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RESUMEN

Hemaos investigado el tropismo del virus del dengue en

‘ratornes Balb/c recién nacidos asi como tambkiér; su virulencia . Las

cepas utilizadas para este estudio fueron Dengue 2 Nueva Guinea C
{NGC) , Dengue 2 Mexicana (MEX) » Dengue 2 Indonesia (IND) v

Dengue 4 H-241 .

La deterqinacién de las LD50 para las 4 cepas pPor via

intracerebral fue de 10°°°% , 19799 | g7 v 107®°
R ’ . . -0, & -1, 8p

mientras que por via intraperitorezal fué de 10 » 10 »

107% 47 v 1074 respectivamente . "Na se obser varon

diferencias en los valores en s1 , pero al comparar la disminucidn
de las tasas de mortalidad respecto al tiempo , se notd que las
cepas consideradas erototipo Dengue 2 (NGC) vy Dengue 4 (Hz241 )
aparentemente -~ se bhan  vuelto mas neurovirulentas ‘que
neurotrépicas lo cuzl es contrario a 1; observado con las cepas
silvestres Dengue 2 (MEX) v Dengue 2 (INDP ) .

Al inocular a ratones recién nacidos por via intraperitonesal
con cada una de las 4 cepas para determinar su  tropismo , se
detgcté virus capaz de infectar células de mosquite con Dengue 2
(NGC) en bazo , musculo , cerebro y médula espinal los dias 3 , 9
Yy 12 3 con Derngue 2 (MEX) ern cerebro v médula espinal los dias 9
y 12 3 con Dengus 2 (IND) en bazo , muasculo , cerebro y wmédula
espinal el dia 12 ; con Dengue 4 H-241 en masculo , cerebro vy

médula espinal el dia 12 . No se detectkd virus con ninsuna de

las cepras en higado , rifion , pulmndn , corazdn y timo .



En otro lote de ratones reciér nacides incculados por via

intraperitoneal con Dengue 2 NGC , estudios de inmunchistoquimica

demostraron el antigerno viral en bazo , mtiscule ., médula espinal

»y cerebro v ademas en higadoe , rifion , pulmdhn , corazédn ¥y timo

El antigeno viral de Dergue 2 NGC se demostréd exclusivamente en

neuronas del sistema nerviose central y abarcd Areas como corteza
» bulbos olfatorios , hipocampo , plexos coroides , tallo cerebral
y <cerebelo { células de Purkinje ) v méddula espinal « Se

observdé ademas una prbliferacién de células gliales las cuales

. .
Fror tinciones de doble flucorocromo no mostraron marca viral »”

sugiriendo Qque no hay infeccidn .

Ademas e investigd el Lropisme de las 4 cepas de virus en

cultivos de células del cerebro de ratédn , tratando de ertender

alaunos aspectos. de la pabogénesis de esta enfermedad . Se

realizaron también cinédticas de infecciédn con las cuatro cepas de
virus v se infectaron cultivos purces de astrocitos,

Usando anticuerpos especi Ficos COnG marcadores Eéatrés

identificar a las células en cultivo asfi como al virus , S

demostréd que las 4 cepas infectur y destruyen nedronas y no 1

(]

hacen con el remnto de las poblaciones celulares que ce encuentran

en <l culbivo como macrSfaaos ’ fibroblastos y céelulas
gliales {( astrocitos ) : las cuales se ha reportado sSOK
infectadas "in vivo"



Los resultados que mostraron la infeccion de reuronas
bipolares ¥y multipolares " in vitro " confirman los estudios " in
vivo " pues demuestran gue las células blanco Je la infeccidn por
el virus Jdel dengue son las neuronas . La anterior correlaciona
con el dafio difuso caracteristico Jde este tipo de infeccidn en

su forma ercefalitica .



ABSTRACT

We have investigabed the tropismn and virdlence ofF bthwe  dengus
virus in newborn balb/c tice o The strains wsed for Lthis
investivakbion were Derngue Z New Guinea &, Dengue 2 Maexican ,
Dengue 2 Indoresia and Denause 4 H-241 .

The debermnination of the DLso for Lhe 4 slraine admninislered
intracerebrally was established as 107°%, 107%% | 1077 o
107" ° s far Lhé intraperitonesl dosuge it was eslabslished &5

10—&-6 s io-l. S 10—2. -7 -1, 49

. and 30 respectively . Thetre were
no observable differernces found in the values oblLuained R Lt
comparing the Jdecrease in mortality rates in relatiors bto Gime
the prototype strains (Dengue 2 NGT and Dengue 4 2 H-Z41)  had
apparently becoine more néurogirulent » Which is contrary Lo what
was observed in wild strairns (Derouws 2 Mex aad Dengus 2 Ind) .
Afber administering indeperdently eackh ofF bl Four stbtraires
inLraperitoneally Lo newborr mice in order Lo delaerminne Lropiem
the Following charackbterisbice were Jdetecbed @
~virus capable of infecting mosquilo cells with Dengus 2 NGC in
splean , muscle , brain ard seginal cord en days & , 9 and 12
-virus capable of infecling moscuiloe cells wilh Dengue 2 Meaex  in
ﬁrain and spinal cord on day=s 5 arnd 12 3

" =virus capabile of infTecting mosquilo cells wilh Denguse 2 Ind in

spleen , muscle , brain and sgirnal cord on Jday 12 ;



=virus varable of infecbing mosquibo cells with Denguse 4 H-241 in
muscle ; brain and spinal cord on day 12 « No virus was delected
in liver , kidrney , lunys , kheart or thymmus .

Iri another lol of newborn mice which received inbrapgperitoneal
inoculations of Dengue 2 NGC thee  immurnohistochenical studies
showed the viral artigen in spleen , nuscle ; spinal cord ,Lraive ,
liver , kidney.. lungs , heart , arvad thymmus . The viral anbigen
of Dengue 2 NGC was delecled in nedurons of  Lhe cenbral  nervous
systems *where it included the  corbes ,. ol Fabary bulbs ’
hippocanmpus , choroldal plexus , cerebellum (Purkinje cells) arcd
neurons of perigheral iy VO system . There was aism a
proliferation of glial cells which did nol show viral anbtigens by
mears of double immunoflubresuence r LuUWgPEsbhing Lhe absernce  of
infection . '

We also invesligated the Lropism of the 4 slraine of denoue
virus using cultures of mice braivi cells , in order Lo comngrebeerd
certain aspecls of the pathogaeresis of Lhis digseause o Kinelic
infaction assays were done with cach oF the Four skrainms of  the
virus , and pure astrocyle cullures were infecled .

Using speci Fic antibodies as markers bto identify viral cells
in the culture . wa denmunslrated thal Lhe Tour strains infect  and
destroy neurons , - but Jdo nei: affect obher cells in bthe  culbure
such as macrophage » Tibroblast ard glial cells (asttrocyles) ever

though these have been reporced Lo Become infeched "in vivo"”



The results obbtaired which showed bhe "in vitro® infecti;n of.
bipcolar and multipolar neurons confirm Lhe "in viva" aludies Ly
Jemnmonstrakting bhat neurons are the  Gargel  cells in Jerigue
infection , The afoure-mentioned correlalbes wilh Lhe diffuae damage

of the encephalitic form characteristic in bhis btype of  infection



I. INTRODUCCTION

El Derngue es una virosis aguda causada por alguro de los 4
serotipos del virus del mismo nombre . Es un Arbovirus que esta

clasificado dertro de la familia Elaviviridae @ . Mediante

pruebas de  fijacidn de complemnento ’ inhibicidn de 1a
hemaglutinacidn y neutralizacidn es posible identificar los 4
serobiros 2,8, . Recientemente con el emnplec de antlcuerpos

moncclonales ¢ dirigidos contra diferentes proteinas virales vy
el wuso de técnicas que permiten el analisis del gerioina viral

»

s han  identificado wvariantes o sub-sercotipos (s7.8.0

1. DPENGUE CLASICO .

El espectro clinico de esta enfermedad varia desde un  cuadro
febril , hasta las foarmas graves que pueden manifestarse Tome
fiebre hemorragica ¢ como sindrome de choque ;, con una letalidad

de 10-40% . En la forma clasica {denaue primario) , después de un

periado de incubacioeorn de 2 a 8 dias , &l cuadro clinico se
presenta bruscamnasnte [=taly] ficbre intermitente bkifasica ,
escalofrios , cefaleas , mialgias » artralgias » dolor
retro-orbital N exantena maculn-ﬁapular “@en el tronco v’
exbraemidades , naussa v o vonito . La exploracjénA flgica del

Paciente puxde mostrar hepstomegalia moderada bradicardia vy
adernopatia cervical dolorosa . Las datos de laboratorio son

normales , exceprto leucopenia moderads .



2.DENGUE HEMORRAGICO

El dergue secundaric © hemnorragico se inicia con un cuadro
febril elevade ue al remibir , el estado general del paciente se
agravs bruscamente y puede entrar en letargo Ppresentando
taquicardia , hipotensidn , disminucidn en la perfusidn bLisular
periférica , cort mani festaciornes hemorragicas que incluver: por lo
menos  una pruceba de torniquete positiva vy cualquiera de los
siguientes sigrnos 3 petequias , pUrpura , equimosis , epistaxis ,
hematemesis , gingivorragia o melena . Se presenta hepatomegalia
en el 70 X de los casos y los examenes de laboratoric muestran
un  incremento en €1 hemnatdcrito ( hemocancentracidn ) »
leucocitosis wmoderada ., hipoalbuminemia * dismirnucidn del
'fibrinégepo s Cepresidn de mas del S0 X de los niveles de C3 vy
del proactivador de C3 y‘menos de 100,000 plaguetas/mm3 .

Segtn la Oraganizacidrn Mundial de la Salud oy, los gr acios
ITI v IV de la enfermaedad se gpresentan con Falla circulakboria
mani festada por pulso rapide y dJdebil » hiFpotensidrn marcada »
escalofrio , cansancio y choque profurndoe haciendose dJdificil
detectar presidn sanguinea y pulso .

La mayoria de los cascos de esla enfTermedad se presenlan  comno
dengue clasico o primatio = Sin enbarge , se  puaeden Presectar
complicaciones que se manifiestan como fiebre hemorragica o

bien como sindrome de choque hipovolémico .



Se bhan sugerido dos hipdtesis para explicar las formas

graves de la enfermedad . La primera proponge qQue pusden existir

diferentes grados de virulencia . Esta hipdtesis fueé propuesta

cuando se presentaron varios casos de dengue henorragico  en

individuos con infeccidn primaria auy . El ferdmeno de variacidn

antigénica ha sido demostrada enn obros flavivirus enire low

cuales se encuentran el virus de la encefalitis jJjaponesa

fiebre amarilla y encefalitis de San Luis 12,49,14) . Los

diferentes serotipos del virus deal  Jdengue muesbran urss

variacidn anktigénica princiralmente en la proteina de envoltura V3

um . Se han demostrado tanirién varios subserotipos de dengue 2 v

4 que representan variantes anbigénicos as

La segunda hipdbesis tiene una base inmunopatoldaica

la de la fFacilitacidn Jde ia infaeccidn viral por anticuerpos

u7am sostiene que la existencis revia de anticuerpos
cantra uq\serabipo ¥ la siguiente reinfeccidn con un  serotipo
di ferente { infeccidn secuencial heterédloga ) dentro cles

]
un tiempo determinade , pueden ser condiciones importantes para

que pusedan presentarse manifestaciones severas de la enfermedacd .

LAsL , se ki demostrado que las reinfecciones gor los seroviipos 2

y I ¥ 4 =e asociarn mas frecusnbemente con

t

=8 A Fendmeara

cuardo los individuos han estado previamente en contacto con

al

serotipo 1 .




Sin embargs es posible que varios factores como la virulencia
del virus , las infecciones secuenciales heterdlogas » el
estado inmunolégico del hussped , Ja densidad del veclor , etco. ,
puedan coadyuvar en la presentacidn de manifestaciones graves

de la enfermedad .
3.EPIDEMIOLOGGIA .

Es wna enfermedad que esta distribwmida principaimente ©n
regiones: tropicales y subtropicales del mundo y puede afectar &a
la poblacidén en general ;3 sin embargo &n el sudeste asiatico , la
roblacidn infantil es frecusntemente la mas afectada .-

Hasta 1943 e1 dgngue se consideraba limitade & regiones de
Asia , Africa y Australia . Sin embargo , enn los Ultbimos 25 afos »
en la regidn del Caribe se haé presentado Lres grandes erpidemias .
La primera fué en 1963 y abarcéd Jamaica , Fuerto Rico >
Antillas menores , ¥y Venesusela - La segunda epidemnia se presentd
en 1969 en las islas del Carilbye , en donde se repartéron 500,000
casos . Durante esta se aisld el serotipo 2 an’ . En febrero
de 1977 comenzd la tercera epidemia en Jamaica , que afecte a mnas
de 60,000 personas y se aexbtendid a las Bahamas ‘, Cuba , Puerto
Rico , Grenada , Surinam y Venezuela ae . Ern 1978 ecsta eplidemia
renebtrd a Centragamérica por Honduras , v mas tarde se extendid &
El Salvador , Guatemnala y México am . En 1977 s presentd Urna

epidemia en Cuba donde se reportaromn 477,438 casos de dengue



claAsico y se logrd aislar al serotipe 1l o En 19831 se presentd
nuevamente en Cuba una epidemnia cvausada por el serotipo 2 ¥y en  1la
cual se notificaron 344,203 casoes , de los cuasles 9203 ne
consideraron graves 1109 muy graves vy se reportaron 159
daefuncicnes entre nifivs y adultos . Hasta esa fecha no se habla
reportado ninguna epidemia de dengus 2 en esta isla @o,z20 o

Actualmente se ha incrementadc el numere de epidemias  de
dengue ep varias ragiones del mundo 3 una Jde las mis recientes se
Ppresentd en Brasil durante 1986-1937 e la cuwal se aisld el
saerotipo 1 v se nmoetificaron 140,000 casos (22,22 .

En México los primeres repories de dengue se presenlaron &@r
el sureste en 1978 yv a wpartir de esta fecha se ha 1ncrementado
el nonero Jde casos regortados asi como una distribucidon mas
amprlia que abarca la mavoria de los estados de la Repdblica .

La Pireccidn General Jde Epideniocloglia de la ' Secretaria de
Salud rnotificé de 1578 a 1987 ,un Lolul de 38 ;3 6,187 ; 48,592
17,046 ; 30,904 ;3 23,513 ; 27,312 3 16,1i8Z 5 21,975 y 7,698 casos ,
respectivamente . Durante 1983 vy 13984 se registraron tasas
superiores a 100 casos= porr 100,000 habitantes eh varioe eslados
de la Repulbilica (2zb,29,2e) .

En 19586 se reportaron brotes epidemicos [=14] Colima
Veracruz , Nuevo Ledn , Oaxaca , Jalisce » Nayarit , Puebla vy

Marelos entre otros . La mayoria Jde los casos Fueron de  dengue



clasica , sin embargo , hubo casces esporadicos con manifestaciones
hemorriagicas @5 .

A pesar de que en México 3 la wmayarfia de log_casos repoar Lados
han sido de dengue clasico ;, e posible que hava o pueda haber
algurnos no epidénicos Jde dengue hemorragico y Jde sindrome de
choque . Delvide a que se desconoce el rmtinero  real  de CAsSOS
de dengue ern México , Se requiere una vigilancia epidemiolégica
constanite en regiores endémicas que permita determinar el numero

de parsana

[

qua han sido infectadas , y el serotipo que circula en

esa regidn . Actualmente se sabe que las serolipos 1, 2 vy 4
cCirculan entre la poblacidn de Meéexivo . Ademas sSe necesita un
mayor esfusrzo para controlar la distribucidén del vector ,
asl camoa una orientacidrn adwcuada de la poblacidn a fir e
que pParticipen en la eliminacidén de reservorios donde al
mosquito deposita sus  hwevecillos o La praciica constante de

esta actividad reducira considerablemente la frecuencia de 1a

enfermedad enn la poblacidn .
4.CARACTERISTICAS FISICAS , BUIMICAS Y BIOLOGICAS DEL VIRUS .

El wvirus del dermaue e=s Jde Farma esférica con un Jdiametbro
aProxipudo de S0 nandmetros . El gencma viral dentro e la
nucleccapside consiste de una cadena sencilla de RNA de polaridad
Fpositiva , con un cosficiente de sedimentacidn de 45 S y un peso

molecular de 4 Kd 2 . E1 RNA viral conbiene wun marco de




lectura de 10,233 nucledlidos que comprernde Lodo el RNA excepla

118 nucledticdos en 2] extrencs 5° ¥y 911 en el extreno 3

27 » El gerwma viral codifica para 3 probteinas estructurales v

Ppara varias proteinas no estructurales . Se ha propuaesto  la
exXxistencia de varios sitios Je iniciacidén Je la traduccidn ,
aurrque hay - evidencias consistentes con 1la 1dea Jdel

procesamiento de un precursor poliproteinico que puede dar origers
a las proteinas estruclurales v a las no esiructurales , lo cual
sugieré la existencia de un RNA nmensajeros monocistréonico <eze .
Los estudios de comparacien del gernoma viral de JdifFerentes
sercvbipos del virus -del derngue usarndoe prucbas de hibridacidn
RNA-DNA , revalarosm que hiay ung relacidn gendbtica muy cercana

erntre los sercbipos 1-y 4 (70% de honologfa )

. Qel mismo  wodc
los serctipos 3 vy 4 comparben ur 38 X de Fomologia . Medianke
esla Lecnolagia parece ser que ¢l serolipe 2 no Liens Uit
relacidn cercana con lose otbtros sSerobipos (90.91.82.99 . Por
otro lado , wutilizando la técnica de " huella e
oligonucledlidos " para analizar el genona de.este virus , se
han estudiado 42 cepas de dengue 2 que fueron aislados de
diferentes regiones del mundo , identificando S variantes o
topotipos del dengue 2 que son geografica v gaendticamente
distintos 115, 165, D4, B85, 8¢ . La wvariacidn genétlica erlre las

cepas aisladas dentro de un 4rea gecgrafica y tiempo definidos



identifica cambios en la poblacidn del virus , ia cual Puede
estar relaciohada a wn caracter antigdnice y/o Jde virulencia .
Este cambico evolutivo en la secuernia de rucledtidos ha side
documentado en otros miembros de la familia Flaviviridae oa» .

chao v <ol ge clonaron el genona conpleto del dengue 4 .
determinandn -la secusncia de nucledbidos de  los  gernes qQuie
codifican para las probeinas estrucburales . Estas proteinas estan
codificadas ernn  un s5461a marce Jde lectura en la regidn 5',. Qe
representa  aproximadamente =1 25 X del genoma viral tetal « La
porcidn restante dJdel genoma , cudifica para las protefinas e
estructurales cuya secuencia ya se conoce o . La organizacidr
del genoma del virus del dengue es similar al de obros flavivirus
asi por ejenplo , entre el virus del dengue v el de la fichre
amarilla hay un 3% % de honologilia e la regidn que codifica para
las proteinas estructurales a?» .

Las caracteristicas mis importantbes de las  bres proteinas
estructurales del virus son z la proteina de la qucleacépside v2
{ de 14 Kd ) , es un polipéptide basico , na glicosilade €l cual
estA en asociacidn con el RNA wviral »  danda lugar a_ ia
nucleccapside , la cual esta rodeada por un bicara de lipidos  con
los 4gue interacciona una erobteina glicosilada Eransmembiranal |
dernominada V3 ( 51-59 Kd ), en la cual residen las principales
actividades bioldgicas Jdel virus coma =son @ hemaglutinacisn

nevytralizacidn , unidr a receplores celulares , Lropismo , etc .




Utilizando diferentes crilericos ;, e han podida identLificar 4
grupws de delberminanbes antigénicas { Je serotipo , de complejo de
derngue , de subgrupes ¥y grupe Jde fFlavivirus ) presentes en esta

glicoproteina . Finalmernte , la proteina V1 ( 8 Kd ) es un péptido

na 9licosilado y derivado por rompimiento  proteolitico Jde ur
pPracursor glicosilado . La localizacidn de esta proteina de
membrana  dentro del virién no es clara , perc se rostula que [T

una proteina integral de membramna que puede interaccionar con la

proteina V3 y también con el complejo RiNA-proteina VZ woy .

Kaufman y col ey han analizado la capaciduad de uria
variedad de anticuerros monoclonzales capaces de naulralizar
¥ pProteger Pasivamenbte a rabtoras infectados Par via

intracerebral con uns dosis lébal de detgue 2 0 Los  anticuerpus
monoclonales protectores estan dirigidos contra determinantbas
antigénicos que s encuentran en Ia protefina V3 que estan
distribuidos en 3 Familias de  epitopes espacial mernbe
separados.

Se desconoce el ndmero exacto v la funcidn de las proteinas
ro estructurales . Sin embargo , varios grupos de investigacidn
han QEmostrédo que la administracidn pasiva de ankbicuerpos
menoclonales contra la proteina fo estructural NS1 , que bambién

es la fraccidn soluble Fijadora de complemento (4243, es Cupaz



de probeger a ratones infectados con dengue 2 w4y o Entia  proLeina
esta glicosilada ¥y se Iccaliza e la mepbrana de las células gue
estan infectadas , aurque taﬁbien Se sSecreba al medio de culbive .
La clonacidn dJdel gerwe que la codifica serd imporbtanbe para
entender su funcidn en la morfogénesis viral y también para  su
uso potercial como vacuna , Ya gue se ha demostrado que induce
anticuerpos prolectores o neutralizantes en hupanovs , ®@moORNos Y

ratones (S, 46, 47; 48, 49 .

Las ceélulas infectadas cor el virus del dengue mussiran un
perfiodo de eclipse de aproximadamenle 12 hw vy no se obsaerva uny
bloquen aparente de biosintesis macromolecular en la célula

huesped . La sintesis de protefinas aspecificas del virus esta
asociada al reticulo endoplasmico rugosc {50,51,52) Y 1la
replicacidn Jel RNA se lleva a cabo e la regidn perinuclear . No

se ha Jdetectado una polimerasa asociada al viridén aurgue -

Lr.

probable que varias proleinus noe eslbrucburales puedarn parlicipar

en esta funcidn 2y .
5.CARACTERISTICAS DEL VECTOR .

El wvirus del dengue es Lransmilido al honmbire por la gicadura
de la hembra bhematsdfaga del mosquito Aedes aegypti « For otro lado
este  virus puede ser Lransmnilido Lrarnsovarialmente por Cierlas
aespecies Jde mosquito , ¥ alyunos son mas eficientez que otros

59,84,5% . Esle fendimcno pusde permilit el manlenimiento rmaturaxl
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del virus y también puede explicar purque el virus & capac ce

maribenerse activo duranbte laruos periodoes inkterepidémicos

Gubler y cul e han demostradoe que el wmosqguilo  deld gEnero
fedes (gymnaometopa) mediovittatus es U vector potencial en el
martenimiento del virus , va que esle mosquito Permile lis
replicacidn del mismo , tiene una mayor suscerlibiilicad a Ia
infeccidn que ‘Aedecs aegypti v es capaz de transmitirvr el virus a

hospaderos vertelbrados - Sin enbargo . esta especie de mosquilo no

parace sder un vector importante en la btransmisidn

epidémnica de
dengue , ya gque todos los datos epidemicldgicos  colectados  hasta
la fecha, susierer que la bransmisidn epidémice de dendue s mas
alta en Areas donde abunda el wmosquitco Aedes aegypti .

Recientemente el mosquito fedes albopictus ha sido
introducide al continente americano v~ se  ha Jetectado

estados de los E.U.A. 220,857,358 v e €]l Brasil e 3 estados . Si

esle veclor llegara o pParticipar en forma importarnile  en 1a

transmisidn  dJdel virus en brotes epidénicos |, Fuede ver se
modificado €l palrédn de la enfernaedad , como ha sucedicdo en el

sureste asiatico , dornde  es ezl vector mas impor Lanbe en la

transmisidn y dorde s presentan muchos Canos de: Tietre

hemorrégica_& cindrome de choque por dengue .
6.LAS ENCEFALITIS FOR FLAVIVIRUS

Los flavivirus producen un espectro anplio de infecciones v
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enfermedades Jdel sistema rnervioso central en forma rmatbtural v
exparimental , que depernden espect ficamente del virus , dosis  de
virus y obtros Factores que influencian la respuespa del huésped .

Se ha observado que en los casos clinicos , muchos virus  Que
generalmente estian asociados con  infecciones generalizadas o
fiebres hemorrigicuas - pPor ejemnrla  dengue fiebsre amarilla ,
fiebre hemorrdgica de Omsk - ocasiomnalmenie cauwsarnr  enfermedades
con mani festacionaes neuroldyicas Fig v .

De gsta marmera se han Jefinidye bres bipos Jde  paltogénesis 3
encefualitis fatal generalmenie precedida por Wuria Viremiia
temprana ¥y  una extensa replicacidrn extraneural 3 encefalitis
subclinica , cCasi Ssiempre precedida (21T brit jiu viremia >

esbablecimienlby tardic de la infeccidn en cerebroa

corr minima pabolovia destrucciva = infecctdn Inaparente

s ¥ aclaramiento

Lrazas de viremia , replicacion extrarneural liwitada v Sirs
r'n-'_-uroinvasiérj « U cuarbto btipo es la infeceidn crénica persistente
199, GOY .

TJodoes los Flavivirus son heurobtrédgicos  en - muchos huéspadeé
bioldgicos v atin en vectores artrédpodos en los cuales el cerebro y
los gangli-os con lus principales sitios de replicacidn ooy . En
ratores el dengue , la fiebre amarilla vy la Fiebre hemorragica  Je
Omsi causan inFecciangs encefalitbicas vy presenbén uria  pabologaia

similar a la Jde obtros Flavivirus neurctrépicos .«

» QK .
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Sin embargo , las cepas silvestres de dengue frecuenbemente
requieren de incculecionss secuenciales e cerebro de rabdn  que
1levarn a un ircremnento de su neurovirulencia , considerada tanioa
et los altos Litulos de virus como en el reducidoe Ciembo  promedio
de subrevida de los rabones  inoculados o Las cepas Jde  Fiebre
amarilla no lo requieren v con &l virus de Omsk ho se cornoace .

7.ASPECTGS PRINGIFALES DE LA PATOGENESIS .

alInfeccidn extramgural .- En luas infecciones naturales o

despuds » de inoculaciones intradéermicas a subcutanrnzas
experimanbales &l virus se JdJeposikta en @l espacio intravasculsr vy
extravascular , replicarndose primerco en el sitic dJde inoculacidn y
et los niddulos linfaticos que drenan el sitio ey .,

El corwocimienta de los sitios p?incipales de replicacidn del
virus fuera del sistema rervioso central se ba obtenido con la
titulacidn de Laejidos v conn estudios de irnmunoflluorescencia en
animales experim=rntales . En 21 rabkdn , estos sitios extranceurales
de replicacidn rom similartes a lous de los obros  fTlavivirtus ¢
incluyerr mosculo cardiaco v esqueletica . asleo v condroblasios
tejido conect.ive , cédlulas linfoides y del endolelio reticular »
epitelia remnal tuiudlar 5, cerebro , corazdén , gulindn , higado
baza vy sangre .

El anbigenc viral se ha demostrado en los  musculos  de

arterias y arterioclas y ocasichalmente e venas capilares En



ratones desrudos rnu/nu Yy nu/+ se desarrolla la infeccidn ¥y una
necrasis hialina acidofilica de las células de Kupffer ,  sin
embargo , en este modelo , el cerebro es el drgaro blarco
principé] para el crecinmiento viral ¥ la pPatoggnesis 3§ pero  la
contribucicn de estos orgvaros y tejidos coma una fuente Jde viremia
e invasion del cerebro es incieria .

Los estudios realirzados con ratones adultos inoculados
inbraperitonealﬁente ; demustraron que ademas de que la  infeccidn
Fue clinicamentbte irnaparente , el virus no sSe aisld de los  bejidos
Fperc se encontrd antigeno viral por irmunoflucrescencia  en los
leucocitos mesrroriuae 1 eares hasba 3 semanas dJdespues dJde la
iroculacidn . Las evidercias cobtenidas de la deposicidn de
complaios inmurnes ¥y glumerulornefritis eroliferativa sornr analogas a
las dJdescritas en Fiuinarins cor Ficlbre hhemorragica 162, 53,
e, 0%, GG, O7, OR ; GO

En pacientes con dengue , vua se ha eclablecido el papel de
los fagocilos monoruclearsass copo céelulas bDlanco y sitios de
replicacidén princiral . El virus se ha aislado de higado , bazo

nadulos linfAticos , médula Gseg » corazsn , btimo PUlmén vy

leucocitas de sangre periférica  vo,71,72,20,79,74,% . EI antigena
se ha detectade en el citoplazma de log leuwcoci bos manahu:leares
de la piel , del bazo , de néddulos linfFaticos , de sinusoides
hepiticoe:s , de alveolos v de  la corteza del timo o Las particulas

virales se harn  Jdemostrado en macrédifagos de glomerulce renal
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(Ga, 03, 79,73 . Los altos niiveles de fosTatdsm Acida en suUero
originadas en los osleoclastos vy el dolor de huesos asociado coan
la enfermedad de lus pacientes sugdiwre que estas células  bLambién
seahn bianco Je la replicacidén viral wes .

El tropismoe Jdel wvirus por Jos lewcodcibtos mononucleares
tambidn se ha demustrado en infecciones experimnenlales con onos .
En estos se ha observado que la replicacidn del virus se
incremenla progresivametibs  en los i.‘.lt-;-.i idos linfuides v los
leucocitPs - Tambiérn hay evidencias Jde replicacidon viral en sitios
quer son preferidos por  otros Flavivirus cona misculo liso y
esquelético , 9landulas salivales ¥y medula adrenal oo .

b)Newroitwvasion .- Los estudios de erncefalitis experimental
realizados en ratories con alouncs fFlavivirus entre ellos el‘dengue
» han demostrado una relacién enlre el rnivel de la viremia , el
desarrolla de la infeccidn en ceretro vy la Jdispersicn C
aparicidn simultanea del antigerno viral em mnuchios sitios , lu  que
indicarfia que la dJdispersidn al sistemna nervioso central es

hematdgena e, ?7 «» Sih embeargc el Procesa por el cual los

virus cruzan la arrarag hematosncelfalica no se cormce . Ademas »

-

Ja capacidad Jde estos virwus dJde replicarse e las células  del
endotelio vascular sugiere que podrian infectarlas y  crecer &
traves de los capilares Jdel parénquims cereinrsl .

Debido & que el antigeno virai e ha enconlrado raramenle  oen

las celulas endoteliuslen de los Capilates cerehrales por
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inmunofluorescerncia , v el reclutaniento gerivascular de células
infFlamatorias especi Ficas innunoldgicamente para Jdengus no esia
demostrade , puede sugerirse que la presenbacidn de antigence no
acurre a este nivel come con obros virus (78,70.80.,m1.,082,089.84) .

Existen pocas investigaciones subre las rubtas Jde diseminacidn

de flavivirus al sistema nerviosce central ers humaros es,e . Al
estudiar la disbtribucidn dal antigeno y las lesiores
histolégicas en los cerebros de pacientes con Enﬁefalibis
Japonesa. sSe encontrd gque las  lesiones neuroldgicas  son mas
extensas en el talamae , g@an3lic basal y cerebro medio que  en
Areas maAs proximas a los bulbos olfalorios « Enn este casa Pl
ser gue los patraries neurcpatbtoldgicos  los debermine mas ia

vulnerabilidad selectiva de los difFerentes centros neuronales que
las rutas de dispersion viral se, 77 .

A Patalogia gn el sistewa nerviosa cenbral .- El gradao

z

caracter y distribucidn de las lesiones en el sistemna Hnerviosao
central varia con el huégsped vy corn la cepa de wvirus  del
Mdergue . La categoria de tropismo en ratdn reportibado para Dengue 2
NGC es de tipo vascular sin necrosis ¢ inflamacidn al igual que

rara Dengue 1 Hawaii vy es de tipo neurotrépico para Dengue 3 H-87

y Derngue 4 H-241 @w» .-
Con microscéﬁio de lux , los cambios inflanatoricos en  las
nmeninges v en la periferia de los vasos se caracterizan  por 1a

infFiltracidn de linfocitos , macrdfayes v células plasmaticas
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el parédnquima cercebral , los infiltrados perivasculares rodean los
pequelfios vasos vy tanbiién conlienen princiralmente linfocitos sl
como  una cantidad moderada de histiccitos . Los agregados
celulares o nddulos en 2] parénquina cerebral consisten Jde
infiltrados de células mononusleares y posiblemente también  de
células residentes aclivadus de la microglia , la presencia  del
virus se ha debectadoe en meuronas ¥y Céelulas Jde Ja g9lia @00 .

Lous cCambias inflamaborios puedén ocurrir soles o acompafadous  Jde
hincﬁamientw agudo Jedereracidn y  reecrosi

neurcnoufavia . La proliferacidn v recrosis de células erdoteligles

de nrnewronas Yy

I

» €l wdema perivascular y gerineural , la dJdegeneracidn esponjosa
y las hemorragias focales pueden presentarse  en alaunces casos
108, B8, 80, D0, 91) .

En animales muy susceptibles , como &l ratdn lackbante =l
cual sSucumnbe rapidamerite a la inFeccidn » los camibrios
inflamatorio=s sorn frecuentemenbe mernos fuerbes que en infecciore:s
mas prolongadas . Los cambios &l rnivel  del miLroscopic  de  luz
pueden ser sutiles en €l momento de la muerie , pero con
microscopila elecbrdnica se revela una externsa rerlicacidn viral ¥
una citopatolugfa ulbtraesbructuralen . i

Al parecer , en huespedes primsles , el derraue v la fiebre
amarilla raramenice cruzan la Darrera haenatoernczfalicae y establecen
infeccion del sislemn nervioso ceniral , a pesar del desarrolla de

niveles excesivamenkte altos Jde viremia e infeccidn  esxtrancural vy
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el potencial encefaliltogénico de alounus Capras de virus
inadaplbadas . Sin enbaroo  la suscepbibilidad de las células
implicadas en olras viae de enbrada al sislena nerviosa cenbral
{olfatouria vy ror médula esepinzel) de dengue y fielre amariilas
no ha sido claramente deberminada .

En monos infeclLados experimentalmente con alouncs Tlavivirus
Y &n casos Fatales humanos las lesiones son globales en  su
distribucidn pero mésrpruminenteb en la materia éris éel cerebroa

medic , talamo , pons , cerebelo y médula . La wvulnerabilidead

celular selectiva de asas regiones correlaciona con las
manifestaciones clinicas . En algunos casos  humanos ’ la
constelacidn Jde hallaggos clinicos rmeuroldgicos  permi te Urie

localizacidn relativamente precisa al tLtalloe cerebral » curebira
madio v cerebelo . La participacidn predominante del talamc
tallo cerebral , y cerete]lo explicaria la ocurrencia frecuenbe e
temblores , incordiracion mobora y disbania en esas infecciornes .
La predilecciorn por la médula v el cordor  espinsl cervical
resultaria eh una raralisis de neuronas motoras .

Las manifestaciones neuruvuldgicas en pacientbes con deriguns
reportadas an los brotes que bharn ocurrido en palses del SUresber
asiatica , Africa , el Pacifico occidental v 1la regidn de las

Américas son : dolor de cabezs , delirio , irritabilidad mental »

depraesion |, vartiga , insomnio |, irquietud parilisis dJde

extramidades inferiores , polineuritis , epilepsia , beniclores
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amnesia e inclusive se han presentados algunus  Casos fatales por
encefalitis acompafados de letarwia , confusidn , swwnoelencia
coma , atagques , rigidez de rivuca vy paresia . Esbas panifFestaciones
no  parecen estar asociados  con algun servlipo particular
B0, 0L, 09I, D4, OB, NN .

El cuadro clinico anberior dJde encefalitis se observﬁ o
palses asiaticos afFectarndy principalmaente a nifios . En Irndonesia
los casos Fatales gor dengue que presentaron und o mas signos Jer
ercefalitis antes de morir fue Jdel 72 X o» .

Alygurias pacienbes con Jderaue ern Jamaice v Cubia desarrollarorn
un cuadro similar al s{ndrome de Reyes vy Guillain-Barre , paerc no
hubo evidencias de una asociacidn etivldgica i se  ha obterrido
informacion de la infeccidn en cerebro de humanus e, ep,100)

La patoygdnesis por Jdengue ha " implicado l1la dinfeccidn  Jde
macréfagoes comoc €1 fendmerno central que determing la severidad de
la enfermedad v &l cual se ha considerado cono &l reto fTuluro a
raesolver por la biologifia molecular aoy . Evenbos adicioriales
como  los sintomas clinicos rneurvlidgicos , gque  probablemnenice
reflejen interesarites Jdifetrencias en la vulnerabilidad selectiva
de los subconjuntos neuronales , Fermanece sirn  CONucerse Corr
otros virus se ha sugerido Que a nivel molecular es posiisle que
haya ¢iferencias er las inLeracciones virus—-receplor »
particularmente ern aquellas que involucran receptores vy moléculas

neurvtransmisoras 102, 109,104) .
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Los receplores de virus de los que se Lienws evidenciuns son
H i} C3d y moléculas de clase II  del cumpledo mayor e
histocompalibilidad (HLA) para el virus de Epstein Barr 3 2) €4
para €l virus Jde la iopunodefFiciencia humana ;@ 3) moléculas de Ia
¥ receptores Fo para virus de la deshidrogenasa  lactica 3 4)
receptores Fc para el virus del dengue ;3 35} el receptor dJde
acetilcolina para el virus de la rabia , v €) el receplor bela 2
adrenergico para reovirus Ltipo 3 (101,103,105,124 , £25428 ,

Con'esbe dlbimo tipa de virus harn sids muy Ubiles los
cultives de las células del cerebro . Por ejenplo , para  enlender
una etapa importante de la patugénesis por reovirus se ha lograde
aislar , purificar yv caraclerizar el receplor celular de reaovirus
Lipo 3 el cual es un receptor beta 2 adrernérgico uom . Se Foen
observado que 2l bropisme Jdel virus corresponde— won el gabtrdédn Jde
expreszidn de Jos receptores celulares o Adenas utilizarndo lous
cultivos primar icos _derivados de sistemna rnervicso se ham definiddeoe
liras celulares en las que se opsaerva en diferentes ebapas de su
desarrollo , expresidn Jdiferencial de los recepbores .« Tambidrn se
ha delermivado el palrén de inmunoreasclLividuad celular siendo este
uni Faorme en <l éﬁerpa celular ¥ en fieurikbas . Por Ultimo ¢+, O
2l aislamiento de los serotipos de reovirus "rearrveglados” se har
daelirneade los roles de cada una de las tres proteivas de capside

interna {(s1, Ulc v s3) .

Frecuentenente desgpues Jde 1la recuperacion de encefalitbis
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agtidas por virus persisten problemas newroldgicos residuales =

incluso cambios electroencefaldygraficos y disburvios psigquiatricos

ern 1os hunanos . Sin embaraoe , las dJdescripciorms patoldgicas o

3
tales casos son pocos para otros virus ¥y noe exisbten para  dengue
»
30 .
EX dafo residual ha sido muy dificil de valorar en mocia] os
animales . En ratones inoculados inbtraperitonealmenlie corn dengue

la paralisis de Joe miernbros inferiores ocurre recuentenaenie
durante la Mase aotida vy  alaurnos arimales puedern sobrevivir o la
2z =

inanicidn quedande con secuslats . Por olro lado los canbios en el

comporbLamienlo v 1a orientacion , incapascidades de aprendizaje v

problemas Jde memaria se  bhan documnernkbads en ratones vy ratas
infecltadas com virus del Esle del Nilo , €l virus de Lanast  , el
virus de la fFiepbre amarilla v 2l virus del valle Jde Murray 1.7 TR

Pero Mo para dengus aurguie es muy erobaizle que no sucedan

La desmielinisacidrn , caracteristica de varias infecciones
Ppor alfavirus en modelos de roedores .o se bha descrito en
infecciones experinmernlales por flavivirus . Los pocos Casos
humanas reportados de derngue con caracteristicas clinicas Qo
sSenejaban una desmielinizacidn de- las ralces de los nervios
Crarzarnos tal como se ve en 21 sirdrone Jde Guillain-Baree , no han
sido una caraclericsiica de las infecciones en humnanos pur

Flavivirus spso00m Ein  esle Casu Puiecie el Quie los

cligoderdrocitos no sean blarncos Jde la infeccidn y/o replicacidn
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viral o bier no se efectue urn Jdafio autoilirnmnure

d)Respuesta inmune .- Los enfoques gernerasles Que se han

enpleado para caraclerizar la respuesla  inmune bumoral y  celular

ar SNC en infecciurmes por virus Jdel dengue  compretiden la
respuesta  inmure en la limitacidn Je la diseninacidn viral
demos brado  varias veces con experimenbos de inpunosupresidrn,

en los cuales la erwvefalitis subclinice =& convierte en  legal
105,107,108 ) - . 7

El ,[pFpapel patalogico de la inflamacidim en el sistema nervioso
cantral el cual es prolable gque wvarie con la magni tud de la
expresidn de los anktigenos virales sobre las células
neuronales blanco , o la citoboxicidad mediada por células T
o, 14, anticuerpos ADCC mediada o macr of agus ’

astrocitoy o células de la micraglia Se desconuce ara muchos

virus incluido el dengue .

Otro macanismo inmunopabuldgico polbercial es la Facilitacidn

de la replicacidn viral  en macrédfagos  mediada por anticuerpos
complementoe o recientemenibe inbter Ferdn  ai1.1242,14% clemcastr ada
"in vivo" e  "in vibro"  con dangue pero del  cual o hay

evidencias de participacioun en sistema rnervioso cenlral
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II. FLANTEAMIENTO .

Hasta el momeriLo rnia existen estudics que denuesiren como el

virus del derngue invade vy se replica en el sistena nervioso

central ., Tampoco se sabe si pasa a bravées Jde la bDarrera

haeinatoencefalica , enpleandoe la via hemabdogena vy no. se har

considerado comnoe  albternatbiva » la Jdiseninacidn vival por via

olfatoria v por la medula espinal

En lo que concierne a lous mpecariismus de la ercefalopatbtia

producida puor el virus Jdel dengue , estous  apetaz  Se  engpiezan &

dJefirmir s buscarndo carrelacionarlos corne Jdatos clinicos e
sintomalologia neurclidgica en esludicos "in vivoe" en ralunes y
MONOS.

For olro lado , las caepas silvetlres de dengue de ur lgernes
geoogrAflicos diferentles o Pan <ido  Conpar adas regspieclo &

caracteristicas como sorn la virulencia v el Lroupismoe e parle

debido a la carencia de mwode=los de labworatorico "ip vilro®

Por lo anterior , estudiamovs la interaccidn de lus  serotipoes

Derigue 2 vy Dengue 4 corn las células del  cereoro e 1o
cultivos mixtos . Adzmas investigamnos Y in vivo Y =]l broupismne Jdel

virus del dengus e 21 ratdn
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Iii. OBJETIVOS .

En base a las consideraciones anteriores  los  objetives  de

este trabajo pueden dividirse en dos grupos :

Objetivo general .- Exanmninar la infeccidn experimental en al

ratédn utilizando difercntes amisladios del virus de] dengue .
Objetivo especifico I .- Delectar la presencia cdel virus en
Srgaros ¥y Lejidos de ralonss infeclados , tixdiarlbe culiivos

de células & inmunohisbloquimnicea

Objetivo especifica II e~ Icertiificar " in wviltre ¥ las

células del Sislema Nervioso Central infectadas .
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IV, DISENG EXFERINENTAL GENERAL

ESTUDIG DE LA INFECCIGN CON EL VIRUS DEL DENGUE

IDENTIFICACION DEL VIRUS CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

INODCULATION
IN VIVO IN VITRO
IN?ECCI@Nle RATONES INFECCION DE CULTIVOS
LEL SiSTEMA NERVIOSO
e Lo, CENTRAL (SKZ) DE RATON
INTRAFPERITONFAL INTRACEREBRAL
PETECCION DPEL VIRUS CINETICA FOR
EN SRGANOS DE RATON INMUNOFLUORESCERCIA
MEDIANTE CULTIVOS
PE CELULAS DE
CMOSEUITO (TRA-234)
IGENTIFICACION DE
CELULAS DEL (SHC)
MEDIANTE
DETECCION DEL VIRUS MARCADORES
EN LOS5 ORGARNOS ESFECIFICGS

MEDIANTE
INMUNOAISTORUIMICS
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V.MATERIALES BIOLOGICOS , MEDIOS ¥ REACTIVOS .

Aninales ¥ células .- Se uLilizaronm ralounes cepa balb/c v
cepa NIH . Las lineas celulares fueron de vifiorn de mono LLC-MKZ2

de mosquito TRA-Z34 y Je sarcoma 130-TG .

Virus «~ Los sercolLipus de dengue e obluvieron de 1o
laboratorios San Juan del Center For Diseases Conbrol de San Juan
y Puerto Rico y se crecieron en cerehbro Je ratdén lactambe o e
culbivos_de células de mosquitoe TRA-2Z2E84 . Pooler iormenle se
titularon en cultivos Jde céliulas de rifon de mornce LLC-MKZ , por el

ensays en placa . Los "stocks" se conservaron a —-70°C vy Tueron

Dernguse I Hawaili , cepa aislada de brobe epidéemico e 1944 H

Dengue 2 Nueva Guinea € {NGC) , cera aislade de brote epidénico en
19244 ;3 Dengue 2 Mexicana (MEX), cep;'aislada e brote epidémice de
dengue clasico en 1952 3 Derngus 2 Indoresia (IND) , ceps aislada
de un brote epidémicoe er 1987 v , Derngue 4 H-241 , cepa aislada de

brote epidémnica en Filipinss en 1956 .

Medios de cultivo .- El medio pura propagsar vy hacer  entayos
de Piaca litica con las células LLC-MK2Z fuée el 1393 ;3 para los
cultivos de TRA-234 s wbilied el medio L-~13 (Leibovitzy v
triptosa fosfato 3 el culbive de células, del sistena nervioso

central se realizé con nmedico MEM .
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Los medios fueron de DIFCO vy el resto de suplementlos se
obtuvieron de diferentes fuenbes comerciales vy Jdel mejor grado  Jde

pureza disponible .

Articuerpos .- Los anlicuerpos enpleados Ccomt  marcadoros
ademnas Jdel producido contra dengus fuerch @ conbra enolasda
especi Fica de neuronas {(Sigma) y contra protetina glial Fibrilar
Acida (producido en el laburabtorio de_Neurqinmunulogia dexl INNN )
« El resto de anticuerpos contra dengus S22 obbtuvieron dé Tos

laboratorios San Juart , Puerto Rico .

Soluciones .= Las soluciohes de Alsever's , e
dextrosa-gel atinu-veronal ., de boralo saline PH 2.0 , de albumina
bovina al 4 % . FH 9.0', de borato salinu-albumina bovinae al 0.4 %
Yy la suspensidn de Kaolin al 25 4 utilizadas para la inéibiuién e
la hemaolutirnacidn Lambidén fueron preparadas conn reaclivos o

di ferentes marcas .

TODGS LOS REACTIVOS SE CONSERVARON A 4°C .
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feltal bovino inesctivade a G

0,01 M , para lo cusl se hoﬁ@genizq =r  después

se Lransfirid o bubos estéerilas gt losagesee o centrifugsd & 360D

Fem/A0°0 74°C . Los sobrenadantes se pazaron en alicuctas de 0.5 a
1.0 ml & viales estériles mantenidos a . 4°%C 0 - Paor - GlLdino =

slmacenaron en wun conaelador Reveo , debidamente regiskrados 2.

3. Ohfercidn de 1o Sradangs ode rabdn ngth .

Farba bhzervar le afinidad del virus ot debarmimado ()

"

Sraancu{=) de 1oz relones , esloas == Jnucular an SO s Ll’rgovia

inbraperitoneal eading el procedimientoe  ardeaer ior . Los i a

o

inchicado:s ge cosechar o Vivos , g2 ancsbesiaron cornn élher v =

18

sujetaron  desinfectandolos  praimeca con Le=pzal Y despuds con

alcohod del 704 . En seduida se corbd la pisl a 3o larace de  Lorax

v abdomen ¥y se lavd le superficie expuasta con bernzal vy alecohol .
Sz enxsarwuind cortendo la vere axilar v

desEaés S albrid  la
cavidad abdomirnagl v la bordsica .« Sz per fundid por =1 verdar L cula

izaquietrdoa oo PES FH 7.4 0,07 M &S zwulucidn éalina isotdnica &

Hamk's estériles . Fosteriormente s

extrajasrcon bazo |, higacos
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virus

aonted la

i L:mdc-

@la con 2 & 3 ml Qu medi

e 1u$ 6l9mﬂﬂ

1% vy ‘eliquetadas

E=) pasarﬁn esléi-iles
———J . P + y
& L L3 N Cr peErnsicrpzs . se ireezal acor
células TRA=ZEd quee creciar oo =2ey Laloes .
o células ode moesguito (TRA-ZES4) .

; la propagacidn v la identificacidn del virue

célulaz TRA-Z2E54 (Tomorkbhynchites amboirensis)

1 s desconzelarocn células a 23°0 . =10 susPendieron

=l 1 PRS&arar & Lot m cer plastico S

3 & Z2%C y se hicieron resiemlras en ke

= Fera en posicidn inclinada Ectabdaaicds

AUiltd &=l medico viejo ¥y s2 irnmculd e 0. 050 ]l (sd

corn 0.2 ml (=i era suspensidn  de )

i

in

St IS

. . o . -
incubanchs 1 hora & 285 C moajando 1 maracecses Cor

aves cada Z0 mirgbos y decpads ml e

2 drcubd 10 dias a 25°C 0 E1 dia P urim parie

mutpacaEre del fTondo el tubo guee 52 lave conn PRS PH

suspension celular en poazos de portzobijebos  con
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teflédn , s2 dejaron Secar'y en
[~

erfri da "-Eﬁ E_pﬁf 1ﬂ‘minutas;'

Loda 1a MonGCapa « Las muestras"SEf a]macunarﬁn;
debectd virwus del | derguwe con | inmunof loGrescencia
indirecta aas .
5. Inmurpnfiyorescencia indirects o=n céluls as

Se descorgzlaron portackhjetos con tef]mrﬁ

lavaraon corn FHS v 22 sacaran dlredudur de luﬁdni

cada pozo 0,02 ml del primer  arbicusrpo (unLl dengge

Fabén diluide 1/10,1/25 ¢ 1/50 )”""' thuuo e

tumeda 30 mirutos & 37°C . Se lavétbr con FBn y dagpuéh

alrededor de los pozos w2 &

(I9E-FITE, 0. 01 ‘ml/eize . i lucian 17755 'SE xncuLé =
huineds 30 mirutos a 37°C : : - Fat
imontd con alicerina 30X-PBS 70 ) fs-*ér;para;imnes ez
& -20°%C hasba o 1o menics é “H.;V -

. La irmuroflucrescencia qirecﬁa{éh.&éldias TRA-Z254

igual qus 1& irdirects _excéptc LAaue - se | pore Zolo

anticuerpa conjudgacda comn FITC diluwido 1:100 s .

[ Técnicas histoldalcas .

La fijacidnr se hizo zeguan 2] método de  Sainte-Marie

esto jos drgancs frezoos se dejarorn ern ebarml &l 53 X oa

here -« Lusgo ze deshidralaron con cualra bafos de 1 &

Se agraego a

Pacho  ahn

abmnde Fara

anibirstdn
altmdsfara
Al Limn s

&lmacernaron

s rializd

2l primsre

4°C por z4

2 hirs. <[]



Se Miciekbn“ﬁloqhégﬂﬁ

desecador . Los cortes s obtivi
flotar & 30°C antes de montarlaos.
'WCDﬁ',Iéf

tLécrica de hendtoxilina v eosina .

7. Prusbea de impuncoperoxicdasa indirecbs (TIFT) ;0 pars detecter:
€l antigsnc virel en cortes de Lejide o

Se modificd la técriica para haoer accezible =1 antigeno vieral
cde lce ocories parafinado: . Brevementie ; g2 desparafind en horno o
E0°C - F0°C por 18-24 horas y lueoo Z baMos ode xilens de 3 minubos
c/d . Er sequida se bidretd con balos de 2 & 0 mingbos e etaned
- e gy - — . . . o e
absoluto, 967,907 . 757,50 vy FBS . Loz cortes se  lncuabsron e
Lrics-salino~sacarosa =1 2.0 ¥ , FH 7.2 a tempersbuara ambisnbte v
luegs o I7°0 . Se cambiaron & btris-saliro-Lripzins  al 0.1 wn &

0,025 2 (Difco Labk., Detroit , MI) v 0.1 ¥ de clorure de calcico FH

7.2 & 37°C por 30 & &0 mirubtos com agitacidn vigorosa . Se lavaron

i
A

coty tris-salino-zacarosa al 2.5 W PH 7.8 & taenparatura ambient
O 4 veoss por 10 minotos c/u”, tarminaﬁda_cwn FES . Sz inaclive 1a
actividad end&gena Cie pef&xidaéa'éﬂ meténal Blhizoluto=perdidu de
hicdrdusrno al 30% (24 : 17 por 4% mirbos . Despaés 2= lavd conn 3

cambicos de FBS de 10 minutos c/u & teor.  amb. v e blogued  al
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pegaje irespectficd incubande: co

ratén Ca:ni'_ntr.'.";x_'
B7°C°,. diluida 1710

usaron anticusrpos’ ooy micobacleriun marcadas car

Bictina vy he{:}-.{js.?-__er"._,-;rq d-;-uncut-dr se lavéd con 3

cambics de FBES de e

't‘nll;-".'é{mt-." pr Ee pUsSa o1&

est-reptayidirﬁaQW-arc;kiqasa' T{AMERSHAM . Udper S0 & 45 mirutos &

n

a7°c diluida 1/20 & 1/5ij = FB y_é'.f.- lave _cqr'r-'.B-d;aa.ubi.-:-e. cie= PBS da
10 minutos c/u & teme.snb . E10 'r'-a.v-';-;;l_aﬂc- fué por G & 10 minutes con
3 my Che 3,’.3'-r;lial‘hir'ur.-t:uerl.v;idir'na_ an 5 ml-;:le-;FBa‘ PH 7.4 ¥ 0.010 m]l de
perdxgide de hidrégeno al 30 X, { Lanbidién se bazo curn 2.0 md e
4;\:1e'.vr’t:r-1.-r'|aF1';-ol.er'1 1 i e metanol aEs-::lutc- mas S ml de FBES FH
7.4 ¥y G010 ml de Fér‘-:-xicl-:‘ ul 30 % ) . Se lavoe irmediztamente  coe
afua deshilada desionizada , se dejd gecar v == sumerdid por D

minubos wh sulfaba de coubre al 0.5 % en NaGl al 6.7 % . Se valvid

o

lavar irmpediabanenite com agua destilada desionizada vy s
contralifd con bemabaxilinag o varcde ce mebilo dis. 147, @ .
El forraje de las portachietos e rexlizéd pondendolos  en

alcobel de 76° acidificads con umas wobas de HGL , lusss e secar on

b

se dejuron en albuming atuosa &1 1 X Foer 5 2 10 mirmtos . Se

1]

ecaron verticalmaernte v 2e fijaron con olubaraldehido acusso &l 2

“ por 2 haras & toda 1l miochs o For glbimo se  lavaran &0 @aua
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Sa wsaron 2 loles SINAMRS
de adad inocul ados cor » | ambaos

cob 4 pases en cerebro dg ri - Fabones

lachante

Trormal o, sin virus . ED esquém ralén - Tué. =

dis 1 dosis de_p;i,mlliﬁtr

. bia
4 dowis de D.E'hl'inﬁféﬁ = D &

amplgbﬁ'dé'Freund . Dia 2%
gosie de 0.5 'mlijﬁht “.. d§si& che 0.5 wml
intrapekitmneai;y d;§§é;:‘%?1, . éw}:défdélulas che  marCong
180/TE intraperitoneal © Dis 40 se’cosachs £1 fluide sscitics  con
aguja del 12y ser ﬁhtuvo ?Laém'“éli éuerﬂ . .Ambns liguicdos s
almacenaron & -70°% . En promedio cada 1ate de ratones prodajoa 30

ml de fluido ascibico aim . : -

. Froecipitocidn oe iropunoalctdl ipge el Flaido ascibica .

S diluyd ] "liquida de asclbis cors urr volwmern idgual de FRS (
0. 150 Nall , 0.01 M fFosfato oz sodio FA 7.2 ) & 4% y == le aqdread

W vol Gen de cNH‘)st‘ F.z2 M igusl & =1 wvoldamers del Fluicho
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horas por. 2 dias . Se checd  precipitado

pruzbes de inhibiciar de la remaglubinscion

'_lizéfcdntra“iﬂﬁzQﬁiuméﬁéé:dé:PS$WD,Q

3”9?1f§ﬁu Fgéidg_ I3 -

noder mdin Ly

eradanbes 7 cor

e f lucrescenci

indirecta observande que log anticusrpos. Auedaron  en 2] altimo

pracipitade . Estos quedaron almacenados o, -70°C .

10.

C
L

iy

Jde raldn mediante cromatogralfia

i
g

Fori ficecidr = o

o K= 4o

imtagrcantiio idniico con DEAE-czlulosa .

Se yhilizd DE-SZ preinchads v activada . obros procedimiernbos

snplaados so encuenbran en la hoga de informac jdn del’  prodact.c -

Primero se aquild ilrd el Iriber caiibl acior idrlco  suspendiendo a2

buffer de fosfatos PH 8.0 , 0.2 M, ¢ 15 & 30 mi/gramc de DE-52

SSeCQ

}oy luean se vacid la pasta en la jericnga de 10 ol evitardo

cortienlbaes ce conveccidérn ; burlmijas y ques secqra - S wvolvid &

equilibirar con buffer de fosfabos FA S0 » 0.04 M midiendo la

corductividad v PH . Freviamerde g2 delernind la concenbracidr  de

protefirna chel liguido por 21 méltodo de'Luwry Y e pUsdS @ dializar
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CONS&Ervarcn &
s
solucion reauladora

119 .

Las tinciornes da lnmunoflﬂorea:undié“

de mouwco infectadas com derbue vy wsando las:

Ve Be o val it
‘concenbrada .

mli” por - cads

de Fosfatos FH

Jidhda 1a densidad’

P RCCIOFES S

Gete el FH de  la

el melar idad

drdipecta e células

fracocivnes colectadas

ayudc & confirmar la presancia 2 los anbicuarpos o Fig. @
i1. Marcajses de las jrmpgncolobuidings dea ratdn corn Ldotitie .

Framard s ajustd la concenbracidr de  las irppunoalobaal ings
por pervaporacion a 4°0 por 18 horas ., @ 18 wasml wn FBS . Después
e ajustd el PH medianle dixlisis v agllacidn mouisr ada con NaHE:_CI3

0.5 M , PFH .0 par 18 horas a 4°

]

« fAparte =

discolvid el észter de

14

biotina-N-hidrasisuccinimide corn braza de  Acido capreicoe a  una

Cmoncenbracidn de S0 mwasml en N,N- dimeti

1farmamicla (SIGHA) »

momentos shibes de usaree o Se Dncubd =l édster  de Diolina y el
antid cuerpo purificade en Wha proporcidn ce 132 { pesa/pasn ) par
4 bhwras & temnperstura asbiente v en ohocuwridad . Se pard la
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vy al 1 1

1 =) M7 - 36

No. de Fraccion

Fig, 8. = Cromatografia de intercombio 1Snice con DEAE-catlulosa de
Low anticuerpos producrdos on fluido ascilico de ratén contra
dengue .
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'.‘.[a -Lur_ul uu:c

LthFHr
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2

se Baread 0,

.y &1 EDTA & 30 mcu'lﬂﬂ ml)

a 10 minutos . Dahpué 5&.

durante D

fresco  Sorn =l ogue - e tprm1h6

csuspendietidol as con pdpelan mudermdo travsfirismdolas e weauida =

153, Duentificecidn e viruwg medigrds la Lécnica e placa ISLicH

e célulae LLO-WRZ .

Cory estos esludio:s e delerping la canbided de parbiculeas

virales infeclivas de los "stocis" o de las di Ferenloas mueslreas .

Fara ssiao se uulHyHrﬁH laz  meee 2 LPas Lo FES-AllL  al (K 3 F-
marilzriicrdelas s bafo da'hiulu_,;beﬁpuéa X agr:go GoZ mlspuau du
muzslra & dilucion . 2n las H 't VE

‘tv

lac = A ooy aon celulas LEC-RRE

it

{ costar 35 min Yde las qgue s | ha  decarbado el medio . v se
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dJ frxhuyé al

;?-NOthdt 1w

N3

-_ulut‘&rll-w v i Lal

final se 'quntarmn'

caleularon  las  unid ”KEFUI__PQ( “nl

{245 . *

14, CQCuitivog minbas de wélulas dbe Sigbems Nervioso Renbral de

Smnbicidn de rabdn . .

Lus cultivoaz primariocse de células el islama Py ass

caentral s2 obtavisron seatdn la éomicea descrita dzor Lok e vener e
esia cansistis an la obberncidn de embrimres de ratén cepas NIH &

Balb/c az 12 dias de geshacidr o los que se  cortd  lary  porciocnes

= '

cefilicas que == homogert zarory necarniilcamenlte an medio de cuibivo o
La suspernsidn de células cw vacid en placas exbériles de plazbico
de & pozos (Costar 35 ) en los  gue =e  colocd  previemanhe  un

- - . —_—— . . R . e
culbswreab jelio de Z0520 gwm , ¥y S incub® o 37 C e atmezfere Fodaneda
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l:i:tl F‘l’."LE\dIJ‘-

Ios dias

litica usando células LLG-MKZ seoan Qo dh

_15; Cultivas de sshrocilas de ol ién
Los cullives de aszbrocitos » core un % B Y]
menos , s oblaavisron  segor  Is dultiVUS

decpads de 11 dias de establecidos Drearngue
2 NGZ . Brn delerminsdos dias T

cubirealjelos ¥ s procesacon de va descrita .

16, Tincicres con dedsle fluosecce dn

Las Linciornes de ;nmunmfluu = _iﬁdir'ctd cun dable
Flouor wsr o fasy or wind

IQG—FITB—anbiﬁaﬁéhfpaﬁu el arbigerns viral y

ToR-RITC-aribicormeia  espect Fir CeelLif pas

celulares . El procedimianla CHn%1stlo

rﬂehldkatar ¥y lavar corl

FES ol 5 nirulos Ias  MOniucHpese _aa“ Lelu]d& ya. Fijadas & lo=

_ k3 - s : . PR —
cubirechjetus ; BhSeguida se 1ncuharon durante 3Q minuwtos w37
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er abnos Fabas bunaeda e
log anblicusrfos) Brimar

prolefre .l ial fibriis

Freparacionas

hiciaron con micr

v cor contraste de

urn bajo mivel de fluorescenci

fotnéréfiaﬁ.

17. T;tﬁ]aciég'gg skl cusrpos, gg'Fabéuf et § s oz 'lé Lensrsi s

L e

ititiibiicidn de la hemaoiubingcidn o
Las irmurcesaloiaal irnigs purl ficadas e Lilularorm  mediarile la
irhibicidn de Ia hietneglubkinadidn de eribrocilos e ganss pae viras

del dermus , para o oual se extraid aseplicanenle la  sarmre del

Cy

ahs0 aenplaeard AlSevars o anLi;oagulante . 5= Tilbrd cornn Quza
estéril , se lavd coun solucidn dexiruna - gelatbina - vercniml (DEV)
cenbrd Pusarsdo & SO0 rpen/40 cada lavachs ’ S prerard una
suspensidn celular al S X eﬁ D&V ebbdhiiizéndw Cespues & o

célulaz & 4°C par 24 hores » Se esbordorizéd odiluyerdos 1: 29 = la

solucidn de PH adecuads dando una densidad Splica de 0075 o 450 ran
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A la=m 1nmunua1ubu11nus les remuvidron  hewsalubindnes
-1he~pe;1f1Ca='con huolx

«
i moztré hE

110 coarm soluciQﬂ“
3.0 (BRABRS) ] '
. Se puse 0.1 wl del arbisse

placea de microtabulacion v ?11: Pu o

esianbas fh&sﬁé' acomplebar

loz 12 pozos , : i’.-.':;:ﬂ U“ a o

ml e owribrooibos de wariso esbandafizadugfén:ei huFF:r adecuade &
cada s de loazs 12 pozos , Sae satudié_lafplaca'moderadamente ey @
mazclarla v s= dejd aen un 1uua#3fcun Fordo Dlarss alejends b

vibiraciones & Lenperatura dmh;entu pu SO mirbos JFor GlLima s

albiservd  la hemagluLjpacién raﬂigtrandula cpor bunamerile .

La pruzbe de iﬁhibiciah'dé‘la'hémaglutinmciun requiere aue el
arvi Shareg S djluga Para cbntéhéﬂ‘ﬁ uniﬂade& Framaeglutinanbes por
0,025 ml , para lo cual s éusé.ﬁ.ﬁu.ﬁl Jdel suero Lratado ey =1
priner pozo e le placa darhihulécién Y G20 ml deae BRSS ers cedd
e dhe loas 11 pozos resblanbos Lugan se dilluyd desde Ael PO 4

al =2 y i haslea sacomplelbar log 12 poumos desecharelo los  uwlbimos
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0,025 ml oy == adredsron G025 mil del__--é@rglLi'?er_lO-- l;l:.lrlt'-&t!iehdu_.; las &

wriidacdes henaglulinsnbes decds

laan placa mudufadamenya*bafg

4°%C . Al dis sisuiente

estandarizados

Cguidadosanente’ yige

vibracidres g Lemper
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V11.RESULTADOS

1. PURIFICACISN DE LOS ANTICUERFOS DE RATON CONTRA DENGUE

La purificacidn de los anticuerpos anli-derngue del fluido
ascitico se monitorec mediante pruebas de inhibkicidn de la

hemaglutinacidén ¢ inmunofluorescencis indirecta (Figure 3 -
2. IDENTIFICACIGON DE LOS SEROTIPGS DEL VIRUS ¢ Tobla I .

Los "stocks" de virus del dengue se propagaron en culbivos de

células TRA-284 o© en cerebro de ratdn lactante , y su
identificacidn se hizo con anticuerpos monoclonales serolipo

especi fico medianle pruebas de inmunofllucrescencia indirecla

3. DETERMINACISON DE DOSIS LETALES MEDIAS (' Figuras 4 y ™

Los Litulos prumedic de las LD50 de las 4 cepas de Dengue
fuerorn similares Gtambo por via intrageritoneal coma pEor via

intracerebral .
4. DETERMINACION DE FORCENTAJES DE SOBREVIDA (Figura 4 y 5.

Al graficar los fporcentajes de sobrevida d?rante 21 dias
poust-infeccion para las dos vias de inculacidn usadas Yy pPara los
"serotipos del virus se observo que § Dengue 2 NGE y Dengus 4 H-241
causan menos muertes que Dengue 2 MEX v Dengue 2 IND por via

intraperitoneal « En cambioc por via intracerebral sucede a la

invarsa .
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TABLA I

IDENTIFICACION POR INMUNOFLUGRESCZENCIA DFE LOS SEROTIPOS DE

DENGOUE CON ANTICUERFPOS MONOCLOMNALES .

ANTICUERFG ) ANTICUERFO
MO NOCLONSG AL FOLICcLDNAL
] : ] _—
DEN 41 DEN 2 DEN 3 ' DFN 4«4 HITMAMNOD RATON
PEN Z NGT - * - .
DEW 2 MEN - + - -
LEN 2 IND - + = - * *
DEN 4 H-241 - - - + + +
onnmurellusresconcia wndirecia con ﬂnuéu-.rpog menealonales
peliclonates de flavds assulice de ratern
bnnmunofllueroescencia durecta aon rak2cla el cueros humanoce sl
tituie alte por tnhibicidn de lo remaglutinnoudie .
cLo3 “stocks” de virus provinieron de pasas ~-r rarabro e ratl on

lactante v de pases en celulas TRA-204
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‘ -
TABLA TI
P . T - .
DETECCION DEL VIRUS DPENGUE 2 NGC EN ORCGANDSE  DE
RATONES  INOCULADOS VIA TNTRAPERIT
C ORIEANTS - DIAS POSTINCECCIO

_Rrﬁciiia'

PULMON

CORAZON L .f,:i o  %.553/”f?‘
TIMD : e e L _
LIS CUL O N L :
CEREBRU . . .
MEDULA ESPINAL e ,-

mEReayss  per  duplbieado coan cateskt L Bais

ariari s

cerebro cla roten lactante | . )
biRatones Balbrss lactantss ineculados con o l,l:»;;'.1
Lo rumpansion de los  drgaree  ae i nocul -y . TRA-ZEE v I

pressrcia dal virne =a datectd con LMol luor secereia
eMNR = Ne Reualizade . : AT :



TABLA IIT

a
DPETECCION DEL VIRUS DENGUE 2 MEXICANO EN OROANOS

h
DE RATONES INOCULADOS VIA INTRAPERITONEAL

_ORGANDIS - .. - _ DIAS POSTINFECCION -
' ‘ T 5 R iz
BAZO - - -
HIGALO ' - - _ -
RIFON oL e -
FuLpoR -- - T T o _ -
CORAZGN - - -

TIipo - - -
T MUSCULG - - -
CERETRD - + +
MEDULA ESFINAL - + .

arigual que Tabla II . pero con Dengue 2 MEX .
biIgual que Takla I . -




TABRLA IV

a
DETECCION PEL YIRUSF DENOUE 2 INRONESIA EN OCROANOSES

L3
PE RATONES INOCULADOS VIA INTRAPERITONEAL

ORGANDS y ' _DIAS POSTINFECGION
: ) 3 ] 1Z

BAZO - - .
HIGADD ' -
. RINON - E o
PULMON * S
CORAZON -
TIMO | '
* MUSCULO . Z
CEREBRO -

MEDULA ESPINAL - o~ .

.

a¥igual que Tabla IT ., pero con Dengue Z IND

igqual que Tablao IX . Be \noculd con ©O,1 LD -

1.7




TABLA V .

a
DETECCION DEL VIRUS DENGUE 4 H-241 EN OROANOR DE

-]
RATONES INOCULADOE WVIA INTRAPERITONEAL .

ORGANOS - DIAS POSTINFECCION SRR
_ T3 . 9 P 12 ‘ '

Bazo oo

HIGADD : L e o
FULMON ~ CoeL '. L _ Ry
CORGZON - - - L __
MUSCULO : - e
SEREBRO - - e
MEDULA ESPINAL - - s

aligual que. Tabla II , perc con Dengue & H-241 . _:
. Wigual que Tabla IX . '
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lLos mejores rebultadus fueron wtilizando 1 sistema  de
Biotina-estreptavidina—peroxidasa ya que lo=s  corbes  Jde Lejidos
incluidas en parafina que fueron digeridos con tripsing
permitieron una major localizacidn vy resolucidn del anbtigeno viral
demastraridc a ésbe en bazo , MUsculy , médula espinal y cerebiro .
Ademas en higado , riforn , pulmndm , corazén y timo  tambidn  se
obrservéd la seﬁﬁl aungue con meros inbensidad . Eslos resultados se
confirmaron con la Lincien de inmunofluorescencia  indirecta  de
cortes digeridos con bripsina que Jdié umna menor  localizacion vy
resoldcién Jdel aritigernca  (Figura o - Cor la Leéchnica ches
irnmunoperoxidasa indirecta (PAF) los resultados fuerorn similares &
los de inmunofluorescencia (dato:z o mosirados) .
’ La distribucidn del antigenco Pengue 2 NGC an el =1 sl e
nerviuso central de ratdén medianbé irmunohisboguinica (Figuras 7
B9 40 , ¥y 15 3} Tud en las siguienites Adreas @ corbédea {frountal
» Paristal , bemporal) , bulbos olfaborios , hipocanpa ( astas e
Amn , 9iro dentado} , cerebro anterjor (caudadossutamen ., talamo ,
ganglioc basal) , tallo cerebral , cerebelo (Ccélulas de Purkinie)
médulé espinal { astas Jdorsales ) . sistema nervioso geriférico
ganglios paraverkbebrales , fasciculos rnervioses ).

El dia 6 postinfeccidn no se ocbservd infiltrado infFlamatorio
de ningun tipo , ni crénico ni agado en el caerebra « El1 antigena
viral se demostréd en las rneuronas y adenas en las células

epibteliales de plexos coroideoss garo estuvieron ausenbtes de  obras
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Fig, 6, -

Corte de bazo (20X} de ratdn balbre

incluidos en parafina , al sexio dia

postinoculacidn con 4 Lo, de dengue 2 NGOG via

intraperitoneal . Inmuncflucrescencia

indirecia
digiriendo previamente <on tripsine .

03D
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Fig. ?. -~ Secciédn de cerabro de ratdn balbrse incluide

-0
an porafina de la regidn del tallec cerebral , at &
di a postinoculacidn con LD, de dengue 2 NGC wia
intraperitoneal . La Lincidn se realizo digiriendo

con tripsina , incubande con anticuerpo contra dengue
maréado con biotira y despuss con eslreptavidina -
peroxidasa ., Se revelo con PAB ¥y contratifio con
hematoxilina . La distribucidn del antigenc viral en

las neuronas =3 ciloplAsmico , (4OX>



Fig. 8. - Corie de seccitn del hmporamps de cerebre

de roldn balbsc incluide em porafine ol 5 diua

postinocutacidn con 1 Lo, de dengue 2 Nac via

(s}
inlraperitonsal . El antigenc viral se cbserva en

la moyorlia de nedronas , (oM .




Fig. . - Secardn que muestra la regidhn del hipocampe

y ol ventrleulo del cerebro de ratdn al 5° dia posi-
inoculacidn La marca que se cbserva en Llas c&lulas
epiteliales de plexce corcides (T) |, tambien se ob-

serve con inmunoflucrescencic indurecto al 60 dia -

poslinoculaci®dn (datos ne mosirados) , (10X .




- SeccidOn transversal de médula espinal de la

10,

F1g.

1
dia -

reaidn sacro-lumbar de ratdn balbre inoculade con

o

de dengue 2 NOc via intraperitoneatl al F

de

Se obaerva marca en nesuronos

postinoculacidn

La médula requiric descalcificor

aslas anlericres

[§ T=3, 4]
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Fig. 41. - Seccidn transversal de médula espinal mos-

trando el anti{igeno wirol en ganglic posterior y en

fasciculos nervicseos . ‘5 diec postinoculacidn con 1

I.Dg“J de dengue Z NAGC vin intraperiloneal (46X .
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Células . Se observd proliferacidn Jde células vliales las cuales
no tenfan marca . Esbto se confFirmé con tincidn indirecta de dJdoble
fluorocrono {IgG-FITC-antidergue & IgG-TRIC-anti proteina 9lial
fibrilar Acida) (Figura 12 5 .

Durante el dia 9 se observaron en cerebelo las celulas  de
Purkinje corn eosinofilia { sugestiva de hipoxia cerebral) y de
degeneracidn ;3 ro hubd gigrnos de inflamacidn , v se nold  aedemna
Petr-icelular { avsrandamients de los espacios Cpericelulares vy
Ferivasctilares ) .

él dia 19 se observed infiltrado inflamalorio subepaerndimario
con proliferacidn de células eperdimarias e aluunas  Areas . g1
desarreglo Jdel btejide aumenitd 1legando hasta la veacuolizZacion puas
habw  espacios que deajaron 145 velulas Jdesbruidas ;. se  observo

proliferacidn de células gliales sir irdicios Jde infeccidn 3 las

colulas de los plexos corcvides Luvierun aspecio normal paeroe con
marca y lus ventricdlos se observaron libres . Al dia 13 1a marca
abarcd Ja cortéza cerebral , los endobelios , el hirocampo vy las
neuronas de los bulbos olfatorios los cuales eslaban destruidos .
En el verebelo la infeccidn viral abarcéd las bres capas y no
unicamentbe las células de Purkinie camo ccurrid «l Jdia 9 . Se
,

observéd desarreslo y destruccidn de  bal  manera  Gue  Buabd
seraracidn de las capas siendo la eusinofilia muy marcada . A=
nisno se obcervd relraimierio v ecsirofilis de las neuronas

indicando dafio severa .
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Fig. 12, - Doble imnmunofluorescencia indirecta de speccitn

de cerebro de ratdn balbse at 6° dia posiinoculacithn con
dengue 2 NAQC , Se digirie comn Llripsinag e
dengue ¥ anti-protelna glial por 24 hrs., a 40(: &n Triton

X-100 al ©0.01 % en PBS . Los sefiales noe coinciden (arriba
virus y abajo proteina glialy , (4OX>

incubo con anti-
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En log cortes de médula espinal § dies postinfeccion S
observaron indemres las meningss No Bubd vasas  con | inFilbrado
inflamatorio ni cromatelisis No bhubdd retraimiento en las calulas
Nni aestaba aumenioda la microglia - La relacidn nocleo—cjitoplasma

fFue normal .

No se enconbraron datos neuropatoldgicos careclberisticos  Jde

encefalitis viral como som : edena ; corwgeslionaniento vascular 3
infiltrado. inflamatorio mononuclear . linfocituria y a veces
macrédfagos , proliferacidn Jde la microglia con nucleos Sue adopban
forma alargada semejarndo basboncillos recibos » CUH VO S
estrellados ¢ r. Be buscaron Lambién cuarpus de  inclusidn sin
encontrarlos yv en algunas rpeuronas se observarcon  concenbraciones
eosinofilas intranucleares asungue  no pudo descartarse con

certesa que se bratara del noucleoclo .




7. INFECCISN DE LOS CULTIVOS DE SNC DE RATON . (Tablas vi-viID

Para demostrar la replicacién Jdel virus del dergue e las
células del cerebro de ralén , se infectaron  los cullivos o
diferentes concentraciones de virus (B bulos anobados en Cablas=) ,
en Jdiferentes dias poust-infeccidn se buscd la gpresencia Jel viras
ern las células Jdel sistema nervioso centbral del ratdrnn o Las
cindbicas de infeccidn con Permue 2 MEK y Dengue 2 IND Tabla vr vy
vin y con Denaue 2 NGC oblo  VIID  fausblraror gue el virus s
encuenbr; va a las 24 horaz en escasas células aumentardo  su
numero los dias 5 y 7 para Dengue 2 MEW v Denguse 2 IND v lus Jdias
2y S sara Dengue 2 NGT ., Corn Derwue 4 H-241 Canbrieén se
encontraron resulbado=s positivos los dias 1 , 2 , 4 v 7 {datos no
moskrados) ; -

Se observa que aun cuardo Dengue 2 MEXK v Dergue 2 IND s
inoculan con un tibulo 100 veces mayor , s hasta el S° dia cuando
empiezan a observarse neuronas infectadas , en cambio Dengue Z QGC
con menor numero de  particulas virales dguala e irmclosi ve
sobrepasa & lés obras cepas en rameroe de neurotias infaecbadas e el
mismo dia .

Tambiérn los dias 1 , 6 v 13 =Se dJdebarmind unicamsnb:s  para
Dengue 2 NGC , la cantidad dJde virus infeccivsa =y los
sobrenadantes de los cullivos Litulandolos con el ensayou enn Placia

usarndo células LLC- MKZ2 . Eslous resultados mosbrarory que el
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TABLA VI

CINETICA DE IMNFECCION Nt CULTIVOS DEL SHNC DE RATON

CON VIRUS DEL DENGUE® “im witres .

YVIRUS NUMERO DE WEURONAS FLUORESCENTES®
5 DIAS 7 DIAS

9.2 x 10% 51 216

4.6 > 10° : 63 . 503

2.3 » 10® 8z 281

1.1 x 10® s 150

8.0 » 107 16 9a

(=3
o) Titulo de Dengue 2 MEN on células LLC-MK2 ! 7.7 % 10  PFU/ml,

b Promedic de 2 observaciones

66



TABLA VII

CINETICA DE INFECCION DE CULTIVOS DEL SNC DE RATON

a
CON VIRUS DEL-DENGUE “in wvitro” .

VIRUS NUMERD DE NEURONAS FLUDRESCENTES®
5 pIAS 7 DIAS
.

9.0 x 10 25 114

.5 = 10% 54 .. 457

2.2 = 10 125 512

1.1 = 10" =7 294
7.0 x 10”7 16 274

o) Tilule de Ponguo 2 IND en cflulos LLC-MKZ : 7.5 x 10 BFU/ml.
b t—gual que Tabla VE .
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TABLA WVIIX

CINETICA DE INFECCION DE CULTIVOS DEL SNC DE RATON

a
CON VIRUS DF1. DENGUE “in vitro®

VIRUS NUMERO DE NEURONAS FLUORESCENTES®
Z DIAS 5 DIAS
‘0.2 x 16° 11z 477 -
6.3 x 10°% 121 583
0.6 x 10° s7 . 760
1,2 » 10° 15 &1
aTitulo de Dengue 2 NAC en cédlulas LLC-MK2Z 1. 79va0° PFU-mL.

biIgual que Tabla VI . -
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. c .. . -

indculo inicial Jdel wvirus @.3 x 10 PFU/porey desiaparece el

cultivo a las 24 horas , se alcanza un Maxinw a los 6 Jias @.6 =
. - 3

:o‘rruxpom» Que Jdisminuye un poca al Jdia 15 wm.3 x 10 PFU/pozoy

Sif que se liegue a alcarzar el btitulo del indculo .

‘8. DISTRIBUCION DEL VIRUS DEL DENGUE EN LAS CELULAS DEL ShC

Al determinar el tipo de células e los que sSe replicd el
virus mediante inmunoFluarescencia » 1oz raesultbtados mostraron  que

la localizacidn del virus fué en las neurcnas Figuras 189, 14 ¥

19 ) , alrededor del ndcleo con Jdistribucion cituoplasmicae v en log
axores vy dendritas ;5 1a morfologlia de las - neuronas  infectadas
corresponde primncipalments al Lbipe bRigolar ( ¥ no todas las
células de esta subpoblacidn son  susceplLibiles | de  infecbLarse) ’
también se observa infeccion de reuronaos tripolares v mullipolares
PEr0o en proporcigres nenoraes .
Ern ectbos culeivos 5, Jus facrdiagas }us Fibroblastos v 1oz

astbrocito=s {(inclusive e cualbivaos F0 X puros Jorig 10 al parecer

permanecen sSin infectars:s yva que o se Jdetecia al virus
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Fig. 13, - Doble imnmunoflucrescencia wndirecta de cultive

de celulae de cerebro de ratdm NIH wnfeciades con dengue
2 NoC . Arribva neurona Lripolar marcada con anlicuerpos
anti-dengue y abajo comn enticuerpcs anti-enclaso especi -
fica de neurcnas , OOXN .,



Inmuynellyorescencia tndirectia de un cullive
de SNC de ratdn balbrsc a les 4 dia= postinocculacidn
observan acumuylos de neurcomnas infec—

Fig. 14, -

con wvirua . Se
tadas con dengue 2 mexicane (arriba , 40X ¥y dengue
2 indoneaia tobajo ., 40X) .
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1.5 = ‘Inmunoflucrescencia indirecia de un cultive
de BNC de ratdn kalbse infecslade con dengue . Se ob-
serva la morfoleglia de uma neurorna multipolar (arribo e,

"
100X vy warwas bipolares tahajs , 100My
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LR

Fig. 4¢. - Doble i1rmunaflucrescencia indirecta de cultive

de ENC de raldhn NIH ol & dia postinoaculacidn ron dangue
2 NGOG . Arriba neurcna bipolor marcade con anticuerpo
anti-dengue y abaje acumule de astrociloe marcades con
anlicuerpos anli-proteina glialt , (tooXy
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VIII.DISCUSION,

Selecgidén de cepas neuwruvvirulenmtas de dengus .

Aun cuando las dosis lelales medias de cepas silvestres vy
prototipo son semejantes , las curvas de sobrevida sugieren Qque
las cepas prototipo causan mas nmuertes cuando se inocular por vias
intraceretwral que por via intraperitoneal . Un fendmenrno parecido
fuéd reportado par Schlesirger w2e quien ohserve que el virus del
dengue pierde su patogenicidad para el huesped ﬁatura] {hombre)
conforme progresa  la neurovirulencia en animales experimentales .
Sin embargos , com las cepas silvestres sucede lo contrario Se
cobrservarn mas muertes For via intraperitorneal que pPor  via
intracerebyal . Si este ferndmerno ocurriera al analizar uwun BdneErc
mayor de cepas silvesbres , sugeriria ad que los pases en‘ratén (<]
en céhiuias de mwosquito seleccionan cepas rewovirulentas by que la
variacidn en 1a neurqvirulencia sea consecuencia también de une
probaliie  tropismo celular Yy <) que al seleccionar cepas
newovirulaerntas se pierdan otros razgos fernotipicos comno el
bropicsmo .

Neurcotropismo "in vivo"

La pPresencia del virus Dengue 2 KRGO en baza muscula 5
medula espinal v cerebro durante casi todo el tiemFro que durd la
infeccidn experimental podria indicar una disemiracion por via

hematdgzra ail SNC 3 apoyada ademnas par la demostracidr
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irmmurchistoquinica del virus en lds.pféxas coraides . Sin  emnbargac
y 1O anteriar v oCurrio enm animales infectados can Dengue £ 2 MEXR
» Dergue 2 IND v Dengue 4 H-241 en los qQue se detectoe el virus
solo a las 2 y 12 dias en misculo , médula espinal ¥y cerebiro
sugiriendo a) una diseminacidn rio hematdégena vy b)) cierto
caracter reurotrépico compartido por lag 4 cepas que son Y
probablemzrite variantes gerdticas . Por lo que una posible via de

coeso al cerebra con estas cepas  podria ser la mnédula espinal a

w

(=]

a cual 11legarian los virus wvia nervios autorcmnos 1o cual
se ha demaskrade ocurre con Semliki , Herpesvirus , Rhabdovirus v
caon el virus de la encefalitis de Sar Luis wes.see |,

El virus del dengue infecta neuronas "in viva' .

Los estudies de irmunchistoquimica realizados en cortes de
cerebro de ratornes mostraron wuna susceptibilidad rnewronal general
a la infeccidn corn Denaus Z HGT va que la distribucidn topoarafica
del virus fué muay amplia - Adamas |, el examers histopatoldaico
del SNC de los ratornes lachantes infectadoé mostrd urna encefalitis
severa que se presentd gradualmente vy  se caracterizdé fFor
necrosis neuronal v proliferacidén glial . Estos datos explicarién
y COn Cciartas restr}ccionas » la sintomatologis neurclégica difusa
caracberistica de lag infecciornes por dergus , donde'lo& sighos ¥y
scintomas varianm  desde wun dolor de cabeza presente en las
menmingitilis hasta convulsiones paralisis y muerte en las

encefalitis
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Lo antericor sugiere que sé.reqﬁiére un eétudim nds completl.a
del trogismo newuronsl , oo éaraﬁteristica fenatipica potencial
de loas diferentes serctipos Je dengue , 2] cual puede ayudar a
srializar un aspecto de la patologia que apenas se empiezs «
conoCer ¥y que w5 la encefalitis . Esta caracteristica ya Sa
demastrs con recvirus tipo 3 2l cual produce erncefalitis aguda w
fatal al afectar reuronas ¥ células gliales ¥y en cambic reovirus
tipo 1 produce hidrocefalia al infeﬁtar céluylas del ependimo . los
caﬁbias en la hemaglubinina viral producen efectos variados en el
tropisma tisular uzea2e o

El virus del dengue infecty neuronas "ity vitra”
=l Mirus dei dengue 1

Los estudios "inm vitro" al salvar las dificultades que
imporer la via de entrada y diseminacidn hacia <1 SNC  "in vivao!
facilitaron el accesce a los diferentes tipos celulares presentes
e los cultivas perpitienda observar la morfologia de las rneurdaras
marmales e infectadas y hasta cierte punto  comparar cor grupos
similares a 1os que se encusntrarn "in vivae” . AR cuandas o es
posible extrapolar susceptibhilidad y efectos de wuna infeccidn

viral "in vitro" a lo que ocuwrre "in wvivo" .

tas cuatro cepas de virus produjerorn un Fratrén de
fluarescencla similar en las rneurornas infectadas ademnas al
observar restoas de neurcnas fluorescentes se demostréd que Iz

infeccidn causada por 1 virus pueds taerminar en lisis celular .
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El tropismo especifico de las 4 cepas de dengue , PO

di ferentes tipos morfoldgicos de neuronas (bipcolar vy multipolar)
en particular , ademas de ser wun factor que intervienme en la
virulencia pudiera coarrelacioriarse con 1a Presentacion de

alteraciores neuroclogicasz "im vivo"

La susceptibilidad celular no incluye astrocitos .

For otroe’ lado . las tincicnes con daoble TIluorocromng
realizadas "in vivo" e "in vitro” no deiecbarén el anbtigerc viral
en células aliasles , especificamente astrocitos . Ni aun ern
cultivos con mase de 90 X% de pureza . Esle dato contrasta con
reportes de estudics realizados "in vivo® en los que se localiza
el antigerno viral en este tipo de células ezesize

Los datos obbenidos "in vivo"” e "inm vitra" son  irnteresantes
va que se sabe que lous astrocitos rodearn , sostieren , slimentarn y
posiblemente defienden a las rmeuronas . Son células pgresentadoras

de antigeno (AFC) viral en el Sistemna Nervioso Central , en el

contexta de- Ia  09,84,127 . Acdenas se ha demostrados qQue 1

U
h

células de la microglia espresan <l antigena F4/30 especifico d

1]

macr&éfacos , poseen receptores para factor 3 de complemento vy
para Fc de IgGi/2b (4zrazer , s Ia positiveas v Tuncionan COInC
AFPC por 1o Que es  probaible que eskas células son de origen
hematégeno y bienern 1a funcidén de macrofagos tisulares .

Se plensa Que enn el dafico Lisular que e prezenta durante 1

desarrollo de algurnas formas de encefalitis viral garticipan
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elementos innmunoldgicos v que en ¢l curso de urna respuesta  inmune
antiviral , Ios astrocitos y/¢ las células dJde 1la microalia
furncionan como  APC ., Pudiera ser que el papel primaric lo
Jesenpeiaran los astrocibos debido a que supesran en pdmero a las
celulas de la microdlia v porgue ademas exprasan mids anbigenco Ia .

Lo sorprendentbe ararentemerte es que ni los astrocitos rni las
celulas de la microglia , SO0 suscepbibles a la infeccidn por
virus del dengue . Dos explicaciones que habria que demostrar son
: a) uwna infeccidn inaparente 9 b>» que el virus este siendo
procesad; por 1o que =1 método de deteccidn no lo resuelve .

La replicacidn virul en las rneuronas vy la liberacion
posterior y sostenida de virus & los sobrenadantes , hasta por 1D
dias , cuestiona de cierta marera la posibilidad de une infeccidn
inaparente , va que auﬁ cuando la liberacidm de virus en los
sobrenadantes sea baja en ndonero se manbtiene el Liempo
suficiente comoe para infectar =i rno es que btodas , =i a la mayoria
de las céiulas vecinas .. No e clare ot los dabos de
inmurofluorescencia , ¢ porqué ng soan infectadas todas las
neuraonas por el virus Jdel dengue ? - Una explicacidn de 1a
diferente susceptibilidad , podria ser que la (arima de btranzmisidn
fuera Je neurona a newrona a traves de las sinapsis v no mnediada
For receptorss especificos . La debtesccidn del RNA viral del derigue
ernt el cerebro del ratdédn mediante técnicas de hibridacidn "im situ”

arvojaria datos concluyerntas
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Conentarjos sobre las técnicas .

La deterninacidn dael antigeno viral en los drgarws Jde las

ratones emp learndo ia técnica de irnmurchistoquinica

bictina-estreptavidina-peroxidasa dio un  tipa Jde  infarmacidn
valiosa al definir con grecisidn las células infectadas y el dafio
cerebral asociado . La técnica de doble fluorocramo mejorada por
€l enpleo de tripsine v detergente , en los cortes de cerebro
identificd "in wvivo" al antigeno viral ,  al Vneuronal y al
astrocibico en forma simultinea .

Faor obtrao leado , los culbtivos Jde células de mosquito que

tieraen la ventalda de ser mucho wads sensibles para debectar al

virus del dersue que los cultivos de cdlulas de mamiferco o la
inoculacidn - intracercbral de ratones reciérs nacidos »
proporcionaron informacidén sobre el estado réal del virus al

dencotarlo en forma infectiva .

Debido a <qQue o se realizaron » las técnicas de
irnmurnchistoquimica , con las 3 cepas de virus restantes no  pudo
.esbablecerse 51 el antigeno estid presente unicamente en los Jdias

que se detecta con los cultivos o aparece ernn nas

-

Al examinar la infeccidn en los cultiveos primarios de células
del cerebro de ratén por virus del dergua ectos sistewas de
rneuronas reducidos han erobadoe nuevamnente ser sicstemas eficaces

rara estudiar la especificidad celular hacia el virwus.

ESTA TERIS o NEBE
SAUR i LR swaidiECh
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Eri un breve andlisis final , hay qQue comentar que serfa muy
interesante conocer ey qQue forma los geres virales del virus Jdel
dengue , a través de sus proteinas determinan la inbteraccidén  con
las estructuras celulares neuronales qQuizZéa receptores »
ecstabileciendo aszi las bases moleculares= de otro aspecla de la

enfermedad por este Flavivirus .
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CONCLUSIONES.

-
x»

LA INFECCION DE MERULA ESPINAL SUGIERE A& ESTA COMO VIA DE
DISEMINACION Y ENTRADA AL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL . LA
REFPLICACION DE LAS 4 CEPAS DE DENGUE EN CEREBRO DEMUESTRA
ADEMAS EFECTIVAMENTE UN COMPORTAMIENTO NEUROTROFPICO .

LA PRESENCIA DEL ANTIGENO Demgue 2 NGC EN NEURONAS DE
TODAS LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES SUGIERE QUE NO EXISTE
UNA SUSCEPTIBILIDAD PARTICULAR A LA INFECCION Y TAMBIEN
QUE FOLRIA CORRELACIONARRSE CON Léa FRESENTACION DE
SINTOMATOLOGT A NEUROLSGICA .

EL CARACTER "NEURONOTRSPICO" DE LAS 4 CEPAS DE VIRUS SE
CONFIRMA CON LOS ESTUDIOS “in vitro“

APARRENTEMENTE NI ASTROCITOS NI MICROGLIA SON SUSCEFTIELES -
A LA INFECCISN POR EL VIRUS DEL DENGUE .

LAS LIMITACIGNES DE LAS TECHNICAS NO FERMITEN ESCLARECER

EN FORMNA DEFINITIVA SI QTROS TIFOS CELULARES SE ENCUENTRAN
0 NO INFECTARDOS .
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