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RESOMEN 

Hemos investigado el tropismo del virus del dengue en 

ratones Balb/c reciér1 nacidos as! como ta1nbiér1 su virulencia • Las 

cepas uti 1 i..?:adas para este estudio fueror1 Denguit:! 2 Nueva Guinea C 

(NGC> • Dengue 2 Mexicana <MEX> Dengue 2 Xndonesia < INl>l y 

Dengue 4 H-241 

La determinación de las LD
50 

para las 4 cepas por via 

intracerebral fué de 10-7 ·~9 10-d. Bd y 

mientras que por via intraperitoneal fué de 10-0 ·º 
y r~spect..ivament..e ·No se observarot1 

diferencias en los valores en si • pero al comparar la disrninuciór1 

de las tasas de mortalidad respecto al t.iernpo • se notó las 

cepas consideradas prototipc• Dit:!ngue 2 <NG.C> y Dengue 4 !H241 ) 

aparentemente · se hat·1 vuelto má.s neurovirt.~lent.as que 

neurot.rópicas. lo cual es contrario d lo oLs.E:!rvado con las C.E:!pas. 

silVE:!stres. Dengue 2 <MEX> y D~ngue 2 <IND ) 

Al inocular a ratones recién nacidos por via intraper i tot"leal 

con cada una de las 4 cepas para determinar su tropismo • se 

detectó virus capaz de infectar c9lulas de mc..squito con Dengue 2 

(NGC> en bazo • músculo • cerebro y médula espinal los di.as 3 • 9 

y 12 con Der1gue 2 <MEX> en cerebro y médula espinal los dias 9 

y 12 con Dengue 2 CIND> en bazo • músculo cerebro y 1nédula 

espinal el dia 12 con Dengue 4 H-241 en músculo cerebro y 

médula "espir1al el dia 12 • No se detectó "irus con ninguna de 

las. cepas er1 higado • rif'íor1 .. pulmón • corazón y timo • 



En otro lote de rat.cines rec.iét·1 nacidos ir1oc:ulados por vic. 

intraperitoneal con Dengue 2 NGC estudios de inmunohistoquimica 

demostraron el ant.igeno viral en bazc• • músculo • médula espinal 

• cerebro y ademas en h!gado • rif'ion • pulm6h coraz.6r1 Y timo 

El antígeno viral de Der19ue 2 NGC se demostró exclusivamente er1 

neuronas del sistema nervioso cent.rol y abarcó Areas corno corte.za 

bulbos olfatorios , hipoc.ampo • plexos coroides • tallo cerebral 

cerebelo células de Purkinje y médula eSpinal .se 

observó ademas una proliferación de células gliales las cuales 

por tinciones de doble fluorocromo no 1nostraron 1narca viral .-

sugiriendo que no hay in_fec:ci6n 

Adema~ ~e investigó el Lropi~mo de la~ 4 cepa~ de viru~ en 

cultivos de células del cerebro de ratón • tratar1do de er1tender 

algunos· aspectos. de la patogénesis de esta enfermedit.d Se 

real izaron tambiét-. cinéticas dé infecci6r1 con las cuatro cepas de: 

virus y se infectaron cultivos puros de a~trocitos. 

anticuerpos especificas come• 1narcadot·es 

identificar a las células en cultivo asi como al 

demost.r6 que le.~ 4 cepas it-.fect.C1r1 y de~t...ruye:n neurona~ y no 

hacen con el re~t...o de la-:. poblac:.ione-:. c~lular~~ que ~e ~ncuent.rat"l 

ero el cult.ivo corno rnacr6fa90::; fibroblast.os 

gliales a::;t.t·oci t.os las cuales se ha repo_rtado son 

infect.ada-:. "in vivo" 

' J 



Lo"' resul l.i:tdos que mo5:1.t..ri:f.rc.in la in'fec..c.ion· de neuroni:I!:.. 

bipolares y multipolares " ir1 vit.rc• " confir1nat'l los estudios " ir1 

vivo " pues demuestran ~ue las CÁlulas blar1i=o de la infección por 

el virus del dengue sot1 las nel,ronas Lo 

cot·1 el da~o difuso cc.t·acteristico de este 

su fc•rtna. encefalitica .. 

anterior 

tipo de 

correlaciona 

infección en 



AE<STRACT 

virus ir1 newborn lJ¡slb/c.. rni.c.E::! i•·•e !:>.1...rc..it1~ U~E::!d fot 

Dt::!n-:flhi! 2 

intracerebral ly was establ ish~U c:S:O 10-7
• SI> 

10-•· 0 
;: 'for t..•-.e int..raf.'erit.oneiil 

Th~t·e 

no observó.ble di f"f'erer1c.es f"ound • 
comparing the decrease in mortal i t.y rd.t.es in relat.ior1 t.o l.;. i 1n-=: 

NGiC and 

c:apparent.ly bt::!COmt::: mot·e neuro~irul.::nt. whicl-. is cont.ra.ry 

Aft.er admit-.ist.erin";:J it-.dept::ndent.ly ecicl·1 of 

int..raperit.oneally t.o newborr·1 mic..e ln ot·cler t..u clE:::l.et·1nir1~ l.tul-"i~rn 

the Fol lowing cha.t'etct.er isl.:.io..:s wer·tO! det.ect:.it::d : 

-virus c:apat..le of" inf"E::!c.t..ing mo~quit..u cells wit.h Dengue 2 NGC i 1'1 

spleer1 mus..: le • br.:.i1·1 an.J s~i1·1a. l cord on da:ys 3 
' 9 ar1d 12 

-virus Ciif.>i:lble of" inlect.ing r11osqu i l.c.1 e.el l:. wil-t1 D~ngue 2 t•1.:x. ir1 

brain and spinal cord on days 9 .:.nd 12 ' 
-virus CélPéablE: of" it-.f"~c1...in9 mo~quit..c.. C..E:::!l l~ wi t..l·1 DE::!ngu-= 2 Ir-1ci i t•1 

spleen muse le , brain and spir1al cord on day 12 ' 



-viru~ ca.pable of infe...:tin~ mosquil.o ..:el l..,; with Den';::JUe 4 H-241 ir1 

muse.le bri:sir1 Ctnd s,pinol c..ord on di:t.Y lZ • No vi r·t..a~ 

in liver kidney , lun9..,; he ar t. or t.hyruuu .. ¡s • 

Xn anot..her- lot. of" newltorn 1nic.E::!: whic.t"t rE::!C..E::!ivE:!cJ int..ri:IJ..'~t·il.onE::!etl 

inoculatior·, of Deno;JLh:~ 2 NGC i mu.unoh i..,; t.oct"1e1n i ~.:. l 

liver 

of Dengue 2 NGC wa'!::> dE::!l..ll::!c..t.E::!d ir1 nE::!uron'!::> 

¡t. in..:luded 

hippoca.mpu~ , cl--u:..1roidi:1l J-"lE::!XU!::>. , C..E:!rE::!l.iE::!:l lu111 <Purhir1je: CE::!l l'!::>) 

' neurot"ll:i of peripheral CI 1 St:• 

mea ns o f doub 1 e i 1n1nuno f 1 uor es...:en..:~ t.he ab..,;eru.:e o f 

in'fE:!ctic.in • 

l<inE::!t..ic.. 

infection assays were done witt"1 ea.ch of l:..he four· st.r.:tins 

Using spe...:i fic ar·1t.ib..:.dit:!S as rna.rkers t..:. ident.i fy vi rol ..:el 1-=-

in t..he cult..urE::!: , w~ c.Jemuns.t..ro.1...E::!d t..t"1i:lt.. t..t·1~ fc.iur <!::>l.re.it1~ l.t'1fE::!:c..t.. or·1ú 

destroy net.¡ror-.s , · but. do not. affect. othet· cells it'1 

s.uch as mac.roJ-"hi:lgE::! , f"it....t(Jl.i}o~t.. or·1ci 9li1otl c.E':!ll~ (a'!::>t..tocyt.iE::~) 

ti-1ou':Jh these t·1.:tve been report.ed t.u b.a:cornt: infect.ed "in vivo" 



The r~sults obt.ait·1ed whi..:h show~t.J t.J-.e "itl 'l/i t.ro" it-.f~...:t.ior-. of 

bipolé:lr i:lnc.J rnull.if-'c.ilar· nie::ur(.ln~ c..(Jnritm 1...l-1ie:: "ir1 vive.•" Loy 

dernon::; t.r a t. i n9 t.h~ 



I. INTRODUCCION 

El Der19ue es una virosis a':;Júda causada por alguno de los 4 

serotipos del virus del mismo nombre • Es un Arbovirt.•s que est.A. 

clasificado 

pruebas de 

de la farnilia Flaviviridae <t> ME::!diante 

fijación de complemento 

posible 

inhibición 

identificar 

de 

los 

l¿, 

4 hema9lutinaci6n y r1eut.ral izaci6n es 

seroti¡....os cz.9,4.) • Recientemente ccon el empleo de ant.1c..'-•erpos 

monoclonales c!S> dirigidos. c.ont..ra. di ferent..es prot..e1nas virales y 

el uso de téc:nil.:aS que permiter1 el análisis del genoma viral 

se r1an identificado variantes o sub-serotipos cci;,?,B,P,> 

t.DENGUE CLÁSICO 

El espectro clinic.o de est..a enfermedad .vat·ia des..de un cuadro 

febril t-1ccst..a las formQS graves que pueden maní fest.arse 't:..omo 

fiebre hernorrágic.a o como síndrome de c ... 1oque .. con una let.al idad 

de 10-40/; • En la forma. clásica <dengue prirnario) después de ur·1 

periodo de incubación 

presenta br'.~~cam>:!'nte 

de 2 .. 8 dias ., el cuadro clinico se 

con fiebre 

mialgias 

intermitente bifásica 

escalofríos 

retro-orbital 

cefalea-$ 

exant:.erna 

• artralgias dolor 

mc.c.ulo-p;:.pular 

extt·emidade-$ , nausea y/o vomite• • La exploración 

pacier1te puede 1nostrc.r .... epat.omegal ia moderada 

adenopatia cervical do loros.a Lc1s da t..os de 

norrnales 7 exceptc• leucopenia mc•derada 

1 

el t. ronco y 

fisica del 

bradicardia y 

laboratorio son 



2.DENGUE HEMORRÁGICO 

El den~ue secundario o hemorrá.gico se inicia ..:or• un cuadro 

febril elevado q1..h:= al remitir el este.do general del pe:.ciente se 

agrava bruscamer1t.e y puede entrar en !et.argo pt·~s.entando 

taquicardia • hipotensión • disminuci6r1 er1 la perf"usiór1 t.isular 

periférica corr 1nani fest.aciones hemorrá.gicas que incluyer1 por 

menos ur1a prueba de torniquete positiva y cualquiera de 

lo 

los 

siguientes signos : petequias , púrpura , equimosis epistaxis ,. 

hernateme'Sis , 9in9ivc1rra9ia o melen.:. • Se pre~er1t.a hepat.ornega l ia 

en el laboratorio muestran 

un incremento en el hernatócr i to hemoconcentrac i 6r1 

leucoci tosi s rnoderada hipoalburninemia dismit·1uci6n del 

·fibrin6ge~o ,. ciepre~ión de mee~ del 50 '~ de los. nivele'=> de C3 y 

del proc.ct..ivador de C3 y menos. de 100.,000 plactuet..c.s./mrn3 

Segúr1 la Organi;¿:aci6n Murtdial de le. Salud <•o• los. 

Falla ci r·c·.~lat.or ia III y IV de la er1fermedad se present.an 

manif'estada por pulso rápido y débil hipotensi6r1 1nar-o..=aJa 

es..:alof'r io • cansan..:io y choque prorundo haciendo~e dificil 

detectar presión sangulnea y pulso 

La mayor! et cie los. c.as.c•s. de es.1...c.t enf'erroie:=cJe:1d s.e pres.ent..an e.orno 

dengue clás.ico o primario • Sin ernliargo 

complicaciones que- se manifiestan como fiebre 

bien como síndrome de choque hipovolémico 

2 

pueden pres.er-.t.ar· 

hemorrágica o 



Se han sugerido dos t"1ip6t.esis para explicar fc.rmas 

graves de la enfermedad • La prirnera propc•r1e que pueden e"'istir 

diferentes grado::; de viruler1cia • Est.a t"1ip6tesis fué propuest.c. 

cuando se presentaron varios casos de dengue hemor r á.9 i co er·1 · 

individuos con infe..::ci6n primaria css.> .. El fen6meno de Vitt" ii:tC.ión 

anti.génica ha "sido demo~l.riscli;jl er1 ot..t·o-=- f" 1 c.v i vi ru~ E=!nl.rE=! lo!> 

cuales encuer1t.ran el virus de la en..::efal1 tis 

fiebre amarilla y eno.:::e fali tis de San Luis <SZ,S.9,S.4l Los 

diferentes serot.ipos del vi ru..:. del 

variaciér'1 ar1ti9énica principcalment.e en la prot.eina de ~nvolt.ura V3 

cs.!:n • Se har1 demo:::>trado tarnbién varios subserot.ipos de den9ue 2 y 

4 que represent.an variant.es antigénicos cs.CS'i • 

La segunda l-.ip6te$ÍS · tiene uno bose inmunopatol6gica • 
la de la Yacilitación de la infección viral anticuer·pos 

ct?,s.e> sostier1e que la exis.t..enc.ii:t prE=!via. de ant.icuerpo~ 

contra un serotipo 
\ 

y la siguiente reinfecci6n con Ut"I ser"otipo 

diferente ( infecci6h secuencial heteróloga dentro de 

' un tiempo de~erminado 7 pueden ser condiciones importante~ para 

que puede.n pre~f:!nl.arsf:! mani f"f:!s..t.aciones severas de lC\ E:!nf"E=!rlrtf:!di:td 

. As.1 2 

• 3 y 4 rnás f re~uen t.em!i:!Yt te con 

cuando los individuo~ han esta.do previamer1te en contélcto cot"t el 

serot.ipo 1 • 

3 
-·--·-·-~-- ------·------· 



Sin embargo es. pc•sible que vcsrio5:. foct.ore5:. como lo vit·l,lE:!nc.ic. 

las infec~iont:s secuenciales. heterólo':}as el 

e~t..Ct.do inmunol6gic.c.i del hueS:.pecJ .. la detlsidétcJ del vect..or et.e.. .. 

puedan ~oadyuvar en la pt·esenta..:iór1 de rnani fe:it.:.ciones graves 

de la enfermtaodc.d 

3.EPIDEMIOLOGIA • 

Es principalmente en 

regiones• tropicales y subtropicales del mundo y puede afectar a 

la población en general ; sin embargo en el sudeste asiático la 

población infantil es frecuenternente la más. afectada 

Ha~ta 1945 el dengue se consideraba limitado a 

Sin embargo • er1 los últimos. 25 ai"'íos 

en la región del Caribe se har1 prE:!5:.entado t..re5:. grandes epiderni~~ 

La primera fué en 1963 y abarcó J.:.rnai..:a Puerto Rico 

Atltillas 1nenores • y Vene.;.::uela • La segunda epidemiu se present.6 

en 1969 er1 las islas del Caribe .. en donde se reportaron S00,000 

casos • Durante est.a se aisló el serotipo 2 et?>· En f"ebrero 

de 1977 t.:omenz6 la tercera epidernia en Jdmaica .. que af-=:cto a rnás 

Cuba 

Rico • Grer1ada .. Surir1am y Venezuela csP> • Er1 1978 es.ta 

Puert..o 

epidemie:t 

penetró a Ct:nt..-oarnér ica por Honduras y más t.ar·dt:: se extendió 

El Salvador • Guc.tt::mala y México et?> .. En 1977 se PrE:!s.en~6 una 

epidemia en Cuba donde se reportaron 477.438 casos de dengue 

4 



clásico y se logró aislar al serot.ipo l En 1381 se present.6 

nuevamente en Cuba une. epidemia causada por el serotipo 2 y en la 

de 

consideraron graves 1109 muy gr aves y se reportaron 

.. ., 
159 

def"unciones entre nif"ios y adultos • Hast.a esa f"echa no se habla 

reportado ninguna epidemia de dengue 2 en est.a isla <20,zt.> • 

A..:t.ualment.e Se ha i~crernentado el número de epidemias de 

dengue en varias regione~ del mundo una de las má.s recier-.tes se 

presentó en Brasil durante 1986-1 987 et"I cual 

serotipo l y se not.i ficaron 140, 000 casos c22,22b> • 

En México los f't·in1E::!'ro~ rll::!pc:1t·l.E::!'~ de dengue ~E:!' f't'E::!'!::.E::!'t'll.e.ror1 E::!'t"1 

el sures.t..e er1 1978 y a J.'art..i r de es.t..a f"E::!'c..ha 1ncrE::!'menl.i1do 

el. número de ca~os rt:!pot· t.ados así comc:1 ur·1a distribuci6t·1 má.s 

amplia gue abarca le. roayor!a de 10::5. est.adc•S de la República 

La Dirección General de Epid~1ni•;,lo9!a de la Se-.::ret.aría de 

Saluci not..if"icó de 1978 a 1987 .,LH-, L.ol-c-tl de 38; 6.,187; 48,592 

17.,046 ; 30.,904 23.,513 ; 27.,312 16.,182 21.,9?5 y 7.,698 casos. ., 

respectivamente Durante 1983 y 1384 se registrarotl t.:.sas 

supt=t• i oreS:. a 100 ca~oS:. por 1 OO., 000 i"lobi t.élnt.~~ e:n vario~ 

de la R€:públ ice. c22b,29,24) • 

En 1986 se re~ort.aron Lrot.E::!'~ eJ..oidemic..ie.•~ en 

Veracrúz , Nuevo León .. Oaxac..a .. Jali5CO t"é:iyar i t. 

Col in.a 

Puebla y 

Morelos entre otros • La mayoría de los. casos fueror1 de dengue 

5 



clá.sico • sit·1 embargo • hubo casos e::;porá.dicos con mani fest.acionlt3!s 

hemorrá.gi~as (25> 

A plt3!::;ar de que en México l.a rn.:.'J/ot·ics de los. ca::;os repo,·t.ados 

hc.n sido de: die:r1gue clá.~ico , e~ J.IO~il.tle c¡ue haya o puede. 

a 1 gunos no epi dérn i co::; de den":Jue t"11t~111or r á.9 i ..:o de sindrorne de 

choque • se desconoce e 1 r·1ú1nero real de 

de dengue en MéXico • se r·equiere lu-.a Vi":Jilant:i.:. epideJniológica 

constar1te er1 regiorn~s endémic.:.s que perrni ta det.ertninar el número 

de pt:!rsonas que han sido infect.adas • y el serot.ipo que circula en 

2 y 

circulan ent.re la población de Méxi..:o • Aderni::ls se necesit.a 

mayor para cont.rolar la dist.r ibl.aci.6n del 

a.si como una orient.aci6n ad~cuadi:t de la población 

vect.or 

fin 

la el irnináci6n 

~11.~o::veci 1 Jos 

de reservorios donde 

mosquito deposit.a SU$ La práct.ica 

es.t.a actividad re:duci r a c.c.·n~i derablernent.e: l .. f"re:c.uenc:ii:I de 

enfermedad en la pobl.:u.:ion 

4.CARACTERTSTICAS FTSICAS QUTMICAS Y BIOL6GICAS DEL VIRUS • 

4 

un 

Je 

el 

de 

l .. 

El viru::; del dengue e:. de forma esférica con l.an Jiárnet:.ro 

aproxirnac.io de 50 ne;r·16mef..ro~ deril.ro de l .. 

nucleocapside consis..t..e de unc.t c.adene; s..enc.illé:l de RNA de polé:lt·idad 

po:sit.iva • con un coeficit:!nt.e de S'='!diment.aciót·1 de 45 5 y l.4n peso 

molecular de 4 Kd c2cS> • El RNA Vit·al conLi~ne un marco de 
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lect..uret de 10,233 nuc..le6t..ido~ que coR1f-'rend~ t..c..do el Rr.aA exc.epl.c.1 

118 nucle6tido~ en el y ~11 ext..temo 3' 

c2?> • El ger1orna viral codifica para 3 prot..ein.:.s y 

l« petra variet~ prol.einets no esl.ruct..uretles • ha propuest.o 

existencia de varios sitios de iniciación de la traduce i 6t·1 , 

hay evidencias consistente~ COt"l la idea del 

procesamient.o de un precursor poi iproteinico qt.~e puede ·dar or iger1 

a la~ proteinas est..ruct..uretles y a las no esl.ruct..uretle~ , lo c.ual 

sugiere la exist..encia de un RNA mensdjero mono..:istr6t'dco c2R,2P> • 

Los estudios de comparac.:i6n del 9enorna viral de di fer entes 

serotipos del virus ·del dt:n~ue usando pruc:ba.~ de •-.ibr idaci6t·1 

t"ela..:i6n 

1 ·y 4 \70X dt: homolo'::JJ a , del 1n i sma 1nodc.1 

Mediante los serotipos 3 y 4 comparter1 ur1 30 ;; de l·1ornolo'::Jia 

es:l.a t.ecno 1 ogi et 2 t"lO t..ien~ 

relación cercana cor1 los otros serotipos eso. st.. s2. 99) 

otro lado ut..ilizando l .. técnica de huella 

una 

Por· 

de 

oligonuc.leól.idos para anali2ar el genorna de est.e virus , 

han estudiado 42 cepas de dengue 2 que fueron ~i~lodo~ de 

diferent.es regiones do:l 

topotipos del dengue 2 

distintos cs5, •ci;, s•, 95, s~ 

cepas aisladas dentro de 

mundo , identificar-ido 5 variar1tes o 

que son geogr-á~ica y genét..icarnente 

Vdtº i~c.iór1 

un árt::!ca gt::!ográ. fica y tiempo dt::!f it·1idos 
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identifica c.aimbios en la población del virus la Cl.1al puede 

estar relacionada a un carai.:t.er ant.i9P.nico y/o de virulencia 

Est.e cambio evolut.ivo en la secl•encia d., nucl~ót.idos ha sidc• 

documentado en otros miembros de lá fesmilia Fli:!.Viviridae <97~ 

Zhao y col <98) clonaron el 9enomél comF--l18:t..c.a del dengue 4 • 
det.e..-rninando ·la secuencia de nucleót.idos de 

codificadas en re9i6r1 5 •, 

representa vi r.ail tot.al La 

porción rest.anl:.e Jel ..:odi fica. para las protein.:as ne• 

est.rui.:turales cuy.:. $E!'Clh::n..:ia y.:. se conc•ce C9P> La 

del genoma del virus del dengue es sirnilar al de ot.ros fla.vivirus 

e.si por ejernplo ... ent..re el viru~ del den9ue y el de 1 .. 

.:onar i 11 a ha.y un 39 ¡.; de horno 1091 a et"'I la re9 i ón que cod i f i ca 

l.:ts proteir1as est.ru..:turales <97> .. 

par.:.-t 

Las ca.ra..:t.erist.ic,;,,s más import.a.nl.~::o. de lcis tres proteír1as 

estructurales del virus sc1n : lc31 pt·oteina de lci nucleocápside V2 

1 de 14 Kd 1 es un pol ipépt.iJo básico , tlt..) gl i..:o::;.i lado el cual 

est~ en a~ociá~i6n con el RNA vit·e:cl .. 
nu..:leocáp::;.id~ , le. cucil e.,;l;.a r·c1d~cida po,.- un bicc.pc1o de 11pidos c.or1 

los que 

denorn i r1cidc. 

actividades 

V3 C 31-39 Kd > 

biol6:Jicas 

ne~t.ral i:.::.ác:i 6n 

8 

glic.osil.:tda tran~membt"ainal 

principales 

son : hemd.9lutir1aci6n 

l.rofJi~rnet , 



Utili2ando di<E::!r~nt..e~ c.rit..~r ic·~ • '!:>e hi:t.n ..,odidc• ident..i<ic.c.t 4 

grupo~ de det.ermir1ant.es anti~ériicos ( d~ $erc1l:-ipo • de complejc• de 

dengue de sub9rupo y .grupo de flavivirus 

glicoprot.eina • Finalmer·1t.e • la prot.eínc. Vl 

no 9) it:osilado y derivc01do por rornt=-irnient.o 

S ~d > es un pépt.ido 

precursor 

membrana 

pr"ot.eolí t.ico de 

gl i·cosi lado • La local izaci6n de est.a proteína 

dentrc.. del viri6n no e~ clat·ca • per·c.· ~e f-'OSt..ula que 

ur1a prot.eina int..E::gral de me::rnbrana que puede int..erC:t.cc:ionar c.c.•t1 

un 

d<= 

.... 
la 

proteína V3 y también cor1 el complejo RtolA-prote1na V2 «•o> 

Kaufman y col <•1> t-.an anali2ado la capacidad de una 

variedad de csr1t..icuerpos monoc.lonC:tle~ c..apc.ce~ de neut..rC:t.l i2ar· 

y proteger pas.ivamenl;.e .. rcator1es infectados por vía 

intrau.:erebral cor1 ur1.:. dosis Jet.al de der1yue 2 

rnonoclonales prot.ector·es. est.án dirigidos 

ant.igénit:os que se encuent.ran en la prol:.eína V3 4ue están 

distribuidos en 3 

separados. 

farni 1 ias de epi topes 

Se descor1oce el númer·o exacto y la funciót"1 de las proteír1as 

r10 estructurales Sin embargo • varios grupos de 

han demostrado que la administ.raci6n pasiva de 

monoclonales cont.ra la proteir1o:1 t·n:• est:.ru~t.1..eral tolSl 

es la fracci6r1 solt..eble fijadora de complemento (,Z,<69) 

9 

invest.i"::JC1Ciór"1 

anticuerpos 

t.a1nbiét·1 



esta glicosilada y se localiza en l.:. membrana de las células que 

estan infectadas aur1que tamb i én se se:c r t:? t.a a. l med i o de cu 1 ti ve• • 

La clonaci6r1 la codifica será impor t.ant..e para 

entender su función en la morfo"::Jé-nesis viral y t.anlbiét'1 para su 

ha dernl.Jlst.r~do -=1ue 

anticuerpos. prot..E:!c.l.ores o neut...ral izant...E:!~ en humat"IOs. 

t·atones c4!", 4<S,. 4?,. 48,. 49) • 

mono~ y 

Las células. inf'ec;t...acJc.s. c;c:.r"I E:!l vit·us. del ciE:!n9ue n1ue~t..re.n un 

período de un 

bloqueo o31parent.e de bios.int..esis rnac:r..:imolecular en la célula 

La sint.esis de pr·ote.ina.s especificas del virus est..a 

ret..iculo endop l á sin ice• rugoso ( !50 .!51,52) y 

replicación del RNA se lleva a cabe. en la re":Jión perinuclear No 

se ha detectado una polimera.sa. aso~iada al virión 

probable: que varia~ Fo-t·ot...ein<:ts. t"IO es.l.t"l.~ct...urales. J.JUecJar1 par1..ic...iJ-'~t· 

en esta 'funt.:ión c5z> • 

5.CARACTERlSTICAS DEL VECTOR • 

de la hembra_hernat.6faga del mosquito~ c.e9ypti Por otro laúo 

eficient.e~ que otros 

1nanl.E:!nin1ie:nt..tJ 
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del virus y t..oml.lién f.'Uede E:Xf>lic..~r f.'t:..•r·que el viru~ E:!:> c..apc..:.:. 

Gubler y ..:..:.1 c!SCSl hC:sn demo~l.r·aclo que el 

Aedes (9vmno1netopa l mediov i tta.t.u~ ~s 

mc.nt.enimier1t..o del viru~ 

replici:fición del mi~mo ., 

ur1 vector pot.encial 

9.:-naro 

en el 

el vir·us a 

par.e-ce ser un vect.or irnport..ante en la t..rans1nisi6t1 epidémi..:a de 

dengue ya ..:¡ue todos los da.tos epidt:!miol69icos colectados 

la fec•·1a, su9ierer1 que la t.ran~1nisi6r1 epidémicet de der·1y¡ue es rnás 

alta en áreas donde abunda el mosquit..o Aedes aegypt.i 

Recientemente el mosquito Aedes elbopict..us 

introducido al 

ha sido 

en 15 

estados de los E.U.A. c22b,!5?,.!5B) y ert el Bra~il en 3 e~l.i:t.c.io:. Si 

vect.or i mporl.ar·1l.e 

tr·ansrnisión del epidémicos 

mocii fice.do el po.t.rón de la enfermE:dC:tcl ,, como Y1i1 · ~ucedido en el 

sureste ~siáti~o p v-a1.:t.or 1ná-= 

trans.mi&ión y donde de 

6.LAS ENCEFAL1TIS POR FLAVIVIRUS 

Los f'l~viviru& producen un e&p~c..Lro amplio cJ~ ir1f'ec..c.:ion~~ y 
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enfermedétdes 

exper i men t.a l 

del sist.em.:. r1ervioso centretl en formet natural 

virus y ot.ros fetc:t.ores que ir1fluencian la respuest.et del t1uéspot:::d 

i t"I f" E:C...C i it.ir1E:!=. 

fiebre~ t1emorrágicet~ - PClt'" e:JE:mplc.• 

fie:LJre hemorrtlgicc. cJe: Omr:..k 

con 1nani f"estaciones nel.troló<::Jicets tFig t.> • 

De est.ca •n.:.ner·a se han defir·1ido t.r·es t.ipus de 

y 

d"' 

: 

en.ce/ali t t'.s fatal gie:=nt!ralroE:nLe f-'t"t-(...eclicJa vit E::!lmic. 

t.emprana una extensa repl ica..:i6t·1 ext.r·anit:!uretl e-n.cefali tis 

s'Ubc l! n.i ca ca~i Li:tjo vir~rnic. • 
esl.:.ablecirnier1t.o t.ardio Je l.:t inf~..:...:ión en cer·ebro ~ y etclar·.:unient.o 

infección t'.nó:pare-nte c:or1 . 

sir·1 l itni t.e:u.J.:. y 

r·1euroinv.:.si6r·1 • Un cuar·t.o t.ipc• es la infección crónica persisten.te 

Todos lo~ flavivirus sor1 nt:!urot.r6pic:os en · muc•·1os huéspedes 

biológicos y aún en Vt:!Cl.:.or~s artrópodos en los cuales el cerebro y 

los 9an'3lios son los principales sitios de replicaciórt t!IPI Er1 

ratones el den9ue ~ 1.:t. fiebre c!ltnar~lla y l.:t fiel:.·r·e ... ernor·rá':}.iO...:d Ue 

Ornsk causan ir1fecciones er11..:efal1 l.:.i..:as y un.:i. 

similat· a la de otr~s fl.:.viviru~ neurc.•trópicoi:;. • 

12 



ESL 

BAN 
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Fi.9, •· - Potronee do enf•rmedod 

o.socia.dos con infeccionPs por flovivlru• C!SP> • 
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E.1 ence-foli.Ha jopc•rtE-!!IO ; BAN ! virus Bonzi 

ESL 

VEN 

•nc•fol~li.e deo Sort L•..ai~ 

virue d•l ••l• del Nilo 

DEN : de""gue-

OMSIC : v\.rue Omek , 
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requieren de i n..:•cu l ~e iones 

llevan a un in..:remer1t.o de su neurovirulenci.:. /1 consiUer.:.dc. 

err lo!:i. alt..o~ t..it..ulc.•~ dE:! vir·u~ c:t.1mc.o E::n E:!l t"E::duc..ido l.iE:!mJ.-"c.i f-'t"Ulfl~dic.• 

Las cepas de fiebr·t:=: 

an1at"illec ne• lo rE:!ql..fierE::n y c.on E:!l vir·u~ die:: Orn~k no !:i.E:: c.oncu:...ie:: • 

7.ASPECTOS PRI.NCIPALES DE LA PATOGE:NESIS 

En las inf'ecciones naturales o 

después• de int.radérmicc.s. o subcut:.áne.:r.s 

experimentales el virus se deposita en el esp.:.cio irrtrdvd.scula'r y 

ext.rav.:.scular /1 repl icar1dose pr ime:ro en el si ti..:t de inoculación y 

en los. r·16dulos linfát.icos que drerran el sitio <cst> • 

El conoci1nient.o de los si t.ios pr in..:ip.:tlit::!:s de repl i..:aci6r·1. del 

ha obt.enido con 

t.it.ulac.i6n die:: l·E::Jicio~ y c...on ~~l.udieo~ die:: 

etr1irn.;ales exper· i111~r-1t.ales En el r·at.6n 

de f'"l(::f.'licación i=-i:•n ~irnilc.tE::~ a lc.r~ de lo"' olrc·~ f"lavivitu~ 

incluyer1 mú~c.ulu c.ardiac..o y l(::!:i.CfUE::lE::l-ic..c.• 11 eo~l-E::o y cc..ndroLla!::..l-C.•~ 

t..ej ido conec:.l.i V\.• 

epi t.el ic• rer-.dl t.1.~t:oul¿u· 

betzo y sangre 

El anl:..i..:Jeno viral 

cerebro /1 cor.:r..z6n 

se ha 

arterias y arteriolas y oca.$ionalm~nt.e en 

l~ 

pulmón • 

rt::t.ic..ular· 

.. ti';;Jetdo 

la 

d .. 

En 



células 

el ce,-ebr·o 

infeci..:ión 

de Kupf fer 

.. 1 

y un.:. 

sir·1 

blc.ru::o 

prit'lcip~l petra el crecimier1to vir.al y le. pa.1;.o-:;,éne::;is • pero l .. 

contribucion de estos or':::Jar1os y t.ejido::; como una Fuente de virernia 

e invc.sion dE!l CE:!'rE:!'loro E!'=- ir1ciert...es • 

Los estUdios real i:.::ados con 

intraperit.onec.lrnent.a .. demostraron que ademas de que la 

inoculados 

infecciór1 

1 eucot.: i t.os 

inoculación eviden•.:ias c•btet'lidas de 

tejidos 

la deposición de 

complejos inmune::; y 9lomerulonefr i t.is pt·ol i fera.tivc. ~:or1 anAlogc.s ·a 

·las descr i l:-c::.s en hit::roorrá.':)ica 

66 7 d5 7 CSd7 d? 7 CSA 7 cSS>> 

En pe.e. i er1l-E:!'~ con dengu~ de 

los fagocitos mononucleares o...:c.111c.::• células blat'lCO y si t.ios de 

replicación principal • El virus se J-1a aislado de higado ,. bc.zo • 
nódulos 1 infáticos , rnédula ,. timo pulmón y 

leucocitos de sangre peri'féri~a «70,?s.,72,20,?H:-'1•:-> El 

se ha detectado en el cit.oplás1oa de los leucocitos mononuclear~s 

de la piel ., del ba.L.o ., de r16dl~los l infái:.icos 

hepát.icos , de c.lveolos y de 

vit"ales se har1 demos t r ado.."I ~t'l macrófe.yos de 

15 

de sir1usoide:=. 

Lc::.s part.ículcr:.s 

9lomerulo 



~uero 

originadets. en Jo~ o!:>.t.eoclá.s.t.o~ y ~l clolor de hue~os. a~oc:ie:tdo ce.in 

la en'fet"medc:.d de los p.:.cientes su9ier·e yu~ estdS 

sean blanco de la repl ic.:.ciót"I vircal <69' 

célul.:.s t.:.rnbi ét·1 

El t.ropi ::i.rno del viru::; lo':i 

En ésteos se · ¡..,a repl ic.:.ción del virus 

los t.ej idos l ir1Foides y los irn.:rerner1ta 

leu~ot.:i tos Tambiét-1 ¡..,ay evidenci.:.s de replicación vit·c:.l et-. sitios 

que son preFeridos por f l di/ i vi rus coui...:• músculo 1 iso y 

esquelét.ico r glándulas sc.livc:.lt:is y méodul.::. .::idt·enal <cst) • 

b>Neuroinvasior1 .- Los estudios de enc:eFal!tis experimer1t.al 

real izados en rator1es con algunos fJ.:.vi vi rus er1t.re el lo::; el det"19ue 

,, ·han demos.t..rc.do una relc.c...iót"t ent.re el r1ivel ci.;:: le. vi r·~1nic. 

desarrollo de la infección en ~er·ebt·o y disper·siót"1 

aparici6r1 si1t1ul t.ánea del c:,,nt..i '::Jeno vi r.::il en mu•.=J·1us si t.ios , lo 

indicaría que la dispersi6t·1 al 

hemat.ógena c?d7 ??> • Sir1 emlot:crgc.s .. 1 c.uc.l 

Ademas 

endot:.el i o vc:.scul etr sugi et·e ...:iue inft::ct.cirlas y cret.:et· 

través de los c.:iip.i lart:!s del ,.:.c:.r·er·14uirri~ cerebr.:.l 

el 

o 

'"IUE":! 

'"" 
los 

Debido et que el cc.nt.1 gE::no vi rl=ll !..E: •·•i:t t:=nc..:..r1t.t·ado rari:truet-.l.E:: E::n 

las. célula~ et"'ldot.elic.le~ de lo"' por 
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inmut"tof luor~s..;eni.:i c1 , y el t•ei.:lul.:..:.tni~nto peri Vdsi.:ul.:.r 

dernl.)::it.rado , P"'4~de SU'3erit·st: que l.:s ant.i <::1enc• no 

ocurre: a est.e nivel corno con otros virl.<1S (7e,79,110,11t,a2,99,••) ! 

Exist.en poc.:.s invest.i"::Jai.:ion~s sobre las t·ul.:..:.!:> de Jise1nini:1ci6r1 

de flavivirus al sist.ema ner\/ioso central er1 humar1os 185, 96) Al 

le.- distr-ibuci6r1 del anti geno las 

histológicas en Eru.:eYc.11 t.is 

Japonesa se en..:ontró 4ue lesiones neurol6':Ji..:ds sorr 

extensas en el t.aletmc• ,, gan•al io b.;r;:.al y cerebro medio 

ser que los pat.r·ones neuropétl.:.oló":Jicos los die::t.er·1nin~ rnás 

vulnet"Clbi l idad selei.:t.i v.:s die: los di ferent.es ..:enl:.ros neurona les 

l.:.s ruta~ de dispic::rsi6t·1 V'ir"al csP,77> • 

más 

en 

l"' 

c)Pat..olosif!. !§!!. tl siste1na nervioso centr·al El grado 

c:ardct.er y di!:i.t..1·iLuci6n de lc.h lE::!~ic.or·1e~ er1 ~1- hi~t.lf:!1110. r1~r·vic.·~~· 

cent..ri:ll vcsri a con el c.on 

.dengue • La ..:ateoaoria dt:! tropismo t:!r"1 t·at.6n t"t:!portado para Den':1l.4e 2 

NGC es de t.ipo vascular sir1 r1ecrosis o infla1naci6r1 al i"::JUal que 

para Dengue 1 Hawaii 

y Der19ue 4 H-241 <e·n 

Y ~s de t.ipc• neurot.rópico Para Den9ue 3 H-87 

Con micro~c:ór.>io de lu:.:. ,, lc..=. c:a;rnbio~ 

rneninges y en la perif"~riét. de lo!:.. vC:t=.o& ~~ cat·ac.t.~ri::.::.éln f.'Or la 

infilt.raci6n dt:! linfocito~ En 
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el parénquima cerebral lo~ inf"ilt.t ado~ periva~c.ulat·eh rodean lc.•h 

pequef'fos. va~os. y t...arnbién cont...ienen pr inciJ.oetlmE:!nl.e 

como una cat-.t..idi:td moderada 

...::elular-es o r-16dulos er-, el 

cie his.t.ic.•c..it.o~ 

infi 1 trados de ...::élulets mor1onuo.:lear·es 

células residE!nt..E:!s. ac..t..i 'Vi:lldi::t~ ci~ la mic._ru-:,,1 io • 

Los cambios i t"l f l .:..me.. l:-ot· i os put::!d~t·1 ot.::ur r ir· ..;o 1 o..; o 

1 inf'c.1c..i t...oh 

consisten de 

d~l 

de 

hin..:hamiento et~údo y necrosis drt: neuron.:.s y 

neuronofá.":Jia La prol i ferc:iici ón y r1rt:c:rosis de céolulc:.s er1dot.el id les 

el edernd peri v.:.scular y per ineurcal le. degeneraci 6r1 espon.JoS~ 

y las. hemorrá.gias. loc..csle~ ..,ut-den f.lrt:=s.ient..c.rhe en 

<dlt• •••·~•PO• P:I> • 

En animale.s muy su$c:ept.ibles • cu1110 el rat.ón lcact.ant:.e ..1 

cual $UCUIJlbe r At=o i damer1 t.t:: .:. la infer..:ción los ...::arnbios 

i ,., f e•.:c i cines 

mAs prolon9adc.s. • Loh cc.rnLios.. al dE:!] l11lLf"(.1~C..OJ.-'iC.1 d~ lu:.: 

pueden s.er sut..iles. en el de 

microscopia elect.t·Oni...::c:. ~e revela unet e.xt.e..-1sa ro:::i=-1 ic:aci6t·1 vir-al y 

una cit:.opatolo<;:Jia. ult:.retest.ru~t..ural1Pt) .. 

y l .. 

infección del s.i:=.t.eroa nervic.·~o CE::!f"1i..rc.l 

nivele~ e>tt.::e~iva.menl:.e alto$ de viremi.:.. e infec:c:i6r·1 ext.raneural y 
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el f."ot..enc.ical enc.ef"i:ll i t..09éni c..o dot:: viru~ 

la suscept.ibilidc.d de células. 

~i5:.l.E:r11a n~rvic•!:..C.• ct:=nl.t·i:f.l 

(olf"i:l.t..oria y pc:..r médula e~r-oit·1csl) de d_engue y 

no ha sido claramente determir-.ad.:. 

Er1 monos in'fect..aclo5:. E:!Xf.'~r imE::!nl.aln1er1t..e e.e.in i:1l9uno~ 'flaviviru~ 

y en casos en Sl.I 

distribución pero m~~ prominent..e~ en la mat..eria gri5:. del c.t:::=rt:=Lrc.• 

cet·ebelo y médula La vulnerabilidc:cd 

celular seler.:t.iva re':)iont:::!s correl.:u.:iona con 

mani~est..aciones clinic.a~ En c.l9uno~ caS:.c..i~ humanos • 
const.elación de hc:tl Jc.¿"dos clinicos r1el,.lt·ol69icos permite 

local izaci6r-1. relett..ivctr11E::r1t..E:: pr~ci!::.a c.1 

medio o cerebelo La part.icipación predominan(;.~ del tal e.me• 

tallo cerebral • 
t.ernblores ,. incordina.cion 111ol:.ora y dist.c•r'1i.:i. en ~sc::1s infec...:ior·n:s 

La predi lec.;ciotl J-<CJr m"-clulo y .,¡ 

result.:tria er1 une. parálisis de neur·onc.s 100::.orc::.s 

Las mani festa..:: iones neurol69icas er1 pc.i.;ient.es cor1 

report.:..das en los brot.es que •-..:.r1 ocurrido er·1 p.:..is~s del 

den~u~ 

surest.t: 

c.siá.tico Africc., el Pa...:ífi...:o occidental y r- e-:;J i 6r·1 de 

Améric0;s son : dolor de cabE:!!z~ , dE:!:liric.1 , ir·r it..ct.iliciad fhE:!nl..t:sl 

depresión vert.igo insomnio ir1quietud pará.1 is.is de 

extremidades inferiores , polin~urit.is epilepsia , • 
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amnesia e inclusive se han presenten.Jo dl'iiuru.:.s fdtales por 

en-.::efali tis acompaf"íados de let.dr<Jid • confusi6r1 s..:imno lene i c. 

Est..:.s 1nani festacione$ 

no parecen as.ociados. c..on éilgun J.'C:lrt..i c..ul ar 

El cl.ta.dro clinico C1nt.erior enc.afal! ti::.. 

Clfet..:t.ando princip.:.lmente a nif'los • En It1Uonesic. 

los ca-sos f.:st.Clles por der·1":::Jue '-fUe pr·eser1t.ár·or1 un..:• o rná.:::. si9r·1os de 

ern.:efal1t-is antes de rnorir fue del 72 ~; tP?> • 

Algunos pacienl:.es cor1 d-=.on-:Jut::?' en . .Ta111.:ait..:c!I y Cl.1ba 

J.o~ro n..:,, 

ot:.t.eniUo 

inform.:.ción de la infecci6r1 en cerebr·o de ... urn.:.nos cP&,PP,tOo> • 

La pa to":1énes is por det·1gue •1.:. · i rnP l i cetúo la . ir·1fección de 

macróf"agos 

la enfer1nedC:1d y ~1 cual s.e ... a considerC:1dc.i c.omo· el r~t.o f"ut.ur·o a 

r.esolver por la biologia molecular i:ldic.ic.it·1i=llE::~ 

como los sint.omas clínicos neurolóo,;Jicos que probal"lllement.e 

reflejen int.eresar1t.es di ferenci.:.s er1 l.:. vulr·uarabi l idad selectivo 

de los subconjuntos. rn:~uronalE:!:~ ~ir1 conoc.E::r~~ Con 

otros virus se ha sugerido que a nivel 1noleculait· posibl~ 

haYi:l di f"~rencii:I~ i nl.~r a.ce.: i e.in~~ 

particularm~r1t.e ier1 at..=1uellas quo: involucran ro:cept.ores y 1noléculas 

neurot.ra.t1smi s.or.:.s cto2., so9,t04) 
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Los rectpt..ore:~ de virus. dt lo~ 

: 11 C3d y molécUli:lh de c..la~e: II de:l c.ornpl~jo rnayor· 

hi~.t.ocomPétt..ibi 1 ide:.d CHLA) pi:St·a el vit·us. de Ep~l.eir1 Bi:lrr 2) 

y receptores Fe para virus de la 

receptores Fe pare. el virus del 5> el rece.=>tor 

acet..i lcol in1:1 Pi:l.Yi:I el virus. de le. riileii:I .. y 6) el r·ece¡...t..or 

adrener':Ji~o para reoviru~ tipo 3 ttos,to3,to!5,t24 , tz5,tzes> • 

Con este último tipo de virus 

cultivos de las. células. del ~ere~ro 

sido muy útiles 

Por E:!!JE:!!mfJlC.• 

una etapa importante de la pate1génesis por reovirus se ... a 

aislar , purific.i:lr y cc.r·csct..e:ri~i:lt· el re:c..e:l-"t..or ~E:!!lular de 

tipo 3 el cui!ll es un re...:ept.or bel:.a 2 etdrenér':Jico cto~n s .. 

expre:.iór1 de los. reCE:!!f"'t..C.Ore~ celUli:lre~ • AcietnC:ts. ut.. i 1 i ze:.F1do 

el" 

Cl>4 

4) 

de 

los 

d.:::f in i clt.• 

d.:::;arrol lo ., expresi6t·1 di fer·ern.:ial de 11.ls r·ecept.ores También se 

h~ det..ermir1i:lc.io el pcst..rón de inmunorE:!lc.c.t..ivic.iescJ ce:lulc.r ~iendc.i e~t..e 

uniforme en el cuerpo celular y et·1 Yit:!ur i t.as Por último •, cor1 

el aisla1niento de los serot.if>OS de reovirus "r·ear·rt:!9lc:1.dús" slli: han 

del ir1eado los roles de cc.:da un.:. de las tres prút.eina~ de CClp~idt:'!' 

intert1a <sl, Ulc y s3) 

Frecuent.emet1t.e des.pué~ de la recupet·ación de 
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agúdc:r.s por viru~ persist.en probl~mCls t·1t:!:L,rol6<::1icos rita:siJuales. ~ 

incluso cambios ele~t.t·oence f al69rC1. f icos y disturbios psi~uiá.t.r i-.:os 

en los t1u1nanos • Sin embar·ao , lc:r.s 11.:h~scr ipciones pcat.ol69i..:C1.s d~ 

t.ales t:etsos son pocos pare. otros virus y r10 existen pc:1rc:1 dengue 

C!!JP) • 

El detfio resicluc.l ha bido muy di fic..i l de vi:llori:lr E:::!t"t fnod~l CJb 

etnimCtleb • En ·rett..oneb inoc.uladob int..ra..,~r it..onE::!i:llmE::!r1\..E:::! e.ore dE::ngue 

li:I pi:l.rá. l i:..i~ clE:::! ICJb miemt.oros. ir1f'E:::t· ior·E:::!b ocurr·t:= f'rE:::!c..Uenl.E:::!lllet·1t.il::!' 

i .. 

ir1anic.i6t-. quedi:lndo c.on bE:!C..Uli::!li:lb 

c.01nport..a1nier1l.o y lo oriE:::!n\..ac..ior1 

Por ot..ro lo.UCJ lCJb c..a1nUio~ E:::!t"I ~1 

inC..df.'i:IC..idC:tUE:::~ de élf-'t·er1di~s..jE:::! v 

ratones y 

infect..i:ldC.b c.or1 virL'~ del E~\..E:! del Ni lc.i 

virus de lil fiebre amar j l lél y el virus del v.sl le dl8' Jllurray l!S!I>> 

pero no para den9ue::!. aLn·1qL¡e e-:. muy pt·übable::!. que r10 suced.sn • 

La des.miel ini..:!.:.1;i ot·1 , t..:aracl.:.erist.ica de 

por al favirus en rnc·d~los de , t"IO 

infeccione~ experim~nt..ale~ por flaviviru:.. 

infecciones 

se hél descrit.o en 

Lo~ poc.0$ Ci:lbOb 

humanos reportados de den<:Jue: cc•n cara~t.erist.ic.ss clinit.:C."!:i q~ 

semejaban una desmie:lini:z.a...:::ión de lo~ nel'"vio:::i 

s. ido 

f"lavivirus c!So.s.oo> En 

oligc1dernJro-..:iW:ii no sic=cin blaru..:oi::.. de lá info.;:::t.:ci6n y/o r~~licaci6r1 
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viral o bier1 r10 se eft::ctue urr di:tf'it:1 .:.utoinrnur1e • 

d)RespuE:!s1:.a inmune .-

inmune humoral y c..;ell.•lc.t· 

vit·us d .. 1 

respue~ta 1 imi ~cu.:i6t·1 de 

en los cuales "1a. et·1cefdlit.is ~ub...:linicc::1. sic: conviert.e en 

<too,t07,IOB 

1 .. 

viral 

El ._papel p.:atoló-:Jit..:o de l.:r. it·1fl.:s1íl.:SCi6n en el sist.~m.:a nerviosc• 

centrdl el cual 

expres.iór1 de 

es prcil•.:able 4ue 

los ant.19enos 

vc:.rie con 

vira.les 

la rna9ni tud de 

sobt·e 

1 .. 

neuronales blanco • o la citot:.oxic..:iJ.:cd rnediaJc:. por célul.:as T 

CI09• t.10) • o.nt.icuerpo~ 

ast.rocit.os o célulc.~ dt: la 

virus incluido el dengue • 

ADCC n1~d i o.do. 

111icrogl io. ~E::! de~c..onoc.t: 

Otro m~canisrno inmunopcit.ol69ico pc•t.~ncici.l es la 

de la repliccu.:i6n vircll 

complement.o o re..:ient.ernent..e ir1t.er ferór 1 ~11:1..11.2. 1.:1.91 

"in vivo" e "ir1 vi t.t·o" cu.;.1 

evidencic.~ de pcsrt.ic.ipcsc.ion E::!t"'I ~i~l..ernet nervio~c.· c..er1l.ri:tl • 
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:n. PLANTEAMIENTO 

virus del dengue ir1vC1dt? y 

Tampo..:o se sabe si lo barret"il 

hernatoer1cefal i"..:a r10 se 

..:onsiderado ..:orno all;.err1al:.iva .. les diseminación vircal por 

definir 

~int..omal..ologia n~uroló9ic..o ~t'l ~~t...uciic.i~ 

mono'$. 

.. it1 

i .. 

vivo" 

PCJr cd •. yc.1 lado ,. li:t!=> C.E::'l-'Ct!:::. -=-i lV~!:::.l.r·~!:. dE:: u~n9UE::' c..IE:: 

g~ográ. f" i C..C.•!:::. 

cC1rc.ct..E::risl.ic..et!:::. corrio son la vit"UlE::ncic. y E::} l-t"(.•1-'i~1110 

debido a la car~ncia de mod>!:!:lO!:::. clE::' "in vil.t<.o 11 

Por lo anterior 

2 y Dengue 4 

cultivos rnixto.,.;; .. Adern.:..,.;; ir1vest.i-:JC1m..:is " it·1 vi..,o " el t.rl.)pistno del 

vi r u::; de 1 Jerngue er1 el r a t.6r1 
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III. OBJETIVOS • 

En bilse .:. las ..:onsidercu.:iont:~ 

es te tr c.bil jo pueden di vid i ,.. !:.E:! ere dos gr Uf>CJ!::. : 

.Obj.:=tivo general • - ExC11ninCtr la infec~ión t::!XPer imt:"nt.c:tl en el 

ratón ut.ili2ando diferenl..e!::. ais,.lac.io!::. del vit-u~ del den9ue 

Objet..ivo E::!s.peci f'ic..c.i I • - Del.ecl..i:St· li:.t JJrli::!!::.en..:....ia c.iel vit U!:. et1 

ór9ar1os y t..ejido!::. de rat..c..one!:. irtf"E::!c..l.o.cic..~ ~ 111ediarrl..t:! c..ult..ivc.•!::. 

d~ células e it·ununohislo'4uirnit.::~ 

Idt:!tº1l..i fi c.ot in vil.re• 
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IV. [JISERO EXFERi MENTAL GENERAL 

ESTUDIO DE LA INFECCI6N cor.; EL VIRUS f1EL DENGUE 

1 
IPENTlFICACióN PEL VIRUS cor; ANTICUERPOS MONOCLOl.iALES 

1 
INOCULACIOJ.J 

1 
IN VIVO 

1 
INFECCióf,¡ DE RATONES 

1 
L~ 

"" INTRAPERITONEAL 

1 
DETECCI6N DEL VIRUS 

El< <'SRGAF<OS DE RAT6N 

MEDIANTE CULTIVOS 

DE CE:LULAS DE 

MOSQUITO <TRA-284) 

1 
DETECCION DEL VIRUS 

EN LOS 6RGAt40S 

MEDIANTE 

INMUNOHISTOQLII MICA 

1 
LD 

~o 

INTRACEREBRAL 

26 

IN VITRO 

1 
INFECCI6N PE CULTIVOS 

DEL SISTEMA NERVIOSO 

CENTRAL ( SNC > DE RAT ót.t 

1 
CINC:TICA POR 

INMUNOFLUORESCENCIA 

1 
Ir>ENTIFICACI6r..i DE 

CE:L ULAS DEL '81<Cl 

MEDIANTE 

MARCADORES 

ESPECIFICOS 



V. MATEORIALES BIOLOCiICOS , MEDIOS Y REACTIVOS • 

AnimetlE::~ y célulet!:> • - S.:: ut.i 1 i:.:..c.r-on re:.t.c..1t1E::!:> C.E::::l-"d Loi::ill•/c. y 

cepa N:IH • Las l int:::ils ..:elulares fueror1 de ,- if"ic•r1 de mono LLC-MK2 ; 

de mosqui t.o TRA-284 y de "l:iat·com.:. 180-TG • 

Vi rus. Los 

laboratorios San .Juan del Cent.er for Di sea ses Control de Sest"1 Juar·1 

, Puerto Rico y se crec:ierc•n en cerebr·o de 

cul~ivo~ d.:: célula~ de mo~quit.c... TRA-284 

titularon en t:ultivos de ..:élltlas. de rif"íon dt: 111onc• LLC-r-1K2 , por· el 

ensayo en p}a~a • Los "sl:..ot...:ks" se conservar·or·1 a -70°C y fu.::rur·1 

Dengue 1 H.:.waii cepa aisladc:;a de brt:.tte epid01nico er1 1·~44 

Dic:ngue 2 Nueva Guit·1ea C <r.;Gc> 

dengue c.lá.~ico en 1982 ; D~ngu~ 2 lt"1donE:!~i~ <It.JD> 

de un lirot..ie:o e~idé111ic.e,, t:::r1 198? y Der·19UE:: 4 H-241 

brote epidémico en Filipine:s~ E::n 1956 • 

Medio~ de cult....ivo .- El me:c.Jic.. petrél. F-Or·o..,.c.gc.r 'y .-.C:tcE::t" 

de p-la..:a li. t.ica ..:on las 1.:élul.:.s LLC-MK2 fuÁ el 1 ·3;1 

oi~loc.hs 

en!;:)C:tyc..~ 

para lo~ 

..:ultivos de TRA-284 <:;;.e Yt.ili:¿:6 el m~dio L-15 (L~ibovit.¿) y 

t.riptosa fosfat.o ; el cultivo dt::! ..:élulas. del 

..:entral se real i¿6 con rnedio ME~l • 
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Lo~ medio~ fueron de DIFCO y .,¡ 

obtuvieron d~ di feref"1l:..es fuer1t:.es comer..:ialt:!s y del rn.ajor grc:tdu de 

pure2a disponible • 

Ant.icuerpoS:i. Lo!:> 

adem.:.s del pt·oduc ido contra 

C.OIOCt ffii:lt"C.:.i:lcior~~ 

..:ont:.r.:. enolc:ts~ 

fibrilar· 

á.cida (produ~id..:1 -=:=n el labor.:.l:.orio de Neur9inmunoloyi.:. Jel INNt.i: 

El resto de anticuerpos ..:ont.ra detl'dfl.<iti! se obtuviet·on de 

laborat.orio~ San Juan p Puert.o Rico • 

Soluciones soluciont::s de Alsever's 

dext.rose:s-ge::l i:il-in<:t-vet'Ot"li:ll de t.1orett.u !:i.i:ll ir1c.1 f'H 9. O p de alLurninc.t 

bovina al 4 :,.; ,, PH 9. O p de bor·ato s.:.l'ir-.o-albumir·1a bovin.:. .:.1 O. 4 ~; 

y la suspensi6r1 de Kaiolit"I al 2:5 it. 1..et.iliz..::i;dc.s para 1.:. inhibici6r·1 u~ 

la hernaglut..ir1ac:iór·1 l.i1mt..ién 

di ferer1t.es marcas·.; 

fueron 

TODOS LOS REACTIVOS SE CONSERVARON A 4°C • 
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VI.M~TOvOS 

Par-a det.erminar 1 a e anti dad· d~- vi r•.~·s ::·a-_ usEt·r.· :'=tJ_·~ los _ens'aYc•-S s.e 
-- ·.~-,\ ·- -

ret.:ol l-Z~rc•n li:\s LD
50 

o:.:c•n PBS F'H 7. 4 Ci. 01 

<dos.is -_l o::t.'a 1 ,-~-'? > ·:;~-" ·¡¡¡_·i'_~-~~-~:~-~~~'·c; -.-e1; vi r:u-~-- "st.c•ch" 

M - A·1b~u11i'n~-·~-t~;b,./i-t~1~-'.~:: ·:·ii_-'{_':. '-:·.O ~·-·f <~:~;;:_._::·_· mant.eriie-ndo 1 c.• 

ia_.:;f•.9~~~~1'f.~_~;:§(;~4t'.~i~'.~~~:t§~f!~~:~{~:\~i6S- t:atc•nes. en 
··._'·':·:-.- ~-,,..- -- - - '"•\· 

la· . ir,_~~r~e-c2Yót:i':_::);.J~":~-:.;.ri:i\: ·--:~ri-Sút;a 1 ambdci. 
- .• · .. - __ :.-e -;:,:o=- .·:,-<:-::~~---·--:-·'¡e-- .··:-: ·. -. -

_v.:r.as·:-: ( ~-~_ o'.2<~-n-;I·. :\~i'a ·,.: lt-1t.r-acE::rel,ra 1 > ó en 

dE::l 

J;; 
·, 

dbdc.1m~-n ·<O:üe;:<:_i1il:·:·· Vi.a y s.e 
,. 

7 di.as post-inoculación En las· 2 semanas si '='l..~ i entes 

c•bservarc•n signc:•s y sintomas pres~ntado~ PC•t" los. rat.or1.::s restantes 

c:\nc•t.ando núrn>::!rc.o de 1111..~ert...:rs PC.•t" dil1...~c..i6n y pór dia 

los valore~ de las LD se 1..is6 e 1 mél.c+d•:• di:!! R~o:d so 

y se anot.6 .:1 estad.:.:. d•i!l animal cc•n la e..;cala SJ.g1.tii:r1t.~ 

nor- ruet t corue ~ camina y e,~,,.. re 

+ = cc:ila pc..t-alizadc.. 

++ paraparesis ~ sin equilibrio ~ hipereYcit.abl~ 

+++ 
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. . 
se secó el exc~:.c.• d~·-·alc6hcil . ..,_·_:C.'c;t¡ ':j1:.t·{r19-a-. y· ·a9'L~·ji\. de· '1-S"·x 

/ •'', -~-- ' ,- -.. , ' 

dtr·aves•:• -== 1 (;r á.neo -por -~¡-, ··pó-~t:~n;,:e:fa i'c1;_,-~i/U-2C1~.·r:,~;-,·d.;: -;~·i ·;·.:¿~~-~br o 

cet· elirci~;-,-~ '-"~> s_~- ':·_;_: .. -~J~~t~'i'~::~.:: ·:~~~::,: ('~~:~·:¡~~,- .:.pia¿·a 
·-.-:;-·,,-~·- ,;'.:,;", ,; > -

38 

pre-p.::::~acia 11ie:tnt..:t1 i cid. en --_-_::Pii e1-~t-~~~-:~\,-f--; :-~-Ye'-· -~¡:- ,"{:C~f_~·t•·¿:;¡.:·, .. _, 
-·~-'{··:-- ·.:_.-~ ·.(:'..:- -~- ··.; .. ~:':'.·.· 

lc•s vi rus et¡' -2o'' ¡;-. '( :-~~/~;~: f~/c:O~-¡-.;:(fr~·a·-·: s-¿,¡-~~¿ fót·,';- 1: 1 . de - Sl.h:::t-c• "s-t.:.oclc" de 

fE:-i~al bc•virici inact.ivadc• a ~6~C y·· b~f'_f·~~-~/ (j~·:(C,-sfBt.os <PES 
- --- - -- - .. - . --~ _, .. - . - '~ 

homc·g~n_i :z~. ·i.;:;r··¡ r~.~-~.t~t_:.o. -·~~t.ér i 1 y 

PH 7.4 

0.01 M) 

C\ 3000 

o.5 

4ºc Por úl t.imu 

l<o< af .iriid~d del 

con l:·~n:z.~ l y 

t.6r·ax 

Y abdomen y -=:...: lav6 la s•.1per·fic:i.e oifxpu~st.ci cc•n ber1zal y al-:=0~101 

axilar y se la 

y la t.o:.:.1·á.)•ir.::a Se per f1_1ndi6 pc.ir el 

izq1.1ierdo c~n PBS FH 7.4 0.01 isot.6nic.a 6 

J 
higado 

J 
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- - - - - - --- - - -' 

1 L[)eovb lntrup&tttoneal 

DIFERENTES DIAS 
EXTR~ DE 'óRGANOS 

CEREBRO TIMO COR.AZON PULMON HIGA!! BAZO RINON MUSCULO MEDULA ESPINAL \ 

D i 
SOLUCtON DE HANt< E.S 1 EN. . D 

SUSPEN90N ORGANOS ~ 
:30°/o peso/volumen ~ 

~ ALMACENAR VIAL"°"'' 

D 
NOO..•-•R Q1-Q2 mi 

DE SWSI ENSION 

~~'ta DtAS CESPUES · 
OO...,....,, E~AR SUSPENSION IE CEW.AS 

CELULAS TRA-284 

INCUBAR (2S°C) 

REALIZAR INMUNOFLUORESCENCIA 

··•··· 



pul10611 , cc•raz61·1 y 1.:-irno .,1 

leo 111éd1..Jle< ~s,:pinal ·de l.a ,_ pc.1r~·:i'6~:• 

CC•l LU11r1a y último el músct..i l 1:i ._ de:~.::a'·fg.:~t·1'a_':.: d~_,. ~-~--~~:~,~~c.~~ 
fL,eron do:p..:•s i tet·r,d·~:::.:;;: .: tl~'t:;c;~ :; ~:~: ~é·r··_¡ 1 ~$ :_::;:--~l{~;·;-~~.-~:9 id~;.~- . . 

' ' "" ' -: : _- -- _- _, .. ~; 
cc.on 2 ó 3 r~1·1' ci~-;-. m~·~i~6 · ~-:~~~/-~·l.:i·:t,·l~.b'.i_~;;·~·:-:·.~:i -~_e 

ruE:!clic• Lit- al 1~: y 

-7oºc se 

se realizó irifect.and<:• célL~las TRA-2S4 (T..:1>-:or-hynchit .. es arnboirrensis) 

en 1nedic• Lit- ~l ¡.; y se de 

1;.L,l;,oo~ 

E<;.t.abl~•..:idd 

.la ruonocapa se gLJitó ..::1 n1edi(• viejo y se in•:ic:LJ}ó , .._r.:•n 0.05 1111 (s,.i 

(si era Se 

PBS PH 
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enft·imda e:. ·-:::.:oºc-p~-:·r- 10 111inLrtc•s El.-d1a 10 .. se· l'i"iz6·0-lo ;-rnisroc• ·cor1"" 

o 

cl~t.ectó virus del in1111_~r-1i.:•fll~6rt:!Scenci"c\. d1-rE:!cta 

indi rect.a c••s, . 

cadi:I pc•z..; 0 .. 02 rol dt::l primer hecho i:n 

1/10,1/25 o 1/50 a l.1116~. r i:= r a 

hlHr1eda 30 minute•$ a 37°C Se lavaron· ~on· -~as y de$pués 

de ] 0$ PC•ZC.•S aplicó ,~l 

t'.lll...imo :.lii! 

m•:•nl.6 c:•.:•n glice::r"ina 30;.;-p95 70¡.;-.-. Las· ·preparaciones si:: almac.ensirc.•n 

a -20°C ha·=..i:.?i p•:·r· lo met1•:•s 6 111ese$· et.is> • 

r-eali;¿,6 

ig1.~al que la indi rect.a solo el primo.:::1· 

ant.icuo:::rl-'o conju9ad1..-:i ci:.•n FITC dill~idCJ 1: 100 <lt.5) 

La f'ijaci6n se hizc1 según el mét.c•dC• de Saint.e-Mari e 

" 2 ht·::;.. 
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alci:•hol absc1lut.c1 y se aclar·or·c·n .t-;,;.di:i 

j. mpregnarc•n o=on 4 ba.Pi'Os -.-de- .:Pat~-~ f_Íri~:~e:~r~a- por,-· 1:.': c.: ~,z.-{J:;r-~-~'-' .. lo". ·a __ ~5~ºc 
Se hicierc•n b l C;gt~o:s . c~·n· P-éit:-~-11t-1~

0

·~:~-1-'i iuFil. i:t. '.-~:.·:,~:~· !·a .1 ;·;,~:'¡;~i~i·~:r:~ñ·::.:,--~-:-_;:~~ct .. ~ 'ér·1 _­

~~ _ ,-bS-~~~~'i: ~·~-~~:.·'.,:i-~-. .- :: _:-·n;:i';;t~'c;-Jé,';~;¿, ('_ ~:~·~-:-;>'.·- •)·:~·i;~r;d.:: l o·s-: 
... __ .. --

La tinción.,f"l.'é' con _la 

técnica do: hernatoxi 1 ina Y eosina 

7. Prueba de j r·11nunc1p,c:.roxi dci..sa i ndi rect.:.a <IIPT> 

ele l c.•s c•:rr·i..es par· a f i r1adc•:: • Br eve111enl-e se despar·afit·16 en horno i:t 

et.at1C• 1 

cortes se ero 

F'H 7.8 a arnlo i en t.o: y 

11_,egC:• a 37°C • Se carobjélron a (l. 1 6 

O. 025 ,; CDi fe.o Lab. Detroi t. MI> y 0.1 X de cloruro de ~alelo F'H 

6 4 veces pc•r 10 min1.J-t.c.1s cit.~ ? ter·mjnar11Jc• cc•n PBS • Se it1acl-Jvó li:\ 

ac:t.ividad er1d6'dena c.ie pero:~idasa- en rnel-anc•l absol 1.~f;.r.;1-pO:::!rÓJt j di..• 

ca1nbic•s. de: F"BS de 10 rninut.c•s c/l~ a t.ewp. arub. y 
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di-1 uidC.1 

~.r.t'.:¡~:h~-¡--~ _,f ~~--:. ·;~,~~-¿-~~f:~,~>i;·6··· ,;}~i' ''.Si.~·e;:~:::· . y ~~ -. sec.6 

~~----~~~~-~~;_~:::~·~~·-l-~·;:.;·;~~~ :·. an '-'.f c:uer_pc• {.~~ .. -;e: 
:<-- _.:··.:: '":·-'' 

al red~dc•r d-= ·1a·~· 1111.:;·e~t·r-·&'S'-:i 

r a tói·1 contra ~~n9u~:_ ._;n-~t_~--~;J:~-:~~:~:~~-¡-:j:~:.lf-:~~-·t:1:~::'.:~~-~~;(~.~-::;::~ --~-:~·Ó-.; ri1 i nutos 

37ºc , diluido- 1-/ fÓ-.. :c.·,·--::,.1.··./-~0.' .. } .. ;.:., __ -~;"'·;;-;_~~~i;~;:~~i?':{.¡[~íue~á:~~:. ·_:_-! 8.6í.;~::_.-·~c.r;t.rc•i.-es 
- .,,.,_;o-···" . -- -· . 

._,;;ar•:.n anticuerpos' c.c.r;i.::t'.á7-~I9Á .. _'-¿<.;-c:·¿¡-¡. .• t-:r~/:inic.Oba2t.et· iliín ·marcados cc•F1 
.'\~·· 

bicd;.ina y hechO~.--'.et:;_-_ratót-;/:~_~:-:A.·1-:C-_úé't7ín_in~r·.de.-ihcubar se lavó cc•n 3 

cc::tmbic.•s de PBS de t.o:rnP. amb.·· ""' la 

es1;.r12pta"idin~-p>E!roxidasC\. (AMERSHAM a 45 minutos 

37°C di ll~ida 1 /20 6 1 /50 en PBS y se lavó CC•n 3 cd1ubio:. ci~ PBS do.:: 

7.4 y 0.010 1nl d~ 

4-cl.;.•t"cr-l-naf{.ol E:::f°t 1 ml de m.:t.anol- absc:.•l1..,t.c1 más 5 r11l do:: PBS F'H 

7.4 y 0.010 1111 d~ F~roxido ~1 30 % > Se 1 ave.• i n111edi e..t.a111ent.e 

-· 
V•:.olv16 

des.t.ilada desionizada y 

en 

secaron verticalmente y se fijar-on con 9lui:.é\rald-==hidc.• a•=i.,oso al 2 

úl t.imo 
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a 2 hor·c.s y nuevamente e:=n a91.~a ·cle.it.i'J-~~~\---~., 

Pr8paraci6t.J. d«l f"le<idq =it.icc< ~·~{··,.'.,~·~J: hÍp~.-i•-.roe<roizadc• 
·~-e . 

de edad 

con 4 pases en cet·ebrc• ele ra~.~n. ·1a·;::.~'.,#,8t~-~~,~-:~i:'.·~e-~.;:_~-~:~0:_L4PO 
ccintrc•l se adminis-l~r6 susp.ar-~si'~i:~1-. -·de~::fd~-,tT_;.;l;t::cb \'~~-~-;:.'- r~Lór-1 

;:_-,''.(-,~,.-·+·"-.- --,.,., 

e l es-.guer"~' _. ~e;;~ i-~;-~ .. ~·r¡:t·z~é '.r 6rl ~, ~9 r: ,... a t.6n ,,-, '.'"' . --- -,-.: - .'; ·'-"'::-'::-·:·'-·:·- ' - .· -

di.8 1 dü~-is do:= ,o •. 1 1111 ·_Jr;t.t~~!:i"=:r_-Íu~-~-~ :j~\~(¡-~~5.'.;:¡¡¡'L/fh.~·r::~F'.er1tor1eal 
._, - _.-:.~, ·:·;;:_·:,·.:_:T_~:~~--.-- -_-.·_-: -_:_ ... · 

in t.r Bd..;ir ti1 :i cd ''..~ '.'.;_o:~:--1-}:;~::-ri;-1~~/!:c\;i ...-1t;: áruuscu 1 ar 

'"'sin vir1.~s 

4 dosis de O.S ~11 

-f•.~é 

Dia 

Dia 7 
".•.'<· ·.:·:·,.- "'·-·' ·"· 

dc•sis de o. 5 ml lnt..rad-=irruica ,, ·á·~'f;:y_:r11.iN.:J:_r~-.¡;~::·afi1_L,~c-~~1 ~r y adE:!111a~• dü~i~: 
- . .- '•'-' 

de 0.1 ml ini;.r-aper ... i t.o·r1~~ l.:·~~ 
dosis de o. !J ml O. 5 rul 

a91.~ja del 18 y so: s1.~ero Ambos 

.almacenaron a -7oºc . En r-·1-c•medio cada loti:::_. de r·1:1t.c1nes prc•dójc.• 30 

ml de fll~idc• asc1 t.ico <ttts> • 

Se dil1.~y6 ..:1 ·11quidc1 d..: ~:;c:!t.is cc.•n Lin vol1..un~n i~:.Jl.lCil do: PBS 

0.10M N<:tCl 0.01 M Fc•sfato:.:• do: scu;Jlc• PH 7.2 

un vc•lúm~n de <t-lH,>
2
80, 3.2 el vc•lú111er1 del fluido 
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% ~~ ··se:;~._,¡.~_a_c:{Ór-1·~ en f ~ii .:>, ·~· ~·;i'~:;_t;~:::a ;_9c•t.a-~~ con_ ~-~9¡-l.:~-~-J~_:; .mc•d~t: ~ldet y 

cc·~;~bat~;L~/r;dt~-~:~2~:- i:;¡i:~;:~---~., -n-:~:~¿·~~~--:_:,;J;,~ -':·t.-~F;L'~:-~·:r-~~g6·-::::a-.- --3000 · t'Piu/ 4 °c120 
1i1'l "nút.Os-::-.Y::: l a\Pa'St:i) -_~¡-; :t-~;~:}Jf¡;~;:i:~--~~-:·--tI:.::;_.--~-~~~:'.'l\:~:~·~i:~~:;-i~~-i--¿}~;~;-;,· ~~-~·- ~-'.g i_-t ,-~ l dt::! l 

_.•; :-,,_· <;--- •;,•;"- .,..:' ' ,'.,, .. ,,·-:·~;_· -- . -, 

· r1~iici; .•~•·i;;i C~ •• ·"'.'"~~.1,;~fer1U•'·'°.:·:r~~Lt~;;~:·;:'.1;,.f:~¡;•~~1;~t~~~f,XE~S .. "' 1 ~'º"" 
-c~:y;;j¡-]\d:.-i·2_,;i;~:i.-.-. ·E 1-,--úl t: 1·111¿1:-.'-pt:t::!C'i P l i...ádc~'.i.~e::---dl sOl-_V_i ó:}:'-e:n\7si:.il.i..4c·i 6n·.i.::s~ J l na 

~-;~ ·:_, .. ··:;; ·-··-· _ -:~:·· . . • :;-:.-- . :e·:::- _., :_·---· . ·- ·;_-- >j · -'-~-----·c_.,-·.: 0_ •:'-;-i -;,-~,:i'°-''?~':'.'-i~~~:'.;-'-'"';(':: ,;;-;-:. -.,-,_.--.~- ."i.-.' . - -, ·.-· - . 

i sot.6-~; i Ca- 'y . bc:.;--et t:.c•s- ~ :l~~-.a -:~ 111 l ~e.ci ~-. · -d-~·:(:/ ~\S-:l-(;r;;~~\;i[t\~};f~'-4ff¡~·j , -, _.y_ s~ 
. ·- . """'" ... ~-,,-. -. 

dic.lizó cÓY1tra 100· 
'•. ' • - • • - -_'> -- ' -: ',: '. ;¡_:_- -··<:~· . ,_,,.\~.'-'·'""'>'''·;;;:,;'_:-:,~-y:·: _.~~o_. '' ' 

vc1l u111enes ·di: PBS ... o ~o ~,:-.M) PH ~---?~:-~::a:~_ a:'-.· -4 ___ c· c"ada 8 

chec6 pt·~ci p-i t.~d~~~-- :~_'Y-~.;-_~,~~~1t1r~t:;etd~t--il:.es-. -

i ndi recte. obsi:::t· vancic• •=tlh~ Jos anti c1.4erpc1s ~uedaron en el úl time• 

1 o. 

·int.erc:.::irobii:o !_6t1ici:o cc•n t:•EAE-cel+.~lc•sa • 

Se 1.~t.i J i:z.6 DE-52 preinchad=i y a•.:tivada col;:.t"C•S. procedirnient.os. 

iót1lc.c• 

b1.4'ffer de fc.•'.:-,fC=o.t.ns PH S. O 0.2 i•1 t 15 a 30 ml/9raruc• 

101 evit.etndo 

Se 

0.04 M midi~ndc.• 
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bu rr~r-- dti::! f..:•sf~l;.<..•s._FH 8 •. 0 1 ,0.(14 M. Vd'-..jÓ 

.··· . : _· _·. ':. -'· . 
lent.étri1€:nt.e ·en l'a cÓlLÚnna·· .'J ·a:.-.. sc..,") ~~·¿j óf-:¡ _- -d~ c:or 1c-=::n l..r adél 

cadet 

2 .. 5--- rrr i nüt.c•s _:_:Se .-.-C~,i-~:ct-~:-~:¿;~,:;_..ft~a~i: ~-~·t-1~~~:fa~1:-~~.f:;('ó-::--:;(~· :_ Í~ i'_.;_~: . DespL~és 
d~Ja .. r-·· sececi.r .Ja ··pa·t-t:e·:'.:cie-·:a·¡:~--r.:iba\.-~-!J.-:f~:~~;:::J~i·~i~:.,t'~~dn:_;:·b'-~-f-f~r :--d.::· .. rC•sfa t:.c•s PH 

· ::: i :aº: O:c.: .•. úl·:~:.::;::l-~~~~~i~~~i~~~~J]~f i0X~I~J;:J ·::,,d::~; :~d d~ 
--:~' ¡· _ --- _·. '.~?:.' ~ ,-.!J;--· ,. _' "'.\'.Cl'.'·'_,_. :-,-.::~ ··- -... _ :-. - -

M·· y·. __ :_).JaCl.-:";::.:o!':s.·~~J t·~X'~,·.:~: ---:::ij-¿;¿t~-- "r-·~:acc-i c1r1es 
'~ .... ,-" .. ·- -

conserva1-c1n ·a -20°c haS·-1:.a· · sL~ · ·t¡s.¿¡·"0-~: ~-r~.~;-0a .. ~·_:::.É·1;'- t~:J..:;~·{:~,- di::! 1 PH la 

. . 

La~ t.inc..:.ic•ne~ de lnrn~~nc1fl1,.1or·e~c.et·1ci~- indi·r·~cl:.c:t céJ ulet:-:::. 

<Fig. 9> 

] CiS it'lllll..HIC•·:ili;.1l.1Ll) ÍtlQ'S 

se aj1,.~s.t.6 el PH mo.=diar1l-E! dii::ll is.is y a·3l tet•::ión lflLu:.l'='t ~d~ c,_,n N~HCO 
9 

O. 5 M ~ · PH ·_:-¡.O pe.ir 18 hc:1réls a 4°C Ap_arte se disc•lvió el éster· de 

-biotina-N-hidr-c.•xis•.~c:cin.iwidct con bra20:.1 de A.cid•::.• c.apr·c•icc.• 

N,N- dimet.i 1 fot·m~1r1ida <SIGMA> 

i::l.nt.icl~erpc• purificadc1 er1 1.4na prc•PC.•rc.:ión di:= 1:2" 
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"1.5 

""º 

05 

o ---------------tr-------------
1 1 1 

No. de Fracción 
F"\.9, a. - cromo\.ogro.fi o:t d• \.nle-reombt.o \Ónie-:- co~ OEAE-e~lulo•':> d• 

produet.do• ftui.do o.vc.1 lieo ro.t6n contro 
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CC•r IC.t:!t"I t.1 é:iC: j Ót 1 

fit'1<:\) ú~_l;.jmi;.1 bjc.1l.jn1:1 de ,o. l · ·M c·t~: .1 é:l _·-111-:zC} ~ .,dé--' r~cicc..1 ór i ·y __ ~.'.t•r 

t·ibt~~-··se 0.::i1'i11l-ir·16·,.-di"á1Iz·a~~-¿j~ .. J-:~:·'.::·i::b-.:_: :·-.a-, -.·!~:::·/ t\c.ir-·i.:-;; cc.•ri ·'-o:::I lu .. ,íft:i!t 

;~:~--F:á:~~.~-: · •. :-:5¿·.:;,.·i·Í~~~j~~'.t~¿p,:-; á-J:j'-¿~,-c.·t~·~-:-'·r.';·~'i·~ L~¡:-¡>j~s·~1dc~'i' ::;·s:-·~·- ---2 oºc -
__,._, -:-~---:>. -·.·/ -... - '· _:.-:-.··.·. ·.,.'.;.: --·;: --e~-.-.-.::.:: :~.,?.-~'.~,.;:.;::/~<;::'.~ ·- --·,.-· -,;_:,,; . ,".,. -.·. --

i __ .'ci:il t. 1 ,,.~x;~;: !;_~1l~1 -~~~ ~~d~:~;<y·r¡~.;;~~~:d;~;:~~;;;f;~ .. ¡¡~~-~;~~rrc·c·~-~~ .. k2'~·t ,:;~!'' 

Lo.~ e:;,;;.,} ,;.; .:J~,,2~.;;~~;,~~i~';i;JS~~;s~~µ2:~· 'i' '~;0;b ', h~.-.:,,\; <o~ 

:;::º:~·: ::·,:·.:::::;I]Jt~;~~jlflj~1,f ~~~~~J"s.'~:~. 
di a"S Se qt_,i t.6 ~J -.medí C. - ~e ·-enJúii196"-!-l a:"mi:..tr1óc-aPa::;:cc1n·;; Hatlk-5-~ -0í'.:'.~PBs·~;~ '(.,. 
SSJ. se ~9r ~·~6 (1. 2 IJI l de ~r i P.~-¡·t~:-~'---~·~-!-~, ·~~·i~-:.~·.-f~i~,~~:f!l:~i~~1if~·r~~t::~:t;·i ~rt; ~--_o¿:~! 

. ~.- .. ,.,,- '.' ~,,._, -~:--- -- ,., __ . <-;:·, '~L-: .. ;.·:.,:;-.-- ::~-e~·-;·:;;;,:.~:· 

:-: y ~l EDTA m :30 mg/100 rnl> a ·37 e: é.1..~l:.ír,iei:-1do- ~-~P::t.~~~~:~{-1~·-- (i1_i_?t·i_o·c'apa 

dLu-C:tnt.o: 5 a l (1 111 i nut.c•s I>e!:.F-'Ués se e:i•;H~~·;.ió -;;,-,'i:!~¡-¿,-" .-·~-:''do=!'·---¿~'..,¡;_; i:~;1i~r1;·.o 

"J t.i:=r-111inó 

13. 

la::; 111L1~s.l;.r·a:::;. Co_•r1 F"Ei.5-Alb "'J o. 1 

LLC-Mi-~'2 

.,1 m~dlc• 
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S~ .. --lt1C.:.:ul1ó 

37~C .. Pt:•t~ ·e.O .a 90_ .. min1.,i.:.os·_: Pa·r- ~ ~;js.O.t··1:.~·,. ,_.~-l .-.~-i- /--~-;~-- ~· -":\-~~~i,·-~~:~- i l~·~'.'Y:~r-',~,-.; 
y- -11íc•Jar-·.-dc:·-··1a· ·mot1•:;Capa _a ·1,-.t_:~~-~~-1~~;-~<-·cl;;;;· ;·zo·· -,~¿¡:/;-¿:~:~:;~i~- ;:~~-" .-E:~i- ·,:~'.~~:;~.,:~··id~(:·. s~ 

. ,''. >. --:·. ·:,-_::. ,::~::::-".;\,~-;:.'}!,,.:·~-.. , .... -.. -· .~:<-'.-: --.·:-,;-::·: ·:-···: . ' --- - ·-

:).:.:::i:1~.::::~1:···:1~::t~.:~;·t~~~,;:~c~~~i~~:0i%~~;i~~~0~]~it~:;~a"~f~;·,;:¿' 
a ·: 44 ~e a ;~-~~ · -~-~.~~--: ,;: Se:\-~~·j'.¿::.;~''kEii':f~f;..l;:f~~~~~i~'6t~!~~;~~-~~·~~'.·;;~~~--:~:~~::¿!~fl~~,:-~~~·:_~ ~:·i .. ~~. 

·:~::::·Es~:~:.:r f~"f~~lf ll~!lll~~E 
..::c.il C:•t" ~;nl-o: v l i..~ 1 MTT _ :1 __ ~e , ..,·~'.i_v_,:i'~;'.:~-~~-.. :}~'~_-;.;:~,-~J~<. 3q ·--~¿; 61) ':·-~,:;;:i~\-t;,L-~/;/· ·- Al 

-final se cc:1r-rtaron _- las zc.•ni:l<::. Claras: de . l:¡.:.~:-i.~- c8lülC:tr'. y s-.~ 
calc1.,laron 1 aS _uní da des placas por 1111 

Ct.t.tn a 

esta consistió -=n la obl:.enc:l6n de f:!rubt·lunes do:: rat.6t1 cepc-t~ NIH e• 

Balb/c de 12 dias de gest.C\ci6n '=' los ·~l~f:! ""·e 

f--'] á:. t..i e.o.:.• 

un 
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cc:.•n 7.5 ,;- de bi..::•::,idó -do::· cart•_c;i:-10- ·-l'e~Pués .di=' S dia.,;~ o.:l~ 

est.ab le¿ idos- los ._~_t:-~ ~-i·y~_:;~):-~::: ,-$~;.-_ _. i t:,:r_·e-Ct:-~ j.-~c..·;:;·_._ -:·:·:~:d:t'.~~~-< ;_,~ Í~t\~--~~:,.: __ d~ f' · ·, tJ'et~-•. ~1_¡~-­
serCJt i Pc:.i_.>:2;:?:~. -~~r_o~-~·~c.->-:-4, ---~~:-:./~-:¿;¡;:¡;/~:.\:Ji_~-~--: ;-:}i:r~-- ·.·-·-'.·~e;'.~:-:-:~:-[:.-:::;.~-·;: .·:.Y>:·,~-_;/-~:::~--~ 15·-

posl;~·ír,fe~~,ió~ ~;;~,;¡~~:;,~.it1,ii;~t~~¿.hski~J~~~d,F;~~,~~{~(~1K~E:.;t,~•~<:i;;c~,'.'' 
1 os:,- c_ut.·r::eic;b·j_~:tci~~-~;;~~,e- -l'avai:"~t. e::;·;';" ~~ss' ··PH'_~,7:::4.: o .-0·1. ~1~:'~~-t~'~ ,, f iJa-r, lo<::. 

~': . - ' '.---;._--.. . .'·\~·i "·-·.:;:;,y-·;~, . . {--: .. ¿~¡~:;~;::::::·,·.: .. -:-.. >,···,;;;:~:.,~::·:~·-. 
. ·.,,;n __ ::i~~t.·C:~.~--::?~·r;f _/~i_ad-~ -::--~: -~-~ó~!:"/ ·~,:i~'.-.~ 5 · :a'.('f~::'~.u~J!j~-~-~-~;~~\~;·~-~~:- qoetJár-1Uo-/as1, ·,:y¡·-i:t·s 

,.,. ~>:~-~-~":::--::,;· ~ ______ . __ . _ .. _.- -- .. ··-\-:~-_.:)·,• .:;-·.-;: ... -:;~-; .. ,;-,,:_,:,::.':>_,c:i.~~\:o·:?i~;-.. ~'.;i~~-_:,};:,_:· ·:,:;~:.'' 
: -~ r· ~F:·~·_¡.: ac· rc..r.,~~' .. --1-~:$ c~\s- -, F·d-t· ~· ~ -(.-er¡-j :-¡.~ _:- -. -~_:;:: :º~:J. ·--;.:>;_·,;e,:-.':t.:::.:-·":·~,:::::.:· ___ ::;;~_ · ,;~; ____ _ 

· Lo$ ~ob~enadan~es de los c.i1uvós ~··r,eo:W~i~~~í!~~~r!~;~l~r.~~,~' .. 
ccil ect;.ado;i:::; los di~=- 1 ~ 6 y 15 se:: t. i t.ul i:,(r- i.:•n. c:i.:1fL·_~l.'.;,ensay_o;;:;'.;._d~_"-~·.;:_=p_lac.;..' 

·- - •· .. ,.""_:;-:',"-:;':,/'/:'~~?;_'~~~(;:·:-·,_- .. , 

lit.ica 1..~r.~ndo..• c.él•Alé:\r:. LLC-t•U~2 S+:!9tin _l..:• -de::S·.:.:r.l:~?_~;~,~1"~'~:~,}~~~~:;~'.~~:;~f:;·;:~~'.:' --.'~-'· 

15. c1.~1 t..i veis ~ é<st.r·eoc:: i t.o:•s. ~ ~uiL•t ióD. de~·---~---~-¡~;~-J~¿::!J1i~~~~~'~l~!;,;.C)._;·.~?' 

:::::::· ::::::::::: ·:::::::. :":t.~l~ii~l!i~::"~::: 
'~-; '-';'.· "'; "·.'. 

2 NGC En d~t~~t-111.i. n~d,;__•s di e:ts pco:-::.1;.:.. 1':"~,~-e~C-I'~t-~;;,~-'~: ~É/ ~aceou-i.:.on l C•-='· 

c.;1,.,br.:1.:.•bj.:-t.c•s y<:.":::! 1-'t"•:u.::"=!iar·on do.:: 1u~ner·.a:·i·_.3~_~S._'1>a::·-~a._:ya d~sc.:rl·t.a 

16. Tincieon8s ~ ~ fluc1r·cu::.r-ó111c1 

de l riruLinc• f l L~c.::t. ~~ct!:!;'.;~:i~~_.. ,·.Í.·~~;rJi" rect.~ 
. : .,- "" :·. 

fll~O:.•to..•i::1·•-•111c• f1..,o:,Ho:.•n ._o;..11 l•:iO-FlTC-~nl:.ií--~tór-,· par'k··:~1 onl;.i9~t1C.• vlr·c..1 

I gG-RITC-c\t 1 l. i ..:...:•nej..:. para 

l~Vi:\t CC:1t"1 

fjjadets 

37°c: 
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. ., .. - -

l c.•s· a ni.o j cln:::!rpc.•s::_ pr---i rí1a r i:c..-S. : · r·~ ~óí-·, · b;·,i~ ¡:. -d·~t l':Jl~·~---~-·.i :-'-l~~:l'o .-_.y .:;c.1: . .ir·ieJ ..:.• ~t 1l. l 

prc•t.e1 t1b ·si1 ro i. - r.il;t- f_-1 ar -~.--·~:~'i-'~~ ;{-{:·-~~~.::;::: :;_~~:::-bq·~,;), ·/-~.:-~:~r~j ·:_~t~~i~r ·-:~J-~:~L~~ · ·1: ~ t-'oo_ · 
_, ... -- .. , .. .__, '''·"·,:;.;:\,¿,.-.. :·- __ _ ,,,~ ·:-_;_:·.·.-).:. 

y cc•nt::j.;. ~!:··~j i:::r10-1 ·~s~·.:_.·e~:P,~i:.i f).~~(: .. 'd~'--·_:t.-.-~~~'¡.·,.-¿t:¡-~'·=·>:;.·: ·--'1'.~- ~-ci.:·.::.c ::~::'.~;¡~-.-;~-~-;~~é~ · ~i:" 
--· ~ -- ~-'~: "- ::.:e::·,:'/:-'.~-- 'l;_,_{;;::.s:;0:;7'.:- ~:~''._;~:~i:! :-:;;1f r~_-;.;.~~~~ .. :.I:~~,::;~1;'.t}~,:-:/- .. ----:?:' __ /: ~:;:~, 

lavar C.:•n- 3 veces_·~-¿¿;¡::.·:-_: PBs 1-0·' 111 J_ nl~"Cc.s,~:.c/ u .;_~·,.-.y ;,•;_;·-~i::i;_c·. ••_l t'1Cl~ba rorr~--/ CC•t'I l c.1':=-; -

::::::::::::~~~j*~~hl~;~ti&,1!41~:;:~::· ·:: 
1-"1 ic:i o:rc•t"1,. CC•n fl"!i c:ro.-:.1.:ópio:'"d..:=---: __ fi!p_ff_llic•}~éS:c·er;i.Ci-á'::~~(~~i'_s-s·;·W8s.t.-'. "i:=iermiil.r 1Y )­

y c:on contr:-~:;;.t:e _-d~ ·~ª~-.~-.. ---º~o~ ... :~tj·¡E}~~-~--~~-¿-~-lt:t~'-~1 ·,-Si0r1 ,·infectar diti!r·c·r-i 
''·' :-:::"• '_. :·~·> 

-..~n bajo nivel ele fll'ores.co:nci~ dtí: ·-TOf1JC.; {~{:.-·C~~dl na fú.: vis.iL•le r.il 

fotografiar·. 

17. 

dt-! 1 

gansc• e111pl eanda Al S+::::vers conu.:.• ant.i cobgu l ant.€::! • Stí: r .i 1 t.r6 cc1n 

e$1;.ét· i 1 

ca de lavad•.:.• Se pr-~pcr·ó 

sus.pensión co::!lt.4li:lt· é.<.l 8 ;..; en €::!::.L..:<.bi l izandt:• " 1 C:('.:-. 

e11 l;,, 

.:;·:rü tllll 
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A • •~1110•:1lul.:.i t1l r •~~ 

. co;1 --•~aol. i ,:¡-· __ y ,-_a e::;~- eú· i t:~:-o~-i-t.C:::.i- · d~- ·-"='~;;~-;:;· · ~~t.abi 1 fz"'1.:h.:.•s 
,.: ~ ' -·-:: .:.';· 

Al final so:: em~· i:::;-~·r-ci·h:;·'_d'i:·f~:.¡',j"~S'_'.· i' =·;··[o}_>~:-~:~~:-:~ ~._i~_ ... ·:_:_ .. :;,::/:.\~:.\· 
·>'if• -· ·:- .·.-· ~-,.-.,_- -_---_--.. _-. :--_, .· -, ." ___ ,··r· ---.----- :' . -_··.- -., :-'"-'." .... ---------·-_,,--. _, -

El ti t.1.~l o de ---'fe\· -heiría91ut.i t-,¡ na -~_vl r-'a"1.:~:fb"é 7 ra-'~-dJ.li..~Cfótí riiá.~ dl l.c::1 

::e:::':: ::::,~:;.,::~;1~~1~~tf ~~j~~f~~0~""::,.,:: 
1 : l (1 CC•t't SC•ll.~C: ión .';;'.i:\ l it'1a-·.de .'.·L:u:iral'._o_s::~y'.;I·_:~ lblUn-_i_-_':·ia_'':lo:~'~-;i:-n~-~----~~- . o·~-4 :-; PH 

., • O ( BABSj 111ezcl i:lndco fl4~r-~~111~r1~~~~-~~::~,-~:~:~~;~:tt:{i·~~~~-~~\.:f~/.;j~~· ::~-~f-i~'- dt:! - 1-1.i ~l ~· 
Se Pl~:=.Q O~ 1 1111 dt:! 1 ar-rl.;.~ .~~;;,~,:::>~-i·'i{~-1/~-.;.';-:Ei~:~;:-;~_.:Í-~ ·.-, 'Pr-:i Íner· -·Pozo-· do:i l et 

¡.:.•lac:a ·d.-.:: micrcti,;.1t.L,la•.::i•:·r·1 y o.·05 ,¡~·1'_,. d"e):::,~~:B·~·:·;-·: __ a lo·s ·11 pi.:.1:.:.0:=. 

ine=:peci ficas 

leo$ 12 pc..zc1~. , d~:.echcu1do lc.1$ Ult.irnc.15 o-~ O:!i. 11il o.o~ 

úl t. .l 1111 .. 1 

~nti·~~nc• s.e dj luya para cWrrt;.ene..- 8 un ideo.de-=- pur· 

0.(1:25 r11l 

"'1 l 

le.is ul l.l111c1~ 
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la Pli:tCd mcu;J~r-adi:o1n:~nt.~ Pi:tt·. et ·Ú1>!:!.::;S1'.~r. ·]·~~;-._;~: __ ,· ~~·;_'_.~~~'.j.é,' ;.'·'!~-'.'.;:~: · :;:-:2.:f:·- ·,hc•·t·,d;: a. 
'."_-:;--:;; ~.:: .. :. >· -. ''.·-· ··:.:,_, ' ' _, 

~;;:~-~- .. ~. /l-'é:\":'.~:-": 1)1--&~~':).;_2~~·1-i.:J"adc1-~~t1.-::á·,, L.-E::!: _·¿¡~·1 
---·'.--'.-" ,-••. ;• .~'.':' ;<" 

dii:I Al 

r"o:fr iger_ador· 30 a 

e.o rninu-t.:.os y se 

C:1.4idadosarnent.e·· ~ se"----déJ~ 
vibracibr1es a La 

inhibición de la 1.n1. be• 1~6n . ;-,-· .--;-.--

cél1..4las 1 o c..1.~1:11 se re9i str'ó o·pc..•_-Ft.ü~1iáfíi€t'íCe·. ··• 

El tit.o..41C• de inhibición f1..~é '-la>_d:~:-i~;~i.6.-:·:.· iná.":::. c l t..a d~l 
la cual 1 .. inhibición· 

<St!5~ fZ:Z) 

.1; 2::;60 y 
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VII.RESULTADOS 

1. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS DE RAT<SN CONTRA DENGUE 

La purific.ac.i6n de lo!:. dnt..icuerpo~ é:lt'"1t..i-dengue del 'fluido 

ast::i tico se rnoni toreo mediante prueb.:.s de inhibición de la 

hemaglutin.:ación e inmunofluorescen..:ic. indit·e..:t.a CFi.gura. • 

2. IDENTIFICACION DE LOS SEROTIPOS DEL VIRUS < Tabla 1> • 

Los "stocks" de virus del dengue se propc.garon en cultivos de 

células TRA-284 o er1 cerebro de ratón lact.ant.e y 

identifice:.ción se hizo con ant..ic.uf:!rpo, monoclonal~!::. berot..ipo 

especi f'ico medic.nt..e prueba!:. de ir1munof"luor~!::.c.:encii:l ir1direc.:1..e:. 

3. DETERMINACIClN DE DOSIS LETALES MEDIAS e· Figuro.e 4 y !I) • 

intracerebral • 

4. DETERMINACION DE PORCENTAJES DE SOBREVIDA <Fi.gura 4 y !I>. 

Al graf'icar los"porcentaje!:i sobrevida durante 21 
1 

post-infeccion para la!:. dos vi.:..s de inculaci6r1 uscuJas y los 

serotipos del virus se observo ~ue : D~n~ue 2 NGC y Den~ue 4 H-241 

causan menos.muert.es que Dengue 2 MEX y Dengue 2 J:ND por via 

intraperitoneal • Er1 cambio Por vi..:. int.rac:erebral su.::ed~ a la 

inversa • 
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TABLA 1 

IPENTIFICACION POR INMl.INOFLUORES•:F.NCIA PF:' L('IS SEROTIPOS DE 

DENOUE CON ANTICUERPO:<;:: MONOCLONALES 

ANTICUERPO ANTICUER:fºO 

M O N O C L O N A L P O L I C L O N A L 

DEN t. 

t)EN 2 N1.-=.c 

DEN 2 ME~..: 

[~EN 2 IND 

t•EN 4 H-24i 

l>EN 2 DEN' 9 

+ 

+ 

+ 

o 
l'FN' 4 

+ 

' HtJM:ANO 

+ 

+ 

+ 

+ 

<:illnm•..1nofl,...~r~9'ecne\o ln•::hr~eto eon onlle•..1"!"rJ-""''!I mo:-r,.~el.:-n.-.1"!"~ ~, 

i:•c-\t.clono.l•• deo fl• . .l\de> 09-elh.co d• rolr.>r• • 

n 
RAT0"1 

+ 

+ 

+ 

bU,.r1rn,...nofl .... or-:-sc•ncio <:llr•et.o con rti""'Zclo .-J~ ~·..1"!-ros h•Jmano'I ec.•r• 
lllulo alto por \.nht.bic\.6n d• lo h-:;om<'l9l•...1tin..,o:l(.....,n 

c1Los "slc-cke.. de- v\ruo provlni~ron deo p.,~..... ....... ~"!'r .... l::or'=' -:1... rnto.-. 
loclc:uil• y de- posaos en celulos TRA-284 
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DOSIS LE~I ES rvEDIAS LD50 
VIA INTRAPERITOllEAL 

'IOO ... --.... 

80 

60 

40 

DkJs Postinfección 
Flg. 4. - Relación entre ta vio de o.dmtl'1\elro­
ci6n y el porcenloje de •obrevido. de rolon•• 
recién nacido• inoculo.do• vi o. introper\loneol 

valor de la LD!!!IO 

"' 
-2. •? 

Dengue z Jndone•io so -s. !!!19 • Dengue z NeM\.cono so -o. es • Dengue z NOC 'º -t..4P 
O Dengue ' H2•S 'º 
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'O o:;: -o 
~ 

~ 
-8 
(/) 

lXSIS LETAi ES rvEDIAS LD50 
VIA INTRACEREBRAL 

"100 ¡...e--..... -.o. 

80 

60 

40 

20 

Días Postinfección 
Fi.9, 15, - R•loci.Ón •nt.r• la vl. o de odmini.•lro.­
cL6n y el porcent.ci.je dw eobrevi.do dw f'olonee 
recién nQc\do• i.nocula.d.oa vio inlrocerebrol 

vo.l..or d• lo LD 
50 

A Dengu• 
A ·Dengue 

e D.-ngue 

O Dengu• 

2 

2 
2 .. 

Indonesio 

Mi&>ei.ccnQ 

NOC 
H2•t 
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-d.7P 

'º -d.86 
'º -7. f.P 

'º -a.o 
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-.c.-:-: ·-
,.:s~ :~·.,;.;¿_;i.:;-.:,u·i o· .. .--'i. ;;~· 

'•',"/: 

,._-_,_,. -, ':-2:: - ... - :.',-.;:[ 

;J1.·' ~ -~.'-9.· .. · 'B~/i~ú-~: _:2~, '~~-'.: --. --- _.-.·;· 

·:;-

.:spir1a l 

..:er·~i::·t·~, los di d-~ 'il ·y;-:¡_~:-:.:;· 

.,,¡ ojj ~- 12 

r i fi..:1r·1 1 

6. ESTUVIOS r)E rt.;rr:utJOHIBTOQUlMICA • 

ór·'='dflo_•:=. 

or··::1..-rn.•"::i. 
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TAD1.A TI 

n 
DETECCtnN DEI. VTRUS flEHOt.fF: 2 Nt.·u..--: EN OllOANOS PF-

b 
RATONES JNOCt.fL.AOl~S VTA YNTRAPF.RTTc~NF.AI; • 

Oñl~ANCIS VIAS PosT .. 1tJrc:c:cI(fr.,¡· 

_________ "'"". ____ '."'""".'.':---------------_;-------7';::_:::;::::;::;-.;..:_~.:..-""."._.:..;. __ .;..-:'~7::-;,_-..;;,.;_ __ ..:.;_--
. <.-: - . 

BAZO 

HIGt:fDO 

RIFlot; -

PULMON 

CORAZOi.J 

TIMO 

MllSC.UL(I "" 
o + + 

CERC:8R(I + .;. .;. 

ME.rdJLA c::,;PINAL NR .;. .... 
--------------------------------------------~---------------------

"''F."'~""Y'="'" r:--:-r d•.1rl •e-:>do eoro ~•t-:-ei..~ 

e•rebro doe- roleon lac\(lnt• • 

La 

r-roe-4•,..<::• o rl•I V1 rU'!' 

C'NR = No lloe-ul\ :.!.Qdt:o • 

1.c~ Ór~<:i.r"'"'• 
""I"!' d•loe-ct ó ecr. 

o-•''"J'-'"" 

1 .. D ;. • 
!!'>n 
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TABLA 111 

o 
DETECCION DEL Vtl'US OENOUE 2 MEXICANO EN O"OANOS ., 

DE ltATONES INOCtJLADOS VJA 1NTltAPE .. JTONEAL • 

------------------------------------------------------------------
ORGAt..IOS ~IAS POSTINFECCION 

12 

BAZO 

~I6A1'0 

FllLMON 

CORA:Z(¡¡.¡ 

TlMO 

CEREBRO 

IYi~DIJLA ESPINAL + + 

-----------------~------------------------------------------------
colguo.\ qu• To.t-lo. 11 

bllguo.l que Tobla 11 

pe-ro -:on 
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TA•LA J:Y 

PETl!CCJOH DEL YJllt.1• DE ... Ot.lr a '"""ºHEBJ:A 
4

EN OllOAMOB 
b 

DE .. ATONES J:NOCt.ILADOS YIA INTllAPEllJTC!MEAL • 

--------------~-------------~-----------------------------------~ 

ORGANOS DIAS POSTINFECCION 

3 12 

-------------------------------------------------------~--------

BAZO 

HIGADO 

RIFION 

PULMON 

CORAZON 

TIMO 

MUSCULO 

CEREBRO 

MEDULA ESPINAL 

+ 

-. 

+ 

+ 

+ 

----------------------------------------------------------------~ 
CllJ:guot qu• Tablo JI • p•ro· COT'I D•T'l{JU• 2 INll 
\>)Igual qu• Tablo J:J S"' \.noeuló con o, t. LOSO 



TA•LA V 

DETECCSON DEL VSllU• DENGUE ' H-•••'°'EN OllOANOS DE 

llATONESbSNOCULADOS YIA rNTllAPEltlTONIEAL • 

-----~-----------------------------------------------------------

ORGl\NOS DIAS POSTINFECCION 
'· 3- 9 12 

--------~------------------------------------7----------------------·. 

BAZO 

,HIGADO 

RIFION 

PULMON 

CORAZot~ 

TIMO 

MUSCULO 

CEREBRO 

MEWLA ESPINAL 

·' 

+ 

+ 

+ 

-----------------------------------------------------------------
a>Sguca\ que. Tcab\ca as pero cor. D•ngu• • ff-••• . 
b>lguca\ q..a• Tcab\o SS • 
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Lo-=. me j ar e;. ut.i l i:z~ncJc.t t:=l 

incluido~ er1 porafir10 di9E:::r icic.·~ 

permit.ieron un.:. mejor lo..:c:.liL..:...:i6t"l y t·e:::;olui.:i6t·1 del .:n·1t:..1~et"lo \/it·.ail 

uiédul.ai espine.! y ..:erebt·o 

Adem.:.~ er1 hi";Jado r i f'íot"I , pul m6r1 t. in10 t..::.mbián 

observó lo ~E:::f"ial aunque e.e.in meno~ inl.E:::t1~ldo.d 

confirme.ron con le. t..ir1ci6n d~ i nmunof 1 uorE:::;.<..:E::!nc i o ir1clir~c.t..cs 

lu...:aliL.c ... ..:ion y 

resoluci6r1 del ant.19er10 CFiguro l « 

inmunoperoxida.::sa indit·e...:ta (PAP> los t·esul t.ddos fueror1 si mi lar~s d 

los de inmunofluoresc.encia (dat..o~ no rno;.t..rodo~> 

Léi di~t..ribuc.i6n del .c.nl.igenc• 

nerviciso cent.re.! de ro.t.6r1 rrn:idiante irun1..u1ohlsl.o...¡uifAi....:cs CFiguroe ? 

e ,9 ,to , y tt > "fué en l.:t".:i si9uiet"tt.es áre.:.-::; 

pariet..al temporal) 

Amn , giro dentado) ..:erebt·o anterior (...:audaido/put..:ame-n , t.Al.::.rno 

ganglio b.:.sal) 

médula espinal 

t..::.l lo ..:erebral 

dst.as dor:::;alt::!:s 

cert::!:belo (..:élul.ss de- Purkinje) 

, :::;ist.emd nervioso per""i Fét·i...:o 

9an9lios pa1·avert.eb1·.:al11:?1:s , f.;,.s..:1 ...:ulos no::rviosos ) 

El dia 6 pos~it-.fe..:...:i6n no se observó infi l t.t·ddo infldtnCtt.or io 

de ningOn t.ipo , ni ..:r6nico ni a~ódo 

• 

viral se demostró en las neut·onas y célulcs~ 

epiteliales de pl~xos cot·oideos .=-ero e~t.uvieron aiu~ente~ de ot.r-.:s!::. 
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~,~. 
-:-'~.'t! 11i-.,.~ 

- ,._, .. 
l) · . 
. ;';;r,, 

" .• ?f", 

Fig. d, - Corl• de- bo::o <20X) d• rot6n bolb/c 

lnclui.doe en poro.f\.no d.l ee)Clo d1.o 

po•llnoculo.ci6n con t. LD
50 

de d•rtgueo 2 NOC vi o. 

introperit.oneol Inmunofluoreecenci.o. 'ndi.r•clo 

digi.ri•ndo previo.menl• con lripei no • 



• , . 
·«f ,,_' 

F\.g. ?. - Secct6n d• cerebro <ie ro.l6n ba.Lb/c i..nelu.i.d<> 

en part:1.íi.na de la regtÓI"' d.,.1. Lo.llo c:erebro.l , o.l 6° 

di o. posli.noc•..ilaci.6n con i LD
50 

de dengue 2 NOC via. 

i.nlraperi.ton•a.\. La Li.nei.6n 9e realizo di.gi.ri.endo 

con lri.p•i.na. incubando con a.nli.cuerpo contra. dengue 

morcado con bi.oti.ru:.. y despu'!'s con eslrepto.vi.di.ri~ -

pero>ei.dosa , Se revelo con DAlt y eontrat.i.i"ro con 

h•moloxi.li.no. Let dislri.buc1.ón del ant.1 geno vi.rol en 

lo.s neuron•• "" c1.LoplAsmi.co • c'OMl 
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Fi.g. e. - Corl• de v•cc\Ón d ... t h'poi:ompe- d""° cerf!'bro 

de rolÓn batb/e i.ncl•.ndo •r. roraf\no l"l ·;;"" dlo 

po!Sli.nocut.oc\6" con t. LP
50 

de- de-ngue- 2 NOC vi o 

i.rilraperi.t.oneot 

to mayorl. a de neurona.e • <:o.cO·U 

58 



Fi.g. 1>. - S•ec\.Ón que mu~st.ro lo r•9\.Ón ti&l hi.pc.,:omr-c­

y el v•nlrl culo d•l c•r•bro de ro.t.ón al 3° di o po!!l-

i.noculo.ci.6n • Lo mareo obse-rvo. 

epi.t.eli.o.lee d~ pl•xoe coroi.de!I f1') , lambi.én e• ob­

eervo con i.nmunofluore•c•nci.o i.nd\.T•Clo. o.l 6° di o. 

poali.noculoc\.Ón fda.lo• no mc-elrodoe) , U.OM> • 
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Ftg. so. - Secctón lronevereol de médulo espinal dl" lo 

roe-gotón ea.ero-lumbar de rol6n bolb/c \.noculodo con s. 

Lt> de dengue 2 NOC vi o i.nlro.p•ri.t.oneol ol 3° di o -
!!>O 

posli.noculo.ci.6n • Se obl!lervo morco en n•uronoe d• 

o.elos o.nleri.oree 

«S.6S> 
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Fi..9. SS. - Secci.6n lroneovt"r~ol d& médul-:i &l'lpi..nol m-:ioeo-

lrando el aT"\lÍ g•no vtral e-n go.T"\gli..o poal•rior y •n 

Caaci culos nervioso• • 9<':> di a poatinoculoei.Ón ceon t 

LD!!IO de dengue 2 NOC ví_ n i.nlroperi.lon•al ,<S6'() 
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no tenían mat·~a • Esl:.0o se canfirm6 t.:on tinción ir·nJirit:!ct.:. dt::!: doble 

fluorocromo (:IgG-FITC-ar1t.idengue e 

fibrilar ácid.:.) CF\.guro 12 > • 

Durante el dia 9 se obst::!rvar·on en ..:erebeler 

Purkinje con eosinofi l ia ( sU':}est.iva de hip0oxia 

degeneración 

pericelular 

periva!:.ctllart:=~ 

El di et 15 !:.e ol.t!::>er·v6 infi lt....ri:idLJ 

húbo 

y 

Prt:Jteina. ':Jl ia.l 

cerebral> y de 

pit:!'r icelulares y 

El 

'"" ob~ervó 

prolif-=:t·.:.ci6n do:i célul.:ts glia.les ~irr indi...:ios d-=: inft::!t.:ci6r1 lc.s 

•na.rea y l..:•s ver1t.riculo~ se obset"Vdt"On libres 

abarcó l ;:s cort.é:za c:er~l.Jretl .. lo!:> er1dot..~l ÍO!:. 

En el ...:erebelo le. infecci6t"1 vir.:.l dbC1rc6 lds 

Ut"ti..:amenl:.e ld.s célula~ de Purkinje como ocurrió el 

observó ~sarreglo y destrucción dll:Ó! 

•nismo ~e ob!:.erv6 rt::!:l.retirr1ienl.o y eC.•!:.iru:tlilii1 

indicar·1do dai"ío sev-=:ro • 
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Ftg. t.2. - Doble i..nmunofluorescenc~a i..ndi..recta deo eecci..ón 
de ce>rebro de rCLlÓn balb/c CLl 6 di CL poeti..noeulCLci6n c::on 
dengue 2 NOC , Si& dtgtrto con lrtpstno • tnc~bo con onlt­
dengue y ontt-proteino gltol por 2• hre. o • e .,.n Trtlon 
X-too ol o. Ot. ,,. e-n PBS Lo9 9il<i'iolee no co\.nci.den corri.bo 
viru9 y oboJo protei no. gltall , (•OK> • 
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inf.ilt.t"dÚO 

infla1na.torio ni creomdt.olisis .No t·1ut•ó r·et.rC1i1oi~t·1l:.o t:!t·1 le.s c:'4ll.ildS 

ni estaba aurot:!nl:.dúa la micru':;Jlia 

fue norm.:.l 

r·eic:.c:ión oúcleu-c:i l:.ó,:>ldSlllCI 

No se ~ncor1t.t·at·on d.:.t.os r·1eur·o,:.at.oló'::Jit..:os t..:.:.r·.:.ct.erist.it..:us de 

infi l t..rado inf'lc.mc.t.or· io rnonc.onuc.lit::at 1 ir1f(.lc..i t.csr· ic.• 

forma 6 

estrellados e >. Se Luscaron l-a.1ultién ir·1c. lu!:.i6n sir1 

encontrarlos y en .:il"dun.:.s. r1eur·on.ss se 

eosinofila!:. 
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7. J:NFECCIOfol DE LOS CULTIVOS DE SNC DE RATOf.¡ • CTobla9- v1-v11J) 

Para dlt:T:!most.rar la r·epli..:aci6n del virus del dengut:o las. 

células del cer~t-ro de ri:lt...6n lo!:. c..ult..ivc•!::. 

diferente.,;; concet"1t.t·aciot"les de virus (t.i t.ulos arsot.a.dos t:?lr1 t..:.bl.:.-s) 

ero 

VII> y t:eon Dt:?lr1~ue 2 NGC ct.o.blo 

eru.:uent.ra Ya .:. las 24 

2 y 5 para Dengue 2 NGC 

encontraron rit:!sult.ados p..:1sit.ivos los d1as 1 

most.rados> 

YI y 

2 4 y 7 <do.l:.os ne• 

Se observi:i que aún cuC:r.ndo Dersgue 2 MEX y Die::nguie:: 2 IND ""'' 
ino..::ulan con un t.1 l;.ulo 100 vece;; 1n.:i.yor 

con menor número de it11..:lusi v~ 

sobrepasa a las ot.rds cepas en Y1úrnt:?lrO de t"llt:T:!Uron.:.s it·1fiect.a.dets en ~l 

mismo dia 

T ambiét1 los di a.s 1 6 y 

Dengue 2 NGiC la virus infecciosc1 er1 

usando c.élUli:i!::. LLC- MK2 "1 
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u• 
b• 

Ti t.ulo 

TABLA VJ 

CJNETJCA DE JNFECCJON DI:! CULTIVOS PEL SNC DE ltATON 

CON VJ'.RUS DEL DENGUEª ••\.ro v\.t.rc·· • 

VIRUS NúMERO DE NEURONAS FLIJORESCENTESb 

5 DIAS 7 l>IAS 

9.2 X 108 51 216 

4.6 X 108 63 593 

2.3 X 108 82 281 

1. 1 X 10ª 5 150 

a.o " 107 16 98 

d• célulow 
.. 

PFU/ml. D•"gue z MEX •n LLC-MICZ 7. 7 • 'º 
Prom•di.o d• z ob••rvoc\.oroe• 
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G) Ti Lulo 

b> J:guo.1. 

TABLA VJJ 

CJ:METJ:CA DE J:MFECC:IOM DE CULTJ:VOS DEL SNC DE llATON 

CON VIRUS DEL. DENOUE
0 "\.~ v\.tro" • 

'1IRUS NúMERO DE l~EURONAS FLUORESCENTES" 

5 DIAS 7 D1AS 

9.~ X loº 26 114 

4.5 X lo• 54 457 

2.2 X 109 
125 512 

1.1 X 108 27 294 

7.0 X 107 
16 274 

d~ Donguo 2 IND e" eétulo• LLC-NK2 7." • .o .. PFU/ml, 

qu• Tobto. Y• 
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TABLA VJ:J':I 

CJ:NETICA DE INFECCl:ON DE CULTl:VOS DEL SNC DE llATON 
Q 

CON VJ:RUS DF.I. DENGUE .. ,,.. vilro" • 

--------~--------------------------------------------------------

VIRUS NúMERO PE NEURONAS FLUDRESCENTESb 
2 l>IAS 

·0.2 X 10" 112 

0.3 X 10" 121 

o.6 X 10" 57 

1.2 X 10" i:; 

o.>Ti tulo d• D•ngu• z NOC •n céluloe LLC-NICZ 

b>J9uol qu• Tablo. VJ: 
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477 

583 

760 

61 
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inóeulo inicial d .. 1 virus <2.5 "' del 

cultivo a las 24 hor·a:s , se c.l..:ar"l.Z.CI l.<1n 1náxirno c. los 6 día:.. c2. d "' 

15 <9. 9 )( 

8. DISTRIBUCHSN DEL VIRUS DEL DENGUE EN LAS CE:LULAS DEL SNC • 

Al determinar el tipo de célulc.s et·1 lo!::>. que se repl i..:6 el 

virus mediante inmunoFluorescen...:ic. • lo:.. result.aúos most.raron que 

la locali¿aci6tl del virus Fué et-. lds neur·..:•nas <Fi.gurci• t.9 y 

:1.5 > , alredi:::dor del núcleo ..:on di:..tribución cit.oplásmi...:a y en le.oh 

axones y dendritas : la morfolo9íd de neurona:s 

..:orric:sponde pr incipalmer·1t.e al ,tipo bipolar· y 

pero en pr..:.porcione'.:i rnenor·es .. 

lo:.. fibrubla:-:;t.o::; y lo~ 

a::;t.rocito::; (inclusive en •..: .. tlt.lvos 90 /; pur·o::. )<Fi.9 Sdl e:.l 
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Fi.g. 13. - Doble- inmunofluore-sc~nc\.r.a \.ndi.rP.clo de- cultivo 
de- célulo.e de cerebro d"" ratón NIH \.nfoe--:lodo~ con d6-r19u& 
2. NOC • Arri.bo n111>urcna tr\.polor morca.do con onl\.c•~erpc9 
onli-dengue y obojr.> cor• onticuerpc-9 ont\.-enoloeo eepeci -
fieo de neurc-na9 • UOOM> • 
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Fl9. t•. - Inmunofluore-9ci&ncia tndu•ecta de un cullivo 
de SNC de ratón balb/c o. lo!!I 4 di oe po!!lltnoculaci.ón 
con virui!!' Se ob!!le-rvon o.cumulo~ de- neuronas inf""c­

tado.q con dengue 2 me-i<tcano corrtbo • "º'º y de-ngue 
2 indon&~i.a (abajo , •oX> • 
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l.S. - Inmunofluore9cencto tndtreclo deo un culltvo 
d.,. SZNC d• rol6n l:-o\b/c tnf.,.clodo cor. d•ngu• . 61• ob­
ee-rvo lo morfologio d@O uno n~urono mulll.polor Corri.bo ~ 

l.OOX> y vo.rtos bi.r~c·lores cobojr:- • 1.00Xl • 
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Fi..9. t.6. - Doble tnmune-fluor~gc:E>neto tnd1r .... eto d• cull\VO 
deo SNC de- ratón NJH ol ::'°•º di o poeottnoc•..1•-:.e\Ón rcn d ... n9u~ 
z NOC • Arrtbo ne-urono blpe>lor mnrc:odo con or.ltcuerpo 
anti-dengue y o.baJo acumulo dE- o.elroc:tlo!!' mo.rc:odi:-s con 
or.lic:uerpoe onli..-proteino gli..ol , <t.00)0 
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vrrr.PlSCUSlON. 

SeleccióU de cepas neurovit·ulE::!!ntas de densue • 

Aúr1 cuando las. dosis. le:t.alE:!s media5> 

prototipo son semejante~ ~ le.s. curva~ de 

dE< cepas 

s.obrE::!!vida 

silvestres y 

sugier·en que 

las cepas protc•t.ipo cau:.an más rnL.1ertes cuandc• se ir1ocular1 por vi e-

ir1t.racerebral que por via intraperitoneal • Un fenómeno parecidc• 

fué reportado pc•r Schlesir1ger cszs> Clt..aien observó q1...ae el virus del 

dengue pierde su pat.oget"'licidad para el huesped nat.ural (hombre> 

conf'orrne"'progres.a la neurovirulencia er-. animales experimer1tales. • 

Sin emt•argc• , con las cepas silvest.res sL.1cede le• contrario se 

observan rnás rnuertes por via intraperitoneal que via 

int.reccerel:oral • Si ~st.e fen61nenc• oc1...arriet·a al anal izc.r lU'• r1úmero 

su9er-ir!a a:> que los pases en ratón o 

variación en la neurc•virl,lencia sea consecuencia también de lu-, 

probab:i8 tr-opis1110 c~lular 

neurovi 1·1.,lentas se pierdan 

tropisroo • 

Ne1.u-otropismo "in ~ 

y e) que al 

otros razgos 

La Preset""tcia del virus Dengue 2 NGC er1 

seleccionar cepas 

fenotípicos corno el 

baZC• rnüsculc• • 
médula espinal y cerebro durant.e casi todc• el t.iernpo que duró la 

ir1fecc.i6n experimental podría indicar l .. na diserninacion por vi a 

hernatógena al St~C apoyada ademas por la demos trae i 6r1 
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inmur1c1hisl.c1yuirnica del vir'-'S er1 los pléxc•s coroides Sin e1nbar90 

lo anterior r1c• ocurrio er1 animales infectados con l>E:!t"lgue 2 MEX 

Der1gue 2 IND y Dengue 4 H-241 en lc•s que se detect.c.1 "1 virus 

solc• a lc•s 9 y 12 dia~ er1 músculo , 1nédula espinal y 

diseminación no t1emat6gena y b) cierto 

caracter r1.aurotr6pi co comF--art.i do por las 4 cepa~ 

probablement--= "'ariar1t.es genP.t.icas 

acceso al ·cer·ebrc• con est.a'$ cepas 

Pc1r le• ql'E: una posible vic. de 

podria ser la médula espinal a 

la CU<:tl viru:. vi a nervios autonc•tnos lo cual 

se hd. demo:. t.r adc1 ocurre cc•n Sem 1 i '' i Herpesvirus y 

cc•n el virus de la encef'alitis de San Luis te5,ecn 

SJ.. virus del dengue inf"-=-ct.a r1eurc•nas .::J.n vivo" 

Los estudios de inmunc•hist.oquimica realizac;los en cortes de 

cerel:oro de ratones rnost.rarc•n una susceptibilidad r1euronal general 

a la ir1fecci6n con Dengue 2 r..iac ya que la distribución topográfica 

del virus 'fué muy amplia Ademas , el exámen histopatol6·3ico 

del SNC de lc•s ratones laci;.ante'$ inf"ect:.ados most.r6 una ence f a.1 i tis 

severa que se presentó gradualmente y se caract.er izó por : 

r1ecrosis neurcot-.al y pt·olifer·aci6n glial Estos datos expl icari ar1 

con ciertas restricciones , la sir1tomat.ologia r1eurol6gica di TUSd. 

cara.ct.er·i~t.ic.a de las inf-=:c.cior·1es por· dengue , donde lo~ s.ignos y 

sint.omas variar1 

meningi t:.is 

encera litis. 

desde un dolor· 

convulsiones 
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Le.• ant~ric•r su9ierE: que se r11::?:quiere un est.udic• más complet.o 

del tropismo ru::urc•nal , CC•tn0.:1 caracter! st.icc.. f'enot!plcc. pot.encial 

de lc1s diferente:=. serot.ipc1s de dengue el c.yudar .. 
analizc.r un aspecto de que apenas se empieza .. 
cc•nocer y quE! es. 1 a .::nce f .:.1 i t.i s Esta car·acterl stica ya se 

agúda y deroostr6 cc1n rec•virus tipc• 3 el Cl•al produce er1cefalitis 

Fatal al afect~r neuronas Y cél1..ilas gJiales y en cambie• reovirus 

tipo l produce hidrocefalia al infect.ar células del ependirno , los 

cambicos en la hemagJut.inina viral prc•ducen efect.os variados en el 

tr ... -.pismo t.isular «t:Z4,s:zcu • 

El virus~ den2ue ,!nf"ectc. neuronas "it1 vitro" 

Lc•s est.ud i os "ir1 al salvar las di f' i clil tC:11des que 

imponen la via de entr.:.da y dise1ninaci6n f-1acla el st.¡c "ir1 vivo" , · 

fc.ci 1 ita ron el accesc1 a leos di fe rentes tipos Celulares presentes 

er'l los clil ti vc•s perrni t.i endc1 observar l et mc•r fc•l o•::Ji a de las neurcir1c.s 

nc•r1nales e it"rf'ect.:.da:s y hast.a ciert.c• Plintc• ..:c11nparar cor·• grupos 

sirni lares d. los que :se encuentrar1 "in Vi Ve.•" 

PC•sible ext.rapc.•la:r suscept.ibilidad y de una inf'ecci6r1 

viral "in v.itro" a lo que ocurre 11 ir1 vivo" 

Las virus Produjero.:•rr un 

fluorescenci.a similar en las neuronas infectt\das 

pat.rón 

ade1nas 

observar rest.os de neuronas fluorescentes se demostró qu€:: 

inf"ecci6n causada por el vit·us puede terrnir1ar er'I lisis celular 
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El t.r·opismo especi f'ico de la$ 4 cepas de dengue 

di f'erentes tipo$ morfológicos de neuronC\S (biPC.•l ar y 

en particular c.demas de ser un f'act.c•r 

virulencia pudiera corr·elacic•narse con 

alteraciones r1eurologica$ "ir1 vivo" 

que 

la 

int~r·viene en 

presentacicon 

~ suscept.ibilidad celular !1Q. ir1clu:r1e astrocitos 

por-

1 .. 

de 

Por la$ t. i ne. i c.•nes con doble f"} UOt"OC.t"OfUC• 

realizadas "ir1 vivo" e "it·1 vitro" r·1c• det.ectcu·c•n el anl:-igenc• viral 

en céluic:~ gli.:sles especi f .icament.e astroci tos Ni 

cultivos con rná..._ de 90 o;.; cle pureza con 

reporte$ de e~tudio$ realizados "in vivo" en los que se localiza 

el antigeno viral en este t.ipc1 de células 111S2,Pt.,tzp1 • 

Los datos obt.enidos ''ir1 vivo" e "in vitro" son interesantes 

ya que Se sabe que los aS:.t.rc•cit.0$ rc•dean $OS.tienen co.limentar1 y 

posiblement.e defienden a las neuronas Son células present.ador·as. 

de ant!geno <APC) vir·at en el Siste:rna f4et·vioso Centr·aI 

contextc• de· Ia 189;84,f.2?> ha demo-=.tr·ado que las 

células de la microgl ia expresar1 el anti geno F4/SO especifico de 

mac:r6f a9os poseen receptore~ para f"a~~oY 3 de c:o111p l ernento y 

para Fe de lgG1/2b c12?,s2e1 ~ $Ot"I Ia posit.ives 'func: i oncsn come• 

APC por lo que es estas células se.,-, de or i9et·1 

hemat6geno y tienen la Í'-..&nci6n de u1acrof'agos tisulares 

Se piensa que en el da.Pío t..i~ular· que 5:.e pre$ent.i:t durante el 

de$a.rrollo de alguna~ f"orrna$ de encefalitis viral pci.rt.icipan 
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elemE::!nto$ inmunológicos. y que en E::!l cur~o de una re~pue$t.é& ir-.mune 

anti virdl los ast..roci tos y/e.• las célula~ de la 1nicro9l iet 

fur1c i onar1 co1no APC Pudiera ser que el papel pr i1nar io lo 

d~sempef"iaran los ast.rocit.o::> debidci a que superan en númerc.• a las 

células de la udcrc•gli.:i. y po,·..:¡u~ c;ide1nc.s e.~pr~son 1nás ont.igenc• Ia .. 

Le• sorprender1t.e aporentement.e es que ni los astrocit.os ni las 

células de la microglia sc•n su-:=:.c.ept.ibles a la infección 

Dos explicaciones que habr!a que demos.t.rar son 

: a) unet inf"ección inaparente y b) que el virus este 

procesado por- lo que el métodc1 de detección ne• lo rest.~elve 

La t·epl tc.ac..i6n 1 as r1E:!uronas y 1 ibet·acion 

post~rior y sostenida de virus et los. sobrenadant.es 

di as ,, C\.~est.iona de cierta manera la posibi 1 idad de una infecciót"t 

i.naparet·1te ,, Ya que aún cuando la 1 ibera~i6...-1 de '\/irus er1 los 

sobrenad.:.nt.es sea baj.:. en t·1ú111er""o se mantiene el tiempo 

de la~ célula~ vec.iraas. clat·o con los. dat...os. de 

i r11nur10f"1 uore~cenc: i a ¿. porqué r10 son infect.cada$ todas las 

r1euronas por el viru::> del dengue ? Una explicación de la 

di ferer1t.e susceptibi 1 idad podr!a ser que le. fc1t·u1es d~ t.ransmisión 

por r·eceptor-es especi ficc•s La det.ecci6n del Rt-IA >1iral del dengue 

en el cerebro del ratón mediante técnicas de hibridación '1 ir·1 sit.u" 

arrojar! a. dato~ concluyente~ 
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Les det.e1·1ninaci6r1 d~l ant.igeno viral er1 lo'5 de los 

rat.ones la técnica de 

biot.ina-t::strept.avidina-peroxidasa dic.• un t.ipc.• de información 

valiosa al definir cc•n precisión la..:. células infect.cadas y t::l 

cerebral asociado • La t.écr1ic.c. de doblE:! f'luc.orocromo mejore.da pot· 

el emp}E:!o de t.t-ip$ina y det.et·9enl.E::! ~ E:!t"I 105. c.or·t.E:::s.. de cerE:Lot·c.• 

idet1ti 'ficó "ir1 vivo" .. 1 neuronc.l y al 

Pc•r ot.ro lado , lo:. cult.ivc•-=- de célul.:.s rnosqu i t.o qUE::! 

Sit:!nsiblt::s par·a detect.ar .. 1 

virus del del'19ue que los cultivos de céluli=as de ma1nifero 

ir1oculac:=iór1 · int.ra..:.erebral de r a t.ot n:=s. nacidos 

proporcionat·on informt:aci6n s..obre: el es.t.ado r~al del Vi t"U$ al 

denotarlo en forma infect.iva 

Debido a que no realizaron las técnicas de 

i n1nunoh i s. toqui mi e.a con las. 3 cepi::l$ de virus res.tantes. no pudo 

establecerse si el ant.igeno est.a presente unicarnente en lo::S. dias 

q1.Je se detecta cor1 los cultivo~ o aparece 

Al examinar la infección en los cultivos pri1nario:. de células 

del cerebro de rat.6n por vit·u~ del dengue 

neurona!:> reducid_o$ f1an probado r1uevament.e: 

para estudiar la e~peci ficidad ..:el\.~lar hacia el virL~s. 
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En ur1 breve análisis finct.l .. hay q1..h:: -.:oment.ar qu1:2: serié! muy 

ir1t.er1:2::.ant.e t::c•nocer er1 que fc•rma lo~ 9er1es viral1:2:~ del 

dengue • a t.r,:.vés de sus prot.t:!it"ta~ det.erminéln la 

las ~structuras ..:.:lulare:. r1iaurona.le-=. 

int.eracci6t-1 con 

receptores 

es.t.al.olec.ienclo a~i la~ L>a~~-=- rnolE::c.ulett"E:::s.. dE:: ot.ro et~p~c.t..o 

enfermeda.d por e'.:it.e f'lavjviru$ • 
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IX CONCLUSIONES. 

1. LA INFECCION DE MEr,uu; ESPINAL SUGIERE A ESTA COMO VIA DE 
DISEMINACION Y ENTRADA AL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL • LA 
REPLICACION DE LAS .¡ CEPAS DE r>ENGUE EN CEREBRO DEMUESTRA 
ADEMAS EFECTIVAMENTE UN COMPORTAMIENTO NEUROTROPICO • 

2. LA PRESENCIA DEL AtHIGENO Derogue 2 NGC EN NEURONAS DE 

TODAS LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES SUGIERE QUE NO EXISTE 

UNA SUSCEPTIBILIDAD PARTICULAR A LA INFECCiot4 Y TAMBIE:N 
QUE.PODRlA CORRELACIONARSE CON LA PRESENTACION DE 
SINTOMATOLOGlA NEUROLOGICA • 

3. EL CARACTER "NEURONOTROPICO" DE LAS .¡ CEPAS DE VIRUS SE 
CONFIRMA cor,¡ LOS ESTUDIOS "in vit.ro•• 

4. APAREt4TEMElffE NI ASTROCITOS NI MICROGLIA SON SUSCEPTIBLES · 
A LA INFECCióN POR EL VIRUS DEL DENGUE • 

S. LAS LIMITACIONES DE LAS TfOCNICAS NO PERMITEN ESCLARECER 
EN FORMA DEFii.JITIVA SI OTROS TIPOS CELULARES SE ENCUENTRAt.J 

O NO INFECTAI>OS • 
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