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Resumen

La linfopoyetina estromal tímica (TSLP) es un citoquina recientemente
descrita que juega un papel clave en la fisiopatología de enfermedades
alérgicas y parasitarias. La TSLP, luego de ser producida por el epitelio
en respuesta a diferentes estímulos como componentes bacterianos y
virales, condiciona a células dendríticas locales a generar una respuesta
de linfocitos Th2. En el dengue, una enfermedad viral febril endémica en
Colombia, un predominante perfil de citoquinas Th2 ha sido descrito en
los niños que presentan formas severas y potencialmente letales de la
enfermedad. Aquí se determinaron por ELISA, las concentraciones
plasmáticas de TSLP en niños con dengue en fase aguda y convaleciente
de la enfermedad, comparándolos con los niveles presentes en niños
sanos y atópicos como controles. Los resultados indican que no hay
diferencias significativas en las concentraciones plasmáticas de TSLP
entre los niños sanos y los niños infectados con dengue en fase aguda.
Sin embargo, una disminución significativa fue encontrada en los niños
infectados entre la etapa aguda y convaleciente de la infección. Cuando
se compararon los niveles de TSLP con el número de plaquetas, un cono-
cido marcador de severidad en el dengue, no hubo correlación. Estos
hallazgos apoyan la hipótesis de que el TSLP plasmático podría no estar
implicado directamente en la fisiopatología de la infección por virus
dengue. Otros factores de polarización de linfocitos T locales y sistémicos
deberían ser evaluados.

Abstract

Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) is a recently described cytokine
involved in the physiopathogenesis of allergic and parasitic diseases.
After production by epithelial cells in response to different stimuli like
bacterial and viral components, the TSLP modulate the function of
dendritic cells to generate a Th2-lymphocyte response.   In dengue, an
endemic viral febrile disease in Colombia, a predominant Th2-cytokine
pattern has been described in children suffering forms severe and
potentially lethal dengue.  Here, it was determined by ELISA, the plas-
ma concentrations of TSLP in children undergoing the acute and
convalescent stage, in comparison to healthy and atopic children's levels
as controls groups. Results show no significant differences in plasma
concentrations of TSLP between healthy and acute-phase dengue-infected
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children and just atopic children showed significant higher levels of
TSLP. However, a significant decrease in plasmatic TSLP was noted
between the acute and convalescent phase of the dengue infection. When
comparing the TSLP levels to the number of platelets, a known marker
of dengue severity, there was no correlation. These findings support the
hypothesis that plasma TSLP could not be directly involved in the
pathogenesis of dengue infection in children and other local T lymphocyte
polarization and systemic factors   should be explored.

Hay evidencia de que el patrón de cito-
quinas producido por los linfocitos T (LT)
durante la infección, es un factor determi-
nante de la severidad de la enfermedad(9).
Se ha reportado por ejemplo, que LT CD8+
homotípicos producen generalmente impor-
tantes cantidades de IFNγ, un citoquina cla-
ve para la inmunidad celular, mientras que
LT CD8 + heterotípicos generalmente pro-
ducen importantes cantidades de TNFα, una
citoquina proinflamatoria que ha sido
asociada con la severidad de la enferme-
dad(10,11). Mientras que el papel de las
citoquinas en la fisiopatología y asociación
con manifestaciones clínicas de la enferme-
dad permanece controversial, es aceptado
que el IFNγ puede tener un papel protector
en la infección o vacunación con VD(12). Por
el contrario, se ha descrito que en niños que
sufren formas severas de infección por VD
ocurre un cambio hacia la producción de IL-
4 (clásica citoquina que define el perfil
Th2)(13).

Varios factores inducen la polarización
de LT vírgenes hacia un perfil Th2. Den-
tro de ellos tenemos la baja producción de
IL-12p70 por la célula presentadora de
antígeno (CPA), la presencia de IL-4 ex-
terna, la relación del número de CPA y LT,
entre otras(14). Recientemente la TSLP ha
sido mostrada como uno de los principa-
les factores que inducen a la célula
dendrítica (CD) a producir la polarización
de LT hacia un perfil Th2. En apoyo de
esto, la TSLP ha sido ampliamente carac-
terizada en enfermedades alérgicas y pa-
rasitarias(15-17). Las células epiteliales de la
piel, intestino y pulmones son la principal
fuente de TSLP en el humano;
adicionalmente otros tipos celulares como
fibroblastos, mastocitos, células de
musculo liso bronquial y recientemente cé-
lulas dendríticas murinas, pueden bajo

Introducción

El dengue es la enfermedad viral trans-
mitida por vector más importante a nivel
mundial. Se estima que 2,5 billones de per-
sonas en el mundo están en riesgo de con-
traer la infección y que más de 50 millones
se infectan cada año, número que incluye a
los 500.000 casos en donde la hospitaliza-
ción es necesaria. En general, la mortalidad
por dengue se estima en 1%, pero varía de-
pendiendo de la región analizada y puede
llegar a ser del 5% en países como el nues-
tro(1). El virus dengue (VD) es un virus que
pertenece a la familia Flaviviridae, cuyo
genoma está constituido por ARN de cade-
na sencilla y polaridad positiva. Existen cua-
tro serotipos diferentes (DEN-1, DEN-2,
DEN-3 y DEN-4) con una homología mayor
al 65% entre ellos. El virión maduro está
conformado por 3 proteínas estructurales:
la proteína E que se encuentra en la envol-
tura, proteína M, asociada a la membrana,
proteína C que forma la cápside y 7 proteí-
nas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b y NS5) que especialmente par-
ticipan en el control de la replicación viral y
en la evasión de la respuesta inmune(2-4).

La infección con VD causa una enferme-
dad de amplio espectro clínico que incluye
desde cuadros asintomáticos hasta cuadros
graves que pueden conducir a la muerte.
Entre las formas graves se destacan hemo-
rragias, choque, insuficiencia hepática,
encefalopatía y miocarditis(5,6). Actualmente
se han dilucidado algunos de los mecanis-
mos por los cuales la infección por VD pue-
de provocar una enfermedad severa. Entre
ellos se destacan la alteración de la inmuni-
dad mediada por células con el aumento de
producción de mediadores inflamatorios, la
amplificación dependiente de anticuerpos
(ADA) y la acción del complemento(7,8).
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ciertas condiciones de inflamación produ-
cir TSLP(15,18-20). Algunos estímulos como
citoquinas, componentes bacterianos como
el ácido lipoteicoico, lipopolisacáridos
(LPS), peptidoglicano y componentes es-
tructurales virales (como el ARN de doble
cadena) son inductores de la producción
de TSLP por el epitelio(21-23). El efecto in-
ductor en la producción de TSLP por re-
conocidos patrones moleculares asociados
a patógenos es posiblemente mediado a
través de los Toll-like receptors (TLR, por
sus siglas en inglés)(24). La CPA local, ge-
neralmente una célula dendrítica, es con-
dicionada por el TSLP para generar una
respuesta Th2 cuando migra al nódulo
linfoide secundario(16,25). Este condiciona-
miento es especialmente caracterizado por
una disminución en la producción de IL-
12p70 y un aumento en la producción de
IL-10 por parte de la célula dendrítica(26).
Finalmente, en todos estos modelos, la pro-
ducción de TSLP favorece la respuesta Th2.

Ya que en formas severas de dengue
ha sido mostrada la existencia de una res-
puesta Th2 y que uno de los más fuertes
factores inmunes recientemente asociado
a la polarización Th2 in vitro e in vivo es
la TSLP, en este trabajo se propuso de-
terminar si los niveles de TSLP en plas-
ma están alterados durante la infección
por VD en niños. 

Materiales y métodos

Pacientes y muestras

Niños con edades entre 1 y 14 años, fue-
ron divididos en tres grupos, cada uno con
un total de 20 integrantes: 1) niños sanos, 2)
niños atópicos, 3) niños con dengue. Como
niños sanos fueron tomados los menores pro-
venientes de una Institución Educativa, pre-
vio examen pediátrico y paraclínico (cuadro
hemático). El grupo de pacientes atópicos
se conformó a partir de los niños que asis-
tían a la consulta de alergia del Hospital Uni-
versitario de Neiva y que tenían al menos
uno de los siguientes diagnóstico clínico y/
o paraclínico: eczema, rinitis y/o asma. En
el grupo de niños con dengue se incluyeron

pacientes hospitalizados en el servicio de pe-
diatría del Hospital Universitario de Neiva
que cumplían con criterios diagnósticos se-
gún la clasificación revisada de la Organiza-
ción Mundial de la Salud(27). De los 20 niños
incluidos en el grupo de dengue, 19 tenían
diagnóstico de dengue con signos de alar-
ma y 1 niño correspondió a dengue severo.
Los signos de alarma (n) en el grupo de den-
gue fueron: dolor abdominal (11), vómito
persistente (6), trombocitopenia marcada
(2). La característica clínica del paciente con
dengue severo fue el choque.

A todos los niños se les tomó 4 a 6 mL de
sangre total, por venopunción, en tubos con
EDTA. Posteriormente la muestra fue
centrifugada a 250 xg por 10 minutos, se
tomó el plasma que fue conservado a -20°C
hasta el momento de la realización del ELISA
para la cuantificación de TSLP. Al grupo de
niños con dengue se les tomó una muestra
en la fase aguda (día 3 a 7 después de inicia-
da la fiebre) y otra en la fase de conva-
lecencia (día 14).

El protocolo utilizado en este trabajo fue
aprobado por el Comité de Ética de la Facul-
tad de Salud de la Universidad
Surcolombiana. Todos los padres o
acudientes firmaron el consentimiento
informado.

Diagnóstico de infección por VD

El diagnóstico de infección por VD y la
clasificación se realizó teniendo en cuenta
los criterios revisados de la OMS(27). El diag-
nóstico clínico de la infección se apoyó por
la presencia de IgM específica para VD y/o
la proteína viral NS1(28) en el plasma toma-
do después del día 6 o al día 3 día de inicia-
dos los síntomas, respectivamente.

Detección de TSLP en plasma

La detección de la concentración
plasmática de TSLP se realizó por medio de
ELISA, usando un estuche comercial (R&D
systems, número de catálogo: DY1398), si-
guiendo las recomendaciones del fabrican-
te. Este estuche ha sido utilizado en previas
publicaciones para la medición de TSLP en
modelos de infección viral(29) y en niños con
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síndrome atópico(30). Brevemente, placas de
96 pozos (Nunc, Thermo Scientific, USA) se
cubrieron con anticuerpo anti-TSLP huma-
no hecho en oveja y se incubaron a tempe-
ratura ambiente toda la noche. Al día
siguiente, se desechó el sobrenadante y se
realizaron 3 lavados con PBS - Tween 20 al
0,05% (solución de lavado), se bloqueó con
PBS - albúmina sérica bovina (BSA) al 1%
(reactivo diluyente) y se incubaron a tem-
peratura ambiente por 1 h. Tras lavar en tres
oportunidades con solución de lavado, se
adicionaron 100 µL/pozo de las muestras en
diluciones seriadas. Como control negativo
se agregó a algunos pozos reactivo diluyente
en ausencia de muestra. La placa fue cubier-
ta e incubada a temperatura ambiente por
2 h al cabo de las que se repitió el lavado de
las placas, se adiciono el anticuerpo de de-
tección anti-TSLP humano biotinilado y se
incubó por 2 h más. Después de tres lava-
dos, se agregó estreptavidina-peroxidasa y
se incubó por 20 minutos, se repitió el pro-
ceso de lavado y se agregó 100 µL/pozo de
solución de revelado (1 tableta de
tetrametilbenzidina, 1 mL de DMSO, 9 mL
de buffer citrato fosfato y 10 µL de peróxido
de hidrógeno). Las placas fueron detenidas
con 50 µL de H2SO4, 2N. La placa fue leida
usando un espectrofotómetro ELX-800 (Bio-
Tek instruments), a una longitud de onda
de 450 nm. El límite de sensibilidad del ensa-
yo es de 31,2 pg/mL.

Análisis estadístico

Todos los resultados son mostrados en
forma de mediana (rango). Para el análisis
estadístico se utilizó el software
GraphPadPrism versión 5.0. Pruebas esta-
dísticas no paramétricas fueron usadas.
Para el análisis de dos grupos indepen-
dientes se utilizó la prueba de Mann-
Whitney y la prueba de Wilcoxon para el
análisis de datos pareados. Para determi-
nar el grado de correlación entre dos va-
riables se usó el coeficiente de correlación
de Spearman (rho). Una P < 0,05 fue con-
siderada estadísticamente significativa en
todos los casos. Para los valores de TSLP
por debajo del límite de sensibilidad y por

propósitos estadísticos, se les asignó un
valor de 15 pg/mL.

Resultados

Concentraciones plasmáticas de TSLP
en los pacientes con dengue

Debido a que un patrón de citoquinas Th2
ha sido asociado con formas severas de den-
gue(13) y la TSLP ha sido un factor que favo-
rece la respuesta Th2(16), se determinaron los
niveles plasmáticos de TSLP en niños infec-
tados con dengue y se compararon con ni-
ños sanos y atópicos como control.

Como muestra la Figura 1, no existieron
diferencias significativas en la concentración
de TSLP entre niños sanos y los infectados
con dengue en fase aguda, con una mediana
(rango) de 50,9 pg/mL (15,6-942) y 50,5 pg/
mL (15,6-1,228,3), respectivamente (P = 0,76,
Mann-Whitney test). Como ha sido previa-
mente reportado, se observó un aumento sig-
nificativo de las concentraciones de TSLP en
niños atópicos al ser comparados con niños
sanos (P = 0,032, Mann-Whitney test) y niños
con dengue (P = 0,047, Mann-Whitney test).

Figura 1. Concentración de TSLP en plasma. Los
niveles de TSLP en las muestras de plasma de niños
sanos, niños infectados con VD en fase aguda y niños
atópicos fueron evaluadas por ELISA. Los puntos
representan los niveles de TSLP de cada niño. Las
barras horizontales representan la mediana. El valor
de P usando la prueba de Mann-Whitney es mostra-
do. La línea punteada representa el nivel de sensibili-
dad del ensayo (31,2 pg/mL).
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Diecisiete de 20 niños atópicos, tuvieron con-
centraciones detectables de TSLP, con una
mediana de 299 pg/mL (15,6-5,163). En con-
junto estos resultados sugieren que la infec-
ción con VD en su fase aguda, no altera la
concentración plasmática de TSLP y que ni-
ños con atopía tienen incrementado el nivel
de este marcador.

Niveles de TSLP plasmático en fase aguda
y convaleciente de la enfermedad por VD

Ya que los valores plasmáticos de las
citoquinas son dinámicos y varían rápida-
mente a través del tiempo, la concentración
de TSLP fue evaluada en fase aguda y con-
valeciente de la infección en los mismos pa-
cientes infectados con dengue.

Como se muestra en la Figura 2, una caí-
da significativa en la cantidad de TSLP cir-
culante fue detectada entre la etapa aguda
y convaleciente de la infección, con una me-
diana (rango) de 50,5 pg/mL (15,6-1,228) y
15,6 pg/mL (15,6-1,177) (P = 0,021, Wilcoxon
test), respectivamente. En conjunto estos re-
sultados sugieren que en la convalecencia
de los pacientes que se recuperaron de una
infección por VD, la cantidad TSLP fue
inhibida.

La concentración de TSLP plasmática no
se asocia con el número de plaquetas
circulantes

Finalmente se evaluó la posible asocia-
ción entre la concentración de TSLP y la
trombocitopenia como marcador de grave-
dad de la enfermedad. El número de
plaquetas se obtuvo del cuadro hemático de
los pacientes realizado en la misma muestra
en que la TSLP fue medida. Los resultados
obtenidos (Figura 3) no mostraron correla-
ción alguna entre la concentración plasmática
de TSLP y el grado de trombocitopenia en
los pacientes con dengue (Spearman rho =
0,18, P = 0,42). Este resultado sugiere que la
TSLP no está relacionada con el descenso
en las plaquetas observado en los pacientes
infectados con VD.

Figura 3. Ausencia de correlación entre los niveles
de TSLP y el conteo de plaquetas circulantes. Los
niveles de TSLP y número de plaquetas fueron eva-
luados en la misma muestra en fase aguda. La línea
de tendencia y el grado de correlación (RHO de
Spearman) son mostrados.

Figura 2. Concentración plasmática de TSLP en niños
infectados por VD en fase aguda y convaleciente de
la infección. Las concentraciones de TSLP en el plas-
ma de los niños infectados con VD fueron evaluadas
por ELISA. Las líneas continuas unen la muestra to-
mada en fase aguda y de convalecencia en el mismo
paciente.  La P establecida usando la prueba de
Wilcoxon es mostrada. La línea punteada representa
el nivel de sensibilidad del ensayo (31,2 pg/mL).

Discusión

En este estudio se analizó la concentra-
ción plasmática de TSLP en niños infecta-
dos con VD, niños sanos y niños atópicos
como controles y se encontró que: 1. No
existieron diferencias en la concentración
plasmática de TSLP entre niños infectados
con VD y niños sanos, pero fue significa-
tivamente más alta en los niños atópicos.
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2. Hubo una caída significativa de la TSLP
entre la fase aguda y de convalecencia de
los niños infectados con VD. 3. No se en-
contró correlación entre los niveles de
TSLP plasmático y el número de plaquetas
circulantes.

Al comparar los niveles plasmáticos de
TSLP entre niños infectados con VD, niños
sanos (como control negativo) y niños
atópicos (como control positivo), no se en-
contraron diferencia estadísticamente signi-
ficativa entre los dos primero. Como se
esperaba y en apoyo de datos previamente
publicados(30), niveles significativamente más
altos de TSLP fueron encontrados en niños
atópicos. Estos resultados apoyan la validez
del ensayo usado para la detección de TSLP
plasmático en este estudio, sugiriendo la no
participación de éste factor circulante en la
fisiopatología de la infección por VD. De
notar, los niveles basales de TSLP encontra-
dos en niños sanos fueron superiores a los
reportados recientemente en una población
pediátrica asiática(30). Niveles diez veces más
altos de TSLP fueron también encontrados
en los niños atópicos de nuestro estudio
comparado a niños atópicos asiáticos.
Helmintiasis adquiridas en edad pediátrica,
pueden modular la respuesta inmune a
alérgenos y a la vacunación(31). Es posible,
como es frecuente en países en vías de de-
sarrollo, que las infecciones parasitarias cró-
nicas del tracto gastrointestinal y que
escapan al examen médico rutinario, predis-
pongan en la población pediátrica la libera-
ción de cantidades significativas de TSLP al
plasma de forma “basal”, haciendo por lo
tanto que la TSLP se detecte de manera más
evidente en estos niños. Otros factores como
los genéticos no deben ser descartados como
explicación a las diferencias en los valores
de TSLP plasmáticos encontrados en estas
dos poblaciones(32).

Existió una caída significativa en la con-
centración de TSLP entre la fase aguda y
convaleciente de la infección por VD. La ra-
zón que explica esta diferencia no es clara.
La gran mayoría de los niños infectados in-
cluidos en este estudio tienen diagnóstico de
dengue con signos de alarma y todos ellos
por lo tanto, no desarrollaron dengue seve-
ro. El IFNγ (marcador típico de la respuesta

Th1) ha sido implicado en la protección con-
tra las formas severas de la infección e in-
cluso en modelos humanos de vacunación,
LT CD8+ productores de IFN han sido re-
cientemente propuestos como un marcador
de protección(33). Es posible que la mayoría
de estos niños que no desarrollaron la for-
ma severa hubieran tenido un perfil Th1
dominante que haya por tanto suprimido
durante el curso tardío de la enfermedad fac-
tores que inducen la respuesta Th2, dentro
de ellos la TSLP.

En apoyo de la no participación directa
del TSLP plasmático en la fisiopatología
de la infección por VD, no se encontró co-
rrelación entre los niveles de TSLP y la
trombocitopenia, un conocido marcador
de severidad(27), aunque es claro que este
no es el estudio ideal para analizar el po-
sible papel del TSLP en la severidad de la
infección puesto que solo un paciente cum-
plió con los criterios de dengue severo.
Sin embargo, los niveles de TSLP en el
plasma de ese paciente se encontraron tam-
bién por debajo del límite de detección de
la técnica.

Aunque son muchas las publicaciones
sobre TSLP y modelos experimentales que
muestran su implicación en procesos
inmunológicos, son relativamente escasos
aquellos trabajos que miden el comporta-
miento de la TSLP en plasma humano y esto
se limita a enfermedades atópicas(30); Este
es el primer trabajo, a nuestro conocimien-
to, que explora el papel de este mediador
inmune medido en plasma en la
fisiopatología de la infección por VD y los
resultados en general sugieren que no hay
una implicación directa de este.

Existen otras citoquinas que juegan tam-
bién un importante papel en la inducción de
un perfil Th2, como lo son la IL-7, IL-33 y la
IL-25(34,35), que bajo estímulos de algunos
componentes de patógenos pueden iniciar
un cambio en la respuesta inmunológica y
por tanto deben ser evaluados en la infec-
ción por VD en un futuro. La participación
de la TSLP en la respuesta inmune a VD de-
bería además ser analizada no solo a nivel
sistémico (como el evaluado aquí) sino a ni-
vel local en el epitelio.
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