten a múltiples rondas de replicación de DNA sin mitosis para aumentar 

drásticamente el contenido de DNA genómico en las células. Serrato-Salas et al., 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/imb.12282#imb12282-bib-0027
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2018; sugieren que este aumento en la síntesis de DNA incrementa el número de 

transcripciones de genes que participan en el control de la propagación viral. 

Mecanismos de defensa celular 

La respuesta de defensa celular en los mosquitos incluye fagocitosis, nodulación y 

encapsulación de patógenos por hemocitos (Satyavathi y Nagaraju, 2014). Los 

hemocitos son células que circulan dentro de la hemolinfa del insecto y son 

permisivos a la infección viral, incluido DENV (Salazar et al., 2007). Pueden 

provocar respuestas humorales activando vías de señalización, como se mencionó 

anteriormente, y sus respuestas efectoras conducen a la síntesis y secreción de 

moléculas solubles como AMP y componentes de la cascada de fenoloxidasa en la 

hemolinfa para controlar la infección contra patógenos invasores (Parikh et al., 2009; 

Eleftherianos y Revenis, 2011). 

Al igual que los hemocitos, las células epiteliales del intestino medio del 

mosquito juegan un papel importante en la inmunidad innata antiviral ya que 

constituyen la primera línea de defensa contra muchos patógenos que se adquieren 

durante la alimentación sanguínea. 

1.4.1. Especificidad de la respuesta inmune 

En los vertebrados, la inmunidad innata y la adaptativa se distinguen comúnmente 

sobre la base de sus niveles de especificidad, con los receptores de antígenos del 

sistema inmunitario adaptativo mediando respuestas altamente específicas, en 

contraste con el reconocimiento más promiscuo y, por lo tanto, menos específico de 

patógenos por parte de receptores del sistema inmune innato (Vivier y Malissen, 

2005). 

Los receptores inmunitarios innatos de los invertebrados reconocen un 

número limitado de moléculas, algunas de las cuales se conservan evolutivamente 

y son compartidas por muchos agentes infecciosos (como lipopolisacáridos, ácido 

lipoteicoico peptidoglicanos, CpG no metilados, oligosacáridos con manosas 
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terminales y RNA de doble cadena (Janeway y Medzhitov, 2002; Beutler, 

2003). Estos receptores están codificados en la línea germinal y aunque su 

expresión puede estar restringida a algunos tipos celulares, no se distribuyen 

clonalmente. Muchos de estos sensores de reconocimiento innato se denominan 

receptores de reconocimiento de patrones y se expresan en la superficie, vesículas 

fagocíticas, y el citoplasma de varias células donde inician la transducción de 

señales que promueven la resistencia a determinada infección (Medzhitov, et al., 

1997). 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Inmunidad innata en insectos  

El sistema inmunitario innato evolucionó temprano en la vida de organismos 

multicelulares, mientras que el sistema inmunitario adaptativo evolucionó del 

antepasado más cercano de los vertebrados (Cooper y Alder, 2006). En insectos y 

otros invertebrados el sistema inmune innato no solo combate una amplia variedad 

de agentes patógenos, sino que está involucrado en procesos complejos como la 

cicatrización de heridas, las respuestas al estrés y el control de poblaciones 

simbiontes bacterianas (Beckage, 2008).  

La versatilidad observada en la respuesta inmune innata de los insectos se 

basa en gran parte a su capacidad para colonizar diversos nichos ecológicos 

mientras se defienden de los patógenos que habitan esos nichos (Loker et al., 

2004). De hecho, los genes de inmunidad innata en general evolucionan a un ritmo 

más rápido que el genoma en conjunto (Lazzaro y Little, 2009 ), debido al flujo 

continuo de nuevos agentes patógenos que generan presiones selectivas 

persistentes (Brucker et al., 2012). 

2.1.1. Inmunidad innata en mosquitos  

En la naturaleza, los mosquitos responden a una amplia variedad de infecciones 

empleando barreras tanto físicas como fisiológicas para resistir la entrada de 

agentes patógenos. Sin embargo, si el patógeno logra entrar en el insecto, éste  

monta una respuesta inmune innata para limitar su propagación. 

La mayoría de los patógenos ingresan a los mosquitos a través del consumo 

de sangre, que es una necesidad fisiológica de los mosquitos hembra para el 

desarrollo de sus huevos (Zhou et al., 2007). Al alimentarse con sangre, los 

patógenos pasan a la luz del intestino medio y se establecen dentro del mosquito 

(Abraham y Jacobs-Lorena, 2004).  
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La alimentación sanguínea por si sola provoca una respuesta inmune en el 

mosquito; sin embargo, se ha observado que si la sangre se encuentra infectada 

hay un aumento significativo de moléculas efectoras inmunitarias (Bonizzoni et al., 

2011; Fukutani et al., 2017). Específicamente, existe una regulación por tejido de 

estas moléculas efectoras para minimizar el establecimiento de los patógenos. Al 

mismo tiempo, es esencial que los mosquitos controlen y minimicen la activación 

inmunológica y mantengan una inmunidad relativamente baja para la supervivencia 

y el mantenimiento de microbios comensales para mantener un equilibrio (Kumar et 

al., 2018). 

2.2. Priming inmunológico 

Durante mucho tiempo, se ha argumentado en el campo de la inmunología que los 

invertebrados son organismos incapaces de generar memoria inmunológica (Klein, 

1989; Cooper, 1992); debido a que no cuentan con una maquinaria molecular capaz 

de generar memoria a través de un sistema humoral basado en la generación de 

anticuerpos y expansión clonal de poblaciones linfocitarias -como ocurre con los 

organismos vertebrados- (Janeway et al., 2001; Murphy et al., 2007; Schmid-

Hempel, 2011).  

Sin embargo, investigaciones recientes en el campo de la inmunología 

comparada han evidenciado  en algunos grupos de invertebrados que la exposición 

previa a parásitos y patógenos en estos organismos facilita una mayor protección 

durante un segundo encuentro con esos mismos agentes (Lemaitre et al., 1997; 

Brey, 1998; Kurtz y Franz, 2003; Rolff y Siva-Jothy, 2003; Zhang et al., 2004). Este 

aumento en la protección contra infecciones ha sido denominado “priming 

inmunológico”, y su efecto en diferentes taxones de invertebrados -incluyendo a los 

insectos- ha sido evaluado (Kurtz, 2005; Contreras-Garduño et al., 2016; Sheehan 

et al., 2020; Mohammadie Kojour et al., 2022; Lanz-Mendoza y Contreras-Garduño, 

2022). 



 

32 | P á g i n a  
 

El priming es un fenómeno inmunológico que tiene un efecto protector (Moret 

y Siva-Jothy, 2003) y específico (Pham et al., 2007) en aquellos organismos que 

han enfrentado previamente al mismo agente patógeno (Kurtz, 2005). Este 

mecanismo le permite al organismo procesar la información del primer encuentro 

con dicho agente para que pueda ser empleada más adelante; así las respuestas 

efectoras se incrementan en términos de rapidez, especificidad y eficiencia durante 

un segundo encuentro (Schulenburg et al., 2007). 

La inducción del priming inmunológico en los invertebrados implica un solo 

desafío inmunitario (Contreras-Garduño et al., 2016; Ferro et al., 2019). El priming 

solo es inducido por estímulos bióticos y abióticos (Kelly y O'Neill, 2015) y es 

fundamental en la investigación experimental para evaluar la memoria inmune 

innata (Little y Kraaijeveld, 2004; Contreras- Garduño et al., 2016), así como para 

comparar con algunas respuestas observadas en la inmunidad adaptativa de los 

vertebrados. 

2.2.1. Priming inmunológico en mosquitos Aedes aegypti 

Con el objetivo de poder interrumpir la transmisión del virus dengue en mosquitos 

Aedes aegypti, muchas estrategias se ha enfocado en evaluar el efecto del priming 

inmunológico durante la infección de estos insectos para poder manipular la 

respuesta inmune y por ende, limitar la infección por debajo del umbral mínimo 

necesario de transmisión hacia el ser humano. 

En mosquitos Aedes aegypti, se ha observado que un reto previo -con un 

agente no letal- modifica su respuesta inmune contra el mismo microorganismo; 

generando una respuesta antimicrobiana mejorada (Vargas et al., 2016). Esta 

observación proporciona evidencia de que ante un encuentro previo con un agente 

patógeno, el mosquito puede montar una respuesta eficiente para hacer frente a la 

presencia de este organismo en un segundo encuentro. Bajo este contexto, se 

espera que tras una infección previa con el virus del dengue los mosquitos Aedes 

aegypti respondan de manera más eficiente para limitar la replicación viral. 
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Experimentalmente, mosquitos Aedes aegypti han sido alimentados con virus 

dengue 2 inactivado por luz ultravioleta y siete días después de esta alimentación 

retados nuevamente con DENV-2, pero en su estado activo. Posteriormente, se 

analizó la intensidad de la infección a través de la detección de partículas virales en 

el intestino medio y la carcasa del mosquito. Los resultados de este experimento 

demostraron que los mosquitos con una infección previa por DENV-2 presentaban 

un número reducido de partículas virales infecciosas, tanto en el intestino medio 

como en la carcasa -a diferencia del grupo control, alimentado con sangre no 

infectada- (Serrato-Salas et al., 2018). 

A la par del experimento anterior, se evaluó también la actividad 

transcripcional del virus del dengue a través de la expresión de la proteína no 

estructural NS1 a los cinco y siete días después de la infección con el DENV-2 

activo. Las conclusiones a las que se llegaron después de analizar los resultados 

indicaron que la alimentación previa con el agente patógeno afectó la actividad 

transcripcional del propio virus en un nuevo encuentro; esto se dedujo al observar 

una menor expresión de la proteína NS1 a los cinco y siete días después de la 

alimentación en mosquitos que tuvieron un encuentro previo con el agente patógeno 

a diferencia del grupo control (Serrato-Salas et al., 2018). 

La generación de una respuesta inmune mejorada en mosquitos Aedes 

aegypti también ha sido evaluada desde la etapa de ontogenia; induciendo una 

infección en el estado larval para mejorar la respuesta antiviral del mosquito ante un 

segundo encuentro con el virus del dengue en el estado adulto (Vargas et al., 2020). 

Actualmente, son pocos los estudios que han evaluado este fenómeno 

inmunológico en las primeras etapas de desarrollo de los insectos. Sin embargo, 

nuestro grupo ha dado los primeros pasos y ha iniciado evaluando el efecto del 

priming inmunológico en mosquitos adultos Aedes aegypti que tuvieron un 

encuentro previo con el virus dengue desde la etapa larval. Los mosquitos con 

priming inmunológico -desde el estado larval- controlaron de forma más eficiente la 

infección por DENV reduciendo la carga viral en comparación con el grupo de 

moscos que no tuvieron un encuentro con el patógeno.  
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Además de la carga viral, la respuesta inmune antiviral -de los mosquitos con 

priming desde el estado larval- se evaluó a través de la expresión relativa de 

componentes clave que participan en la vía del RNA interferente. Los resultados de 

estos experimentos mostraron una respuesta inmune antiviral mejorada en el grupo 

de mosquitos adultos que en la etapa de larva tuvieron contacto con el DENV 

inactivo, a diferencia de los moscos del grupo control que en el estado larval no 

tuvieron contacto previo con este agente patógeno (Vargas et al., 2020). 

Con esta serie de experimentos, nuestro grupo de investigación ha 

evidenciado que el priming inmunológico les confiere a los mosquitos Aedes aegypti 

respuestas inmunes eficientes, aumentadas y específicas que se conservan tras 

una exposición previa al virus del dengue. Además de que la infección viral puede 

verse afectada por una respuesta inmune mejorada en el mosquito vector. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 | P á g i n a  
 

3.- JUSTIFICACIÓN 

La respuesta inmune juega un papel muy importante en la adquisición, 

mantenimiento y transmisión del virus del dengue en el mosquito Aedes aegypti; y 

por lo tanto, se relaciona con la capacidad vectorial del insecto para diseminar el 

virus y por ende la enfermedad en los seres humanos. 

En los mosquitos, la inmunidad innata limita la propagación viral generando 

respuestas humorales y celulares que se activan en presencia del agente patógeno. 

A pesar de ello, se genera tolerancia a la infección por el virus del dengue; debido 

a que se mantiene en el insecto a niveles que no comprometen su integridad.  

El priming inmunológico es un fenómeno que puede potenciar los 

mecanismos de defensa del insecto y romper la tolerancia a la infección, por ello 

resulta relevante conocer con mayor profundidad cada uno de los atributos que 

operan durante su funcionamiento; entre los que se encuentra la especificidad. 

La protección que se observa en este fenómeno suele estar asociada con el 

reconocimiento específico del agente patógeno. No obstante, en una infección por 

dengue se conoce que existen cuatro variantes genéticas o serotipos que pueden 

estar interactuando con el mosquito vector. En los vertebrados, la infección por 

dengue, genera respuestas específicas para cada serotipo, pero en el mosquito la 

información que se tiene al respecto es limitada o casi nula. 

Es por esto que en la presente investigación, se pretende abordar en el 

contexto de una infección por dengue la especificidad del priming inmunológico en 

el mosquito Aedes aegypti cuando interactúa con dos serotipos diferentes del virus 

dengue. El conocimiento generado en este trabajo contribuirá sustancialmente a la 

discusión en torno a la visión que se tiene de este fenómeno con respecto a la 

respuesta adaptativa de los vertebrados. 
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4.- PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿La especificidad del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti se ve 

alterada durante un reto heterólogo con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue? 

 

4.1- HIPÓTESIS 

La especificidad del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti no se altera 

durante un reto heterólogo con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue. 

 

5.- OBJETIVOS 

- OBJETIVO GENERAL  

Evaluar la especificidad del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti 

durante un reto heterólogo con lo serotipos 2 y 4 del virus del dengue.  

 

- OBJETIVOS PARTICULARES 

• Inducir una respuesta inmune mejorada en mosquitos Aedes aegypti con dos 

serotipos del virus del dengue.  

 

• Analizar la infección por DENV en mosquitos Aedes aegypti que han sido 

retados de forma heteróloga con dos de las cuatro variantes genéticas del 

virus del dengue. 
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6.- MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Crianza de mosquitos Aedes aegypti  

Mosquitos Aedes aegypti de la cepa Rockefeller -que es susceptible a la infección 

por el virus del dengue- fueron empleados en esta investigación. Recién emergidos, 

los mosquitos adultos fueron mantenidos en el insectario del Instituto Nacional de 

Salud Pública a una temperatura que oscila los 28 ± 1°C; con una humedad relativa 

del 65-85% y bajo un fotoperiodo de 12 h luz / 12 h oscuridad. Durante esos días, 

los mosquitos fueron alimentados ad libitum con pequeñas torundas de algodón 

empapadas con una solución de sacarosa al 10%. Los mosquitos fueron 

alimentados con sangre de conejo con heparina para la producción de huevos y 

continuar así con el mantenimiento de la colonia. Las condiciones de alimentación 

y cuidados para larvas de mosquitos se muestran en el apéndice 1. 

6.2. Cultivo de líneas celulares 

Para los ensayos de propagación viral, se cultivaron las líneas celulares C6/36 y 

LLC-MK2 respectivamente.  

C6/36: Células epiteliales provenientes de mosquitos Aedes albopictus se 

propagaron en 4 ml. de medio Schneider (Caisoon labs) suplementado con suero 

fetal bovino al 10% en frascos de cultivo de 25 cm2 y se dejaron incubando a 28°C 

hasta que se obtuvo una confluencia del 80% para su próxima infección o pase 

celular. Para realizar el pase celular, se retiró por completo el medio en el que se 

encontraban y posteriormente fueron lavadas con 2 ml. de medio Schneider -con el 

fin de retirar el debris celular y las células que no se adhirieron a la placa-. Tras el 

lavado, se añadieron 8 ml. de medio Schneider -suplementado con suero fetal 

bovino al 10%- y se realizó una agitación con golpes ligeros en la base del frasco 

para desprender a las células. Estas células no se adhieren fuertemente al sustrato; 

por lo que con un desprendimiento mecánico fue suficiente para despegarlas. 

Finalmente, se tomaron 4 ml. de la suspensión del frasco de cultivo y se transfirieron 

a uno nuevo, donde se mantuvieron en una incubadora a 28°C hasta que se obtuvo 

la confluencia adecuada que se requiere para los ensayos de infección. 
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LLC-MK2: Células epiteliales provenientes de riñón de monos Rhesus se 

propagaron en 4 ml. de medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino 

al 10% en frascos de cultivo de 25 cm2 y se dejaron incubando a 37°C con 5% de 

CO2 y 5% de O2 hasta que se obtuvo una confluencia del 80% para su próxima 

infección o pase celular. Partiendo de un cultivo celular que necesita ser 

resembrado, se retiró por completo el medio y se realizó un lavado con 2 ml. de 

medio DMEM para retirar el debris celular. Posteriormente, se añadió 1 ml. de 

tripsina temperada (Gibco) verificando que cubriera toda la superficie del frasco de 

cultivo y se dejó incubando por 15 minutos a 37°C. La tripsina resulta tóxica para 

las células si se prolonga el tiempo de incubación, por lo que una vez transcurrido 

el tiempo se diluyó inmediatamente con 4 ml. de medio DMEM. Por último, se 

tomaron 2.5 ml. de la suspensión de células y se colocaron en un nuevo frasco de 

cultivo junto con 1.5 ml. de medio DMEM -suplementado con suero fetal bovino al 

10%-. Las cajas permanecieron en incubación hasta que las células alcanzaron la 

confluencia deseada y fueron útiles para el ensayo de infección. 

6.3. Propagación viral  

Los serotipos 2 y 4 del virus del dengue fueron obtenidos del stock viral del 

Laboratorio de Infección e Inmunidad del Centro de Investigación Sobre 

Enfermedades Infecciosas (CISEI) a cargo del Dr. Humberto Lanz Mendoza. Los 

virus fueron propagados de manera cíclica en células C6/36 y células LLC-MK2. Las 

células C6/36 se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm2 con medio Schneider 

suplementado con aminoácidos no esenciales, vitaminas, 10% de suero fetal 

bovino, penicilina y estreptomicina. Posteriormente, las células se dejaron 

incubando durante 5 días a 28°C hasta que se obtuvo una monocapa confluente del 

80%. Una vez que se alcanzó este porcentaje, las células se lavaron con PBS a pH 

7.4 y se inocularon -de manera independiente- con 500 μl. del stock viral de los 

serotipos 2 y 4 del virus del dengue. Tras la inoculación, las células se dejaron 

nuevamente incubando por un periodo de 5-7 días a 28°C -tiempo suficiente para 

observar el efecto citopático ocasionado por el virus en cada uno de los cultivos 

celulares-. El sobrenadante de estos cultivos fue colectado en microtubos de 1.5 ml. 

y posteriormente fueron centrifugados durante 15 minutos a 3000 G. El contenido 
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centrifugado fue tomado y colocado en un nuevo microtubo1.5 ml., donde fue 

almacenado finalmente a una temperatura de -70°C. 

El procedimiento anterior fue empleado de la misma forma para infectar con 

dengue células LLC-MK2 -provenientes de riñón de monos Rhesus-. 

6.4. Inactivación de partículas virales 

Los serotipos 2 y 4 -del virus del dengue- fueron inactivados mediante luz 

ultravioleta [UV]. En una cámara Lab-TekTM -previamente esterilizada- 1 ml. de cada 

uno de los stocks virales fue colocado de manera separada, e irradiado durante 3 

horas bajo luz UV. Al término de la irradiación, se filtraron en unidades de 0.20 μm. 

y se colectaron para su posterior uso en microtubos de 1.5 ml. 

6.5. Infección de mosquitos Aedes aegypti  

Para las infecciones, se emplearon 600 mosquitos hembra Aedes aegypti -cepa 

Rockefeller- de 5 días post-emergencia. Los mosquitos inicialmente fueron 

separados en seis grupos -con 100 individuos cada uno- y se alimentaron de forma 

artificial durante 30 minutos a 37°C a través de un alimentador de vidrio que tiene 

acoplada una membrana de papel parafilm. Tras concluir el tiempo de alimentación, 

se realizó un tamizaje en el que los mosquitos que no se alimentaron fueron 

separados de cada uno de los grupos. Esta acción nos permitió tener certeza de 

que el 100% de los mosquitos restantes se alimentó de acuerdo con las condiciones 

para cada grupo que se enlistan a continuación. 

Grupo 1. Control DENV2: Mosquitos alimentados con sangre de conejo no infectada.  

Grupo 2. Control DENV4: Mosquitos alimentados con sangre de conejo no infectada. 

Grupo 3. Priming Homólogo DENV2: Mosquitos alimentados con DENV-2 inactivado 

por luz UV. 

Grupo 4. Priming Homólogo DENV4: Mosquitos alimentados con DENV-4 inactivado 

por luz UV. 

Grupo 5. Priming Heterólogo DENV2: Mosquitos alimentados con DENV-2 inactivado 

por luz UV. 
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Grupo 6. Priming Heterólogo DENV4: Mosquitos alimentados con DENV-4 inactivado 

por luz UV.  

La solución vehículo para la infección de los mosquitos -del grupo control- 

consistió en 1 ml. de sangre de conejo con heparina [SCH], mientras que para los 

mosquitos del grupo priming homólogo y priming heterólogo consistió en 1 ml. de 

una suspensión  -en proporción 1:1-  de SCH+DENV-2 o DENV-4 según sea el caso; 

ambos inactivados con luz UV. Una vez alimentados, los mosquitos de cada uno de 

los grupos se colocaron nuevamente en condiciones controladas de insectario 

durante 7 días hasta ser alimentados nuevamente con los serotipos 2 y 4 del virus 

del dengue en estado activo. Las condiciones particulares de esta nueva 

alimentación en cada uno de los grupos fueron las siguientes: 

Grupo 1. Control DENV2: Mosquitos alimentados con DENV-2 activo. 

Grupo 2. Control DENV4: Mosquitos alimentados con DENV-4 activo. 

Grupo 3. Priming Homólogo DENV2: Mosquitos alimentados con DENV-2 activo. 

Grupo 4. Priming Homólogo DENV4: Mosquitos alimentados con DENV-4 activo. 

Grupo 5. Priming Heterólogo DENV2: Mosquitos alimentados con DENV-4 activo.  

Grupo 6. Priming Heterólogo DENV4: Mosquitos alimentados con DENV-2 activo.  

Tras finalizar la alimentación, se separaron otra vez aquellos mosquitos que 

no se alimentaron. Esto nos garantizó que cada uno de los mosquitos restantes en 

los diferentes grupos ingirió la mezcla de sangre con cada uno de los serotipos del 

virus del dengue. La figura 5 muestra gráficamente el diseño experimental que se 

llevó a cabo para realizar la infección en los mosquitos Aedes aegypti. 
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Figura 5. Diseño experimental de infecciones homólogas y heterólogas en mosquitos 

Aedes aegypti. Mosquitos Aedes aegypti inicialmente fueron separados en seis grupos -con 

100 individuos cada uno- y se alimentaron de forma artificial durante 30 min. a través de un 

alimentador de vidrio. La solución vehículo para la infección de los mosquitos -del grupo control- 

consistió en 1 ml. de sangre de conejo heparinizada [SCH], mientras que para los mosquitos del 

grupo priming homólogo y priming heterólogo consistió en 1 ml. de una suspensión  -en 

proporción 1:1-  de SCH+DENV-2 o DENV-4 según sea el caso; ambos inactivados por luz UV. 

Esta primera alimentación -a los 5 días post-emergencia de los mosquitos- con cada una de las 

diferentes condiciones se denominó como “inducción del priming inmunológico” y consistió en 

la exposición de los mosquitos a partículas virales inactivadas con luz UV. Una semana después 

de haber realizado el priming, cuando la edad de los mosquitos era de 12 días post-emergencia 

se realizó nuevamente una alimentación que consistió en la exposición a partículas virales -

serotipos 2 y 4- en su forma activa, es decir que no habían pasado por un proceso de 

inactivación con luz UV. Esta parte del protocolo experimental, se denominó como “reto 

inmunológico”. Finalmente, los mosquitos se mantuvieron en condiciones controladas de 

insectario durante un mes para realizar el seguimiento de la infección por DENV mediante la 

colecta de excretas a los 7, 14 y 21 días post-reto inmunológico. 
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6.6. Aislamiento de RNA viral en excretas de mosquitos 

Para analizar la infección por el virus del dengue en los mosquitos, se implementó 

el protocolo modificado de Fontaine et al., 2016; que permite evaluar la infección -a 

través de la carga viral en excretas- de mosquitos alimentados con el virus del 

dengue sin necesidad de sacrificarlos. 

Después de la alimentación -con el estado activo de cada uno de los 

serotipos del virus del dengue-, se procedió a realizar 5 pooles de 10 mosquitos 

cada uno de los grupos mencionados con anterioridad. Los mosquitos fueron 

colocados en un pequeño recipiente de plástico que sostiene en su parte superior 

una pequeña torunda de algodón empapada con una solución de sacarosa teñida 

con colorante vegetal; mientras que en la base de este mismo recipiente se 

encuentra una membrana de papel filtro que funcionó como colector de excretas. 

La identificación de las excretas es posible gracias al colorante vegetal que contiene 

la solución azucarada con la cual se alimentaron los mosquitos. Posteriormente, 

cada una de estas excretas -50 excretas por pool de mosquitos- se colectó y colocó 

en un microtubo de 1.5 ml. que contiene 200 μl. de PBS estéril 1X + 100 μl. de buffer 

de lisis viral (Qiagen). Las muestras se dejaron incubando por 20 minutos a 56ºC y 

se agitaron en un vortex durante 60 segundos, enseguida se centrifugaron a 8,000 

rpm y se recuperaron los sobrenadantes en microtubos de 1.5 ml. para realizar las 

extracciones del RNA viral a través del método de tiocianato de 

guanidinio/fenol/cloroformo. 

6.7. Extracción de RNA viral en excretas de mosquitos 

A cada uno de los sobrenadantes -que se obtuvieron después de centrifugar con el 

buffer de lisis viral- les fueron adicionados 500 μl. de Trizol y se dejaron incubando 

a temperatura ambiente durante 10 minutos, enseguida se les adicionaron 200 μl. 

de cloroformo para obtener la fase acuosa/orgánica y se centrifugaron a 12,500 rpm 

durante 15 minutos a 4ºC. La fase acuosa de cada sobrenadante se traspasó a un 

nuevo microtubo de 1.5 ml. y se le agregó 500 μl. de isopropanol frío; esta solución 

se mezcló 10 veces por inmersión y se dejó incubado durante 10 minutos a 
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temperatura ambiente. Después de la incubación, se centrifugaron las muestras a 

12,500 rpm -durante 15 minutos a 4ºC- para acelerar la precipitación del RNA. Tras 

concluir el tiempo de centrifugación, el contenido de cada microtubo se decantó y 

enseguida se agregaron 500 μl. de etanol frío al 75%. El contenido de cada 

microtubo se mezcló durante 30 segundos y se centrifugó una vez más a 11,000 

rpm durante 10 minutos. El etanol fue decantado de cada uno de los tubos y estos 

fueron colocados en un termoblock a 56ºC durante 3 minutos para eliminar por 

completo cualquier residuo del alcohol. Finalmente, a cada uno de estos microtubos 

de 1.5 ml. -completamente secos- se les añadió 21 μl. de solución inyectable o agua 

libre de nucleasas, y fueron almacenados hasta su uso a una temperatura de -20ºC. 

* Este mismo protocolo fue empleado para extraer RNA total de mosquitos enteros.  

6.8. Cuantificación de RNA viral 

La concentración, así como la relación 260/280 nm del RNA total y de las excretas 

de mosquitos se determinó en un NanoPhotometer NP80 (Implen) usando 1 μl. de 

la extracción del RNA. 

6.9. Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

Para la síntesis de cDNA, se emplearon 500 ng/μl de RNA viral de excretas de 

mosquito -como templado en una reacción de 20 μl.- usando el kit Revert Aid 

Premium Transcriptasa Reversa (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Previamente, cada una de las muestras recibió un tratamiento con 

DNasa durante 30 minutos a 37ºC. Transcurrido el tiempo, se agregó a cada una 

de estas 1 μl. de DNA stop solution y posteriormente se dejaron incubando a  65ºC 

durante 10 minutos. Enseguida se preparó una mezcla que contenía hexámeros, 

dNTPs y agua libre de nucleasas; por muestra se agregaron 6 μl. de este mix y se 

dejaron incubando durante 5 minutos a 65ºC. Una nueva mezcla se preparó usando 

buffer RT [5X], RNA inhibitor y Revert aid; de este nuevo mix se colocaron por 

muestra 6 μl. y las muestras se dejaron en un termociclador T100 de BioRad con el 

siguiente programa de incubación: 25ºC durante 10 minutos, 50ºC durante 30 
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minutos y 85ºC durante 15 minutos. Tras finalizar la incubación, cada una de las 

muestras fue almacenada a -20ºC hasta su uso posterior. 

6.10. Detección de RNA viral mediante qPCR 

Un microlitro del producto de la reacción de cDNA [500 ng/μl] fue usado como 

templado para la amplificación del RNA viral -empleando el kit comercial 

QuantiNova Multiplex RT-PCR (QIAGEN)-. 

El contenido para cada reacción de qPCR, así como las condiciones 

programables del termociclador se muestran a continuación: 
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6.11. Secuenciación de los serotipos 2 y 4 del virus del dengue 

Tres microlitros del producto de la reacción de cDNA que corresponde al 

sobrenadante de células C6/36 infectadas con los serotipos 2 y 4 del virus del 

dengue fueron usados como templado para la amplificación del RNA viral, 

empleando DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific) siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 

El contenido para cada reacción de PCR en punto final, así como las 

condiciones programables del termociclador y las características de los 

oligonucleótidos empleados para la amplificación de cada uno de los serotipos se 

muestran a continuación: 
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El producto de amplificación (10 μl) de cada reacción de PCR en tiempo real 

fue cargado en un gel de agarosa al 2%, y visualizado posteriormente bajo luz 

ultravioleta para obtener y purificar las bandas correspondientes con el tamaño de 

amplicon deseado para el virus del dengue -que es de aproximadamente 200 pb-. 
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7.- RESULTADOS 

7.1. Secuenciación de los serotipos 2 y 4 del virus del dengue 

Para garantizar que cada una de las infecciones de mosquitos Aedes aegypti se 

estuviera realizando con el serotipo correcto, se procedió a la identificación de cada 

uno de estos a través de una secuenciación.  

El producto de amplificación de la PCR en punto final de cada uno de los 

serotipos a evaluar fue cargado en un gel de agarosa al 2% y visualizado 

posteriormente en un fotoiluminador bajo luz UV para identificar las bandas que 

corresponden con el tamaño del amplicón esperado -200 pares de bases- para el 

virus del dengue (Figura 6). Una vez identificadas las bandas de cada una de las 

muestras, estas fueron cortadas del gel de agarosa con un escalpelo estéril y 

almacenadas en microtubos de 1.5 ml., donde posteriormente se llevó a cabo la 

purificación del material genético viral usando el kit de extracción de la marca 

comercial QIAGEN. Una vez purificadas, las muestras fueron enviadas a la Unidad 

de Síntesis y Secuenciación del Instituto de Biotecnología (Ibt) de la Universidad 

Nacional Autónoma de México (UNAM) y fueron finalmente analizadas mediante 

herramientas bioinformáticas para asegurarse de que correspondieran a los 

serotipos 2 y 4 del virus del dengue.  
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Figura 6. Productos de amplificación del virus del dengue -serotipos 2 y 4- a través de 

PCR en punto final. La imagen muestra un gel de agarosa al 2% y los productos de 

amplificación de una reacción de PCR en punto final de los serotipos 2 y 4 del virus del dengue. 

Los primeros tres pozos delante del marcador de peso molecular corresponden al serotipo 2, 

mientras que el resto de los pozos corresponden a la reacción de amplificación del serotipo 4. 

Se puede observar claramente que el peso molecular de cada una de las bandas corresponde 

con el tamaño esperado del amplicón que es de 200 pares de bases. 
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La lectura de cada uno de los electroferogramas obtenidos a partir de la 

secuenciación fueron visualizados con la herramienta bioinformática GENtle 

(http://gentle.magnusmanske.de/). Las bases nucleotídicas que no se resolvieron 

automáticamente con el programa fueron corregidas manualmente eligiendo el pico 

más alto de la lectura para cada una de esas posiciones.  

 

 

 

Figura 7. Electroferogramas representativos, obtenidos de la secuenciación de los 

serotipos 2 y 4 del virus del dengue. La imagen muestra la lectura de los electroferogramas 

obtenidos a partir de la secuenciación de los productos de amplificación de los serotipos 2 y 4 

del virus del dengue.  

 

http://gentle.magnusmanske.de/
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Con las secuencias depuradas, se realizó un alineamiento local comparando cada 

una de las secuencias con la base de datos del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) utilizando la herramienta bioinformática BLAST: Basic Local 

Alignment Search Tool (disponible en línea: 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). Las secuencias 

obtenidas de cada uno de los serotipos presentaron un porcentaje de similitud del 

90% con respecto a varias secuencias enlistadas en la base de datos del NCBI 

(Figura 8).  

 

 

Figura 8. Porcentaje de cobertura de los productos de amplificación de los serotipos 2 y 

4 del virus del dengue con genomas enlistados en la base de datos del NCBI. 

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
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7.2. Infección de células C6/36 con los serotipos 2 y 4 del virus del 

dengue  

Para obtener la mayor concentración viral de cada uno de los serotipos empleados 

en esta investigación se determinó el punto máximo de infección realizando una 

cinética de infección en células C6/36. Estas células en estado confluente fueron 

incubadas respectivamente con 500 μl. de los serotipos 2 y 4 del virus del dengue 

durante 3 horas y posteriormente fueron almacenadas en una incubadora a 28°C 

durante 5 días. En el transcurso de esos días fueron tomados cuidadosamente de 

cada una de las cajas infectadas 500 μl. de sobrenadante celular, y estos fueron 

almacenados en microtubos de 1.5 ml. Posteriormente, el contenido de cada uno 

de los tubos fue procesado para la extracción del material genético viral. Las 

muestras fueron cuantificadas y normalizadas -a 500 ng/μl- para usar como 

templado en la síntesis de cDNA. El producto de la reacción de cDNA fue empleado 

para la amplificación viral mediante RT-qPCR. El procedimiento anterior se llevó a 

cabo de la misma forma en células C6/36 que fueron incubadas con los serotipos 2 

y 4 del virus del dengue previamente irradiados con luz UV durante 3 horas. El 

objetivo de realizar esta infección con virus irradiados fue para observar el 

comportamiento de la infección por el virus del dengue -previamente irradiado con 

luz UV- en células C6/36 y para determinar si la exposición a la luz UV inactiva de 

manera completa la replicación de las partículas virales. 

Los resultados de la figura 9 muestran una disminución en el número de 

copias de RNA viral por mililitro en los sobrenadantes de células C6/36 infectadas 

con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue que fueron previamente irradiados con 

luz UV en comparación con los sobrenadantes de células C6/36 que fueron 

infectadas con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue sin exposición a la luz UV. 

Esta diferencia en la carga viral entre ambos grupos evaluados se mantuvo a lo 

largo de la cinética establecida que comprendió los puntos de las 24 h, 48 h, 72 h, 

96 h y 120 h post-infección.  
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Por otro lado, también se puede observar un comportamiento similar en la 

dinámica de infección de ambos serotipos -en células C6/36- que no fueron 

expuestos a luz UV durante todo el periodo de tiempo en que transcurrió la cinética. 

 

Figura 9. Cinética de infección de células C6/36 con los serotipos 2 y 4 del virus del 

dengue. La gráfica muestra en el eje de la Y el número de copias de RNA viral/ml. detectado 

en el sobrenadante de células C6/36 infectadas con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue, 

mientras que el eje de la X muestra los puntos de tiempo en que fueron colectados cada uno de 

los sobrenadantes de estas células infectadas. Las primeras dos barras en cada punto de 

tiempo corresponden a la infección con el virus del dengue serotipo 2 en estado activo (color 

rojo) y en estado expuesto a luz UV durante 3horas (color verde). La tercer barra en cada punto 

de tiempo (color azul) corresponde a la infección realizada en células C6/36 infectadas con el 

virus del dengue serotipo 4 en estado activo, mientras que la barra en color amarillo representa 

el sobrenadante de células C6/36 expuestas a DENV-4 que fue irradiado previamente con luz 

UV. Los datos de la infección en células C6/36 fueron analizados aplicando una Anova de 2 vías 

de comparación multiple de Tukey. La prueba estadística fue sujeta a un valor de p<0.05% para 

una diferencia significativa. Los datos fueron analizados y graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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7.3. Cuantificación relativa de la proteína no estructural NS1 

Para validar nuestro método de inactivación de partículas virales por exposición 

previa a luz UV se procedió a cuantificar de forma relativa a la proteína no estructural 

NS1 del virus del dengue. La proteína NS1 (46-50 kDa) es una glicoproteína del 

DENV de secuencia altamente conservada en los cuatro serotipos, que se puede 

detectar durante la fase febril de la enfermedad debido a que es la única de todas 

las proteínas no estructurales que se secretan al medio extracelular durante el 

proceso de replicación viral en la célula hospedera (Dewi et al., 2009; Muller y 

Young, 2013). 

La cuantificación de la proteína NS1 se realizó de acuerdo con el fabricante 

empleando el kit comercial Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-Rad), usando como 

sustrato el sobrenadante de células C6/36 que fueron infectadas previamente con 

los serotipos 2 y 4 del virus del dengue -expuestos y no expuestos a luz UV. La 

presencia del antígeno NS1 en cada una de las muestras evaluadas se estableció 

comparando la densidad óptica que se obtuvo en el espectrofotómetro (450/620 nm) 

con respecto a la muestra del calibrador. Una relación por arriba de 1 es 

considerada positiva a NS1, mientras que por debajo de 1 es considerada negativa. 

De las muestras evaluadas, se observó una relación negativa -en cada uno 

de los puntos de tiempo- en aquellos sobrenadantes de células C6/36 que fueron 

infectadas con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue -expuestos previamente a luz 

UV-. Sin embargo, una relación positiva fue observada a lo largo de la cinética en 

los sobrenadantes de células C6/36 que fueron infectadas con los serotipos 2 y 4 

del virus del dengue sin exposición previa a la luz UV. Estos resultados confirman 

que la irradiación con luz UV limitó la replicación viral en los serotipos 2 y 4 del virus 

del dengue al no poder detectar a la proteína no estructural 1 (Figura 10). 
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Figura 10. Cuantificación relativa de la proteína no estructural NS1. El gráfico muestra en 

el eje de la Y la densidad óptica obtenida en el espectrofotómetro del sobrenadante de células 

C6/36 infectadas con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue expuestos y no expuestos a luz 

UV, mientras que el eje de la X muestra los puntos de tiempo en que fueron colectados cada 

uno de los sobrenadantes de estas células infectadas. Las primeras dos barras en cada punto 

de tiempo corresponden a la infección con el virus del dengue serotipo 2 en estado activo (color 

rojo) y en estado expuesto a luz UV durante 3horas (color verde). La tercer barra en cada punto 

de tiempo (color azul) corresponde a la infección realizada en células C6/36 infectadas con el 

virus del dengue serotipo 4 en estado activo, mientras que la barra en color amarillo representa 

el sobrenadante de células C6/36 expuestas a DENV-4 que fue irradiado previamente con luz 

UV. También se observa la línea de corte para esta cuantificación donde una relación por arriba 

de 1 es considerada positiva, mientras que por debajo de 1 es considerada negativa. Los datos 

de la cuantificación relativa de la proteína NS1 fueron graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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7.4. Confirmación de la infección por DENV en mosquitos Aedes aegypti 

La infección en varios pooles de mosquitos adultos -Aedes aegypti- fue evaluada 

mediante RT-qPCR. Esto con el objetivo de confirmar la infección por el virus del 

dengue en cada uno de los grupos que fueron empleados para realizar las 

infecciones homologas y heterólogas. Un pool de 5 mosquitos Aedes aegypti de 

cada uno de los grupos evaluados fue tomado a los 7, 14 y 21 días después de 

haber realizado la infección con cada uno de los serotipos en estado activo, y fueron 

colocados en 500 μl. de Trizol para llevar a cabo la extracción del RNA viral. Las 

muestras fueron cuantificadas y normalizadas para usar 500 ng/μl como sustrato 

para la síntesis de cDNA. Finalmente, 1μl. del producto de la reacción  de cDNA fue 

empleado para amplificar y detectar por RT-qPCR la infección por el virus del 

dengue en mosquitos Aedes aegypti. 

Los resultados que se muestran en la figura 11 corresponden a las 

infecciones de mosquitos Aedes aegypti con DENV-2. En todos los grupos 

evaluados se confirmó la infección por DENV a los 7, 14 y 21 días, siendo el punto 

de los 21 días donde se observa una diferencia en la carga viral de los grupos de 

mosquitos que recibieron una inmunización previa con respecto al grupo control. 

Esto se observó tanto para el grupo de mosquitos que recibieron un reto de forma 

homóloga como de aquellos mosquitos que recibieron un reto de forma heteróloga. 

En el caso de mosquitos Aedes aegypti  infectados con DENV-4 (Figura 12) 

también se pudo confirmar mediante RT-qPCR el establecimiento de la infección a 

los 7, 14 y 21 días. A diferencia de los mosquitos infectados con DENV-2, aquí se 

pudo observar una disminución en la carga viral desde los 14 días post-infección en 

los grupos previamente retados con respecto al grupo control. 
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Figura 11. Infección de mosquitos Aedes aegypti después de la alimentación con los 

serotipos 2 y 4 del virus del dengue en estado activo. La gráfica muestra en el eje de la Y el 

número de copias de RNA viral que fue detectado mediante RT-qPCR en pooles de cinco 

mosquitos que recibieron 7 días antes una inmunización previa con los serotipos 2 y 4 del virus 

del dengue, mientras que el eje X muestra cada uno de los grupos de los cuales fueron tomados 

los mosquitos para  hacer la detección del RNA viral. Abreviaturas: CTRL DENV-2: Mosquitos 

alimentados con DENV-2 activo que no recibieron previamente una inducción o priming (Barra 

roja). DENV2 HM: Mosquitos que recibieron un reto homólogo con dengue 2 (Barra verde). 

DENV2 HT: Mosquitos que recibieron un reto heterólogo con dengue 4 (Barra amarilla). Los 

datos de la carga viral en mosquitos Aedes aegypti fueron graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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Figura 12. Infección de mosquitos Aedes aegypti después de la alimentación con los 

serotipos 2 y 4 del virus del dengue en estado activo. La gráfica muestra en el eje de la Y el 

número de copias de RNA viral que fue detectado mediante RT-qPCR en pooles de cinco 

mosquitos que recibieron 7 días antes una inmunización previa con los serotipos 2 y 4 del virus 

del dengue, mientras que el eje X muestra cada uno de los grupos de los cuales fueron tomados 

los mosquitos para  hacer la detección del RNA viral. Abreviaturas: CTRL DENV-4: Mosquitos 

alimentados con DENV-4 activo que no recibieron previamente una inducción o priming (Barra 

roja). DENV4 HM: Mosquitos que recibieron un reto homólogo con dengue 4 (Barra verde). 

DENV4 HT: Mosquitos que recibieron un reto heterólogo con dengue 2 (Barra amarilla). Los 

datos de la carga viral en mosquitos Aedes aegypti fueron graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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7.5. Cinética de infección por DENV en excretas de mosquitos Aedes 

aegypti 

Para evaluar la especificidad del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti  

se realizaron infecciones homólogas y heterólogas -con los serotipos 2 y 4 del virus 

del dengue-. Los mosquitos inicialmente fueron separados en seis grupos -con 100 

individuos cada uno- y se alimentaron de forma artificial durante 30 minutos a través 

de un alimentador de vidrio -que tiene acoplada una membrana de papel parafilm-. 

Tras concluir el tiempo de alimentación, se realizó un tamizaje en cada uno de los 

grupos para separar a los mosquitos que no se alimentaron. Los mosquitos que si 

se alimentaron con la sangre que contenía partículas virales -inactivadas por luz 

UV- se colocaron nuevamente en el insectario durante una semana hasta realizar 

la siguiente alimentación.  

Los resultados que se observan en la gráfica de la figura 13 muestran una 

tendencia significativa en la disminución del número de copias de RNA viral en 

excretas de mosquitos Aedes aegypti en el transcurso de la infección a los 7 y 14 

días después de realizar el segundo reto con cada uno de los serotipos en los 

diferentes grupos experimentales. 

La inducción realizada con el serotipo 4 del virus del dengue en mosquitos 

Aedes aegypti desencadenó una respuesta inmune mejorada en el grupo homólogo 

con respecto al grupo heterólogo que corresponde a mosquitos que se les indujo 

priming con DENV-4.  Por otro lado, la inducción de priming inmunológico en 

mosquitos Aedes aegypti con el virus del dengue -serotipo 2- parece no ser 

suficiente para generar un estado protector en el grupo de mosquitos que recibió 

una inducción previa con DENV-2 -irradiado con luz UV- y un reto activo 

posteriormente con el virus del dengue -serotipo 4-. 
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Figura 13. Prevalencia de la infección en excretas de mosquitos Aedes aegypti que 

recibieron una inducción o priming inmunológico con el serotipo 2 del virus del dengue 

de forma homóloga y heteróloga. La gráfica muestra en el eje de la Y el número de copias de 

RNA viral  que fue detectado mediante RT-qPCR por pooles de excretas de 50 mosquitos, 

mientras que el eje X muestra cada una de las combinaciones a las que fueron sometidos cada 

uno de los grupos experimentales a evaluar. P.ej. Grupo Priming Heterólogo con DENV2, 

corresponde a mosquitos que se les indujo priming con DENV-2  y una semana después fueron 

expuestos con DENV-4. La grafica también muestra la carga viral en cada uno de los grupos a 

los 7, 14 y 21 días después de haber sido retados con cada uno de los serotipos del virus del 

dengue. Las pruebas estadísticas que se aplicaron fueron sujetas a un valor de p<0.05% para 

una diferencia significativa. Los datos fueron analizados y graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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Figura 14. Prevalencia de la infección en excretas de mosquitos Aedes aegypti que 

recibieron una inducción o priming inmunológico con el serotipo 4 del virus del dengue 

de forma homóloga y heteróloga. La gráfica muestra en el eje de la Y el número de copias de 

RNA viral  que fue detectado mediante RT-qPCR por pooles de excretas de 50 mosquitos, 

mientras que el eje X muestra cada una de las combinaciones a las que fueron sometidos cada 

uno de los grupos experimentales a evaluar. P.ej. Grupo Priming Heterólogo con DENV4, 

corresponde a mosquitos que se les indujo priming con DENV-4  y una semana después fueron 

expuestos con DENV-2. La grafica también muestra la carga viral en cada uno de los grupos a 

los 7, 14 y 21 días después de haber sido retados con cada uno de los serotipos del virus del 

dengue. Las pruebas estadísticas que se aplicaron fueron sujetas a un valor de p<0.05% para 

una diferencia significativa. Los datos fueron analizados y graficados en el programa GraphPad 

Prism versión 6.1. 
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8.- DISCUSIÓN 

La especificidad se define como la capacidad que tiene el sistema inmune para 

poder discriminar entre dos o más agentes patógenos (Milutinovic y Kurtz, 2016). 

En los mamíferos, se ha evidenciado que la respuesta inmune adaptativa genera 

respuestas muy específicas para cada agente infeccioso y que además mediante 

mecanismos muy sofisticados se generan recuerdos de él (memoria) para impedir 

la reinfección. 

En los insectos, y particularmente en el mosquito vector Aedes aegypti se ha 

observado algo similar con respecto a la manera en la cual este organismo se 

defiende ante una infección por el virus del dengue. Sin embargo, el debate se ha 

generado debido a que se cree poco probable que los insectos tengan la misma 

capacidad de los mamíferos de recordar un agente patógeno en una infección 

secundaria. 

Este fenómeno particular -en los insectos- se ha denominado priming 

inmunológico y guarda cierta similitud con algunos eventos de la respuesta 

adaptativa de los vertebrados como son: la especificidad, la protección de larga 

duración y el incremento de la actividad de los mecanismos de defensa tras un 

encuentro previo con un agente patógeno (Cooper y Eleftherianos, 2017; Medina-

Gómez, et al., 2018). En el caso de la especificidad, es necesario aún responder 

algunos vacíos relevantes como es el proceso de discriminación de serotipos. En el 

mosquito Aedes aegypti se desconoce si existe una discriminación entre los 

distintos serotipos del virus del dengue y si las respuestas que se generan son 

específicas para cada uno de ellos.   

Una manera en la cual el mosquito podría discriminar entre uno y otro 

serotipo sería mediante la interacción de los determinantes antigénicos de cada 

serotipo con receptores específicos ubicados en la superficie de las células que el 

virus infecta. Esto podría traducirse en respuestas inmunológicas totalmente 

diferenciadas. Sin embargo, se conoce que el virus del dengue no usa un receptor 

único y específico para entrar a la célula huésped; sino que reconoce y se une a un 
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panel extenso de moléculas. En infecciones de líneas celulares, particularmente de 

la línea C6/36 se ha observado que los serotipos 2 y 4 del virus del dengue emplean 

receptores totalmente diferentes para su entrada (Reyes-del Valle & del Angel, 

2014), mientras que en infecciones de mosquitos Aedes aegypti la enolasa y una 

proteína de 80 KDa actúan como receptores para la entrada de los cuatro serotipos 

del virus del dengue. 

La ausencia de un reconocimiento específico durante la infección del 

mosquito Aedes aegypti con cualquiera de los serotipos del virus del dengue podría 

traducirse en beneficios para su sobrevivencia. Si las respuestas fueran específicas 

para cada serotipo -asumiendo que existe un encuentro diferente con alguno de 

ellos- en una reinfección, la activación de los mecanismos de defensa inmune no 

serían lo bastante rápidos y efectivos. Esto finalmente no resultaría útil, pues el virus 

podría replicarse más de lo normal y terminaría dañando al mosquito que le sirve 

como medio para diseminarse en otros huéspedes. Lo anterior no se relaciona con 

lo que hasta ahora se ha observado en infecciones de mosquitos Aedes aegypti, 

donde la infección por dengue no parece perjudicar el comportamiento o vida útil 

del insecto; esto indica que se han desarrollado mecanismos de defensa para tolerar 

infecciones persistentes y restringir la replicación viral a niveles que no 

comprometen su integridad (Lambrechts et al., 2009) y en la que ambos se ven 

beneficiados pues no se genera daño y se lleva a cabo una diseminación a otros 

huéspedes de manera exitosa.  

El priming inmunológico en mosquitos Aedes aegypti maximiza las 

respuestas inmunitarias que se generan durante la infección y con ello, se rebasa 

el nivel de tolerancia que se ha observado en infecciones persistentes; por lo tanto, 

se limita la replicación del virus del dengue y a su vez la transmisión. Los 

mecanismos de defensa que coadyuvan a limitar la replicación del virus se 

encuentran implícitamente relacionados con el priming inmunológico. 
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La memoria inmunitaria en los invertebrados, se define como la capacidad 

del sistema inmune para almacenar y recordar información de un agente patógeno 

encontrado previamente tras una exposición específica posterior (Milutinovic y 

Kurtz, 2016; Bouallegui, 2019). Bajo este concepto, la memoria inmune en 

invertebrados debe ser específica a nivel de especie o cepa (Contreras-Garduño et 

al., 2016). Son numerosos los trabajos que evidencian la especificidad en varios 

ordenes de insectos durante el priming inmunológico; incluido el mosquito vector 

Aedes aegypti con infecciones del virus del dengue. No obstante, cabe mencionar 

que muchos de estos estudios se realizaron evaluando infecciones homólogas, es 

decir usando el mismo agente patógeno durante la primera y segunda exposición. 

En el contexto de una infección por dengue se conoce que la circulación de 

múltiples serotipos de DENV en el mismo lugar ha causado coinfecciones con 

diferentes serotipos en pacientes en infecciones posteriores o simultáneas y se ha 

demostrado que esto se asocia con un mayor riesgo de dengue grave (Thavara, et 

al., 2006; Dhanoa, et al., 2016). El recuento de plaquetas, una medida de gravedad 

de la enfermedad, fue mayor en los pacientes coinfectados que en los 

monoinfectados. Esto puede deberse a una "exclusión de superinfección con un 

virus homólogo", en la que la gravedad de la enfermedad disminuye cuando 

coexisten infecciones homólogas. Esto aún no se ha demostrado en humanos, pero 

se ha demostrado en células de mosquito (Burivong, et al., 2004). 

La coinfección puede ocurrir durante brotes en países donde múltiples 

serotipos de DENV co-circulan permitiendo que el mismo mosquito se alimente de 

más de un individuo infectado por DENV potencialmente adquiriendo y 

transmitiendo múltiples serotipos de DENV en alimentaciones de sangre posteriores 

(Gubler, et al., 1985; Loroño-Pino, et al., 1999; Anoop, et al., 2010). Varios países 

han notificado previamente infecciones por DENV concurrentes con diferentes 

serotipos en el mismo paciente en diversos porcentajes, del 3 al 43% (Laille, et al., 

1999; Bharaj, et al., 2008; Figueiredo, et al., 2011; Colombo, et al., 2013; 

Vinodkumar, et al., 2013; Tazeen, et al., 2017). La gran diferencia en los porcentajes 

de coinfección refleja el predominio de diferentes serotipos de DENV en diferentes 
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países y la capacidad del vector para transmitir coinfecciones de DENV en estos 

entornos. 

En este escenario, resulta prescindible analizar si la especificidad que se 

observa durante el priming inmunológico se mantiene durante una infección con 

diferentes serotipos del virus del dengue en el mosquito Aedes aegypti. 

Experimentalmente, en la presente investigación se realizaron infecciones 

homólogas y heterólogas con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue y una vez 

realizadas, la memoria inmunitaria se evaluó comparando la carga viral (n. de copias 

de RNA viral/ml) en pooles de excretas de mosquitos infectados. De acuerdo con 

Little y Kraaijeveld (2004), la memoria inmunitaria debe evaluarse comparando la 

respuesta inmunitaria, la supervivencia o la carga del parásito después de un 

desafío homólogo (similar) frente a desafíos heterólogos (diferentes) a nivel de cepa 

o especie de parásito o patógeno. Un aumento de la respuesta inmune y la 

supervivencia y una disminución de la carga de parásitos en el desafío homólogo 

en comparación con los desafíos heterólogos sugiere evidencia de memoria 

inmune. 

De acuerdo con lo obtenido en los resultados, la especificidad en los grupos 

de mosquitos infectados de manera homóloga y heteróloga fue diferente. Hubo una 

disminución de la carga viral en ambos grupos; sin embargo, fue más evidente esa 

disminución en el grupo de mosquitos infectados de manera heteróloga 

(DENV4+DENV2) con respecto al grupo control (sin infección previa). Esto sugiere 

una respuesta inmune mejorada en el grupo heterólogo con respecto al grupo 

homólogo. Además, de que a diferencia del DENV2, la infección con DENV4 parece 

inducir un mayor efecto protector. 

En mosquitos Aedes aegypti retados de manera homóloga y heteróloga con 

dos serotipos del virus del dengue, el priming inmunológico fue inespecífico. De 

acuerdo con la literatura (Boraschi e Italiani, 2018; Lanz-Mendoza y Contreras-

Garduño, 2022), lo observado no fue producto de la memoria, sino de una mejora o 

entrenamiento inmunológico inducido por partículas virales inactivadas previamente 

con luz ultravioleta. 
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En vertebrados (Netea et al., 2011; Netea y van der Meer, 2017; Gourbal et 

al., 2018) e invertebrados (Yan et al., 2020; Kulkarni et al., 2021), la memoria 

inmunológica y la mejora inmunológica se han utilizado como sinónimos y se han 

definido juntos como entrenamiento inmunológico o preparación inmunológica. Sin 

embargo, es fundamental tener en cuenta que la mejora inmunológica y el 

entrenamiento inmunológico son, de hecho, sinónimos de una respuesta 

inespecífica porque el entrenamiento inmunológico se ha definido como una 

protección inmunológica mejorada sin especificar que debería ser específico (Netea 

et al., 2011; Netea y van der Meer, 2017). Por otro lado, la memoria inmunitaria 

innata (en su mayoría conocida como preparación inmunitaria) proporciona una 

protección duradera y es una resistencia inmunitaria específica. Esta confusión en 

el uso de términos puede explicar por qué la memoria inmune parece ser específica 

o no específica (Rowley y Powell, 2007). 

Un procedimiento experimental que podría aclarar lo observado en los 

resultados, además de discernir entre memoria y mejora inmunológica durante una 

infección heteróloga en el mosquito Aedes aegypti sería el de realizar un desafío 

heterólogo entre dos desafíos homólogos. El resultado no tendría que verse 

afectado por un desafío intermedio porque durante el proceso de la memoria, se 

deberían activar diferentes moléculas de reconocimiento y la memoria del sistema 

inmune debe responder mejor al patógeno del desafío homólogo. Por otra parte, es 

necesario realizar infecciones heterólogas con organismos más distanciados 

filogenéticamente; por ejemplo, bacterias o virus de diferentes familias. Esto nos 

podría ayudar a comprender aún más el nivel o grado de discriminación que hace 

el mosquito durante el priming inmunológico. Otros parámetros a considerar, como 

el lapso de tiempo entre el primer y el segundo encuentro, el desarrollo de la 

infección a lo largo del tiempo, la evaluación de moléculas efectoras y la 

comprensión de la naturaleza misma de los agentes patógenos con que se realiza 

el priming inmunológico indiscutiblemente ayudarían a entender un poco más sobre 

la naturaleza de este fenómeno inmunológico en los mosquitos transmisores del 

dengue. 
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La memoria debería ser favorecida en animales de larga vida (Boots et al., 

2013; Garnier et al; 2013); así como en organismos de vida corta expuestos 

constantemente a patógenos (Liu, 2000; Litte 2005). Tiene sentido que exista un 

medio por el cual el sistema inmunitario innato dirija sus recursos a la fuente más 

probable de infección al detectar componentes que se presentan como una 

amenaza aguda (Kalyan, et al., 2020). Si es algo con lo que se encuentra 

constantemente o que se ha establecido una relación constantemente con él, no 

necesita de dosis altas para hacer frente a su naturaleza y esto es para garantizar 

la supervivencia y minimizar el uso de recursos. Muchos insectos están mejor 

protegidos contra un patógeno específico en encuentros recurrentes. 

El virus del dengue tiene una historia evolutiva relativamente reciente, con 

cuatro serotipos que surgieron de progenitores selváticos transmitidos entre 

primates no humanos por mosquitos Aedes hace aproximadamente 1000 años y 

que solo establecieron una transmisión endémica en humanos en los últimos cien 

años. Los análisis genéticos realizados hasta la fecha muestran que los cuatro 

serotipos del virus del dengue son filogenéticamente distintos (Kuno et al., 1998); 

con diferencias que se estiman en un 20-30% en las secuencias de nucleótidos y 

poliproteínas, lo que sugiere que juegan un papel importante en la virulencia durante 

la infección in vivo, como in vitro (Holmes y Burch, 2000; Holmes y Twiddy, 2003; 

Rico-Hesse, 2003; Ahmad y Poh, 2019). 

En vertebrados, el hecho de que cada uno de los serotipos sean 

antigénicamente diferentes tiene implicaciones para la vacunación y la investigación 

sobre la dinámica de la inmunidad, así como de la enfermedad y la propia evolución 

del virus del dengue. En los mosquitos, a pesar de que se sabe muy poco sobre su 

diversidad genética, se conoce que los diferentes serotipos de DENV exhiben varios 

grados de infectividad en una misma población (Gubler, et al., 1979; Carrington, et 

al., 2005; Weaver y Vasilakis, 2009; Novelo, et al., 2019; Ekwudu, et al., 2020). 

La aptitud replicativa del dengue es una característica biológica importante 

para la evolución del virus y contribuye a dilucidar el comportamiento de las 

poblaciones de virus y la patogénesis viral. La capacidad infecciosa y el efecto 
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citopático son dependientes de la cepa viral, lo que demuestra que algunas 

características biológicas de los virus no son compartidas dentro del mismo serotipo. 

Durante la infección de las células C6/36 y MK2 encontramos diferentes grados de 

patogenicidad entre los serotipos 2 y 4 del virus del dengue al observar un mayor 

efecto citopático producido por el serotipo 2. Estas diferencias que están asociadas 

con la aptitud replicativa de cada serotipo pueden afectar la dinámica de activación 

de mecanismos de defensa del mosquito vector y por ende, afectar la dinámica de 

la infección viral, modulando el potencial de transmisión del patógeno (Gutiérrez-

Barbosa, et al., 2019). Un estudio evaluó la aptitud replicativa de DENV en células 

de mosquito C6/36 y colonias de A. aegypti usando una cepa viral de cada serotipo 

de DENV y describió una aptitud diferencial entre serotipos, en la que DENV-2 tenía 

la capacidad replicativa más alta seguida por DENV-1, DENV-4 y DENV-3 

(Quintero-Gil, et al., 2014; Quintero-Gil, et al., 2018). 

La glicoproteína E es importante para la unión del receptor celular y la 

subsiguiente infección de la membrana de la célula diana (Mukhopadhyay, et al., 

2005). También el gen que codifica para esta proteína ha sido identificado como un 

determinante clave de la virulencia (Sánchez y Ruiz, 1996). En un estudio 

experimental, se observó que las secuencias de nucleótidos de once clones de una 

cepa mexicana de DENV2 que producía grandes placas líticas presentaban 

mutaciones en el nucleótido 1168 (G-->C) genera una diferencia de aminoácido en 

el residuo 390 (Asp-->His) de la proteína de envoltura. Estos clones mostraron una 

alta virulencia en ratones lactantes cuando se inocularon intracerebralmente (>70% 

de mortalidad). Sin embargo, los clones que mostraron pequeñas placas líticas 

mostraron una sustitución de Asp-->Asn en la misma posición y tenían una 

virulencia atenuada. Con base en estos datos, se llegó a la conclusión de que el 

residuo 390 quizás afecta un elemento estructural funcionalmente importante que 

podría ser un determinante de la virulencia del dengue. Esta sustitución cae en el 

dominio III de la proteína E, que juega un papel importante en la unión viral; por lo 

tanto, la sustitución afecta la virulencia y el tropismo celular en el mosquito. 
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Es probable que los serotipos de DENV hayan evolucionado para utilizar 

diferentes componentes de la maquinaria celular en el proceso de replicación viral 

y por ende, pueden tener un fitness replicativo diferencial, que podría estar 

relacionado con la expresión de receptores, así como con la localización celular de 

proteínas virales (Domingo y Holland, 1997; Tsang, et al., 2019). 

Debido a estas diferencias, es posible que en el mosquito algunos serotipos 

no induzcan una respuesta inmune exacerbada y, por lo tanto, mantengan una 

interacción con la célula huésped que favorece la producción de progenie viral y 

conduce a una replicación viral, además de la activación de los mecanismos de 

defensa del insecto, esto en comparación con serotipos más virulentos (Gutiérrez-

Barbosa, et al., 2020). La inducción del priming inmunológico con partículas virales 

previamente inactivadas con luz ultravioleta, podrían estar activando estos 

mecanismos de defensa a un nivel en el que no se comprometen los recursos 

energéticos para hacer frente posteriormente a una infección con el agente 

patógeno en su forma activa.  

En ausencia de un modelo convencional, existe una amplia variabilidad en la 

forma en que se puede inducir priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti 

y otros insectos. Factores como la especie de invertebrado, etapa de desarrollo e 

inmunógeno utilizado deben tomarse en cuenta durante la planificación de 

experimentos para evaluar este fenómeno inmunológico. Las especies analizadas 

se pueden seleccionar por su facilidad de reproducción y manejo, como es el caso 

del mosquito Aedes, o por otras características, como un genoma completamente 

secuenciado, como en el caso de Tenebrio molitor o Bombix morii (Oppert, et al., 

2012; Yi, et al., 2019). La etapa de desarrollo es importante debido a las diferencias 

en la fisiología, el metabolismo y la inmunidad entre las etapas. La elección de la 

etapa de desarrollo específica para el priming puede estar influenciada por los 

microorganismos circundantes y las capacidades de crianza y manejo de los 

invertebrados (Tetreau, et al., 2019; Vargas, et al., 2020). El inmunógeno utilizado 

también determina la especificidad y la duración de la respuesta (Cooper y 

Eleftherianos, 2017). 
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Muchos estudios han utilizado una baja concentración de microorganismos 

vivos como inmunógeno, inoculando una dosis no letal para provocar la respuesta 

inicial adecuada (Vargas, et al., 2016; Jacobs, et al., 2017; Vertyporokh, et al., 

2019). Sin embargo, otros estudios han descrito la inoculación de microorganismos 

vivos a concentraciones más altas que reproducen la infección natural (Manfredini, 

et al., 2010; Contreras-Garduño, et al., 2015) sin mortalidad de invertebrados 

(Moreno-García, et al., 2015). Nuestro estudio no tomo a consideración el efecto de 

la dosis para realizar la inducción del priming inmunológico en el mosquito Aedes 

aegypti, es importante considerar este factor en próximos experimentos. Sin 

embargo, lo que si se tomó en cuenta fue el titulo infeccioso para realizar las 

infecciones homologas y heterólogas. Es importante recordar que durante los 

experimentos de infección de células de mamífero e insecto se observaron 

diferencias en el fitness de replicación viral. Estas diferencias significativas siempre 

mostraban una mayor replicación viral en el serotipo 2, con respecto al serotipo 4. 

Esto podría representar un problema, ya que el efecto observado durante el 

fenómeno evaluado podría deberse a una diferencia entre las cargas virales con 

que se realiza la inducción y no al priming inmune. Después de múltiples pases en 

cada una de las células, los títulos infecciosos lograron equipararse para iniciar la 

inducción del priming inmunológico.  

El priming con microorganismos inactivados puede inocular una alta 

concentración del inmunógeno, evitando el riesgo de mortalidad. Este método 

podría ser ventajoso, porque la inmunización depende de la dosis (Wu, et al., 2016). 

Sin embargo, la técnica utilizada para la inactivación (generalmente formalina o 

calor) puede interferir con el priming (Lin, et al., 2013). Los compuestos derivados 

de microorganismos, como el peptidoglicano o el lipopolisacárido, también se 

utilizan como inmunógenos (Moret y Schmid-Hempel, 2000; Wu, et al., 2015). La 

inducción del priming inmunológico en el mosquito Aedes aegypti se realizó con 

partículas virales inactivadas por luz ultravioleta durante 3 horas. El éxito de la 

inactivación se evaluó en una cinética analizando la carga viral en el sobrenadante 

de células C6/36 expuestas previamente con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue 

irradiados con luz ultravioleta por tres horas. Durante el transcurso de la infección, 
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se obtuvo sobrenadante de cada una de las células y se analizó la carga viral (N. 

de copias de RNA /ml.). Los resultados mostraron una reducción significativa en los 

sobrenadantes de células que habían sido infectadas con partículas virales 

irradiadas por luz UV en ambos serotipos con respecto al grupo control que consistió 

en células que fueron infectadas con partículas virales sin tratamiento previo. Por 

otro lado, la concentración relativa de la proteína  no estructural 1 de DENV fue 

evaluada en esos mismos sobrenadantes. No se detectó actividad de la proteína 

para ambos serotipos en cada uno de los sobrenadantes de células que fueron 

infectadas por partículas virales irradiadas por luz UV, en comparación con el grupo 

control donde la actividad de la proteína se detectó a lo largo de la cinética de 

infección. La eficacia de la infección también se observó mediante la formación del 

efecto citopático en el grupo de células infectadas con partículas virales sin 

tratamiento alguno, con respecto al grupo infectado con partículas expuestas a luz 

UV, donde no se llegó a observar la formación del efecto citopático. En su conjunto, 

estos resultados confirmaron la efectividad de nuestro método para inactivar virus y 

realizar la inducción del priming inmunológico. Resultados similares se obtuvieron 

al comparar diferentes métodos de inactivación sobre el virus del Zika. Todas las 

dosis de radiación a las que fue expuesto el virus dieron como resultado reducciones 

de la antigenicidad de 4 a 6 veces para todos los títulos de virus en comparación 

con el virus vivo correspondiente según lo determinado por MAC-ELISA. Sin 

embargo, la estabilidad del ARN se conservó en todas las dosis de irradiación 

gamma con todos los títulos (Chida, et al., 2021). 

Son muchos los factores a considerar en un experimento para evaluar la 

especificidad del priming inmunológico. Elegir un buen modelo podría acercarnos 

más a comprender la manera en que opera este mecanismo. Un conocimiento más 

profundo nos permitirá entender como el reconocimiento previo de un agente 

patógeno puede inducir un estado protector debido al reconocimiento y 

almacenamiento y si las respuestas que se dirigen a este son o no específicas.  

 

 



 

71 | P á g i n a  
 

9.- Conclusiones 

1. Los virus pueden replicarse y propagarse de manera eficiente en los tejidos 

del mosquito sin provocar efectos adversos significativos. En la naturaleza, 

este tipo de adaptación mutua convierte a los mosquitos en un reservorio 

ideal para muchos virus que infectan a los seres humanos. 

 

2. Los mosquitos hacen uso de múltiples estrategias inmunes para prevenir 

secuelas patológicas causadas por una replicación viral eficiente. La 

respuesta inmune innata del mosquito es un determinante clave para la 

transmisión exitosa del virus del dengue. 

 

3. Los patógenos son capaces de evolucionar rápidamente para evadir el 

sistema inmunológico del huésped, creando una presión de selección sobre 

el huésped para desarrollar nuevas adaptaciones. 

 

4. El sistema inmunitario de los insectos comparte varias características con el 

sistema inmune adaptativo de los vertebrados.  

 

5. En los mosquitos, el priming inmunológico puede romper el umbral de 

tolerancia hacía la infección por DENV, maximizando sus mecanismos de 

defensa y pon ende, puede limitar la replicación y transmisión hacía los 

humanos.  

 

6. El mosquito Aedes aegypti tiende a alimentarse de más de un individuo. En 

este escenario, existe la posibilidad de que el insecto pueda contraer una co-

infección o infección secundaria por diferentes serotipos del virus del dengue 

o por virus de diferentes familias. 

 

7. La co-infección o infección secundaria con más de un serotipo de DENV 

puede afectar la dinámica de replicación viral debido a la activación de los 

mecanismos de defensa inmune del insecto. 
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8. Se observó una protección inmune mejorada en mosquitos Aedes aegypti 

que tienen un reto heterólogo vs. un reto homólogo.  

 

9. El priming inmunológico con dos serotipos del virus del dengue en el 

mosquito Aedes aegypti es inespecífico. 

 

10. La mejora o entrenamiento inmunológico redujo la carga viral (n. de copias 

de RNA) en mosquitos Aedes aegypti después de la exposición oral a la 

misma dosis con los serotipos 2 y 4 del virus del dengue.  

 

11. La carga viral de las excretas de mosquitos Aedes aegypti con priming 

inmunológico disminuye en el transcurso de la infección.  

 

12. El serotipo DENV-4 parece ser un buen inductor de priming inmunológico en 

mosquitos Aedes aegypti con respecto al serotipo 2. 

 

13. Independientemente del serotipo con el cuál se realizó la primera infección 

(Priming) se generó un estado protector en el mosquito Aedes aegypti ante 

una segunda reinfección con cualquiera de los dos serotipos empleados en 

esta investigación. 

 

14. Uno de los principales problemas con los experimentos de priming 

inmunológico radica en la heterogeneidad entre los mosquitos infectados y 

las características genéticas de cada uno de los serotipos con que se realiza 

el priming inmune. 

 

15. El diseño experimental es fundamental para evaluar los diferentes atributos 

del priming inmunológico.  
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APÉNDICE 

1. Solución azucarada. 

- Azúcar                                             50 g 

- Agua                                                Aforar a 500 ml 

2. Solución miel-colorante. 

- Miel                                                  100 g 

- Colorante vegetal                             4 ml 

- Agua                                                 Aforar a 500 ml  

3. Alimento para larva. 

- Molido para larvas                            25 g 

- Agua                                                 Aforar a 200 ml 

4. Molido para larva. 

- Alimento para ratón                          100 g 

- Lacto albumina                                 100 g 

- Extracto de levadura                        100 g 

 

ESQUEMA DE ALIMENTACION PARA LARVAS DE MOSQUITOS Aedes aegypti 

CONTENIDAS EN UNA TINA CON 2 LITROS DE AGUA 

 

DÍA DE DESARROLLO DE 

LA LARVA 

CANTIDAD DE ALIMENTO 

EN MICROLITROS (μL) 

1 500 

2 0 

3 1000 

4 1500 

5 2000 

6 2000 

7 1500 

8, 9… En función de las larvas 

restantes 
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