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INTRODUCCION

La necesidad de diagnésticos acertados y répidos en el la-
boratorio virolégico ha propiciado el desarrollo de técnicas --
nuevas con las cuales se obtengan mejores resultados.

Los virus Coxsackie producen varios tipos de padecimien=---
tos, entre los cuales la miocarditis puede resultar mortal en -
nifios pequefios. También son capaces de causar pleurodinia, her-
pangina, meningitis aséptica y hasta cuadros de tipo respirato-
rio.

El diagnéstico por el laboratorio se realiza aislando el -
virus o bien por métodos serolégicos. El aislamiento de virus -
del grupo Coxsackie presenta dificultades por la escasa suscep-
tibilidad de la mayor parte de los cultivos celulares, por lo -
cual debe recurrirse a la inoculacién de ratones recién naci---
dos, los que constituyen el mejor sustrato para la replicacién
de estos virus,

En el ratén recién nacido, el perfodo de incubacién de ca-
da serotipo de virus Coxsackie es relativamente constante, pero
si puede reducirse, entonces el diagnéstico de la enfermedad se
rd mas rdpido. Los padecimientos causados por estos virus en el
ratén recién nacido son caracterfisticos e identificables histo-
I6gicamente.

Una forma de exacerbar la actividad patégena del virus e -
inducir una enfermedad répida en el ratén lactante, y por tanto
un diagnéstico acelerado, es el uso de glucocorticoides, los --
que disminuyen las defensas de los ratones lactantes y de ahi -
que los virus los afecten m&s facilmente.

El objetivo de este trabajo ha sido observar el efecto que

produce el glucocorticoide Flumetasona a nivel histolégico en -



ratones lactantes inoculados con dos tipos de virus Coxsackic:
A3 y Bl' y determinar si1 se acorta el perfodo de incubacién del

virus como consecuencia de tal efecto y es por tanto posible --

acelerar el diagnéstico de la enfermedad.



CAPI TULO |
GENERALIDADES.

Virus Coxsackie.

Los virus Coxsackie, junto con los poliovirus v los virus -
ECHO son enterovirus pertenecientes al grupo de los Picornavi---
rus. Estos son los virus ARN mis pequefios y su cépside posee si-
metrfa icosaédrica, con sesenta unidades estructurales. En el -
cdpside aparecen tres tipos de polipéptidos y otro en su nucleoi
de. ElI ARN viral es un solo filamento con un peso molecular de -
2.6 millones. (1)

Los virus Coxsackie no se inactivan con solventes orgénicos
como el éter, presentan resistencia a antibiéticos y detergen---
tes, pero se destruyen con formaldehido, yodo y cloro. Son resis
tentes en un rango de pH de 4 a 8.5. Calentando a 50°C por trein
ta minutos se destruye la infectividad del virus. La presencia -
de HgCiz IM protege al virus de inactivacién térmica a 50°C por
una hora. Los virus se preservan a-20°C y en 50% de glicerol a
4°C por varios afos, pero pierden alguna infectividad si se lio-
filizan.

Los virus Coxsackie son r&pidamente inactivados con luz ul-
tra violeta. (2)

Algunos virus Coxsackie pueden cultivarse en tejido de ri--
fidn de mono, rinén humano embrionario o de fibroblastos de ori--
gen humano, aunque en general es bastante difficil cultivarlos in
vitro.

Los virus Coxsackie se repiican en el citoplasma de la célu
la huésped y pueden causar la formacién de vacuolas citoplasméati
cas. El efecto citopatogénico en cultivos celulares, cuando se -

logran cultivar, causa redondeamiento y picnosis de las células,



las cuales se vuelven retractiles + se desprenden de la superti-
cie del vidrio.

Los virus Coxsackie se dividen en dos grupos: A y B, segin
sean los efectos que causen en los ratones lactantes.

Los seis serotipos del grupo R comparten un antigeno comin
fijador del complemento, mientras gque algunos de los veinticua--
tro serotipos de A estdn relacionados antigénicamente,

Las reacciones cruzadas ocurren entre los tipos Aq A A\, 7.
£ 0B ’

v Al4' Aﬁ % AIZ Y Als v Alf' (2)
Los tipos AZO' 21y 24, vy FJ, 3, 5, v G aglutinan eritroci-

tos del grupo O a 45°C. (3)

Patogenicidad en el ser humano.

Al igual que otros enterovirus, los virus Coxsackie s¢ mul-
tiplican primero en la faringe y luego en el intestino delgado.
La viremia es la forma de diseminacién del virus a otros teji---
dos, y la inmunidad adquirida frente a estos virus cs tipo- espe
cifica v de larga duracién.

En el hombre, el perfodo de incubacién de las inftecciones -
provocadas por el virus Coxsackie oscila entre dos v nueve dfas,
cada virus de este tipo presenta entidades morbosas practicamen-
te distintas, pero un mismo tipo de viru= pucde producir enferme
dades diferentes y una misma enltermedad o cuadro clinico puede -
ser ocasionada por tipos diferentes de virus Coxsackie.

Los virus Coxsackie ocasionan las siguientes enfermedades -
en el ser humano:

A).- Faringitis vesicula: o herpangina: Consiste en la for-
macién de lesiones vesiculares discretas y mds o menos caracte--
risticas en paladar, dvula, amfgdalas v lengua; el cuadro clini-

co va acompaiado de vémito y dolor abdominal, anorexia, disfagia
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volaringe hperdnica. La enlermedad cura espontancamente v o5 ==
mas trecuente on ninos poguenos; la producen algunos «airus del -
grupo A.

B).- Pleurodinia (mialgia epidémica o entermedad e Forn-—-
holm): Es provocada por algunos virus del grupo R: aparccen -
bre y dolor simultdncamente, con anorcxia, colalea v doloros mus
culares generalizados, sobre todo en misculos del térasx y abdo--
men. La enfermedad es de curso limitado v la recuperacién es se-
gura.

C).- Meningitis aséptica: Este sindrome ¢s provocado por Vi
g ¥ A5

nes son Ficbre, jagqueca, nadsea v dolor abdominal; lucgo aparece

rus Coaxsackie Fl a Fn v A;., A Los primeros sintomas conu
rigidez de nuca o espalda como signo de irritaciédn meningea, uno
o dos dfas después. Aumenta ol ndmero de leucocitos en ligquido -
cetfalorragquideo, con ligera elevaciédn de proteinas. La inleccidn
por virus Coxsackie ﬁg o AO‘ va acompanada frecuentemente por un
exantema maculopapular. Rara vez sc produce pardlisis; sin cembar
go ¢sta se ha presentado posteriormente a la meningitis asépti--
Ta, Pero es pasajera y sin consecucncias,

D).- Miocarditic:la miocarditis es causada por los virus Cox

sackie tipos Rl a B,y por los tipos A, v A Esta cnfermedad -

6 4 13’
causa un alto porcentaje de mortalidad y afecta principalmente a
ninos pequenos; se observa disnca, cianosis y tagquicardia. El vi
rus se localiza en miccardio, endocardio y liquido pericérdico.
Después de la tase aguda de la enfermedad, una porcidén significa
tiva de los pacientes que sobreviven desarrollan mal funciona---
miento cardiaco por el resto de su vida.
E).- Catarros comunes: Se han asociado a los virus AIO' ———
AZ]' R24 y 83.

Las alteraciones patolégicas que producen los virus Coxsa--



ckie en ratones lactantes son caracteristicas y han sido utiliza
das como clave para su clasificacién, asi como para hacer diag--
nésticos de padecimientos humanos. Los hallazgos histopatolégi--
cos son especificos y son los que permiten hacer diagnésticos --

més precisos,

Patogenicidad de los virus Coxsackie A en ratones lactantes

El ratén infectado con virus del grupo A presenta pardlisis
después de un periodo de debilidad muscular, sus extremidades --
son pesadas e inmévi\es y la muerte se presenta en breve, posi--
blemente por la pardlisis de los misculos respiratorios. En rato
nes inoculados intraperitonealmente se ha encontrado herniacién
de la pared abdominal. La inoculacién local en misculo produce -
degeneracién muscular. Los animales que sobreviven mds de una se
mana presentan rayas blanquecinas en sus midsculos. (3)

Histolégicamente se observa degeneracién y destruccién de -
misculo estriado, asi como miositis generalizada en todos los --
misculos, aun los no inoculados. (4) Este proceso se inicia con
pérdida del Iimite de las fibras musculares, degeneracidén hiali-
na, fragmentacién y deformacién, hinchamiento de miofibrillas y
pérdida completa de estructura interna, asi como necrosis y co--
lapso del sarcolema. (3,5)

Aparecen zonas perinucleares densas formadas de nucleopro--
teina. Se observan mioblastos y leucocitos neutréfilos, y poste-
riormente linfocitos, histiocitos y monocitos. Aparece también -
necrosis grasa. (3)

Suele encontrarse miocarditis caracterizada por la infiltra

cién de neutréfilos y posteriormente monocitos. (6,7)



Patogenicidad de los virus Coxsackie B en ratones lactantes.

El ratén inoculado presenta temblores, pardlisis espdstica
y espasticidad. En la diseccién es raro observar signos de necro
sis miscular, pero pueden presentarse cambios en el tejido liso
intercapsular (panfculo adiposo). La degeneracién de los midscu--
los estriados después de la infeccién con virus del tipo B es ca
racteristicamente local y limitada. Histoldgicamente, se encuen-
tran fibras nerviosas musculares periféricas y placas motoras --
mostrando degeneracién nodular.

El cerebro puede aparecer reblandecido, la materia gris cam
bia de color y la blanca pierde su apariencia granulosa fina, de
saparece la |inea usual que separa la materia blanca de la gris,
aparece licuefaccién y desintegracién del &reca isquémica. Micros
cépicamente se observa trabeculacién de vasos rodeados por una -
barrera de glfa. (8,9,10). La lesién cerebral que se presenta en
un 85 % de los ratones inoculados intracerebralmente, pero sélo
en un 25 % de los ratones inoculados intraperitonealmente, se --
inicia con cambios y ruptura de los vasos sanguineos de la corte
za cerebral. La necrosis aparece simultdneamente en muchos focos
y la encefalomalacia se desarrolla répidamente. (7) Se ha obser-
vado degeneracién de las neuronas motoras.

La lesién de la grasa de hibernacién o grasa café, se ini--
cia con una degeneracién celular, con franca necrosis y depésito
de sales de calcio. (8,7)

En el corazén se han encontrado lesiones ocasionadas por 84
y menos frecuentemente por BI' tales como necrosis, degeneracidén
hialina y obstruccién auriculo-ventricular. (10)

La hepatitis producida por el grupo B |lega hasta franca he
morragia hepdtica y gastrointestinal, estas lesiones son en gene

ral de escasa amplitud y consisten en pequefias zonas de degenera



cién y aun necrosis de células parenquimatosas. (11,12)
En el pdncreas se han encontrado &areas focales de necrosis

y hemorragia a través del tejido acinar, la infiltracién neutro-

filica y de linfocitos; aparece nucleo picnético en las células
de los islotes de Langerhans, as{ como algunos linfocitos. (12,
13)

Las lesiones méds (tiles para el diagnéstico son: degenera-
cién de la grasa de hibernacién, encefalomalacia, y en menor --
grado: hepatitis, miocarditis y necrosis de tejido acinar del -

péncreas.

Datos generales de la cepa Coxsackie A

Aislada en el Laboratorio Estatal de A?bany, New York, E.U.
A. en 1948, de heces de un nifio de dos afos que sufrfa de una me
ningitis aséptica. La cepa prototipo (Olson) ha sido pasada por
ratén lactante. El virus Coxsackie A3 presenta reaccidén cruzada

con el suero anti-Coxsackie AS.

Datos generales de la cepa Coxsackie Bl'

Aislada en la Universidad de Yale, New Haven, Conn. E.U.A.,
en 1949, de un caso diagnosticado como poliomielitis no paraliti
ca. La cepa prototipo (Connecticut 5) ha sido pasada por ratén -

lactante. (2,13)

Defensas de los vertebrados hacia las infecciones virales.

De las cinco principales clases de inmunoglobulinas 1gG, --
IgM, IgA, IgD e IgE, se sabe con certeza que las tres primeras -
juegan un papel importante en la patogénesis de las infecciones
virales, y acaso también la IgE.

La Ig6 vy la IgM se encuentran principalmente en la sangre y



fluidos extracelulares; la IgA se encuentra también en secrecio-
nes glandulares y en las superficies mucosas.

Los anticuerpos producidos contra infecciones virales y que
tienen capacidad neutralizante, son los dirigidos contra aque---
llos antigenos que se encuentran en la superficie del virién, y
que estdn asociados principalmente con la absorcién del antfigeno
a la célula.

La reaccién antigeno viral-anticuerpo no es irreversible, -
ya que puede disociarse por elucién o bien con tratamientos ffsi
cos o quimicos, como pH alto o bajo, fluorocarbono o vibraciones
sénicas.

Se cree que los anticuerpos neutralizantes no permiten la -
absorcién de los viriones a las células por obstdculo estérico;
los anticuerpos adheridos por ambos sitios de unién en la super-
ficie del virién, puedendistorsionar la configuracién de la en--
voltura viral y no permitir los procesos normales de adhesién y
desenvolvimiento, o no permitir la entrada de nucleasas o de al-
gunas otras enzimas a la particula viral.

Existen diferencias importantes entre la respuesta de anti-
cuerpos de los animales a la primera exposicidén al antigeno y a
las exposiciones subsecuentes. En general, la introduccién paren
teral de un antfgeno en un animal no tratado previamente, es se-
guida por la fase inductiva, que puede durar de uno a siete dfas
o mas dependiendo de la naturaleza, de la dosis del antfgeno y -
de la especie animal. A esto sigue la produccién de una cantidad
limitada de anticuerpos, principalmente macroglobulinas (IgM). -
Con la reinoculacién del antigeno ocurre una respuesta secunda--
ria que consta de: a) perfodo de induccién m&s corto, declina---
cién mas lenta subsecuente a la sintesis de anticuerpos y b) pro

duccién de grandes cantidades 1gG asi como |gM.
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En infecciones generalizadas se produce |gG en bazo y gan--
glios linf4ticos, durante un perfodo en que la respuesta cambia
de tipo primario a secundario. Existe ademds una gran produccién
de 1gG circulante que continda siendo sintetizada por un tiempo
variable.

Las infecciones superficiales de los aparatos respiratorio
o intestinal pueden producir localmente IgA pero poca 1gG circu-
lante. La IgA es sintetizada en menor grado en bazo y en gan----
glios linf4ticos, y puede pasar en forma de dimero a través de -
células epiteliales de las membranas mucosas a su superficie sé-
lo después de la adquisicién de una “pieza de transporte” (una -
glucoproteina muy distinta de los polipéptidos de las inmunoglo-
bulinas) probablemente en las células epiteliales.

En las infecciones virales generalizadas, las reinfecciones
abortan antes de la produccién de sintomas porque ocurre la res-
puesta anamnésica rédpida durante el perfodo relativamente largo
de la incubacién. La repeticién de infecciones no reconocidas de
sempefa un papel probablemente esencial en el mantenimiento de:—
una inmunidad activa.

En la naturaleza, la inmunidad pasiva se debe a la transfe-
rencia de anticuerpos de la madre a la progenie. La presencia de
lgA en el calostro o en la leche puede ser importante si produce
inmunidad local (intestino) en los animales recién nacidos.

En el hombre las 1gG, son facilmente transportadas a través
de la placenta y proporcionan inmunidad éongénita contra la mayo
ria de las infecciones virales generalizadas, por algunas sema--

nas o meses.
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Resistencia no inmunolégica.

Fagocitosis.

Los macréfagos, principalmente los del sistema reticulo en-

dotelial, y las células fagociticas similares vigilan la linfa,
las cavidades pleural y peritoneal, el aparato respiratorio y el
tejido conjuntivo de todo el cuerpo.

La capacidad protectora de los macréfagos puede actuar en -
la mayorfa de las etapas de la progresién escalonada de las in--
fecciones generalizadas y puede tener, por tanto, gran importan-
cia en la frecuencia y extensién de gran nidmero de dichas infec-
ciones,

Los macréfagos circulantes (monocitos de la sangre), pueden
transportar virus alrrededor del cuerpo; sin embargo, pueden pro
ducir considerables cantidades de interferén y por lo tanto pro-

teger a las células susceptibles de infeccién.

Interferdn.

El interferén es la mds comin y mis importante respuesta no
inmune de las células de los vertebrados a la infeccién viral. -
El interferén inhibe la multiplicacién de los virus, y cuando es
eliminado por las células infectadas, protege de la accién viral
a las células no infectadas. El interferén muestra especificidad
celular pero no viral, actda induciendo la formacién de la pro--
tefna inhibidora de la traduccién del ARNm viral, pero no afecta

el ARNm celular. (1)

Corticosteroides.

La corteza suprarrenal secreta un grupo de hormonas denomina
das corticoesteroides; éstos se dividen en tres tipos principa--

les de hormonas: mineralocorticoides, glucocorticoide y corticoi
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des androgénicos.

Los mineralocorticoides actian sobre los electrolitos de -
los Ifquidos extracelulares, en particular sodio, potasio y clo
ruros. Como ejemplos tenemos: aldosterona y desoxicorticostero-
na. (16)

Los glucocorticoides elevan la concentracién de glucosa en
la sangre y actdan sobre el metabolismo de |fpidos y de protefl-
nas. (15) Como ejemplo de éstos tenemos la cortisona y la hidro
cortisona.

Los corticoides androgénicos, producen efectos similares a
la hormona sexual masculina testosterona. Como e jemplo podemos
citar a la androsterona. (16)

Los corticosteroides son indispensables para el manteni---
miento homeostdsico del organismo y una alteracién de su conte-
nido en el cuerpo produce trastornos que modifican el funciona-
miento regular de éste.

La estructura bésica de estas hormonas es la de la cortisg
na, y la estructura de otros corticosteroides se forma por el -
desplazamiento de hidrégenos e hidroxilos y aumento de radica--

les sobre el nidcleo basico.

/

CH

o
|\

Cortisona
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Los corticosteroides sintéticos producen acciones farmacolé$
gicas semejantes a las de los naturales. Se ha encontrado que =--
ciertas dosis de glucocorticoides tanto sintéticos como natura--
les disminuyen la respuesta inflamatoria normal de los tejidos.
(15, 16, 19)

La potencia antiinflamatoria de los glucocorticoides es muy

variada seglin puede verse:
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Potencia Glucocorticoide

antiinflamatoria

120 Flumetasona
50 Dexametasona
10 9 fluoroprednisolona acetato
1 Hidrocortisona
( 14,20)

Para comprender me_jor la accién antiinflamatoria de estos -
esteroides es conveniente revisar brevemente el proceso inflama-
torio.

El proceso inflamatorio se lleva a cabo a través de tres --
etapas:

1) Escape de gran cantidad de |fquido parecido al plasma, -
que sale de los capilares hacia el &rea lesionada. EIl flujo san-
guineo aumenta por la vasodilatacién de arteriolas, venas y capi
lares; el control del calibre de los vasos se lleva a cabo por -
terminaciones nerviosas sensoriales y por metabolitos celulares
que tienen accién dilatadora. El flujo sanguineo aumenta porque
existe un gradiente de presién al haber vasodilatacién, pero pos
teriormente disminuye porque al salir el plasma la concentracién
aumenta la presién del flujo y lo hace més lento. El plasma estd
formado de exudado y protefinas; el exudado diluye los metaboli--
tos téxicos bacterianos y contiene opsoninas que hacen al mi----
croorganismo susceptible de fagocitosis. La cantidad de glébulos
rojos aumenta y desplaza a los blancos hacia la periferia de los
vasos, donde se adhieren a las paredes y éstas aumentan su per--
meabilidad permitiendo el paso de leucocitos, (6,7)

2) Infiltracién del &rea por leucocitos; los neutrdfilos son
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los primeros en emigrar en masa en infecciones bacterianas, pero
en infecciones virales aparecen monocitos, |linfocitos y algunas
veces histiocitos del tejido conectivo que refuerzan la accién -
de los monocitos.

El movimiento leucocitario ocurre por la existencia de un -
potencial eléctrico, pero principalmente se debe a un gradiente
quimico de concentracién. También una sustancia |lamada leucota-
xina (existente en el exudado) atrae a los leucocitos. Ciertos -
productos de la digestién de células de los tejidos "atraen” leu
cocitos (se ha visto que son adenil derivados del &cido nuclei--
co); las bacterias mismas crean un quimiotropismo de los leucoci
tos, los cuales las fagocitan. (21,24)

3) Crecimiento de tejido fibroso: el aumento de permeabili-
dad vascular hace que escape fibrinégeno del plasma, y la fibri-
na restringe el paso de microorganismos pero permite el paso a -
otros flufdos y cierra las heridas, cicatrizéndolas. (6,15)

El efecto antiinflamatorio de los glucocorticoides consiste
en:

a) Estabilizacién de la membrana de los |isosomas celulares
de macréfagos, evitando asi la destruccién por enzimas (nuclea--
sas, 4cido fosfatasas y beta glucuronidasa ) (22) de los agen--
tes infectantes.,

b) Disminucién de la formacién de bradicina, sustancia vaso
dilatadora muy potente, que se produce en los tejidos inflama---
dos. Esta sustancia es liberada de una alfaglobulina, por la en-
zima proteolftica calicreina; la estabilizacién de |la membrana -
de los lisosomas impide la liberacién de calicreina. (6,23)

d) Deplecién del tejido linfoide, reduccién del peso de ba-
zo y timo, disminucién del tamafio de los ganglios linfdticos y =

ausencia en ellos de. linfocitos. (25)
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d) Inhiben la produccién de interferén inducido por virus
en embrién de pollo y cultivo de tejidos. (26)

e) Disminucién de la produccién de células plasméticas, re-
duccién de la respuesta primaria de 1g6 y ligeramente de IgM. --
(27) Esto se piensa que es a nivel de produccién de anticuerpos
porque cuando se administra suero inmune el efecto del glucocor-
ticoide es nulo. (28)

f) Inhibicién de la sintesis de ADN y ARN, y de la mitosis
celular. (14)

Por su accién antiinflamatoria, los glucocorticoides son --
frecuentemente usados en el tratamiento de artritis reumética, -
en operaciones oculares, en reacciones alérigas de hipersensibi-
lidad o antfgeno-anticuerpo, pero también se ha observado que --
cuando se usan en presencia de un agente infectante se exacerba
la virulencia de éste por la baja de defensas naturales que su--

fre el organismo. (16,14)

Flumetasona.
La Flumetasona posee una potencia 120 veces mayor que la --
hidrocortisona en la produccién de eosinopenia, hiperglicemia y

actividad antiinflamatoria. (17,29)
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CAPITULO 11
MATERIAL

A).- Material Biolégico.

- Ratones lactantes de la cepa C57BL6J de un dfa de naci--
dos; estos ratones fueron proporcionados por el bioterio del -=
Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologfa de la Salud del Ni--
fio, DIF. Los ratones lactantes y sus padres se mantuvieron en -
Sptimas condiciones de limpieza; las jaulas y la viruta eran es
terilizadas y se aseaban cada veinticuatro horas. El bioterio -
tiene un estricto control de temperatura y de flujo de aire. La
alimentacién se componfa de un producto comercial especial pre-
parado ( Purina Chow ).

- Virus Coxsackie A3 y Bl proporcionados por el Laborato--
rio de Virologia del DIF. Las cepas son cepas prototipo obteni-

das de la American Type Culture Collection.

B).- Soluciones y Otros Materiales.

1.- Diluyente para las suspensiones virales: Solucién sali
na balanceada de Hanks adicionada de 2% de mezcla antibiética -
(200 U.l. de penicilina y 200/ug. de estreptomicina por milili=
tro, concentracién final), 0.8 Z de solucién de bicarbonato de
sodio al 7.5 % y 2 % de suero fetal de ternera (como estabiliza
dor de la actividad viral), estéril. .

2.~ Solucién salina balanceada (PBS segidn férmula de Dul--
beco), a pH 7.5 (estéril)

3.- Flumetasona (Syntex) 0.5 mg/ml

4.- Aldmina estéril

5.- Carbonato de Litio al 1%

6.- Formaldehido al 10%
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Eter etilico

8.- Alcohol etfilico al 50, 70, 80, 95, 96 y 100%
.= Alcohol=-benceno al 50%

10.- Alcohol-4cido al 1%

11.- Benceno

12.- Xilol

13.- Hematoxilina de Harris

14.- Eosina'al 0.3%

15.- Parafina

16.- Grenetina

17.- Resina para montar preparaciones histolégicas

18.- Jeringas para insulina de 1 ml (estériles)

19.- Agujas calibre 27, cortas (10 mm) (estériles)

20.- Estuche de diseccién (estéril)

Para evitar contaminaciones de las suspensicnes virales se
utilizé una campana de flujo laminar. El procesamiento de los -

tejidos estudiados se realizé en un aparato automético Histoki-

nette y los cortes en un microtomo ordinario.
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CAPITULO 111
METODOS

Primera parte.- Determinacién del perfodo de incubacién de

los virus Coxsackie A, v B,, en ratén recién nacido.
s | N N

a).- Preparacién del abasto de virus.

A las veinticuatro horas de nacidos se inocularon seis ra-
tones por las vias intracerebral, intraperitoneal y en grasa ca

fé. con virus Coxsackie A y otros seis ratones con el virus -

3!’

Coxsackie Bl; se utilizé una suspensién viral de infectividad -

no conocida, en las siguientes dosis:

0.05 ml por via intraperitoneal
0.02 ml por via intracerebral

0.05 ml por grasa café

A las veinticuatro horas fueron congelados los ratones a -
=20°C, y al dia siguiente se procedié a cosechar el virus, para
readaptar la cepa al ratén lactante y para obtener m&s material
para posteriores inoculaciones. La cosecha del virus se hizo en
la forma siguiente:

Una vez descongelado cada ratén y bajo la campana estéril,
se le hizo una incisién longitudinal desde el cuello hasta la -
sinfisis pubiana; se le separaron las visceras y se descarta---
ron, se retiréd la piel de los miembros y se colectaron éstos --
junto con la masa encefédlica, la cual se extrajo con unas tije-
ras finas. Miembros y masa encefélica se trituraron con 0.5 g.
de alimina estéril en un mortero pequefio, al triturado se agre-

garon pequefias cantidades de solucién salina balanceada,en va==
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rias ocasiones, y se fue pasando el material a un tubo estéril -
de centrfifuga, hasta un volumen total de 5 ml. La suspensién vi-
ral se clarificé por centrifugacién a 2500 r.p.m. durante 10 ---
min. Del sobrenadante claro se prepararon diez alfcuotas en tu--
bos pequernos, las que se |levaron a -20°C.

b).- Determinacién del perfodo de incubacién de los virus.

Debido a que no se conocfa el tltulo de infectividad viral -
fué necesario proceder a realizar algunas inoculaciones prelimi-
nares que permitieran establecer con un minimo de precisién el -
perfodo probable de incubacién de cada suspensién viral y defi=--
nir la dilucién necesaria en dada caso para obtener un perfodo -
de incubacién intermedio, es decir, ni muy corto ni muy largo.

Se consideré que de esa manera serfa mis f&cil detectar una
reduccién en el perfodo de incubacién, si el f&rmaco produce tal
efecto.,

Las diluciones utilizadas fueron de 10_1 a 10_10, inocu |l &ndo
se media camada por dilucién y la otra media camada con solucién
salina balanceada sin virus, como testigos de una posible accién
traumética. La patogenicidad se observé teniendo como par&metros
la pardlisis de miembros y falta de leche en el estémago, asf co
mo la muerte de los ratones inoculados con distintas diluciones
de cada uno de los virus.

Al observar los efectos clinicos producidos por los virus se
noté que el 60 % de los ratones inoculados con Coxsackie B1 en -
dilucién 10“3 presentaban: pardlisis de miembros posteriores y ==
falta de leche en el estémago a los tres dfas de inoculados.

Con el virus Coxsackie AS en dilucién 10~7 se observé paréli
sis fl4cida y estémago sin leche en un 75% del nidmero de ratones

inoculados a los cuatro dfas de haberse aplicado el inéculo.
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Segunda Parte.- Efecto en ratones recién nacidos, de:

7
-3

grupo 1l.- Virus Coxsackie A3 10
grupo 2.- Virus Coxsackie BI 10

grupo 3.- Flumetasona (control)

vk
3

grupo 4.- Flumetasona + Virus Coxsackie A 107

3

grupo 5.- Flumetasona + Virus Coxsackie Bl 107

grupo 6.- Solucién Salina Balanceada (testigos)

La dosis de Flumetasona por gramo de peso para cada animal
fué proporcionada por el Departamento de Farmacologfa de Syntex
S.A., Divisién Agropecuaria y es de 0.00006 mg/g de peso. La --
Flumetasona (diluida 1:300 en solucién salina fisiolégica) se -
inoculé por via intraperitoneal, con jeringa de insulina y agu-
ja calibre 27, estériles, en un volumen de 0.07 ml; este volu--
men contenfa 0.00012 mg del corticosteroide, considerando dos -
gramos como peso promedio por animal. En los grupos control y -
testigo se inocularon volumenes similares por las vias apropia-
das.,

En el caso de los grupos 4 y 5, la suspensién viral diluf-
da fué inoculada 24 horas después de haber sido inoculado el es
teroide.

La inoculacién de controles con Flumetasona es indispensa-
ble para descartar la posibilidad de que el esteroide cause al-
giin efecto que pudiera confundirse con otro producido por el vi
rus; los testigos se inocularon con solucién salina balanceada
para descartar el dafio de tipo traumdtico causado por el inécu-
lo como posible efecto de la Flumetasona. Ademds, se administr_
ron ambas sustancias en ratones de la misma camada para que los
animales estuvieran en condiciones semejantes de alimentacién,

alojamiento, etc.
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De los grupos 1,2,3 y 6 se tomaron muestras a 1,2,3,4,5,6,
7 y 8 dias de inoculados; de los grupos 4 y 5 (y sus correspon-
dientes testigos) las cosechas se realizaron cada 12 horas, de
las 12 a las 92 horas post-inoculacién del virus. En este caso
se tomaron muestras a intervalos mds cortos para saber con exac
titud en qué momento se afectaba el ratén; esta decisién fué to
mada porque a veces se encontraban animales muertos a las vein-
ticuatro horas de haberlos revisado y asi ya no eran adecuados
para estudios histopatolégicos.,

Todas estas muestras se tomaron aleatoriamente de varias -
camadas inoculadas, descartando a los ratones que murieron por
traumatismo.

Las muestras fueron obtenidas en la forma siguiente:

Se toma al ratén y se le coloca en un frasco pequefio tapa-
do y con un algodén empapado de éter, hasta que muera; se abre
el abdomen y el térax pero no se le sacan las visceras; se cor-
ta la cabeza en la regién cervical sin desprenderla completamen
te, y asi abierto se pone en formaldehido al 10 %, por cuatro -
dfas con el objeto de que el fijador de tejidos penetre bien en

los érganos que luego se procesardn histoldgicamente.

Tercera Parte.- Procesamiento de Organos.

Tomadas las muestras y al término del perfodo de fijacién,
con tijeras pequefias se extrajeron los siguientes érganos: cere
bro, pancreas, hfgado, misculo y corazén. Cada uno de estos 6r-

ganos fué procesado de acuerdo al siguiente esquema:
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Solucién Tiempo
Alcohol 80 % 2 horas
Alcohol 95 % 1 hora
Deshidratacién Alcohol 95 % "
Alcohol 70 % N
Alcohol =benceno 50 % o
Benceno 1 hora
Aclaramiento Benceno 4
Benceno "
Parafina 2 horas
Impregnacién
Parafina e

Posteriormente, se toma cada muestra impregnada en parafina
y se introduce en un bafo de parafina lfquida, en un molde con -
su respectiva identificacién y se incluye en un cubo de parafina
Ifquida que posteriormente solidifica y queda listo para cortar-
se en el microtomo. Se toma cada bloque y se corta hasta |legar
al érgano y después se hacen cortes delgados de Q}lde espesor. =
El corte se extiende en un bafio de agua caliente con grenetina,
se coloca en un portaobjetos, se deja escurrir por diez minutos
y luego se procede a desparafinar, hidratar, colorear, deshidra-
tar, aclarar y montar las muestras segin el siguiente esquema:

(30)
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Xilol Xilol Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol
5 min 5 min 100 % 96 % 70 % 50 %
2 min 2 min 2 min 2 min
—desparatinacion— hidratacidn .
Agua Hemato- Agua Alcoholl Agua Carbo-
corrien- xilina Corrien— dcido 19 corrien| pato de
te 5 min te banos te litio
banos
tincién diferenciacién —yvire =
nucleo
Agua Eosina Alcoholl Alcohol lcohol Alcoholl
corrien 5 min 96 % 96 % 100 % 100 %
te 2 min 2 min 2 min 2 min
tincién deshidratacién 4
de cito
plasma

Para montar la laminilla, se

Xilol Xilol limpia sin tocar el tejido,
5 mi 5 mi oo se coloca en éste una gota

min min ‘
Montaje | 4o resina y se cubre con un

cubreob jetos.

Se procede a observar las
laminillas en un microsco-
pio de luz,

—-aclaramiento.—
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CAPITULO v
RESULTADOS

Los perfodos de incubacién obtenidos en base a observacio--
nes clinicas de parédlisis de miembros y flata de leche en el es

témago fueron:
4 dias para Coxsackie A3 dilucién 10-7
3 dfas para Coxsackie Bl dilucién 10
El perfodo de incubacién determinado histolégicamente es -
el perfodo de tiempo, a partir de la inoculacién, en el cual --
aparecen lesiones causadas por el virus en los tejidos, y los -
resultados pueden observarse en los cuadros adjuntos.
En este trabajo se revisaron los siguientes érganos: pdn—--
creas, hfgado, corazén, misculo y cerebro. En hfgado y hueso se
detectaron cambios en la hematopoyesis, y en cerebro cambios en

la gliosis, al inocular el esteroide y luego el virus.

Los criterios utilizados para evaluar semicuantitativamen-

te las diversas alteraciones histolégicas observadas; fueron --

los siguientes:

Hematopoyesis de tejido 6seo:
4+ = hematopoyesis normal

3+ = aprox. 75 % de lo normal
2+ = aprox. 50 % ”

1+ = aprox. 25 % ”
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Infiltracién de mononucleares en ganglio:

4+ =

3+ =
2+
1+

1

Infi

3+ =

2+ =

1+

aprox. 30 monocitos, baséfilos,

(por campo )

aprox.
aprox.

aprox.

22
15
8

linfocitos y blastos

"

ltracién de mononucleares en grasa:

(por campo)

aprox.
aprox.

aprox.

18
12
6

= aprox. 25 monocitos, baséfilos,

linfocitos y blastos

Infiltracién de mononucleares en midsculo:

4+

3+

2+

1+

Gliosis en cerebro:

4+ =

=
2+ =

1+ =

aprox. 25 monocitos, baséfilos,

(por campo)

aprox.
aprox.

aprox.

18
12
6

linfocitos y blastos

L

aprox. 100 # de gliosis normal en un ratén recién

nacido
aprox.
aprox.

aprox.

80 % .
70 %
60 %



27

Necrosis de vasos sangufneos con hemorragia:

4+ =

3+

2+

1+ =

Ruptura de m&s de tres vasos con hemorragia, (por pre-
paracién)

Ruptura de dos vasos con menor hemorragia, (por prepa-
racién)

Ruptura de un vaso con hemorragia, (por preparacién)
Pequefia ruptura de vaso sin hemorragia, (por prepara--

cién)

Necrosis:

4+ =

2+ =

Tres &reas amplias cercanas a vasos rotos con pérdida

de estructura celular, tefiidas de eosina intensamente,
(por preparacién)

Dos &reas menos amp!ias cercanas a vasos rotos con pér
dida de estructura celular, tefiidas de eosina intensa-
mente, (por preparacién)

Un &rea cercana a vasos rotos con pérdida de estructu-
ra tefiida de eosina intensamente, (por preparacién)

Un &rea pequefia cercana a vasos rotos con pérdida de -
estructura celular, tefiida de eosina intensamente, ---

(por preparacién)

Encefalomalacia:

3+ =

2+ =

1+ =

Dos &reas de tejido rarificado sin pérdida completa de
estructura, (pon preparacién)
Un &rea de tejido rarificado sin pérdida completa de -
estructura, (por preparacién)
Pequefia &rea de tejido rarificado sin pérdida completa

de estructura, (por preparacién)



Reblandecimiento y obscurecimiento de tejido (macroscépica

mente):

4+

3+

2+

1+

Area de aprox. 3/4
tencia semisélida,
obscuras

Area de aprox. 2/3
tencia semisélida,
obscuras

Area de aprox. 1/2
tencia semisélida,
obscuras

Area de aprox. 1/3
tencia semisélida,

obscuras

de

en

de

en

de

en

de

en

hemisferio cerebral,

tono amarillento con

hemisferio cerebral,

tono amarillento con

hemisferio cerebral,

tono amarilliento con

hemisferio cerebral,

tono amarillento con

con Consis

regiones -

con consis

regiones -

con consis

regiones -

con consis

regiones -
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Cuadro # 1.

Alteraciones en midsculo

Inéculo:

Flumetasona

Observaciones

dfas después de inéculo

: + 7o indculo
histopatoldégicas 1l 2| 3| 4| 5| 61713
Hematopoyesis en SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
hueso F 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Infiltracién de mononu SSB e
cleares en ganglio F o ae e e mn
Infiltracién de mononu SSB e T
cleares en grasa F = W e o o B
Infiltracién de mononu SSB - - = = = = = -
cleares en mdsculo F S = e gm e em m




Cuadro # 2.

Alteraciones en misculo

Inéculo:

Virus Coxsackie B

1

Observacicnes s dfas después de indculo
histopatolégicas inéculo = —
12 {3 ]als e |7 |8
Hematopoyesis en SSB 4+ 44 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
hhueso VCBI 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Infiltracién de mononu SSB T R R R B e
cleares en ganglio VCB1 = = B o= B B
Infiltracién de mononu SSB e e e e 2 e
cleares en grasa ‘."CB1 - = 24 24 24 3+ 2+ -
Infiltracién de mononu SSB o A R A e el
cleares en misculo VCB1 - - 24 2+ 3+ 3+ 2+ -
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Cuadro # 3.

Alteraciones en misculo

Inéculo: Flumetasona + Virus

Coxsackie Bl
Observaciones . horas después de indéculo

inéculo
histopatolsgicas 12| 24| 36| 48] 6072 [84 |oo
Hematopoyesis en SSE 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

hueso F+VCBl 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+

Infiltracién de mononu SSR T R G .
cleares en ganglio F+VCB1 - 2+ 24+ 3+ 2+ - - -
Infiltracién de mononu SSB R I O = T~
cleares en grasa F+VCB1 - 2+ 24 1+ = - - =
Infiltracién de mononu SSB T T S e e P
cleares en misculo 14 2+ 24+ 24 = = = =

F+VCBI




Cuadro # 4.

Alteraciones en misculo

Inéculo:

Virus Coxsackie A

3

Observaciones

inSctlo

dias después de

: 7 inéculo
histopatolégicas il2l31alsle |7 |8
Hematopoyesis en SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
hueso VCA3 4+ 4+ 4+ A+ 4+ 4+ 4+ 4+
Infiltracién de mononu SSB S A A B e, WF R
cleares en ganglio VCA3 L
Infiltracién de mononu SSB S o B S e S =
cleares en grasa VCA3 - = = 24 24 24 1+ -
Infiltracién de mononu SSB o e e e W
cleares en misculo VCA - 1+ 1+ 2+ 24+ 2+ - -

3




Cuadro # 5.

Alteraciones en misculo

Inéculo: Flumatasona + Virus

Coxsackie A

3

Observaciones : horas después de inécul
histopatolégicas rageuly
E 12 124 136 |48 |60 |72 B4 P6
Hematopoyesis en SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
hueso F+VCA1 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+
Infiltracién de mononu SSB - = = m m e = -
cleares en ganglio F+VCA, - = = e e e - -
Infiltracién de mononu SSB R
cleares en grasa F+VCA1 1+ 2+ 3+ 2+ 1+ - - -
Infiltracién de mononu SSB S T
cleares en misculo F+VCA 1+ 24+ 3+ 2+ 2+ = - -

3




Cuadro #

34

0.

Alteraciones en cerebro

Inéculo: Flumetasona
Observaciones inéculo dfas después de indculo
histopatolégicas 1]213]als51le6l71]8
SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Gliosis
F 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Cerebro reblandecido y SSR D P e e e R
obscuro (macroscépica-
mente ) F - - - - - - =
Necrosis de vasos san- SS8 - - - - - - = "
: F - = = = - = = -
gufneos con hemorragia
SSRB - - - - - = - =
Necrosis
ecrosi 3 o
Pequenos focos de ¢n —— - T T T
; F o om0 e m emp e
cefalomalacia
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Cuadro # 7.

Alteraciones en cerebro

Inéculo: Virus_Coxsackie

B

-

Observaciones ; dfas después de indculo
inéculo
histopatolégicas 112314151617 |8
Gliosis SSE 4+ 4+ A+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
VCB] 4+ 4+ 4+ 44 44 4+ 4+ 4+
Cerebro reblandecido y SSB = = TR
obscuro (macrcscépica~ :
_——— '-JCBI - - = = 24 3+ 3+ 4+
Necrosis de vascs san- SSB - = = = - = = -
guineos con hemorragia VCB1 - = = = 14+ 2+ 2+ 3+
Necrosis SSB B B e W R OB e
VCB1 - = = = 24 24 3+ 3+
Pequenos focos de ence- SSB - = = = = = = -
falomalacia VCB - = = = 1+ 2+ 24 2+

1




Cuadro # 8.

Alteraciones en cerebro

Inéculo: Flumetasona + Virus

Coxsackie ﬁl

SIS A horas después de inéculo
histopatolégicas insedla al5 ) e

122436 as[e0 [72[s4 oo

Gliosis SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

F+\JCB1 44 44 34 2+ 24 2+ 242+

Cerebro reblandecido ¥ SSB = S o moE . B e

;gj:;'j" (macroseépica- "ENCE 2+ 24 3+ 3+ 3+ 4+ 3+ 4+

Necrosis de vasos san- SSB o v o W ey e

guineos con hemorragia F+VCBl - 24 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+

Necrosis SSB = e S = 8B E

F+\.a‘C|R1 - 24 2+ 24 3+ 3+ 4+ 4+

Pequenos focos de ence SSB - im m G e G e

falomalacia F+VCBl 1+ 1+ 24 2+ 2+ 3+ 3+ 3+
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Cuadro # 9

Alteraciones en cerebro

Inéculo: Virus Coxsackie A

.

Observaciones

dias después de inéculo

inéculo
histopatolégicas 1 |2 |3 |4 5 16 I? |8
Gliosis SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
VCA3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Cerebro rablandecido y SSB A MmO R G A Gl
obscuro (macroscépica- - 5
ients) VLAS - 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+
Necrosis de vasos san- SSB S B2 oE = A B A o
guineos con hemorragia VCA3 - 24 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+
Necrosis SSB N
VCA? - 24+ 24 24 2+ 3+ 3+ 3+
Pequefios focos de ence SSB - - = = = = = -
falomalacia VCA T
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Cuadro # 10.

Alteraciones en cerebro

Indculo: Flumetasona + Virus
Coxsackie A1
Observaciones . horas después de indculo
. . inéculo
histopatolégicas 12]24|3bl45|60|?2|84l96
Gliosis SSR 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
F+VCA1 4+ 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 2+
Cerebro reblandecido y SSB s = e e = e =
obscuro (macroscéplca— TIVCA 24 34 3+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
mente ) 3
Necrosis de vasos san- SSB o
gufneos con hemorragia F+VCA? 2+ 3+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 4+
SSRB W e e e s
Nedeoaia F+\rC,l\3 1+ 14 2+ 2+ 3+ 3+ 4+ 4+
Pequefios focos de ence SSB - = = = = = - =
falomalacia F+VCA, - - = = = - = =

3
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Cuadro # 11,

Alteraciones en hfigado

Inéculo: Flumetasona
Observaciones .
; di 3
Wi sEonat] Biicas T ifas después de indcylg
1)21314151617 18
SSRB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Hematopoyesis F £ 4F 0F @ A% A% B B
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Cuadro # 12,

Alteraciones en hfgado

I|néculo:

Virus Coxsackie B

1

Observaciones —_— dias después de inéculo
histopatolégicas SIS =
112]3]4]5]6]7]8
SSR 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 44
Hematopoyesis VCBI AF A+ A% 4F A+ 4+ A+ 44
Cuadro # 13.

Alteraciones en higado

Inédculo:

Flumetasona + Virus

Coxsackie B

1

Observaciones

horas después de inéculd

i . inéculo
histopatoldgicas 12]24 36148 160 [72 |84 |96
SSR 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Hematopoyesis F+VCB 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 2+ 1+

1
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Cuadro # 14.

Alteraciones en hfigado

Inéculo: Virus Coxsackie A

3

Observaciones dias después de indculo

; : inéculo
histopatolégicas 1l213lalslel7 18

SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
VCA 4+ 4+ 4+ 44+ 4+ 4+ 4+ 4+

Hematopoyesis

Cuadro # 15.
Alteraciones en hfgado

Inéculo: Flumetasona + Virus

Coxsackie A

3
Observaciones : horas después de inéculo
histopatolégicas L
12] 24] 36| 48] 60172 ]84] 96
SSB 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
Hematopoyesis F+VCA1 A+ 4+ A+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+
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CAPITULO vV
DISCUSION

La inoculacién de ratones recién nacidos constituye el méto
do de eleccién para el aislamiento de virus Coxsackie a partir -
de muestras clfinicas o de materiales biolégicos que pudicran con
tener algunos de estos virus. Sin embargo, los perfodos de incu-
bacién varflfan considerablemente de un tipo de virus a otro, tan-
to por razones inherentes a la cepa viral (cantidad de particu--
las infectantes en las muestras, patogenicidad y virulencia), co
mo al sustrato bioldgico (tamaiio al nacer, agilidad individual,
susceptibilidad individual). En los ratones recién nacidos estos
factores no son controlables, alin en camadas o lotes colocados -
en condiciones ambientales iguales, porque cada animal es un en-
te sui-generis genéticamente determinado. Es posible reducir la
variabilidad seleccionando en forma aleatoria a los animales tes
tigos y a los animales en prueba, que es como se realizé tal se-
leccién en este trabajo.

Por algunas de las razones ya mencionadas, con frecuencia re
sulta muy diffcil o imposible detectar manifestaciones clfinicas

~de minima severidad y en otros casos la patologla es tan agresi-
va y répida que en el curso de unas cuantas horas el ratén pasa
de un estado de aparente normalidad a la muerte, creéndose incer
tidumbre en cuanto al posible efecto de un agente viral. También
es frecuente que algunos de estos virué se multipliquen con len-
titud en el animal inoculado, con perfodos de incubacién muy va-
riables y hasta con una recuperacién eventual de la sintomatolo-
gfa. En los casos de perfodos de incubacién largos (de 7 a 10 --
dfas) y de mediana duracién (de 4 a 6 dfas), el acortamiento de

tales perfodos podria resultar dtil para acelerar el aislamien--
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to, la identificacién del agente patégeno y el diagnéstico res--
pectivo, de ahi que hayan sido seleccionados los tipos A3 y 81,
en las diluciones IO_7 y 10_3 respectivamente, los lapsos de 12
horas para las observaciones clinicas y la eventual cosecha de -
los animales afectados.

Sé6lo de esta manera fué posible disponer de muestras apro--
piadas para los estudios histopatolégicos.

Clinicamente, los resultados indican una reduccién signifi-
cativa del perfodo de incubacién cuando se administré Flumetaso-
na 24 horas antes de la inoculacién del virus. En promedio, se -~
observaron alteraciones entre las 24 y las 48 horas, aunque en -
algunos casos se produjo la muerte en 24 horas y atn menos (du--
rante la noche).

Histolégicamente, segin puede verse en los cuadros 1 a 15,
fué posible detectar efectos de la actividad viral en forma aidn
mé&s prematura, en algunos casos a las 12 horas post inoculacién
del virus. En los mismos cuadros puede observarse que los distin
tos testigos y controles no mostraron alteraciones, como era de
esperarse.,

En hfgado y hueso se observé una disminucién de células he-
matopoyéticas, y de gliosis en cerebro; al inocular Flumetasona
y virus 24 horas después, fenémeno que no se produjo al inocular
el glucocorticoide solo, de modo que podria pensarse en una ac--
cién sinérgica.

La metodologia histopatolégica utilizada ha permitido detec
tar el fenémeno inflamatorio en forma muy precoz y objetiva, ---
haciendo a un lado la subjetividad y la incertidumbre de las ob-
servaciones clinicas, confiriendo un alto grado de confianza a -
estas pruebas de laboratorio. Presenta, sin embargo, el inconve-

niente de requerir personal especializado en técnicas histolégi~-
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cas y una cantidad considerable de trabajo.

Por lo que toca a los efectos farmacolégicos del glucocorti
coide utilizado, ha quedado claro que inhibe el sistema inmunolé
gico del huésped y de esa manera propicia la rédpida multiplica--
cién de los agentes patégenos inoculados. Es interesante hacer -
hincapié en la utilidad del proceso inflamatorio como indicador
de la actividad viral adn en presencia de un férmaco con una ele

vada actividad antiinflamatoria.
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CONCLUSIONES

1.- En las condiciones del experimento el glucocorticoide -

Flumetasona, disminuye el periodo de incubacién de los virus Cox

sackie A3 y Bl'
2,- El efecto farmacolé8gico de la Flumetasona parece ser la
inhibicién del sistema inmunoldgico del huésped.

3.- En higado y hueso se observs disminucién de células he-
matopoyéticas y de gliosis en cerebro, al inocular juntos ¢l glu
cocorticoide y el virus, lo que hace pensar en una marcada ac---

cién sinérgica.

4.~ La metodologia histopatolégica utilizada permite detec-
tar de manera més objetiva, precoz y segura, el fenémeno inflama
torio; la simple observacién clinica del efecto viral puede dar
lugar a erroreé de interpretacién, y la aparicién de sintomas r¢
quiere mads tiempo que las alteraciones observables microscépica-

mente.

5.~ Se recomienda realizar otros estudios similares con ---
otras cepas de virus Coxsackie y tratar de definir cudl o cuales
alteraciones histopatolégicas pueden ser suficientes para esta--
blecer el diagnéstico de infeccién por estos virus, en menor ---

tiempo que la observacién clinica.
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