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Introduccion. El dengue (DEN) es una de las principales
causas de morbimortalidad en areas tropicales vy
subtropicales del mundo y &reas urbanas. La infeccion
con el virus del dengue (DENV) puede ser asintomatica o
causar Fiebre por Dengue (DF), Fiebre Hemorragica por

Dengue (DHF) o el Sindrome de Choque por Dengue
(DSS) (1). Los -cuatro serotipos del DENV son
transmitidos a humanos principalmente por mosquitos
Aedes aegypti. Los linfocitos T (LT) no son las células
blanco del DENV sin embargo su participacion en la
patogénesis es evidente.

El objetivo fue realizar ensayos de purificacién, viabilidad
y proliferacion de cultivos primarios de LT CD4" y CD8" y
obtener RNA para el posterior estudio de los efectos del
DENV

Metodologia. Obtencion de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) por gradiente de centrifugacion.
Eliminacion de monocitos. Enriquecimiento de LT.
Purificaron de LT CD4" y CD8" con perlas magnéticas.
Pureza y viabilidad celular (VC) por citometria de flujo.
Estimulacion con Concanavalina A (Con A) a una
concentracion de 2.5, 5y 10 yg/mL a 24, 48, 72 y 120
horas. Conteo y VC con azul de tripano. Extraccion de
RNA por TRIZOL. Pureza  del RNA  por
espectrofotometria e integridad por bioanalizador vy
electroforesis en gel. Propagacion de DENV2 New
Guinea y DENV4 H-241. Titulacién por ensayo de placa
litica en células BHK-21.

Resultados. La pureza y VC fue de 97.13% y 96.92%
para CD4", y 92.22% y 91.56% para CD8" (Fig 1). A las
24,48,72y 120 horas la VC cony Sin Con A para CD4"
y CD8" se muestra en la Fig 2. Alas 24 y 120 h la VC es
mayor del 80% y a las 48 y 72 h la VC es alrededor del
70%; para CD8" la VC es del 80% para las 2
concentraciones de 2.5y 5, alas 48 y 120 h las VC es
del 70% con 5 pg/mL de Con A. La cantidad de RNA total
extraido para CD4" fue de 3.485 mg y para CD8" de 1.45
mg. El Niumero de Integridad del RNA de 9.4. Corrimiento
electroforético en gel que muestra ausencia de
degradacion (Fig. 3) El titulo del DENV2 fue de 2.0x10"
pfu/mL.
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Fig. 1. Pureza de poblaciones CD4"y CD8". El eje de las “Y” representa
las células muertas y el eje de las “X” representa la pureza de las
poblaciones CD4"y CD8". A) CD4". B) CDS8".
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Fig. 2. Pureza de poblaciones A) CD4"y B) CD8". El eje de las “Y”
representa las células muertas y el eje de las “X” representa la pureza
de las poblaciones CD4"y CD8".

Fig. 3. Corrimiento electroforético en gel
de agarosa representativo de las
muestras de ARN obtenidas.

Conclusiones. La pureza de LT CD4+ y CD8+
purificadas es adecuada, la viabilidad celular es del 70%
aproximadamente y la integridad del RNA es de alta
calidad.
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