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RESUMEN 

En este trabajo se investigó el tropismo de dos serotipos 

de virus del dengue (DEN-2 NGC, DEN-2 IND, DEN-2 MEX y DEN-4 

H241) en cultivo de células de cerebro de ratón con el fin de 

entender algunos aspectos de la patogénesis de ésta enfermedad. 

Se realizaron ensayos de infecciones con cada una de las cuatro 

cepas de virus. Usando anticuerpos específicos como marcadores 

para identificar a las células en cultivo así como al virus, 

se demostró que las cuatro cepas infectan neuronas y no lo ha­

cen con el resto de las poblaciones celulares que se encuentran 

en el cultivo: como: macrófagos, fibroblastos y sobre todo as­

trocitos, los cuales se ha reportado se infectan ºin vivo". Los 

resultados obtenidos con este sistema, demuestran que la infec­

ción de neuronas bipolares y multipolares "in vitre", podr!a 

correlacionarse con la presentaci6n de alteraciones neurológi­

cas 11 in vivo". 

• .. 1 



l. INTROOUCCION 

l. l. ASPECTOS. GENERALES DEL VIRUS DEL DENGUE. 

1.2.l Clasificación 

El grupo de arbovirus más grande y biológicamente 

definido contiene subgrupos representantes de diferentes taxo­

nes. Los arbovirus que se clasificaban serol6gicamente en gru­

pos A y B se colocaron respectivamente en los géneros Alfavirus 

y Flavivirus (1,2), los cuales hasta 1984 se clasificaron como 

miembros de la familia Togaviridae. Recientemente el Comité Na­

cional para la Nomenclatura de los virus clasificó a la familia 

Flaviviridae por separado. Esta familia consta de 65 especies 

relacionadas, incluyendo a los cuatro serotipos del virus del 

dengue (DEN-1 al DEN-4) ( 3) • 

1.2.2 Características Estructurales 

El virión esférico del dengue tiene un diámetro aproxi­

mado de 50 nm. y está protegido por una cubierta protéica (4). 

El genoma viral consiste de una cadena sencilla de RNA infec­

ciosa, de polaridad positiva (PM 3.9XE6) con características 

de RNA mensajero y con aproximadamente 11000 nucleotidos de 

longitud (5). 

Hay tres sistemas diferentes de nomenclatura, los cuales 

••• 2 



se han usado para las proteínas de los flavivirus (6). En el 

sistema mas reciente propuesto por Rice y colaboradores (1985) 

se design6 a las proteínas (en el orden de 5' a 3') como C, prM 

(M), E, NSl, ns2b, NS3, ns4b y NS5. Las proteínas estructurales 

son: la glicoproteína E (envoltura) (PM 50000 a 650000 dalto­

nes), la proteina C (nucleocapside) (PM 14000 daltones) y un 

peptido pequeño M (PM 8000 daltones) que funciona como una pro­

teína no estructural. Los nombres alternativos m&s antiguos pa­

ra estos polJ.peptidos son V2(C), NV2(prM), Vl(M), V3(E), NV3 (NSl), 

NV4(NS3) y NV5(NS5) (7,8). Usando la nomenclatura basada en el 

tamaño de la proteína y los prefijos "p 11 y 11 gp 11 para las pro­

teínas y glicoproteínas (41), los polipétidos del DEN-2 también 

se conocen como GP20(prM), GP60(E), el antígeno soluble fijador 

de complemento, GP46 (NSl), P67 (NS3) y P98 (NSS) (9). 
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2. VECTORES 

Los cuatro diferentes serotipos del virus del dengue 

son transmitidos de personas infectadas a personas sensibles, 

principalmente por la hembra hematofaga del mosquito ~ 

~· el vector de la fiebre amarilla. Eatas especies pican 

durante el dta y se reproducen en aguas dulces acumuladas, cer­

ca del habitat humano (10) . 

Adem~s de Aedes ~· se han encontrado otros 

mosquitos, eficientes vectores del de.ngue, por ejemplo: ~ 

triseriatuss, que se encuentra en Estados Unidos y es el vector 

principal de la encefalitis viral de la Crosse: (11). Ae. ~­

diovittatus, especie forestal peridom!óstica, encontrada en Puer­

to Rico (12). ~· albopictus, mosquito asi~tico, recientemente 

descubierto en los estados Unidos y Brasil. Este mosquito que 

se alimente de sangre humana tiene habitats tanto rural como 

urbano, tambi!ón se ha demostrado que transmite al virus del 

dengue transovarialmente (de mosquitos hembras a su descenden­

cia a trav!ós de la infecci6n de los huevecillos) y de hombre a 

hombre (13). 

Tambi!ón se han aislado varias cepas de DEN-2 en Alto 

Volta y Costa de Marfil a partir de los mosquitos~· africanus, 

Ae. luteocephalus,. Ae. opala y del grupo~· funcifer-Taylori1 

adern~s desde 1966 a 1970, se aislaron en Nigeria, los virus 

DEN-1 y DEN-2 en niños con fiebre inespectfica y el virus DEN-2 
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3. ANTECEDENTES GENERALES 

3.1. EPIOEMIOLOGIA DEL DENGUE 

En el grupo de las enfermedades transmitidas por ar­

tr6podos, se encuentra la enfermedad del dengue, produ­

cida por alguno de los cuatro serotipos del virus del 

mismo nombre. Estos virus est&n ampliamente distribuidos 

en muchas regiones tropicales y subtropicales. Hasta 1945, 

el dengue se consideraba limitado a regiones de Asia, 

Africa y Australia. Sin embargo en los últimos 20 años, 

en la regi6n del Caribe se han presentado varias epide­

mias • La primera fué en 1963 y abarc6 Jamaica, Puerto 

Rico, Antillas menores y Venezuela (17); la segunda en 

1969 en las Islas del Caribe, en donde se reportaron 

500,000 casos y durante ésta, se aisl6 el serotipo DEN-2 

(18); en febrero de 1977 se inici6 una tercera epidemia 

en Jamaica, que afect6 a m~s de 60,000 personas y se eK­

tendi6 a las Bahamas, Cuba, Puerto Rico, Grenada, Surinarn 

y Venezuela (19). En 1978 esta epidemia penetr6 a Centro­

américa por Honduras (20) y m&s tarde se eKtendi6,a El 

Salvador, Guatemala y MéKico (16). En 1977 se present6 

una epidemia en Cuba donde se reportaron 477,438 casos de 

dengue cl&sico y se logr6 aislar al serotipo DEN-1 (21). 

En 1981 se present6 nuevamente en Cuba una epidemia cau­

sada por el serotipo DEN-2, en la cual se notificaron 

344,203 casos, entre niños y adultos. Hasta esa fecha no 
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se había reportado ninguna epidemia de DEN-2 en esta isla. 

Los enfermos presentaron síndrome febril, acompañado al­

gunas veces por hemorragia y en ocasiones choque y muer­

te (22). 

3.2. EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO 

En México, en 1984 se notificaron 27,312 casos en 

23 estados, con epidemias mayores en los estados de Pue­

bla, Guerrero, Colima, Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Sonora, 

Veracruz, Michoacán, Morelos y Nuevo León entre otros, 

siendo el DEN-l el serotipo predominante: el DEN-2 fué 

aislado en cuatro casos de Puerto Vallarta, Jalisco, Oaxa­

ca y Chiapas. En Mérida, hubo 5,390 casos de dengue clá­

sico, mas seis confirmados de dengue febril hemorrágico 

con tres defunciones. El DEN-4 se aisló en tres de los 

pacientes con enfermedad hemorrágica, uno de los cuales 

falleci6. 

En el años de 1983 el DEN-4 era predominante en el 

sur, el DEN-1 en el noroeste y el DEN-2 en el suroeste del 

país. Es probable que en los años pr6ximos pudiese circu­

lar el DEN-3 o se pudieran presentar casos aislados o epi­

demias del dengue hemorrágico, debidas a la infecci6n se­

cuencial de cuando menos dos serotipos diferentes, prin­

cipalmente DEN-1 y DEN-2 o DEN-l y DEN-4 (19,23,24) • 
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4. ENCEFALOPATIAS VIRALES CON ENFASIS EN LA DEL DENGUE. 

Los flavivirus integran un género de más de 60 virus re­

lacionados inmunológicamente, la mayoría de los cuales son 

transmitidos por artrópodos, este grupo es medicamente impor­

tante, ya que 28 de ellos (46%) se asocian a enfermedades en 

humanos (Tabla 1). También se ha reportado que 8 (13%) flavi­

virus causan enfermedades en animales silvestres y domésticos 

de importancia económica (Tabla 2) (4). 

Dentro de la familia flavivlridae se encuentra el subgru­

po del virus del Dengue, agentes que pueden causar infecciones 

experimentales agudas o subagudas en ratones, éste incluye los 

serotipos DEN-1 Hawai y DEN-2 NGC. La categoría de tropismo 

reportado en el ratón para estos dos serotipos es de tipo vas­

cular sin necrosis o inflamación y para DEN-3 H-87 y DEN-4 

H-241 de tipo neurotrópico. Sin embargo estudios recientes han 

demostrado que el serotipo DEN-2 NGC, es también neurotrópico 

en ratones lactantes de dos días de edad, cuando el virus es 

inoculado por vía intracerebral, estos ratones al quinto día 

post-infección presentaron signos de daño cerebral, parálisis 

de las extremidades posteriores y pérdida de la orientación, 

(26). 

Aunque los mecanismos de encefalopatía producida por el 

virus del dengue no se han definido, se han buscado correla­

ciones con estudios "in vivo" en ratones, observandose funda-
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mentalmente parSlisis grave, así como la presencia de virus en 

neuronas y células gliales (26,27,28,29). 

Sin embargo aGn no existe evidencia confiable que demues­

tre que el virus es capaz de llegar, invadir y replicarse en 

el sistema nervioso central (SNC) o periférico del hombre, ya 

que aparentemente el virus no atravieza la barrera hematoence­

f~lica. 

• •• 9 
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TABLA l. Flavivirus Asociados con Enfermedades en Animales de Importancia Econ6mica. 

Virus 

Encefalitis 
japonesa 

Enfermedad 
de Louping 

Wesselsbron 

r-tmingo-encefa­
li tis del pavo 
Israel 

Fiebre hemorrá­
gica de Omsk 

Oeste del Nilo 

Kunjin 

Encefalitis 
del Valle 
Murray 

Especies Afectadas 

Caballo 

Cerdo 

Principalmente: 
ovejas, también gana­
do, cerdos, caballos, 
urogallo rojo cautivo 
y venado. 

Oveja, ocasionalmente 
ganado 

Pavos 

Ratones almizcleros 
silvestres 

Caballos 

Caballos 

Caballos 

Enfermedad 

Encefalitis 

Espermatogene­
sis disminuida 

Encefalitis 

Aborto, hepa­
ti tis/hemorrá·· 
gia, mal forma­
ci6n congénita 

Encefalitis 

Encefalitis 

Encefalitis 

Encefalitisª 

?Encefali tisb 

Distribuci6n 

Asia 

Asia 

Norte de Es­
cocia, Irlanda 

Africa 

Israel 

Oeste de 
Siberia 

Africa, Europa 

Australia 

Australia 

Incidencia 

Baja-moderada 
Regionalmente 
alta 

Alta 

Moderada 

Baja-Moderada 

Brotes en 1950 

Epizootias inter­
mitentes. 

Rara 

Rara 

?Rara 

a) Badman et al (1984). b) Asociaci6n en base a grupos serol6gicos unicamente. 
Tomado de Monath (1986) 



TABLA 2. Flavivirus Asociados con Sindromes de Enfermedades en Humanos, níbrero total de casos 
estimados y Vectores Involucrados en su transrnisi6n. 

Prevalencia de enfermedad humana (total de casos reportados)ª 

Sindrorne Muy alto Alto Moderado bajo 

Predominante ( ::> 105 ) (10 4 - 10 5 ¡ (102 - 10
41 ( <: 10 21 

Enfermedades Dengue (M) West Nile (M) - Banzi (M)' Bouboui (M)' 
fabriles Bussuquara Ilheus (M)' 

Sepik (M)' Spondweni (M)' 
Wesselsbron (Ml, Zika (M)' 
Ria Bravo (N)' Tyuleiny 
(N) • 

Encefalitis Encefalitis En cefalitis Encefalitis de West Nile, Powassan (T)' 
japonesa (M) transmitida Sn. Louis (M)' Fiebre hemorrágica de 

por garrapa- de Recio (M)' y Omsk, Kunj in (M)' En fer-
tas (G) • del Valle Murray medad de louping (G)' 

(M)' enfermedad Ilheus, Apoi (N)' Nagishi 
del bosque de (G)' dengue Rio Bravo, 
Kyasanur. ? Modoc (N). 

Fiebre Dengue, Fie- Enfermedad Fiebre hemorrli-
hemorrligica bre amarilla del bosque gica de Omsk (G) • --(M) • de Kyasanur. 

a: Modo de transmisi5n: (M) mosquito; (G) garrapata¡ (N) vector desconocido o no transmitidas 
::; por un vector tomado de Monath (1986). 



S. SINTOMATOLOGIA NEUROLOGICA 

El dengue es una virosis aguda (30) y su espectro clínico 

varía desde un cuadro febril limitado que se caracteriza por 

mialgias, artralgias, cefaleas, dolor retro-ocular, erupci6n 

cut!nea, etc., hasta las formas graves que pueden manifestarse 

como fiebre hemorrágica por dengue (FIID) o como Síndrome de 

Choque por dengue (SCD). 

Ocasionalmente se han presentado algunas manifestaciones 

neurol6gicas en pacientes con dengue, durante brotes que han 

ocurrido en países del sureste asiático, Africa, el pacífico 

occidental y la regi6n de las Americas (31). 

La mayor!a de los casos de dengue cOn complicaciones neu­

rol6gicas se han reportado en zonas endémicas y se ha observa­

do que no parecen estar asociados con al~ún serotipo particu­

lar (32). Es interesante mencionar que durante la epidemia de 

dengue ocurrida en Grecia en 1928, se presentaron muchos casos 

con problemas neurol6gicos, inclusive hubo algunos casos fata­

les por encefalitis, pues la mayoría de los pacientes presen­

taron parálisis de las extremidades inferiores, epilepsia, tem­

blores y amnesia (33), 

Las complicaciones neurol6gicas frecuentemente encontra­

das en los pacientes con dengue son entre otras: dolor de ca­

beza, delirio, irritabilidad, depresi6n, vértigo, imsomnio e 
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inquietud. Casi todós estos signos están asociados con la fase 

aguda de la enfermedad. Sin embargo, recientemente se han pre­

sentado casos mas severos que se acompañan de encefalitis, los 

signos asociados con este cuadro son: letargo, somnolencia, co­

ma, ataques, rigidez de nuca y paresia (34). 

El cuadro clínico anterior se observ6 en países asi&ticos, 

preferentemente en niños. En un estudio realizado en Indonesia 

de loa casos fatales por dengue, el 72% presentaron uno o mfis 

signos de encefalitis (35). 
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6. ESTUDIOS "in vivo" E "in vitro" 

En la FHD/SCD (Fiebre hemorrágica por dengue/Sindrome de 

choque por dengue) se piensa que está implicada una reacción 

inmunopatológica durante una segunda infección con un serotipo 

heter6logo del dengue. 

Se han señalado algunas evidencias para explicar la faci­

litaci6n inmune en experimentos 11 in vivo" e "in vitre", reali­

zados en c~lulas que presentan el receptor Fe de origen tanto 

humano, como murino y avia~io, mas varias líneas celulares de 

macrófagos en donde el aumento en la replicación del virus de­

pendiente de anticuerpos de flavivirus heterot!picos o anti­

cuerpos homotípicos en concentraciones subneutralizantes se ve 

favorecida. 

En sistemas "in vitre", el fen6meno de facilitaci6n de in­

fección viral por anticuerpos se ha descrito para un número de 

flavivirus, incluyendo al virus del dengue tipo al 4, el vi-

rus del West Nile, fiebre amarilla, encefalitis transmitida 

por garrapata y el virus de encefalitis del Valle Murray, así 

como uno o mas representantes de las siguientes familias: al­

favirus, poxvirus, bunyavirus, rabdovirus, coronavirus, her­

pesvirus y reovirus (36,2,37,10). 

Las infecciones facilitadas por anticuerpos en algunos 

sistemas "in vivo", en donde las viremias aumentadas con DEN-2 
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han sido detectadas en monos rhesus inyectados intravenosamen­

te con anticuerpos de suero humano antiDEN-2, antes de la in­

fección con el virus, así como en otros estudios en donde las 

viremias fueron facilitadas en monos rhesus infectados inicial­

mente con virus del dengue t.ipos 112,3 o 4 y retados de 6 se­

manas a 6 meses mas tarde con heterólogos del dengue tipo 2. 

El pico promedio de los titules de viremia fueron significati­

vamente m~s altos en monos con infección secundaria comparados 

con aquellos de los virus con infección primaria. Estos estu­

dios facilmente reproducibles apoyan la hipótesis de que la se­

veridad del dengue en humanos puede ser regulada por anticuer­

pos (38). 

6.1. HIPOTESIS DE FACILITACION INMUNE 

Se ha propuesto que la facilitación por anticuerpos 

IgG presentes en cantidades subneutralizantes de la in­

fecci6n primaria (en una persona previamente infectada con 

un serotipo del dengue diferente) se combinan con el vi­

rus de la infección secundaria para formar complejos in­

munes. Estos complejos se unen a los receptores Fe de los 

fagocitos mononucleares (principalmente macrófagos y mo­

nocitos) , facilitando la entrada a las células y la mul­

tiplicación viral. Estas células mononucleares infectadas 

después llegan a ser blanco de una respuesta de elimina­

ción inmune (principalmente mediada por células T activa­

das, complemento y el sistema de coagulación), y libera-
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ci6n de mediadores qu!micos que incrementan la permeabi­

lidad vascular, hemorrágia extensiva y choque (39,40,41). 

Esta hipótesis de facilitación se apoya en datos epidemio-

16gicos donde se sugiere que una gran mayoría de FHD/SCD 

ocurre durante la infecci6n secundaria. Sin embargo, no 

cada uno de los que experimentan una segunda infecci6n 

llegan a ser afectados por FHD/SCD, (de hecho, la enfer­

medad severa se desarrolla en solamente de 1 a 3% de los 

casos) (42). 

También se ha sugerido que la secuencia de infec­

ci6n de los serotipos del dengue es. un factor de riesgo 

importante DEN-1 seguido por DEN-2, est&n asociados con 

el riesgo mas alto de FHD/SCD (43). 
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7. CULTIVO DE CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

Desde 1907, Harrison mostr6 que las c~lulas nerviosas so­

brevivien "in vitre", en cultivos mantenidos en medios artifi­

ciales ( 44) , y ya desde las dos de cadas pasadas, se ha avanzado 

notablemente en la metodología relacionada con el mantenimien­

to de tejido nervioso "in vitre". 

Los procedimientos empleados para obtener células del ce­

rebro disociadas incluye: disociación enzim&tica (tripsina, 

pronasa), disociación mec&nica (mallas de nylon, jeringa), o 

bien una combinación de ambas (45). 

Sotelo y colaboradores (1980), utilizaron los polos cefá­

licos completos de embriones de rata o de ratón al onceavo día 

de gestación y por medio de disociación mecánica, obtuvieron 

una suspensi6n compuesta por células neuronales y no neurona­

les. Estas Gltimas forman una capa confluente sobre las cuales 

se establecen las diferentes poblaciones neuronales, bajo con­

diciones semejantes al proceso natural de maduración. Las ob­

servaciones morfológicas han demostrado que las células diso­

ciadas tienden a reagruparse y muy pocas permanecen aisladas. 

Unos días después de la evolución del cultivo, muchas clases 

de neuronas centrales morfológicamente diferenciadas pueden ser 

identificadas. La adición del inhibidor citocilarabinosido a 

estos cultivos completamente diferenciados, evita la prolife­

ración activa de las células no neuronales y permite la madu-
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ración de las poblaciones neuronales así como de algunas célu­

las gliales, las cuales cesaron su divisi6n antes de la adici6n 

de este inhibidor de proliferación celular (46). Debido a que 

las células del cerebro tienen diez veces más receptores de in­

sulina que otras células (47), y la molécula de insulina es bio­

químicamente similar a la mayoría de los factores de crecimien­

to conocidos (48,49), los cultivos neurales requieren de gran­

des cantidades de insulina (80 UI/litro) y glucosa (10 g/litro) 

en el medio ya que se ha demostrado que promueven la maduraci6n 

neural. 

La monocapa celular que sirve de sostén a las neuronas 

está formada principalmente por astrocitos, oligodendrocitos y 

fibroblastos. Los hallazgos de Autillo-Tovati y col. (1986) en 

relaci6n al papel que desempeñan las interacciones neuroastro­

gliales durante la maduraci6n "in vitro 11 de neuronas mesence­

fálicas embrionarias, indican que los astrocitos pueden sinte­

tizar factores neurotr6picos que interactuan en forma especí­

fica sobre subpoblaciones neuronales localizadas regionalmente. 

En estos cultivos se encuentran pocos oligodendrocitos y 

se piensa que la adición de citocilarabinosido durante la se­

gunda semana del cultivo previene su crecimiento (50). 

Las células gliales del cerebro de ratas y ratones recién 

nacidos, cultivados sobre una superficie de pl§stico, pueden 

desarrollarse corno poblaciones de células puras. En estos cul-
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tivos las c6lulas neuronales degeneran durante los dos prime­

ros días y algunos oligodendroblastos sobreviven aproximadamen­

te una semana. Por otra parte se ha mostrado que las delgadas 

células de forma poligonal de estos cultivos se multiplican ac­

tivamente y forman una monocapa en un período de 2 semanas (51). 

La caracterizaci6n de estas células en los cultivos se ha hecho 

a nivel de microscopía electrónica (52), y se ha visto que des­

pues de 7-10 días en cultivo, se presentan en estas células po­

cos microfilamentos dispersos aleatoriamente, siendo m§s abun­

dantes después de 25 días. Su organización en haces es similar 

a la observada en astrocitos fibrilares. Esta diferenciaci6n 

morfológica se efectuó en paralelo con el desarrollo bioquímico 

de la proteína glial fibrilar acida (PFGA), un marcador especí­

fico de astrocitos fibrilares (53). Otros marcadores gliales 

específicos, tales como la proteína s-100 y la anhidrasa carbó­

nica, también se han encontrado en estas células (54,55), 

La obtención rutinaria y simplificada de cultivo de célu­

las del,SNC sin perder mucho de su complejidad, permite suma­

nipulación experimental ilimitada en diferentes §reas de las 

neurociencias. Algunos autores han tenido éxito en el cultivo 

de células disociadas de ciertas §reas del cerebro. Hartikka y 

Hefti (1988), con este sistema demostraron que el factor de cre­

cimiento nervioso (NGF) es capaz de afectar la sobrevida y di­

ferenciación en el desarrollo de neuronas colinergicas del sep­

tum, estriado y nucleo basal (56). 
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La relaci6n existente entre el sistema nervioso central y 

el sistema inmune cada vez es rn&s explorada. Fontana y otros 

investigadores (57) , han demostrado que los astrocitos al ser 

estimulados con gama-interferon pueden jugar un papel muy im­

portante como células presentadoras de antígenos, en el contex­

to del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). La utili­

zaci6n de estos principios experimentales en cultivos de as­

trocitos, han servido en el estudio de patologfos neuroló­

gicas como las enfermedades desmielinizantes (58) , en el estu­

dio de algunos virus neurotr6picos; corno el coronavirus JMH, 

en donde se establece la importancia de la relación virus-as­

trocito (59). 

Se sabe que el medio ambiente creado y regulado por célu­

las de tipo glial determina fundamentalmente la habilidad de 

un sistema neural para desarrollarse adecuadamente o regene­

rarse exitosamente. 

Un modo de explotar las interacciones neurona-glia es de­

terminando cu&ndo y cómo se regula la actividad biológica. Los 

estudios realizados por Giulian y su grupo (1985), indican que 

los péptidos producidos en el sistema nervioso ayudan a contro­

lar el crecimiento y diferenciación de las células gliales (60, 

61) , así mismo estos factores pueden influenciar las asocia­

ciones celulares en la maduración de los sistemas neurales. 

El desarrollo del sistema nervioso descansa en las interac-
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cienes complejas entre las células gliales para regular funcio­

nes metab6lica y proveer una organizaci6n estructural. Las for­

mas en que la astroglia, oligodendroglia, microglia, y células 

de Schwann contribuyen al desarrollo del tejido neural permane­

ce aan sin conocerse (62). 
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8. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar técnicas básicas de cultivo de tejidos, así 

como la aplicación de técnicas inmunohistoquímicas como una 

herramienta en la identificación celular "in vitro 11
• 

OBJETIVO PARTICULAR 

Estudiar la interacción del dengue con células del sis­

tema nervioso central de origen murino en cultivos primarios. 
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9. MATERIALES Y METODOS 

Los cultivos primarios de células del sistema nervioso 

central se obtuvieron según la técnica de Sotelo y colaborado­

res (1980) (46). 

9,1, MEDIOS DE CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO 

Los medios de cultivo están constituidos por la formu­

la comercial de medio mínimo esencial modificado por oul­

becco (MMED), adicionado con suero bovino fetal, suero de 

caballo y altas concentraciones de insulina y glucosa, 

preparados para un litro de medio de cultivo, conservados 

y refrigerados a 4°C hasta su utilización. 

En el apéndice 1, se describe la composición de los 

medios de cultivo utilizados, y en el apéndice 2 se enlis­

ta el material, equipo y reactivos utilizados. 

Para llevar a cabo esta t~cnica se requiere un am­

biente en condiciones de esterilidad, ya que los medios 

de cultivo contienen nutrientes que favorecen el creci­

miento de bacterias y hongcs, los cuales atacan y destru­

yen el cultivo, además de que pueden llegar a producir 

toxinas que afectan el crecimiento celular. Por estas ra­

zones es necesario que la manipulaci6n se lleve a cabo en un 

área esteril y que todo el material en el §rea de sembra-
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do, incluyendo el instrumental esten esterilizados. 

Se trabaj6 en una campana de flujo laminar y para 

extremar precauciones, se utiliz6 un mechero Bunsen. 

9.2. PREPARACION DE PLACAS DE CULTIVO 

Se utilizaron placas de 6 pozos para cultivo y su 

preparación consisti6 en colocar un cubreobjetos de vi­

drio estéril en cada uno de los pozos. 

Se hicieron alícuotas de medio de crecimiento y se 

mantuvieron en incubaci6n durante una hora a 37°C con at­

m6sfera húmeda, 7.5% de bióxido de carbono y 92.5% de ai­

re antes de la siembra. 

9.3. MATERIAL BIOLOGICO 

Corno fuente celular se utilizaron embriones de ra­

t6n, obtenidos de hembras al doceavo día de gestaci6n de 

dos diferentes cepas, cepa NIH, (del bioterio de la Uni­

dad del Sistema Nervioso del INNN), así como la cepa Balb/c, 

(obtenidos del bioterio del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas). 

Las cepas del dengue obtenidas del Laboratorio del 

dengue del Instituto de Investigaciones Biomédicas, ere-
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cieron en cerebro de ratón lactante o en cultivos de cé­

lulas de mosquito TRA-284. Posteriormente se.titularon en 

cultivos de células de riñón de mono LLC-MK2, por el en­

sayo en placa, dando los siguientes valores: 

DEN-2 NGC ................. l.75XlOE7 PFU/ml. 

DEN-2 MEX ················· 7.70XlOE9 PFU/ml. 

DEN-2 !NO ················· 7.50XlOE9 PFU/ml. 

DEN-4 H241 ················ 2.50Xl0E9 PFU/ml. 

9.4. DISECCION, DISPERSION Y SIEMBRA 

Las hembras fueron sacrificadas por dislocación cer­

vical y el útero con los embriones se extrajo en condi­

ciones asépticas, las camadas generalmente conten!an de 

a 10 fetos. Los embriones cada uno con aproximadamente 6 

mm. de longitud, se colocaron en una caja de Petri esté­

ril en donde inmediatamente después se les amputó la re­

gión cefálica con tijeras de iridectomía y se les colocó 

en un tubo de centr!fuga de 10 ml. que contenía 5 ml. de 

medio de crecimiento, previamente incubado a 37°C. Para 

obtener una suspensión celular homogenea, el tej!do se 

disoció mecánicamente haciendolo pasar a través de una 

jeringa de 3 ml. con agujas de nGrnero 18 y 19 sucesiva­

mente, la jeringa se llenó y vació de 4 a 5 veces en cada 

cambio de aguja. Esta suspensión celular se llevó a un 

volúmen final del medio de crecimiento a 37ºC (120 ml), y 
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se agregaron 3.0 ml. a cada pozo de las cajas de cultivo 

ya preparadas, se colocaron en la incubadora inmediata­

mente después de la siembra, bajo las mismas condiciones 

de temf~ratura y porcentaje de C02. Para permitir que la 

monocapa celular se estableciera en los cultivos, estos 

se mantuvieron sin cambio de medio durante las primeros 

cinco dias. El camtio se efectuó al sexto día, utilizando 

el medio de mantenimiento núm. 2. En esta etapa, las di­

ferentes poblaciones celulares que componen a estos cul­

tivos primarios ya se encontraban morfológicamente bien 

diferenciados, (fig. 1). El medio nGm. 2 de mantenimien­

to, se dejó durante dos días más, para permitir que las 

células se habituaran al cambio de medio y para obtener 

una completa maduración de la población neuronal. 
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Fig. 1 Cultivo de células del sistema nervioso central de ra­

tón, con sus poblaciones celulares bien diferenciadas. 

40X. Microscopía· de contraste de fases. 
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9.5 INFECCION DE LOS CULTIVOS CON EL VIRUS DEL DENGUE 

La infecci6n con las cuatro cepas del virus del den­

gue, se llev6 a cabo 8 días después de establecidos los 

cultivos, las diluciones de los stocks de virus de cada 

serotipo a lavar fueron: 3:25, 3:50, 3:100, 3:200 y 3:300. 

Los días 2,5,7,9 y 15 post-infecci6n, después de colectar 

los sobrenadantes, se sacaron los cubreobjetos con la rno­

nocapa celular, se lavaron con buffer fosfatos (PBS) pH 

7.4 O.OlM y se fijaron en acetona a -20ºC del a 2 min., 

guardandose en congelaci6n hasta su procesamiento con di­

ferentes t~cnicas inmunohistoqu!micas. Los cultivos con­

trol se mantuvieron bajo las mismas condiciones, pero sin 

el inoculo viral. 

9.6 TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA 

La utilizaci6n de estas técnicas se debe a la alta 

especificidad de la reacci6n antigeno-anticuerpo, que 

permite descubrir antígenos in situ, sin aislarlos de sus' 

componentes circulantes. Coons y Kaplan en 1950, estable­

cieron como procedimiento pr!ctico una técnica que invo­

lucra el uso de fluoresceina para marcaje de anticuerpos, 

sin perjudicar. sgnificativamente su reactividad (63,64,65) • 
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9.7 INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

En los métodos de tenci6n de inmunofluorescencia di­

recta, el fluorocromo se conjuga directamente al anti­

cuerpo primario (66). 

Procedimiento: 

1.- Cubreobjetos con monocapas celulares de cultivos in­

fectados y no infectados, fijados en acetona fría de 

1 a 2 min. 

2.- Hidratar las monocapas celulares con PBS (soluci6n 

reguladora de fosfatos) de 10 a 15 min. 

3. - Remover el PBS con la pipeta o con una gasa absorbente. 

PRECAUCION: NO TOCAR EL TEJIDO NI DEJAR QUE SE SEQUE (*). 

4.- Cubrir cada monocapa con una o dos gotas (aproximada­

mente de 100 a 150 ul) del antisuero conjugado con 

fluoresceina: FICT-Suero humano antivirus del dengue 

1:1000 y mantener los cubreobjetos en crunara humeda 

a temperatura ambiente, durante 30 rnin. 

5.- Remover los cubreobjetos de la crunara humeda y enjua­

gar con PBS el exceso de antisuero de la rnonocapa. 

Continuar lavando las monocapas con m&s PBS, durante 

10 min. 
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6.- Secar el exceso de PBS de los cubreobjetos con una 

gasa absorbente.(*) 

7.- Colocar una gota de elvanol (soluci6n montadora) so­

bre un portaobjetos y colocar el cubreobjetos con la 

monocapa en contacto con el elvanol. Dejar secar. 

e.- Observar la preparaci6n en un microscopio de campo 

obscuro usando filtros apropiados para el marcaje de 

fluoresceina. 

9.8 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 
LOCALIZACION SIMULTANEA DE VARIOS ANTIGENOS 

En los métodos de tinci6n indirecta se emplea un pro­

cedimiento de dos etapas, ésta involucra la aplicaci6n de 

un anticuerpo primario no conjugado, seguido por un anti­

cuerpo conjugado con un fluorocromo derivado de una se­

gunda especie y dirigido contra la fracci6n globular del 

anticuerpo primario. 

Para la localizaci6n de varios antígenos en una sola 

secci6n de tejido, se utiliza la combinaci6n de isotio­

cianato de fluoresceina (FICT) e isotiocianato de tetra­

metil rodamina (TRICT), esta técnica de doble tinci6n de 

inmunofluorescenc~a implica la aplicaci6n secuencial de 

anticuerpos apropiadamente conjugados oon la intervenci6n 

de lavados con buffer de fosfatos. 
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Procedimiento: 

1.- Cubreobjetos con monocapas celulares de cultivos in­

fectados y no infectados, fijados con acetona fria de 

1 a 2 min. 

2.- Hidratar las monocapas celulares con PBS de 10 a 15 mins. 

3.- Remover el PBS con la pipeta pasteur o con una gasa 

absorbente. PRECAUCION: NO TOCAR EL TEJIDO NI DEJAR 

QUE SE SEQUE (*). 

4.- Cubrir cada monocapa con una o dos gotas del antisue­

ro primario diluido: Suero de rat6n antivirus del den­

gue 1:50 y mantener los cubreobjetos en cámara húmeda 

a temperatura ambiente, durante 30 min. 

5.- Remover los cubreobjetos de la cámara húmeda y enjua­

gar con PBS el exceso del antisuero de la monocapa. 

Continuar lavando con PBS, durante 10 min. 

6.- Secar el exceso de PBS de los cubreobjetos con una 

gasa absorbente (*). 

7.- Aplicar una o dos gotas de la diluci6n del anticuerpo 

secundario conjugado con fluoresceina: FICT-Suero de 

conejo antisuero de rat6n 1:50. Incubar los cubreob-
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s.- Remover los cubreobjetos de la cámara húmeda y enjua­

gar con PBS el exceso de antisuero. Continuar lavando 

con PBS, durante 10 min. 

9.- Aplicar una o dos gotas del siguiente antisuero prima­

rio diluido (dirigido contra un antigeno diferente al 

usado en el paso 4) y mantener los cubreobjetos en cá­

mara húmeda a temperatura ambiente, durante 30 min. 

10.- Repetir pasos 5 y 6. 

11.- Aplicar una o dos gotas de la diluci6n del anticuerpo 

secundario conjugado con rodamina (TRICT). Incubar las 

monocapas en una cámara húmeda a temperatura ambiente, 

durante 30 min. 

12.- Repetir pasos 5 y 6. 

13.- Secar el exceso de PBS de los cubreobjetos y colocar 

una gota de elvanol sobre un portaobjetos y colocar el 

cubreobjetos con la monocapa en contacto con el elva­

nol. Dejar secar. 

14.- Observar la preparaci6n usando un microscopio de campo 

obscuro con filtros apropiados para el marcaje de fluo­

resce1na y rodamina. 

• •• 32 



10. RESULTADOS 

10.1. Infección viral de los cultivos 

Para demostrar la replicación del virus del dengue en 

cultivos de células del SNC de ratón, los cultivos se in­

fectaron con diferentes concentraciones de virus cuyos tí­

tulos ya se mencionaron anteriormente. 

En diferentes días post-infección se buscó la presen­

cia del virus en estas células. Las infecciones con DEN-2 

MEX, DEN-2 IND y con DEN-2 NGC mostraron que el virus se 

encuentra ya a las 24 horas en escasas células aumentando 

su número los días 5 y 7 para DEN-2 MEX, y para DEN-2 IND, 

Tabla 3, Gráfica 1, y los días 2 y 5 para DEN-2 NGC, Tabla 

4. Con DEN-4 H 241, se encontraron resultados positivos los 

días 1,2,4 y (datos no mostrados). 

10.2. Tropismo del virus del dengue. 

Para determinar en cual de los tipos celulares se re­

plicó el virus del dengue, se realizó la tinción de doble 

inmunofluorescencia usando anticuerpos obtenidos en ratón 

contra el virus del dengue y anticuerpos de conejo ya sea 

anti PGFA o anti enolasa espec!fica de neuronas. Los resul­

tados demostraron que la localización del virus es en neu­

ronas, alrededor del núcleo con distribución citoplásmica 
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y a lo largo de los axones y dendritas; la morfología de 

las neuronas infectadas correspondi6 preferentemente al ti­

po bipolar (aún cuando no todas las células de esta subpo­

blaci6n se infectan) (Fig. 2), también se observa infecci6n 

de neuronas multipolares pero en menor proporci6n, indican­

do una susceptibilidad variable de la poblaci6n neural a la 

infecci6n. La distribuci6n del virus fué invariable, inde­

pendientemente del serotipo utilizado; Figs. 2,3,4,S. 

En estos cultivos el cien por ciento de las poblacio­

nes de astrocitos (Fig. 6), (aún en cultivos de astrocitos 

80% puros), macr6fagos (Figs. 7A,B,C) y fibroblastos no se 

detect6 el virus por lo que al parecer permanecen sin in­

fectarse. 

Para caracterizar un tipo celular dentro de la línea 

monocito-macrófago, en estos cultivos se llevaron a cabo 

tinciones de esterasa no específica y la prueba funcional 

de fagocitosis positiva, ambas propiedades caractrísticas 

de rnacr6fagos, así corno una tinci6n de PAP (peroxidasa an­

tiperoxidasa), con un anticuerpo monoclonal anti membrana 

de macrófago, (estos ensayos se realizaron una sola vez, 

solo para identificar a este tipo celular). 

Una vez identificado el tipo celular infectado, se 

trat6 de comprobar, si a mayor concentraci6n del in6culo 

viral se infectaban las otras poblaciones celulares, y en-
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centramos que las células infectadas siguieron siendo neu­

ronas multipolares y bipolares, predominando la infecci6n 

en estas últimas, sin haber infección aparente de las de­

m&s poblaciones celulares. 

10.3. Sensibilidad de las cepas de rat6n al virus. 

Con respecto a las dos cepas de rat6n utilizadas para 

este trabajo: NIH y Balb/c, aparentemente las dos son igual­

mente susceptibles al virus del dengue, mostrando el mismo 

patrón de distribuci6n celular para los cuatro diferentes 

serotipos. 
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TABLA 3. INFECCION DE CULTIVOS DEL SNC DE RATON CON 
VIRUS DEL DENGUE-2 MEXICANO E INDONESIA. 

Virusª 
DEN-2 MEX TRAab CRL4c NGmero de neuronas d fluorescentes 

(x10ª) 5 días 7 días 

9.2 51 216 
4.6 60 533 
2.3 a2 2a1 
1.1 100 
o.a 16 9a 
CONTROL 

DEN-2 IND TRA12 CRL4 
(x10ª) 

9.0 2a 114 
4.5 54 457 
2.2 512 
1.1 27 294 
o.a 16 274 
CONTROL 

a) TITULO DEL VIRUS: DEN-2 MEX TRA a CRL4 7.7xlo9 PFU/ml. 
DEN-2 IND TRA 12 CRL4 7.5xlo 9 PFU/ml. 

b) TRAO Cultivo de céulas de mosquito TRA, pase a 
c) CRL4 Células de cerebro de rat6n lactante, pase 4 
d) Las observaciones fueron únicas y la técnica usada de do­

blefluorescencia indirecta. 
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Graf' 1 NEURONAS EN CULTIVO INFECTADAS CON VIRUS 
DEL DENGUE-2 MEXICANO E INDONESIA 
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Graf • l NEURONAS EN CULTIVO INFECTADAS CON VIRUS 
DEL DENGUE-2 MEXICANO E INDONESIA 
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TABLA 4. NEURONAS INFECTADAS CON VIRUS DEL DENGUE-2 NGC. 

Virusª 

DEN-2 NGC NGmero de neuronas fluorescentes 

(xlo 6) días 5 días 

1.2 15 61 

0.6 57 760 
0,3 121 583 

0.2 112 477 

a) Título del virus DEN-2 NGC l. 75xl0 7 PFU/ml. 

b) Promedio de dos cinéticas de infecci6n, con 

tinci6n indirecta de doble fluorocromo. 

b 
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Fig. 2 Cultivo de células del SNC de ratón (cepa NIH), mos­

trando neurona bipolar, 15 días post-infección con vi­

rus DEN-2 NGC, identificada con suero humano anti virus 

del dengue, marcado con fluoresceina. lOOX. 
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Fig. 3 Tinción de dobleinmunofluorescencia indirecta de culti­

tivo de células de cerebro de ratón (cepa NIII), post­

infección con virus del DEN-2 NGC. 

A) Tinción FICT anti virus del DEN-2 NGC. 

B) Tinción TRICT anti enolasa específica de neuronas. 

A y B representan el mismo campo microscópico. lOOX. 
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Fig. 4 Tinci6n de inmunofluoresccncia indirecta de cultivo de 

células del SNC, identificando un acGmulo de neuronas, 

4 días post-infección con el virus del DEN-2 MEX SMP4, 

(ratón cepa Balb/c). 40X. 
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Fig. 5 Tinci6n de inmunofluorescencia indirecta de cultivo de 

células del SNC, identificando un acúmulo de neuronas, 

5 días post-infección con el virus del DEN-2 IND TRA12 

(ratón cepa Balb/c). 40X. 
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Fig. 6 Tinción de dobleinmunofluorescencia indirecta de culti­

vo de células del SNC de ratón (cepa NIH), 5 días post­

infección con virus DEN-2 NGC. 

A) Neurona bipolar (flecha) infectada con virus del den­

gue, identificada con FICT anti virus DEN-2. 

B) Acúmulo de astrocitos identificados con TRicr anti PGFA. 

A y B son fotografías del mismo campo. lOOX. 
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Fig. 7 A) Tinción de esterasa. lOOX. 

Fig. 7 B) Prueba funcional de fagocitosis positiva, al mismo 

tipo de células, aparentemente de la línea monocito­

macr6fago, en cultivo de células del SNC de rat6n, 

las cuales permanecen sin infectarse con DEN-2. lOOX • 
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Fig. 7 C) Tinción con PAP (peroxidasa anti peroxidasal, en cul­

tivo de células del SNC de rat6n, con un anticuerpo 

monoclonal anti membrana de macrófago. 40X. 
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11. DISCUSION 

Las ventajas de emplear cultivos de células en estudios 

de cerebro intacto son mültiples; quiz§ la m§s importante sea 

la de obtener a las neuronas depositadas en un solo plano, con 

todas sus comunicaciones intercelulares desarrolladas en el 

mismo estracto, lo que permite analizar la complicada morfolo­

gía y fisiología en células integras, lo cual no se puede lo­

grar en estudios "in vivo". Por otra parte, el acceso es m&s 

directo y simple a la neurona y ofrece posibilidades ilimita­

das para su estudio en el laboratorio, as! como para reprodu­

cir experimentalmente condiciones patol6gicas, simulando meca­

nismos que participan en enfermedades del sistema nervioso, 

por ejemplo la infección de las células con el virus del den­

gue bajo condiciones controladas. Simultaneamente es posible 

observar la din!rnica funcional del sistema nervioso al anali­

zar las condiciones neurales y la relación de independencia 

que guardan las diferentes estirpes celulares cerebrales. En 

suma el cultivo de células cerebrales nos ofrece la oportuni­

dad de investigar pequeños fragmentos funcionales del sistema 

nervioso separados del organismo intacto (68,69). 

La utilización de las técnicas de doblefluorocrama en los 

cultivos sometidos a la infección, permitieran visualizar la 

presencia del virus del dengue (cuatro seratipos utilizados: 

DEN-2 NGC, DEN-2 MEX, DEN-2 IND y DEN-4 H 241), así como la 

identificación de las diferentes poblaciones celulares que 
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forman el cultivo. Nuestros resultados mostraron que el virus 

se encuentra en la poblaci6n neuronal, preferentemente en neu­

ronas bipolares, la presencia del virus en las células gliales 

fué negativa, dato que contrasta con las observaciones hechas 

por Bhamarapravati (1964) .y Sriurairatna (1973), en donde con 

técnicas de inmunofluorescencia la infección con el virus del 

dengue es detectada en neuronas así como en astrocitos en cor­

tes de cerebro de rat6n lactante (26, 27). Los datos encontrados 

en este estudio son particularmente interesantes, debido a que 

se sabe que los astrocitos son efectivos como células capaces 

de presentar al antigeno, por su ubicuidad y habilidad de fago­

citar, procesar y presentar antígeno viral en el contexto de Ia 

(57,58,59), además por poseer receptores para Fe podrían pre­

sentar el fenómeno de facilitaci6n inmunológica ya demostrado 

con dengue 11 in vivo 11 e "in vitro 11 (36,2,37,10). Por lo tanto 

puede pensarse que al invadir el virus el SNC, éstas poblacio­

nes celulares deben jugar un papel muy importante en la res­

pue~ta inmune, lo sorprendente es que al parecer los astroci­

tos no son susceptibles a la infecci6n por el virus del dengue, 

aunque existe la posiblilidad de una infección latente o que 

el virus sea producido en cantidades tan bajas que no sea de­

tectable. 

Otra poblaci6n celular detectada en estos cultivos por me­

dio de un anticuerpo monoclonal anti membrana de macrófagos, 

tinci6n de esterasas y prueba funcional de fagocitosis positi­

va, fueron los macr6fagos, que permanecieron sin infectarse con 
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el virus del dengue. Un mecanismo irununopatol6gico potencial 

en la facilitaci6n de la replicaci6n viral en éstas células de 

la linea monocito-rnacr6fago, mediada por anticuerpos complemen­

to o recientmente interfer6n (2,11,41,75,76), ha sido demos­

trada "in vivo" e "in vitre" con dengue, pero de la cual aGn 

no hay evidencias de participaci6n en el SNC. 

La comparación de las tinciones de inmunofluorescencia ob­

tenidas con antisueros contra diferentes estirpes celulares de 

los cultivos apoya la idea de que el virus del dengue presenta 

neurotropismo, preferentemente a neuronas bipolares y en menor 

proporci6n a neuronas multipolares, este resultado podr!a co­

rrelacionarse con ciertas neuropatías observadas en estudios 

"in vivo", donde 4 y 5 días post-infecci6n, se observ6 paráli­

sis de las extremidades posteriores en ratones lactantes, ino­

culados intracerebralmente con el virus del dengue (28). 

Ejemplo de algunos estudio realizados con diferentes ti­

pos de virus son: el virus de Theiler, un picornavirus que pue­

de producir parálisis aguda o cr6nica en ratones. Estos virus 

cuando se inoculan v!a intracerebral ocasionan una fase ini­

cial caracterizada por parálisis flácida, necrosis neuronal y 

proliferaci6n de la microglia¡ la fase tardía de la enfermedad 

se caracteriza por parálisis espástica, desmielinizaci6n e in­

fil traci6n mononuclear. Se ha demostrado además, que al infec­

tar cultivos de células del SNC de rat6n, el viru• de Theiler 

causa lisis de oligodendrocitos y neuronas as! como una infec­

ci6n persistente de astrocitos y macr6fagos (70). 
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Otro virus que se ha reportado en astrocitos pero no en 

neuronas es el virus de la Deshidrogenasa l&ctica (LDHV) , el 

cual causa una infecci6n persistente en ratones ese, asociada 

clinicamente con poliencefalitis (71). 

El tropismo específico de un virus en particular por de­

terminado huésped y/o tejido, es un factor importante que in­

terviene en la virulencia. Como consecuencia de los diferentes 

tropismos se producen diferentes patrones de enfermedad. 

Se desconoce el sitio de replicaci6n del virus del dengue 

en las neuronas, es muy probable que además del citoplasma se 

realice en las dendritas en las que se ha reportado se encuen­

tran ademas del R.E.R. (Retículo Endoplasmico Rugoso) todos 

los constituyentes necesarios para la replicaci6n viral (72). 

La replicaci6n viral dentro de las neuronas de los culti­

vos infectados y la liberaci6n posterior y sostenida hasta por 

15 días de virus infectante en los sobrenadantes provee de un 

posible mecanismo de infecci6n por difusion pasiva hacia el 

resto de las poblaciones celulares, de esta manera la concen­

traci6n de virus en los sobrenadantes aün cuando sea baja es 

sostenida por tiempo suficiente para infectar la mayoría de 

las celulas vecinas, dada la cercanía con las infectadas. Pero 

al no ser así, una explicaci6n de la diferente susceptibilidad, 

podr!a ser que la forma de transmisi6n sea de neurona a .neuro­

na por las sinapsis y no a través de receptores específicos . 
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Los cultivos de células del cerebro han sido de gran uti­

lidad en el estudio de algunos virus, por ejemplo, para enten­

der una etapa importante de la patogénesis por Reovirus se ha 

logrado aislar, purificar y caracterizar el receptor celular 

de Reovirus tipo 3 el cual es un receptor beta adrenérgico. 

También se ha demostrado que el tropismo est5 relacionado con 

la interacci6n de estructuras virales con receptores celulares 

específicos y se ha sugerido que es posible que haya diferen­

cias en las interacciones virus-receptor, particularmente en 

aquellas que involucran moléculas neurotransmisoras y una va­

riedad de familias de receptores (73). 

El papel patol6gico de la inflamaci6n en el sistema neu­

ral, el cual es probable que varie con la magnitud de la ex­

presi6n de los ant!genos virales sobre las células neurales 

blanco, o la citotoxicidad mediada por células T (74), anti­

cuerpos, CCDA (Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuer­

pos) mediada por macr6fagos, astrocitos o células de la micro­

glia se desconoce para muchos virus incluyendo el virus del 

dengue, 
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APENDICE l 

MEDIO DE CRECIMIENTO (Sotelo y cols., 1980) (46). 

Medio de Cultivo No. 

Medio Mínimo Escencial Modificado por Dulbecco (MMEMD) 
(Labs. Flow, Virginia) •.•.••.•.•••••.••. ." •.. 80% 

suero Bovino Fetal 
(Labs. SIGMA) • • . • . . . • . . . • • • • . . • • • • • • . • • . . • . . 10% 

Suero de Caballo 
(Labs. "IN VITRO") • • • • • • . . • • . • • . • • . • • • • • • • • • 10% 

Dextrosa (Labs. Pisa) •..••••••.•.•.••••••..• lOg/litro 

Insulina Cristalina de Acci6n R~pida 
(Labs. Lilly) ••.•.•.•••••••••.••.••••••••••• 80 UI 

Bicarbonato de Sodio 
(Labs • Baker) • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • . • • • • l. 5g /litro 

Penicilina 
(Labs. Pisa) ••.••.•••••.••..••••••.•••••.••• 5000 U/ml 

Estreptomicina 
(Labs. Pisa) .••••.•••••••••.•••.••••••..•.•• 5000g/ml 

L-glutamina 
(Labs. Flow, Virginia) ••••.••••••••.••••••.• lOml/litro 

MEDIO DE MANTENIMIENTO 

Medio de Cultivo No. 

Es como el anterior pero sin Suero Bovino Fetal. 

Suero de Caballo inactivado 20% 

Citocilarabinosido 
(Labs. SIGMA) •••.•••••••••.•••.•••••.••.•••• lOmg/litro 
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APENDICE 2 

OPTIMIZACION DE LA DISPERSION DEL TEJIDO FETAL. 

El sistema de dispersi6n utilizado originalmente, consis­

te de una dispersión mecánica, pasando el tejido por una serie 

de agujas hipodérmicas de diametro en orden decreciente (núm. 

18, 19, 20), en este trabajo se omitió la aguja 20, para evitar 

el daño celular excesivo por el estres mecánico, al hacer pasar 

de una aguja a la siguiente en la serie a las células enbriona­

rias, además en estos dos pasos iniciales es dónde se obtienen 

casi todas las células viables del proceso de dispersión por 

agujas, probablemente porque los fragmentos de tejido no dis­

persado ya está demasiado dañado por el proceso como para ren­

dir más células viables. 

Por otra parte, es difícil establecer la proporción exacta 

de cada tipo histológico en éstos cultivos, debido a que éstos 

varían de un cubreobjetos a otro (46), partiendo de esta obser­

vación, y para obtener una suspensi6n celular homogénea, (aun­

que sabemos que se trabaja con células embrionarias aún no bien 

diferenciadas), ésta se llevó a un volúmen final con medio 1 ya 

incubado, este volúmen se determinaba de acuerdo al número de 

placas de 6 pozos y frascos de cultivo a utilizar, llenando con 

3 ml. a cada pozo y 5 ml. para cada frasco de cultivo. 
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APENOICE 3 

EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS. 

EQUIPO: 

Campana de flujo laminar. Labconco Biohazard Cabinet. 

Camara de incubación, con atmósfera húmeda y control de C02. 

Mechero Bunsen. 

Microscopio invertido IM 35 Zeiss, Oberkochen Alemania. Para 
observaciones con luz transmitida y campo obscuro con filtros 
(longitud de onda de excitación 440-490run; emisión 520-560) 
para fluorescencia y (longitud de onda de excitación 546nm; 
emisión 580-600nm). 

MATERIAL: 

Cajas de poliestireno (Falcan New Jersey) de 6 pozos. 

Frascos de poliestireno 25 cm cúbicos (Falcan New Jersey). 
American type culture collections. 

Cubreobjetos de 22x22 mm. y portaobjetos. Corning. México. 

Cajas de Petri estériles. 

Estuche de disección. 

Tubo de centrtfuga de plástico estéril. 

Frascos de vidrio de 400 y 100 ml. estériles, 

Jeringas de plástico estériles de 3 ml. 

Agujas del número 18 y 19. 

Pipetas estériles de 5 y 10 ml. 

Pipeta Pasteur. 

Cámara húmeda (caja de cipsaware y esponja humeda). 
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REACTIVOS: 

Alcohol et!lico. 

Acetona a -20 grados c. 

Buffer PBS (Solución reguladora de fosfatos) pH 7.4 0.01 mM. 

Elvanol (solución montadora para técnicas de inmunohistoquími­
ca, hecha a base de polivinil alcohol, glicerol, agua destila­
da, tis buffer,0.1 M, pH 8.5. 

ANTICUERPOS: 

Suero humano anti virus del dengue conjugado con isotiocianato 
de fluoresceina (FICT), 1:1000. 

Suero de rat6n antivirus del dengue. 1:50. 
Obtenidos por el Q.F,B. José Luis Imbert del Lab. del Dengue 
del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

Suero de conejo anti IgG de rat6n, 1:50, conjugado con FICT. 
SIGMA. 

Suero de conejo anti proteína glial fibrilar ácida (PGFA), 
1:50, obtenida en el Laboratorio de Neuroinmunología del INNN, 
por la Q.B.P. Alejandra Zamora. 

IgG de conejo anti enolasa específica de neuronas. 1:10. 
INCSTAR Corporation. 

IgG de cabra conjugado con isotiocianato de tetrametil radamina 
(TRICT) anti IgG de conejo. SIGMA. 
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