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.- INTRODUCCION

1.1.- Generalldades:

La rabia es una enfermedad ampliamente distribuida en el mundo, sélo
aquellos palses con limites naturales tales como Australia, Inglaterra,
Islandia y algunas otras islas han podldo mcntenerse Ilbres de esta
enfermedcd 110.17.42)

El v1rus de Ia rcblc es unlco por su copocnd d. para | |nfector a 1ooos Ios



piimera vacunaciéon con virus atenuado, exirdido de médula
desecada. En 1903 Negri descubre los cuerpos ~de inélusién
mtrocnioplcsmctlcos en células nerviosas de humcno y ‘de ‘animales
mfectados con el virus de la rabia.R)

En 1930 Huyt Yy Jungeblist fueron los primeros en aislar al virus de la r{:ibla o
en ratonesalbinos. En 1960, Kaplan y colaboradores demostraron Iy
presencia. del antigeno rdbico en células de rifidn de hamster,
mediante la técnica de anticuerpos fluorescentes. (2028}

1.2.- Caracteristicas y propledades del virus de la rabla.

1.2.1.- Propledades fisicas.

El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae y al genero
Lyssavirus. (1218

En observaciones al microscopio ‘electrénico, el virus tiene formo de :
bala, es un virus envuelto cuya superflcie esto cublertc de proyecc1ones
Ilamcdos peplomeros, : mide 180 nry 3

deseccmon es estcble en un lnter\}old de bH de 3-1 lb iza;




1.2.2.- Propledades blogquimicas.

Ei virus de la rabia estd constituido por un complejo antigénico de
diferentes estructuras proteicas, tal como la proteina M, que es de
caracteristica no glucosilada, tiene un peso molecular (PM) de 25.3
Kdalton y otra proteina glucosada denominada glicoproteina (Proteina
G) con un PM de 67 Kdalton, siendo la mds Importante de todas. Esta -
proteina sobresale de la superficie externa de la envoltura . viral
formando las proyecciones o espiculas del virion. La Imporfcriciq',de
esta proteina, rodlca en que es la responsoble de Ia mdu ' ;

) celulos huesped ‘que comprenden;cas todc:s Ics Ulas Adé}mdfﬁiféros




y aves, tanto provenientes de cullivos primarios como de las lineas
celulares derivados de éstos. |

La primera etapa del ciclo de rephcacnon vural ocurre con el

reconocimiento del virus por los receptores celulores que se. encuentrcn L

en’la superfucne de la membrana plasmohca aunién del virion' se Ileva :
a cabo por una atraccién electrostahca ent Ics""cargo de las.
proteinas superficiales del - virus y Ias corgos complementonos del
recep?or ce!ulcr especifico. “5'49'5'1 =

1.3.-' Patogenia.

Las vias de entrada en el huesped ofectodo, sonr pnnmpolmente por‘
mordida de un animal robioso, aunque_en ocasiones’ puede airovesor'
membroncs de Ic: mucosa resplratorlc y dlgest o, pero nuncc pcsq Qs




{SNC} en senlido centnpeto a una velocidad de 3mm. por dia. Al llegar
a . cerebro avanza a las glandulas salivales . por. la _inervacién,
conhnuondo or todos Ios nervnos penfencos 12027; BRI

1.4.- Manifestaciones clinicas.

Clinicamente se reportan dos . formas: Vde' presentdclén" de: la
enfermedcxd la furiosa y la mudo.‘Lo robio furiosa’ se reflere alos




esta etapa, se encuentra iritable, nervioso e inquieto; responde
exageradamente a los estimulos visuales y sonoros, observandose:
excitabilidad, fotofobia e hiperestesia. Puede haber alotrefagia y
tendencia a morder objetos fijos y moviles: En la mayoria de los casos
hay dificultad para deglulir y cambios en el ladrido, debido a la
pardlisis de los musculos laringeos y de la deglumon, 4cousc|ndo
sialorrea. (25:33)

viral utlllzada y de la espeme de: cn

1.5.- Diagnéstico.

Debido -a .que: los smtomcs ‘de’la abia son :similares“a. los de o!ros‘j
encefalitis, es necesarlo reallzor'.el dlcgnoshco mediante’ u'ncx iecnlcof '




con fluorocromo 'y dirigidos contra el anﬁgeno (el virus de la rabia }
presente en un corte hlstologlco, se dejan recccuoncr y posteriormente
se observc en el ‘microscopio de luz Ultrawoleta la fluorescencm:l nos
lndlCG la prese ‘

realizard en’ caso de que Ia pruebc de mmunofluorescencm seov'
negativa. : i :

1.6.- Prevencidn.

Actualmente existen vacunos lnocnvadcs y de vnrus actlvo modmcado s

conseguy un: producto mcs mmunogenlco e'lnocuo 'es decw que Iosv
reaccuones odversas que produce secn mlmmc:s (6 7) : :




Las primeras vacunas fueron preparadas con cepas patégenas
atenuadas por sucesivos pases en cerebros de animales. Estas fueron
luego reemplazados por vacunas inactivadas para evitar el riesgo
relacionado con la posible presencia de trazas residuales de virus
patégeno. Para la inmunizacion en animales, se ufilizan cepas
atenuadas.lé7)

Las vacunas inactivadas preparadas en cerebros de animales adultos
son utilizada en algunos paises en vias de desarrollo, fienen una
respuesta inmunolégica débil, lo que implica un gran numero de dosis.
Ademds presentcn un alto grado de toxicidad. Por la presencio de’
elementos neuropcralmcos como la mielina, que prowene deI 1e1|d0‘
nervioso de |os onlmcles en Ios que se cumvo el virus, 167,30 :

osiexposlcmn se uhhzqn las vacunos |ncctlvcdos tipo. fuenzolldo o csr,"
como vccuncs de vnrus culhvodos en celulas dlplondes l““él




En animales se ulilizan como medida de prevencién vacunas con
cepas atenuadas, tales como Acatlan, Roxane y Era.i®! s

1.7.- Caracteristicas del Metiifenidato
1.7.1.- Propledades fisicoquimicas.

El clorhidrato de Metfilfenidato es la sal del Métilféniddto y'ﬁen‘e' las
siguientes propiedades: un punto de fusién de 224 226 °C un pko— 8. 9 s
es soluble en agua, alcohol y cloroformo.t37)

1.7.2.- Farmacodinamia.

El Mefilfenidato es ampliamente’ uﬂhzado ¢ om( férmaco . de’; eleccuon‘ s
para eI trotamlento de nlnos con,hiperc tvd :

a las d cnfetommas en cucxnfo c su meconlsmo de occnon Elevcl;.* )
niveles de dopomlnc y noradrenalina, meos drogcs pueden lnhlblr lcn B
accién de la Monoaminoxidasa.izé : ‘

1.7.3.- Farmacocinética.
La sustancia activa, al clorhidrato, de Mehlfemdato, se obsorbe rop|da y-

casi completamente. La mgestlon ]unio con’ cllmentos ccelerc la:
absorcion, pero no influye sobre Ja cc:nﬂdcld cbsd ;Ido “4)




Los picos de concentracion plasmatica (11 ng/ml), se alcanzan en
promedio a las dos horas de haber administrado 0.30mg. /kg. En la
sangre el Metilfenidato y sus metabolitos se dlstnbuyen en eI plasmo ‘
{57%) y hematies (43%) “ :

El Metilfenidato se ellmlncx del plosma con una vudo medl de/,’déé
horas. EI78-79% de la"dosis administroda se- excrela en Ia bo ‘na del "

1-3% en heces en formc: de metabolitos en el curso de ‘horos Lot .
mayor parfe de la d05|s se excreta con la orina’ en formc/ e GCIdO -2-
fenil-2- plpendllccehco (OCIdO ritalinico).f1347) - ’ :



1.8.- Justificaclén de la investigacin

En el primer semestre de 1991, Lockhart y Cols. reporiaron que un
anestésico disociativo, la Ketamina era capaz de reducir la infectividad:
del virus de la rabiq, sin embargo, a la fecha a pesar de su eficacia a
nivel experimental, el mecanismo de accién de la ketamina no ha
podido explicarse, aunque si se describe su alta especificidad en
cuanto a la replicacién del virus de la rabia.

Por ofro lado, dados esos resultados que se encontraron al. utilizar
ketamina, nos dio las bases para probar el efecto de un estimulante del_
sistema nervioso central, como lo es el Metilfenidato tomondo en

cuenta que tanto la inhibicién como la exaltacién de la. epllchlon

fienen primordial importancia en el control de la: enfermedc Vel o
primer caso la mhlblcwn tiene un grcm valor- potencnol ‘en‘cuanto: ul‘ :
traiamlento de la enfermedod -En eI segundo'caso,

repllcccion 1|ene un grcn vcxlor uhlnarlo en el compo de la: produccnon :
de vccuncs y clnhgen S vlrcles. I :




- OBJETIVOS
2.1- Objetivo general.
Sabiendo que el Mefilfenidato es un estimulante de Slstema Nervaoso-ﬁ,

Central. {SNC) que tiene receptores a nivel neuronal y los receptores del:
virus de la rabia estdn al mismo nivel, se evaluara el efecfo de esie

farmaco sobre la replicacion del virus de ia rablc, icnto “[r_l vlvo" como - -

“In vitro"

2.2- Objefivos particulares.

1. Titular al virus de la rabia en presénci
Metilfenidato, “In_vitro", medlonte la tecnlc
Fluorescentes.

12




.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Virus: En el transcurso del presente trabajo, se utilizaron:

3.1.1 La cepa P.V. (Pasteur virus} adaptada para crecer en la linea
celular BHK21.

3.1.2. La cepa de referencia de desafio CVS 11.

3.1.3. La cepa vacunal Acatidn V319,

3.2.- Celulas se”
culfivada en me
(GIBCO CO) sup
medio tnpioso osfa
monten1m|enio €
precedentemente,

6:la’ inea telulcr} de rmon‘ de homster BHK21A

pero suplementcdo con 2%-de's’t_J'erof,vfeth bovi o.(5°i‘ T

3.3.- Anlmqles En el transcurso del presenfe trcbcjo se utilizaron ratonesy ;
BALB/C recién destetados (21 dias) y ratones adultos de 60 dias de 25-
30 gramos.

3.4- Experimentos “in vitro”.

3.4.1.- Titulacién del virus de la rabla Cepa Pasteur (PV) cultivado en
células BHK 21 a diferentes concentraclones de Metilfenidato.

La titulacién del virus PV adaptado para crecer en la linea continua
BHK21, en ausencia y en presencia de 60 y 120 ug/mi de Metilfenidato
se llevd a cabo mediante el conteo de focos fluorescentes.




De 100 a 200 Unidades Formadoras de Focos fluorescentes (UFF) fueron
inoculados a monoestratos confluentes de células BHK21, cultivadas en
placas de plastico con 24 pozos. Después de un periodo de incubacion
de 60 minutos, el indculo se desechd y se agregd a cada pozo, medio
BHK21 de mantenimiento sin Metilfedinato (controles) o con las
diferentes concentraciones de Metilfedinato a probar (60 y 120 ug/mi}
por separado. Transcurridas 72 horas, los monoestratos fueron fijados
con acetona al 80% y tefiidos con un conjugado fluorescente contra el
virus de'la I'GbICl - El'ndmero de focos fluorescentes obtenidos fueron
contados en” Un mlcroscoplo lnvemdo de luz ultravioleta, Ollmpus :
Modelo T04l (- : : k

El- sobrenodonfe‘de los pozos controles y de los que confenlan Ias
diferentes concentrqcuones de Metilfedinato fueron conservados a -70
%C para su posterior titulacién mediante inoculacién intracerebral {1.C.)
enratones de 21 dias.

3.5- Experimentos “In vivo".

3.5.1.- Titulacion del sobrenadante del virus de la rabla cepa PV,
cullivado en céluias BHK21 a diferentes concentraciones de
Metilfenidato, por inoculacién intracerebral en ratones BALB/C.

La titulacién de los sobrenadantes del virus PV, cullivados en células
BHK 21 se realizd mediante la técnica de Reed y Muench, haciéndose
diluciones logaritmicas base diez inoculando estos en ratones BALB/C
de 21 dias de nacidos por via intracerebral, el volumen de moculacuon
fue de 0.03 ml.B1



3.5.2.- Titulaclén del virus de la rabla, cepa PV, en ratones BALB/C por
Inoculaclén intracerebral, en presencia y en ausencia de almidén y/o
Metllfenidato.

En esta fitulacidn se utilizd almidon en una concentraciéon de 10 mg/mi
en la suspensién viral y posteriormente se hicieron diluciones
logaritmicas base diez. El Metilfedinato se utilizé a una concentracion
de 5mg/ml en la suspensidn viral, de igual forma se hicieron diluciones
Iogoritmiéas base diez, se manejé un control de virus (sin almidén y sin
Metilfenidato) y se procedisé a inocular por via intracerebral.

3.5.3.- Influencla del Metilfenidato en el desatio Intraplantar en ratones
BALB/C adulios con el virus de la rabla, cepa de referencia CVS 11.

Se formaron cuatro grupos de ratones para probar la influencia del
Metilfedinato administrado a diferentes tiempos de la inoculaciéon del
virus rdbico, Para el grupo A, se hicieron diluciones logaritmicas base
diez del virus de referencia, a su vez se prepararon una solucion de
Menlfenldato con_una concentracién de 1mg/ml. Primeramente ‘se’

inoculacié
B, prime'r‘o se’

cdmmlstro por vuqmtroplcntcr 0.03ml de la solucmn de Mehlfenldcto, .

admlnlsrra eI Meﬂlfedmcto de la’misma forma se lleva.un'grupo control' E

al cual se Ie moculc: el-virus, pero 'se; le administra:soldcion sohnc en

R



lugar de Metilfenidato, la inoculacion del virus y la administracion del
farmaco es por via iniroplcntor. - :

En cuanto al grupo C, la variacién del 1|empo entre Io"noculacuon de.l .
virus y Ic qdmmnstracnon del Metilfenidato fue de 24' ; B

Asi mismo en el grupo D, se frabajé con una solo dllU del viru :
el Metilfenidato, formdandose una suspensién‘?' On'v*v{drhbés, la’
concentracién de Metilfenidato que se ulilizé para todos los casos fue
de 1 mg/mi, utilizdndose un volumen de 0.03ml.de inéculo.

3.5.4.- Pruebas de anfigenicidad del virus de la rabla cepa atenvada
Acatldn V319, en presencia y en ausencla de Metiitenidato utllizando
almidén como adyuvante.

3.5.4.1 Construccidn de la curva de referencia para cuantificar
antficuerpos antirdbicos.

Para determinar los. niveles de. anticuerpos: onhrrobucos en suero de .
ratones : mmunlzados con. eI virus- vacunal, cepc Acctlon V319 se
conslruyo uno:curv‘ de’ referenclo"l mc: do’;u

|nmunoen
comercu:tl - : :

cznhcuerpos IgG confra la gllcoprotelnc del vlrus de la rablc Lo Iecturd‘
se recllzc: a 492 nm. BA o , S :




Por interpolacién sobre la curva de los valores de absorbancia
obtenidos en Ios sueros problema se saco el nlvel de antlcuerpos para
estos 13.4) Do : 5 :




posteriormente se le agrega una solucion que contiene o-
fenilendiamina (sustrato), si la reaccidn es positiva se forma el complejo
antigeno anticuerpo antigamaglobulina marcada que al agregar OPD
(sustrato) nos da una coloracién dmbar en caso de que sea positivo,
esta prueba se lee a una longitud de onda de 492 nm.B4



IV.- RESULTADOS

4.1.- Experimentos “In vitro".

La figura No. 1A nos muestra que existe una reduccién de focos
fluorescentes cuando se le adiciona el Metilfenidato al cullivo celular
con el virus; enla figura 1 B, se puede observar que no hay inhibicion de
focos fluorescentes siendo este es nuestro grupo control {con una P<
0.004).

Figura 1A Resultados al cullivar el virus de la rabia cepa Pasteur en células BHK2! en
presencia de Melilfenidalo, realizados por el método Inhibicidn de focos
fluorecenies (P<0.004},




Figura 1B Resuliados al cultivar el virus de |a rabia éépofds‘t'él.‘uyr:en células BHK21 en
ausencia - de: Melilfenidalo, realizados: por ‘la -técnica de . inhibicion : de - focos
fluorecentes (P<0.004): =+ ui i s e e e T i

20



4.2.- Experimentos "In vivo".

4.2.1.- Tiulaclén del virus de la rabla cepa PV en ratones BALB/C
Inoculados por via intracerebral.

En la Tabla No. 1 nos muestra los resultados que se obtuvieron al titular
el virus de la rabia a diferentes concentraciones de Metilfenidato, en
nuestro grupo control en el cual se titula Unicamente al sobrenadante
colectado del cultivo celular inoculado con el virus cepa PV, dandonos
un fitulo DL 50% de 10735/ml,

TABLA No. 1 TITULACION DEL SOBRENADANTE DE V|RUS RABICO CEPA PV
CULTIVADO EN CELULAS BHK-21, CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
METILFENIDATO.

CONCENTRACION DE MF TITULO DL 50% / m.
CONTROL ©0ns
60Ug / ml. 100
120 Ug / ml. : Lo 10388

La fitulaclén se realizé en ratones BALB/C Iacfo es por eI mefodo de reed y
Muench, utilizando, velnie rotones por dllu i

Las diluciones frcbc]c:dcs fueron desde:
MF: Mehlfemdato
PV Vlrus de Ic ia

Enun tercer grupo se mulo el sobrencdonte ‘obtenido del cquvo celulur .
|noculado con ‘el virus. de ' rabia cepa PV “en el cual se hcblc«

21



adicionando Melilfenidato a una concentracion de 120 ‘mcg/ml.
Presentondo una DL 50% de 10333/ml

Como se puede observar eI Mehlfenliodo ‘ofecta la rephcacuon deI 2
virus, cdusando un abatimiento . ene ilo “viral: com se‘puede'
observar en la figura No 2(P<0 00]) :

FIGURA 2 TITULACION DEL SOBRENADANTE DEL’ VIRUS ‘RABIC!
CELULAS BHK21 CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MF

CULTIVADO EN

Esta titulacién se llevo a cabo mediante en método de Reed y Muench empleando
diluciones del virus desde 10! hasta 1019, estos resuliados tienen una P < 0.001
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4.2.2.- Titulacién del virus cepa PV en ratones BALB/C por inoculacion
por via intracerebral en presencia y ausencla de Metlifenidato.

En la Tabla No. 2 observamos los valores obtenidos al hacer una
suspension virus-Metilfenidato, teniendo un grupo control. Para este
grupo se obtiene un titulo con una DL 50% de 107¢7 en el grupo tratado
con Metilfenidato el titulo obtenido en DL 50% es de 105%. Es de notarse

el abatimiento del titulo obtenido en el grupo 1rc:todo con Metilfenidato S

con respecto al control. En la figura® No.’ 3 podemos cprecuc:r’
gradficamente estos resultados {P<0. 001) ‘

TABLA No. 2 RESULTADO OBTENIDOS EN LA TITULACION DEL VIRUS RABICO
CEPA PV EN PRESENCIA DE 5 mg. DE METILFENIDATO

GRUPO TULO DL 50% /mt.
CONIROL 10767
PV + MF . 105

La titulacién se realizd en ratones BALB/C lactantes por el método de Reed y
Muench, ufilizando veinte ratones por dilucion.

Las diluciones trcbqladc:s fueron desde 101 hcs'q 1010
MF: Mehlfenldato e

PV: Virus de Iu rc:b|o cepc Pcsieur v
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FIGURA 3 TITULACION DEL VIRUS RABICO CEPA PV EN PRESENCIA DE 5 mg DE
METILFENIDATO

Qrupo testiga

Esfa titulacién se llevo a cabo mediante el método de Reed y Muench haciendo
diluciones del virus desde 10 hasta 1070 los resultados oblenidos estan dados en
unidades logaritmicas base 10, con una P<0.001.

4.2.3.- Influenclia del metilfenldato en la moralidad de los ratones al
desatiarlos por via Infraplantar con el virus de referencia CVS 11.

En la Tabla No. 3, encontramos los valores obtenidos al administrar 0.03
mg. de Meflilfenidato por via intraplantar en ratones BALB/C e
inmediato desafio con el virus de referencia CVS 11, en esta parte de la
investigacion se 1r0bojé con tres diluciones (10! . 102 109 llevando en
forma paralela un grupo 1eshgo para cada dllUClOr‘l (no se traté con
Mehlfenldoio) De ‘esta: formo obtenemos pcro “la- dilucién 101 en
nuestro grupo iesugo un porcentcje de moriclldod del 'IOO% Y poro el
grupo, lrctcdo con Mehlfe dcto Ic ic ‘obse a'es del 70% En
la dlluc:|on de 102 ' “grur ‘

c:dmmlstro ;
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Metilfenidato, la mortalidad encontrada es del 90% en cambio, en los
grupos tratados fue del 60%. Cuando se trabajé la dilucién 102 dentro
del grupo testigo la mortalidad producida por el virus fue del 55% a
diferencia del grupo tratado en el cual la mortalidad encontrada es del
10%. Estos resultados se observan graficamente en la figura No. 4.

TABLA No. 3 RESULTADO OBTENIDOS EN POR CIENTO DE MORTALIDAD AL
ADMINISTRAR 0.03 mg. DE METILFENIDATO POR VIA INTRAPLANTAR E INMEDIATO
DESAFIO CON EL VIRUS DE LA RABIA CEPA CVS POR LA MISMA VIA DE
INOCULACION

GRUPO DILUCION DEL VIRUS % DE MORTALIDAD
CONIROL 107 100

CVS + MF 107 70
CONTROL 102 90
cvs+me - | 102 . 60 .
CONIROL 103 ¢ 555

ME: Met‘nren'iad’t_’ov.
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FIGURA 4 ADMINISTRACION DE METILFENIDATO (0.03 mg/RATON] POR VIA
INTRAPLANTAR E INMEDIATO DESAFIO CON EL VIRUS CVS POR LA MISMA VIA

S Giupd 1esligo
100 ©CVS + MF

40|

O»O-r»-HA0R WO ¥

Dilucidn

En este experimento se midié la mortalidad causada por el virus del desafio,
manejando tres diluciones diferentes se utilizaron 20 ratones por dilucién-

En lcx Tabla No. 4, podemaos ver los resultados obtenidos al inocular por
via |mroplcntar al virus CVS 11 y-18 horas después la administracion de: -
Mehlfenldcto (0 03 mg) por Io mismo VIG, aqw tamblen se: 1rc1bc1]aron,




TABLA No. 4 RESULTADO OBTENIDOS EN POR CIENTO DE MORTALIDAD AL
DESAFIAR CON VIRUS DE LA RABIA CEPA CVS POR VIA INTRAPLANTAR A
RATONES BALB/C Y ADMINISTRACION DE 0.03 mg. DE METILFENIDATO 18 HORAS
DESPUES POR LA MISMA VIA

GRUPO DILUCION DEL VIRUS % DE MORTALIDAD
CONIROL 104 100
CVS + MF 101 90
CONTROL 107 70

CVS +MF 102 50
CONTROL 103 ' 50
CVS + MF 10° 30 i

pura cada

Se frabajaron diferentes diluciones del virus de la rabia cepc CVS x L
e morfolldcd

dilucién se utilizé un grupo control o testigo,. compcrandose el %
causado por el virus en presencia'y. ausenclo de mefllfenld ato.”

Se utilizaron veinte ratones BALB/C por grupo' !

CVs: Cepa estandarizadd de descflo o
MF: Mefilfenidato '
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FIGURA 5 DESAFIO CON EL VIRUS CVS POR VIA INTRAPLANTAR Y
ADMINISTRACION DEL METILFENIDATO {0.03 mg/RATON) 18 HORAS DESPUES
POR LA MISMA VIA, : e o

© Grupo testigo
QCVBIZMF

@rO-r»<30F mo x

10 Ditucian

En este experimento se midié la mortalidad causada por el virus de desafio
manejando fres diluciones diferentes, se ufilizardn veinte ralones por grupo.

En la Tabla No. 5 se observan los resultados obtenidos al desafiar }clon eyl,:;, :
virus de la rabia cepa CVS 11 por via infraplantar a ratones BALB/C; yllu :
administraciéon del Metllfenldoto 24 horas después. Aqui se trobc]o o :
una . dilucién Ilevondo un grupo fesﬂgo ‘La: moit 'hdod
enconlrddd po'r el gr_ pd esﬂgo es del 85% y para el grupo ratado. .- -
con Meﬂlfenidcto?es del 80%. Lo figura No 6 observcnmos grcflc ’mente '

estos resultcldos i o S :
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TABLA No.5 RESULTADO OBTENIDOS EN POR CIENTO DE MORTALIDAD AL
DESAFIAR CON VIRUS DE LA RABIA CEPA CVS POR VIA INTRAPLANTAR A
RAfQNES BALB/C‘Y ADMINISTRACION DE.0.03 mg. DE METILFENIDATO 24 HORAS
DESPUES POR LA MISMA VIA

GRUPO % DE MORTALIDAD
“CONIROL 85
"CVS + MF 80

-Se tydBdlé”c una dilucion i del virus de la rabia (10?) ulilizando veinte ratones

CVVS:VV,.C‘e"p‘c:{ _estan
MF: Melilfenidato

CON CVS 11 POR VIA INTRAPLANTAR Y ADMINISTRA-
O, {0.03 mg/RATON) 24 HORAS DESPUES POR LA MISMA

CION DE METILFENI
CVIA

O Grues ashpa
acvsinemr

©r»0-rs>+20Kk ag #

)

En este experimento se midid la moralidad causada por el virus de desafio
manejando inccmente una dilucién. Se utilizaron veinte ratones por grupo.
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En la Tabla No. 6 vemos los resultados obtenidos al inocular el virus
cepa CVS 11 por via intraplantar a ratones BALB/C con administracién
simultanea del Metilfenidato por la misma via, se hizo una suspension
virus-farmaco, y el volumen de inoculacién fue 0.03 ml, al igual que en
el experimento anferior, se frabajo con una dilucién fia (102). El
porcentaje de mortalidad para el grupo control fue de 26, 08% y para ¢ e'
grupo tratado con Mefilfenidato fue de 869% Esfos resuhados se :
observan graficamente en la figura No. 7. S

TABLA No.§ RESULTADO OBTENIDOSA':EN;’.PO
DESAFIAR CON VIRUS. DE LA RABI L C

/S PO ,_VIAblNTRAPLANTAR A
ILFENIDATO EN

. % DE MORTALIDAD

26.08

' 8.69

Se fl’GbG]O con una dilucién fl]Cl del wrus de la rabia (102} se suspendlo en el mismo
medio del vnrus en Mehlfenldclo

Utilizando velnte ciones por grupo

Cvs: Cepc: eslondc:rlzcda de desqllo
MEF: Mehlfenldolo :
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FIGURA No. 7 DESAFIO CON CVS 11 Y ADMINISTRANDOSE
METILFENIDATO (0.03 mg/RATON) EN FORMA SIMULTANEA POR VIA
INTRAPLANTAR

30"

25-

8 Grupo lestigo

20 @CVS 11 ¢ MF

OPD-=>~20E mO ¥

En este experimento se midio la morlalidad causada por el virus de desafio
manejando Unicamente una dilucién. se ulilizaron veinte ratones por grupo.

4.2.4.- Antigenicidad de la cepa Acafldn V319, en presencia y en
ausencla de Metilfenidato, utllizando almidén como adyuvante.

En la tabla No.7 nos muestra los valores obtenidos trabajar un suero de
referencia con 10 Uiea/ml que se empled para construir la curva de
referencia , y poder titular los sueros problemas. por interpolacion de las
absorbancias obienidas en los sueros problemas. )

Car



TABLA No.7: VALORES DE LA CURVA DE REFERENCIA PARA LA TITULACION DE
ANTICUERPOS ANTIRABICOS EN RATONES BALB/C INMUNIZADOS CON LA CEPA
ATENUADA ACATLAN V319.

UNIDADES EQUIVALENTES/ml. ABS (492 nm: )
0.15 0.072
0.30 0.133
0.60 ‘ ST 0256
125 ‘ . ' 0512
25 e e " 0.8967 7
1587
2.432

Paro consir curvade. referencla se ulilizd un suero esiandonzc:do con’10.ueg/m
de cnﬁcuerpos cnﬁroblcos esto se realizd mediante el método de ELISA, ullllzondo
un equipo comermol de Dtcgnoshc Pasteur “Platelia Rabia”. La cbsorbcncm se’ lee a L
una Iong| d d
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FIGURA No. 8 CURVA DE REFE'RENCIAKI.’ARA PARA LA DETERMINACION DE
ANTICUERPOS ANTIGLICOPROTEINA" DEL:-VIRUS . DE LA RABIA CEPA ACATLAN L
V319, UTLIZADO PARA LA INMUNIZACION DE LOS RATONES I R

25

051

Se lomo un, suero estcn
referencia’ se. reohzo po
marca - comerct
cbsorbcnclas St
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como adyuvante, en la figura nimero 9 se pueden observar estos
resultados graficamente.

TABLA No.8 MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN Ueq/ml. DE SUERO EN RATONES INMUNIZADOS CON EL VIRUS VACUNAL
ATENUADO DE LA RABIA Y METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO ADYUVANTE

GRUPO x DESV. ESTANDAR
CONTROL 8.36 126
VIRUS + ALM 9.9 1.21
VIRUS + ALM + MF - *; 9.85 0.42

Estos resultados se’ obtuweron medlante la técnica de ELISA equipo comerclql S ]
"Platelia Rcbla" pA a cado grupo se uhhzo un mlnimo de velnie rolones BALB/C L

VIRUS: Cequ dc Acotlcn V3I9
ALM: Almldon
MF: Mehlfenidcﬂo
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FIGURA No. 9 UNIDADES EQUIVALENTES /ml DE SUERO EN RATONES
INMUNIZADOS CONTRA LA RABIA CON' EL VIRUS ACATLAN V3l9 MAS
METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO ADYUVANTE

121

VAl

es: esicndor de Ios

En eslc graflcc se pueden observur lds medlas y des
: tones por grupo oo




anticuerpos con una media de 9.21 y una desviacion estandar de 0.59;
a un tercer grupo que se traté con Metilfenidato y el virus se obtuvo un
titulo con una media de 6.35 y una desviacién estandar de 1.25. Como
podemos observar el titulo mas alto corresponde al grupo al cual se le
inoculd el virus y almiddn (utilizade como adyuvante), y el titulo mas
bajo se obluvo en el grupo al cual se le inoculé el virus Metilfenidato.
De aqui podemos inducir que el Metilfenidato octia sobre Ila
replicacion del virus afectandolo en alguna etapa de su replicacion, en
la figura nimero 10 se observan graficamente estos resultados.

TABLA No.9 MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS RESULTADOS OETENIDOS
EN Ueq/ml. DE SUERO EN RATONES INMUNIZADOS CON EL VIRUS VACUNAL
ATENUADO DE LA RABIA Y METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO ADYUVANTE

GRUPO x DESV. ESTANDAR
VIRUS + ALM 9.58 0.64
VIRUS + ALM + MF 9.21 0.59
VIRUS + MF 6.35 1.25

Estos resultados se obiuvleron medlqnte la tecmco de ELISA equipo comercml
“Platetia Robla" para cado grupo se ulilizé un mlnimo de velnte rclones BALB/C

VIRUS: Cepa Vacunal Alenuada’ Acatldn V3l9 ‘

MF: Mehlfem ato.’

a6



FIGURA No. 10 UNIDADES EQUIVALENTES /ml DE SUERC. EN' RATONES
INMUNIZADOS CONTRA ‘LA. RABIA CON EL VIRUS ACATLAN V319" MAS
METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO ADYUVANTE o :

Usqimi 5+
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dando una media de 2.32 y una desviacidon estdndar de 1.84. Todos
estos resultados son en unidades equivalentes por mililitro de suero, en
la figura numero 11 se observa groﬁcomenie estos resulta os - ;

TABLA No.J0 .~ MEDIA'Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS - RESULTADOS
OBTENIDOS EN Ueq/ml. DE SUERO EN RATONES INMUNIZADOS CON EL VIRUS
VACUNAL ATENUADO DE LA RABIA Y METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO
ADYUVANTE

GRUPO x DESV. ESTANDAR
CONTROL 426 0.67
VIRUS + ALM 7.15 1.27
VIRUS + ALM + MF 7.26 0.67
VIRUS + MF 232 , 1.84 .

Eslos resullcdos se obluweron medlcn!e la fecnlcc de ELISA se: uhllzo un equupo* 2y
comercial: de’ Dlagnoshc Pasteur Platelia: Robiaﬁpcrc cada’ grupovse uhhzo un
mlnlmo de vemfe rctones 8ALB/C : SR

VIRUS: Cepc Vccunc! Atenucdc Acaflcn V319 -
ALM: Almidién ; :
MF: MeIllfenldoto

.38,



fIGURA No. 11 ' UNIDADES EQUIVALENTES /ml DE SUERO EN RATONES
INMUNIZADOS CONTRA LA RABIA° CON- EL . VIRUS ACATLAN V319 MAS
METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO ADYUVANTE.

Ueg/'ml

Esla gruhco nos: mue ]
Irobc]odos en: eslo seri
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TABLA No.11 MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN Ueq/ml. DE SUERO EN RATONES INMUNIZADOS CON EL VIRUS VACUNAL
ATENUADO  DE LA ‘RABIA 'Y METILFENIDATO Y/O ALMIDON COMO
ADYUVANTE,EMPEANDO DOS VIAS DE ADMINISTRACION PARA EL FARMACO.

GRUPO X DESV. ESTANDAR
CONTROL 4.83 1.53
VIRUS + MF 2,63 1.28
VIRUS (IP} + MF (IM) ] - 4.5 1.89

Eslos resultados se obiuvleroh mediante la técnica de ELISA equipo comercial
"Plateho Roblc" para cada grupo se ulilizé un minimo de veinte ratones BALB/C.

En este experlmento se' ulilizd una via de administracién del Metilfenidato {I.M.)
diferente ‘a'la-de inoculacién del virus (1.P.). esto fue con el objehvo de probar el
efec!o snsiemuco del formcco sobre eI virus,

testlgo y no ha uno‘dlferencm"esic stlcc con el grupo cl,cuql se Ie

A0 -



administré el Metilfenidato por via inframuscular. El fitulo mds bajo se

obtuvo en el grupo al cual se le inoculd el virus y el Metilfenidato porla-

misma via (I.P), los resultados anteriormente descritos se pueden_
observar gréficamente en la figura nimero 12.

FIGURA No.12 UNIDADES EQUIVALENTES POR MILILITRO . DE SUERO EN- -
RATONES INMUNIZADOS CON EL VIRUS ACATLAN . V319 * MAS
METILFENIDATO ADMINISTRADO POR VIA INTRAPERITONEAL POR VIA
INTRAMUSCULAR :

s e

Esta grafica nos mues'rc: Iqs me cs Y esvocones.es an ur~.de los grupos, :

trabajados, para esta .serie se emplecron Ires Qrupos:: Y. ‘seles odmlnlsfro el v

metilfenidato por dos vias dlferentes Eslos resultc:dos ﬂenen una P<0 1.
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V.-DISCUSION

Siempre ha sido de gran importancia el conocer mas acerca del
comportamiento de los diferentes microorganismos y virus patdgenos
que afectan al hombre. En este caso, se estudié el comportamiento
del virus de la rabia frente al Mefilfenidato, que es un farmaco
estimulante del sistema nervioso central.

La importancia del estudio, en este caso, es que el virus de la rabia
causa casi el 100% de mortalidad en hombres y animales supenores
una vez que hcxn SIdO |nfeciodos por el wrus y comenzodo fas -

ya que si el farmaco. ofecfc (ant
replicacion del virus de larc Iri
tratamiento’ Icrgo éon ‘

titulos ad_ecuqdos por

dismmucion de focos ﬂuoresc ‘1es al |ncrememcrse Ic concenlruclon '

del Mehlfenlduto en el med|o de culh celular (flguras 1Ay iB). -
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En la titulacién de los sobrenadantes del medio de cultivo celular
inoculados con el virus realizado en ratones BALB/C por inoculacién
intracerebral, nos muestra que el grupo tratado con el sobrenadante
del cultivo control, esto es, sin Metilfenidato cuando se determina su DL
50% es de 1073 /ml. el sobrenadante del virus cultivado con 60 ug/ml.
de Metilfenidato nos muestra una disminucion de mas de tres unidades
logaritmicas ya que se obtiene un titulo en su DL 50% de 104 /ml. en el .-
grupo donde se utiliza el virus cultivado con una concentracion de 120
ug/ml. de Metilfenidato nos da un titulo DL 50% de 10388 (ﬁgura "2).'

|nh|b|clon de focos fluoresc
enlre el fcrmc:co y el V|rus p




Esto es debido a que el farmaco a las concentmciones trabajadas._ no :
producen toxicidad sobre las células y ot no. verse. cfeciados estcxs al .
Unico que pedria verse afectado es el virus, R

Posfenormenie al desahcr alos rciones BALB/C

También al inocu
comparondol

medida que pasa el hempo entre lnoculacmn del.virus ”cudminivsvtro'cilén .
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del farmaco el contacto entre ambos es menor y por consigulente el
virus se verd menos afectado.

De acuerdo a los resultados anteriores podemos decir que” el
Metfiifenidato posiblemente actia directamente sobre el virus, ya que’
en los grupos en los cuales el fliempo de inoculacién del virus y"/ilo;‘,
administracion de Metilfenidato es mayor, la diferencia en cuanto ala ™.
mortalidad es menor: pero cuando el tiempo entre la lnoculccion delj ’
virus y la administracién de Metilfenidato es menor, la dlferencia que
existe en la mortalidad de ambos grupos es mayor. B :

Se puede observar que cuando hay un mayor confccto entre eI wrus' y h
el Melilfenidato, la mortalidad disminuye y a medida que pCISCI mas ;
tiempo entre la inoculacién del virus y la administracion deI formuco Iu
posibilidad para que se de este contccio, disminuye. -




le inocula el virus. De la misma forma al inocular el virus en presencia
de almidén y metilfenidato se observa que los niveles de anticuerpos
producidos es semejante a los producidos cuando se inocula el virus en
presencla de aimidén, se podria pensar que el almidén protege al virus
del efecto del Metilfenidato o bien, al provocar una migracién de

macrofagos que son  células presentadoras de antigeno -y -

encontrandose en mayor proporcién de la normal existe un aumento

en la presentacion del antigeno, lo que nos da como resultado‘ ’Und o

induccién en la produccion de anticuerpos. Cuando se mocula el virGs
en presencia del Metilfenidato se observa una dnsmmucion enulos'l»l

Esios feSU“CldOS
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inclina a pensar que el Mefiffenidato afecta dlrectamenie a la
glicoproteina., k e

Por comentcnos personales {Dr. Eliseo Mendoza) se ha podldo ver q

‘se ircic a un nvuelio con una anfetamina el virus: plerde' U

envollura pamendo de que el Melilfenidato flene un mecanlsmo[.f

bioqunmlco seme te al de las anfetaminas, no es dmcﬂ pen or e quef""

el Metllfenldot provoque un desnudamiento del virus.

a7



VI.-CONCLUSIONES

1. Al concluir este esiudio se evalud el efecto del Metilfenidato sobre la
replicacion del virus de la rabic, de diferentes cepas, por diferentes
" técnicas de acuerdo a lo propuesto al inicio del presente trabagjo.

2.Se observa que al hacer los estudio “In vitro” de la replicacién del
virus de la rabia, existe una disminucion en la formacion de focos
fluorescentes hasta de 180 unidades formadoras de focos
fluorescentes, lo que nos indica que el virus ve afectada st,f.
replicacion cuando se pone en presencia de Metilfenidato. o

3.- "in_vivo" se observa que el virus de afecta por la’ presencl
metilfenidato, dando titulos mds bajos que Ios coniroles

_ rephcac:on esio con uncn P< 0 ]
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