) UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE
CELL-ELISA PARA DETECTAR MACROFAGOS DE
RATON INFECTADOS CON DENGUEVIRUS

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA FARMACEUTICA  BIOLOGA
P R E S8 E N T A

IRENE /TORRES ACOSTA
N t

A
NS ASESORA: Q. F. B. ANA LAURA VAZQUEZ MARTINEZ

CUAUTITLAN, MEXICO 2000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



-

gEmsway, PACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
;{?% UNIDAD DL LA ADMINISTRACION ESCOLAR

Bl 2 DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES “ ;T
N |
SRS ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS
ERADAD NACIONAL il
AV A DL N A e )
Mo SACULTAD BT ESTUMT
SUPERCRES CUALTTLAY

i TV

?"?’ S -

DIL JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO

DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN -
PRESENTE e

AT'N: Q. Ma. ded Carmen Garcia Miares

Iefc del Departamento de Examenes

Profcsionales de la FES Cuautitian

i
Con basc en ¢l art. 28 del Reglamento General de Exdmencs, nos permilimos comunicar a usted

que revisamos la TESIS:
Implementacién de una técnica de CELL-ELESA para detectar

mgcréfagos de ratdn infectfados con deaguevirps

que presenta 1 pasamic. jrepe Torres Acosta
¢on ntmero de cuenta:_8754182-9 para obtener ¢l TITULO de:

Quimjca Farmacéutica Bidloga

Considerando que dicha tesis reane los requisitos necesarios para ser discutida ca el EXAMEN
PROFESIONAL correspondicnle, otorgamos nuesiro YOTO APROBATORIO

ATENTAMENTE _
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan [zcalli, Edo. dc Méx.,a 16 de  febrero de 2000

PRESIDENTE Q. B.P. Judith Martiner Zamitiz _

~ VOCAL o i

SECRETARIO

Q.F.B.Ana lLaura Vdzquez Martinez @.L,/Zz){,u?&}}%,’mit}'

PRIMER SUPLENTE M.enC.victor M.Zendejas Buitron WJ—\

SEGUNDO SUPLENTE _'Q.7.8.René Damidn Santos /%_




AGRADECIMIENTOS:

A DIOS:

Porque nunca me ha abandonado en los tiempos de prueba vy
sufrimiento, porque sé que siempre esta presente a mi lado brindandome su
apoyo, y porque El es la fuerza que mueve mis acciones.



A MI PADRE: Rodolfo Torres Ponce

Por ensefiarme que en la vida hay que hacerle mayor caso a las
situaciones alegres y no a las tristezas que pudieran amargar nuestra
existencia.

Por confiar en mi y darme su amor tan especial. Y sobre todo,
GRACIAS por los buenos momentos,

A M MADRE: Martha Acosta Gonzalez.

Porque gracias a elia aprendi a conducirme por el camine del
bien, y a ser como soy.

Por brindarme su apoyo en todos los aspectos, sus sabios
consejos y por ensefiarme que las cosas simples de la vida nos enseiian

mas que la escuela mas prestigiosa,



A MIS AMIGOS:

José C. Baxin Castellanos
Angélina Cruz Cruz
Antonio Guzman

Marisa Martinez Sebastian
Gustavo Miramon Pefia
Jorge Mora Hernandez
Claudia Rojas Hernandez
Victoria Sosa Gémez
Patricia Revueltas Pellicer

Por su compaiia salpicada de alegrias, reflexiones,
momentos dificiles compartidos, y mas que nada por su apoyo
incondicional.



A MI ASESORA:

ANA LAURA VAZQUEZ MARTINEZ

Por haberme brindado el apoyo y tiempo necesario para
el desarrollo y terminacion de esta tesis.



A RUBEN RAMIREZ GONZALEZ:

Por su amor, carifio y comprension. Porque
ha sabido darme su apoyo en cualquier momento.



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL

INDICE DE CUADROS, FIGURAS Y GRAFICAS

_INDICE DE ABREVIATURAS

RESUMEN GENERAL

1. GENERALIDADES
1.1. Historia.
1.2, Caracteristicas de los denguevirus.
1.2.1. Clasificacién,
1.2.2. Agente etiologico de la infeccion con denguevirus.
1.2.3. Caracteristicas microscopicas.
1.2.4. Caracteristicas antigénicas.
1.2.5. Vectores.
1.3. Epidemiologia.
1.4. Patogenia.
1.4.1. Fisiopatologia.
1.4.2. Inmunopatologia.
1.5. Diagnastico.
1.6. Prevencion y testigo.
1.7. Factores de riesgo.

1.8. Vacunas.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general.

2.2. Objetivos especificos.

3. MATERIAL Y METODOS
Diagrama de fiujo
3.1. Material.

10
11
11
12
13
16
17
20
22
22
24
27
32
33
35

38
39
39

40
40
41



3.1.1. Materiat bioldgico.
3.1.2. Material de laboratorio.
3.1.3. Aparatos.
3.1.4. Reactivos y soluciones.
3.2. Métodos.
3.2.1. Adaptacion y propagacion de los denguevirus en cultivos
celulares.
3.2.1.1. inoculacién de los cultivos celulares con denguevirus.
3.2.1.2. Técnica de inmunofluorescencia directa.
3.2.1.3. Técnica de plagueo para titulacion viral.
3.2.1.4. Titulacién viral por ELISA para captura de antigeno.
3.2.2. Inoculacidn viral en ratones.
3.2.2.1. ELISA para deteccion de igG antidengue en sueros
de ratén.
3.2.2.2. Separacién de monocitos de sangre heparinizada con
Ficoll-Hypaque.
3.2.3. Obtencidn y cultivo de macréfagos peritoneales.
3.2.4. Ensayo de CELL-ELISA,

3.2.5. Protocolo de infeccion de macréfagos con dengue 2.
4. RESULTADOS Y DISCUSION
5. CONCLUSIONES
6. APENDICE

7. BIBLIOGRAFIA

41
42
43
44
45

45
45
48
47
50
52

52

55

56
57

61

97

104



INDICE DE CUADROS, FIGURAS Y GRAFICAS

Cuadro 1. Ciasificacion de los flavivirus basado en la relacion de sus complejos
antigénicos establecidos por pruebas de neutralizacidn cruzada con antisueros
POCIONAIBS ... ittt ee e e eaeem e e ea e s s srneeoe 12
Figura 1. Organizacidn del genoma y regiones del RNA que codifican proteinas del virus
DRI BNAGUE e r e er et e ee et st oot ee e e vt ee s rennne 14

Cuadro 2. Proteinas de los denguevirus ¥ su funGidn ..........ccoccoveeeveee e
Figura 2. Figura esquematica de los viriones maduros e inmaduros
Figura 3. Mosquito del género Aedes aegypti

Figura 4. Mosquito del género Aedes albopictus

Figura 5. Diagrama que muestra la interaccion de varios factores que pueden conllevar a
la aparicién del cuadro de FHD/SSD en sus formas epidémicas o endémicas

Figura 6. Mecanismo de la técnica de inmunofiuorescencia directa.............ccoooevvvvenee. 47
Figura 7. Esquema de la técnica de titulacién viral por ELISA de captura de antigeno...51
Figura 8. Esquema de la técnica de ELISA para deteccion de 1gG anti-dengue en suero
Lo LI - o o O U eSS US RS S 54
Figura 9. Esquema de la técnica de CELL-ELISA.. ..., 59
Tabla 1. Resultados de la IFg de los cultivos celulares infectados con
QENGUEBVITUS ... i oottt hee e e e e r e et e e r e e e et s b e et e e s et beeaeranenaens 62

Tabla 2. Resultados de la titulacidn viral por técnica de plagueo empleando células

Gréfica 1. Resultados de |a titulacién de los virus cosechados en el cuarto pase mediante

ELISA de captura de antigeno..........orieiieie e et e 68
Cuadro 3. Cronégrama de la cinética de infeccidn in vifro con dengue 4 prototipo
......................................................................................................................................... 70
Tabla 4. Resultados de 1a IFp ; cinética de infeccion.............cocv e 71

Grafica 2. Resultados del ELISA por captura de antigeno de la cinética de infeccion in
vitro con dengue 4 prototipo que se praclicé con los sobrenadantes de los tubos de

CUIIVOS GRILIAIES o oo ettt e ittt ettt oo e e tivbra e e e et aaeaases s emeea e e erme et et eb e smeesmepanan 72



Tabla 5. Resultado de |a IF; de practicada a sobrenadantes de cultive celular en tubo,

infectados con sueros de ratones inmunizados con denguevirus
Figura 6. Resultado del ensayo cualitativo de CELL-ELISA
Grafica 3. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para e! dia 1
inoculacion con denguevirus
Grafica 4. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para el dia 2
inoculacién con denguevirus
Grafica 5. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para el dia 3
inoculacién con denguevirus
Grafica 6. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para el dia 4
inoculacién con denguevirus
Gréfica 7. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para el dia 5
inoculacién con denguevirus
Gréfica 8. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 1
infeccién con denguevirus
Grafica 9. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 2

infeccion con denguevirus.............ccccuvnee. eeeaereatrmreeeeeeesapetgeaeaerneaneaeeneninnn

Grafica 10. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 3
infeccion con denguevirus
Grafica 11. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 4

infeccion con dEeNQUBVITUS ...t

Grafica 12. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia §

iNfecCiOn con QENQUEVIIUS........cooiiiiir et ee e sene e

macrofagos de
después de la

macrofagos de

después de ia

macrdfagos de
después de la

macrdfagos de

después de la

macrofagos de

después de la



INDICE DE ABREVIATURAS

INDRE. Insfituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégico .
ICTV. International Commitee on Taxonomy of viruses.
Den-1. Dengue serotipo 1.

Pen-2. Dengue serotipo 2.

Den-3. Dengue serotipo 3.

Den-4. Dengue serotipo 4.

1Fp. inmunofiuorescencia directa.

FA. Anticuerpos fluorescentes.

DC. Dengue clasico.

FHD. Fiebre hemorragica del dengue. Dengue hemorragico.
S§8D, Sindrome de chogue por dengue.

mm/Hg. Milimetros de mercurio,

CID. Coagulacién vascufar diseminada.

CDA. Linfocito T cooperador.

CDa8. Linfocitos T citotoxicos.

TNF, Factor de necrosis tumoral,

IL-6. Interleucina 6.

{H. Inhibicion de la hemaglutinacién.

ELISA. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. Ensayo de inmunoabsorcion
enzimatica.

FC. Fijacion de complemento.

MAC-ELISA, Ensayo de inmunoabsorcion enzimatica utilizando anticuerpos
monoclonales.

PCR. Reaccién en Cadena de ia Polimerasa.

IgM. Inmunceglebulina de la elase M.

PO,. Presion de oxigeno.

OMS. Organizacién Mundial de la Salud.

EJ. Encefalitis japonesa.

FA. Fiebre amarilla.

PBS. Buffer de fosfatos-salina.

ABTS. Sustrato 2,2 -azino-di-(3-etil-benzotiazolina sulfonato).
OPD, Orto-fenilendiamina.



S5B. Solucion salina balanceada de Hanks.

CMC. Carboximetilcelulosa.

DMEM. Medio enriquecido modificado de Dulbecco.

CDC. Siglas en inglés def Ceniro de Testigo de Enfermedades (Testigo Disease
Center) que se encuentra en Atlanta, Georgia.

MG. Macrdfago.

UFP. Unidades Formadoras de Placa.

CC. Cuitivo Celular



RESUMEN GENERAL

Se trabajo con cultivos de células C6/36, los cuales se infectaron con Dengue 1, 2,
3y 4 silvestres y prototipa, se hicieron pases virales subsecuentes y se practicéd la prueba
de |Fp a los sobrenadantes de los cultivos para comprobar fa presencia del virus; para
cuantificar el titulo viral se empled la técnica de titulacidon por plaqueo utilizando cultivos
de células BHK-21 y células VERO. También se wlilizo la prueba de ELISA de captura de
antigeno como otra alternativa para obtener el titulo viral.

Al serofipo que resultd con el tituto viral mas alto se le practico una cinética de
infeccion in vitro utilizando tubos con cultivos de células C6/36 para tener un testigo de tas
condiciones apropiadas para el desarrollo de los denguevirus recuperados a partir de un
cultivo celular.

Con |a semilla viral, obtenida en las mejores condiciones (Den-2), se inocularon
por via intraperitoneal ratones susceptibles a la infeccion con denguevirus, a los cuales
previamente se les tomé una pequefa muestra de sangre para utilizarla como testigo
negativo. Una vez inoculados con Den-2, mediante puncién cardiaca (hasta sangrar a
blanco), se extrajo la mayor cantidad de sangre posibte para ver si en un modelo mdrino
es posible encontrar 1gG en sangre periférica en los primeros dias de infeccion. La
muestra sanguinea se dividié en tres partes; una para ver si es posible obtener
macrofagos circulantes mediante la técnica de Ficoli-Hypaque, otra parte para practicar
un ELISA para deteccién de 1gG antidengue y la Ultima para infectar tubos con cultivo
celuiar, porque se sabe que el virus se encuentra en circuiacion.

A {os mismos ratones se les exfrajeron macréfagos de la zona del peritoneo, los
cuales se purificaron, para probar si es posible hacer una prueba de imnunocanalisis
enzimatico, donde se utiliza al antigeno propic de los denguevirus expuesto en la
superficie de esta célula. En este ensayo denominado CELL-ELISA se buscéd detectar la
presencia de macréfagos infectados con denguevirus, fijando éstos a una placa de
poliestirenc donde, al adicionar un anticuerpo monocional, o bien sueros de pacientes que
hayan presentado dengue, se produce una reaccion antigeno-anticuerpo, este complejo
es, a st vez, reconocido por un anticuerpo de ratén o humano anti 1gG, segln sea el
caso, conjugado a la enzima peroxidasa, ta cual se hace reaccionar con su sustrato
correspondiente poniéndose de manifiesto la reaccion.

En los ratones se evaluaron los dias de incubacion del virus necesarios para
infectar los macrofagos, También se estimé el tiempo necesario para que éstos se
adhieran a la placa de poliestireno, las diluciones ¢ptimas de los sueros {diluciones de




1gG) para obtener buenos resultados y las diluciones adecuadas de ias particulas virales
(UFP/mL} inoculadas a los ratones. También se hizo el ensayo con dos cepas de ratones
distintas: BALB/C y CD1 con ei fin de evaluar cual es mas susceptible a la infeccion con
denguevirus.

Lo anterior fue con el proposito de evaluar la posibilidad de adaptar la enfermedad
del dengue a un modelo marine para, posteriormente, estudiar algunas caracteristicas
inmunolégicas de la enfermedad, y para contar con una prueba de diagnéstico mas
especifica que tenga la capacidad de detectar antigenos presentados por el macréfago.



1. GENERALIDADES



1.1. HISTORIA

Las primeras noficias de dengue en América son de 1663 cuando los
colonizadores franceses informaron de una extrafia dolencia que liamaron coupe de
barre. En 1780 B. Rush describié clinicamente la enfermedad det dengue por primera vez
cuando sobrevino una gran epidemia en Filadelfia, Pensilvania, durante esa epidemia se
empleé el término de breakbone fever o dandy fever para describir la enfermedad que
ahora conocemos como dengue [1).

De 1826 a 1828 ocurrieron otras epidemias ain mas graves de enfermedades
similares al dengue €n el sur de los Estados Unidos y en los estados de la cuenca del
Caribe, lugar donde se introdujo a la literatura médica el vocablo “dengue” como una
traduccion del swahill. dinga, dyenga o ki denga pepo que describe “un golpe subito o
ataque repentino similar a un calambre, causado por un espiritu maligno”

Antiguamente se consideraba al dengue como una enfermedad con pocas
consecuencias clinicas. A partir de 1906 se comenz6 a comprender mejor 1a transmisién
del dengue y se establecié que el vector que transmitia la enfermedad era el mosquito
Aedes aegypti | posteriormente esto fue comprobado por Cleland y cols. en 1919 [8]. No
fue sino hasta la década de 1940 - 1850 que se reconocid a fa fiebre hemorragica del
dengue (FHD) y el sindrome de choque del dengue (SSD) como las mas serias
complicaciones causadas por el virus del dengue. Esto se comprob6 gracias a que en

estos afios se adaptaron los virus de dengue a animales de faboratorio {1].




1.2. CARACTERISTICAS DE LOS DENGUEVIRUS
1.2.1. CLASIFICACION

El virus del dengue y sus cuatro serotipos han sido reclasificados {cuadro 1} junto
con los otros miembros de este género (Alfavirus, Pestivirus y Rubivirus) en ta Familia
Flaviviridae , género Flavivirus dentro de los arbovirus del grupo B.

Antes de esta clasificacién, el International Commitee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), en 1974 los clasificé dentro del género flavivirus, Familia Togaviridae .  Sin
embargo se reclasificaron tomando en cuenta las siguientes razones.

1.- En las células infectadas por flavivirus no se ha detectado RNA, subgendmico
de 285 que corresponde a la porcién 3° del genoma que codifica para proteinas
estructurales.

2.- En sistemas de traduccion libres de céfulas el RNA de los flavivirus genera sélo
proteinas estructurales, mientras gue el RNA gendmico de los Alfavirus genera proteinas
no estructurales.

3.- El tamario de los Flavivirus es de aproximadamente 45 nm y el de los ofros
géneros 50-70 nm.

Basados en estos criterios se cre6 la Familia Flaviviridae (cuadro 1), ta que
incluye a mas de B0 virus y la cual fue aprobada por el ICTV en 1984, el prefijo de la
familia se deriva de flavus (amarillo) y refiere a la especie tipo, gue es el virus de ia fiebre
amarilla.

El virus del dengue al ser igualmente un virus transmitido por artrépodos
pertenece al grupo de los Arbovirus (subgrupo B). El término arbovirus (del ingiés
arthropod-borne viruses) agrupa a los agentes causales de algunas enfermedades

epidémicas y enzodticas mas importantes de la patologia infecciosa de origen viral [5).



FAMILIA: FLAVIVIRIDAE
GENERO: FLAVIVIRUS
Fiebre amarilla
Alfuy
Apoi

Vampiro Dakar

Dengue 1, 2,3, 4

ltheus

Encefalitis Japonesa
Enfermedad del Bosque Kyansanur
Encefalitis dei Valle de Murray
Fiebre Hemorragica de Omsk
Powassan

Rio Bravo

Rocio

Encefalitis de San Luis
Vampiro de Entebbe

Qeste del Nilo

Zika

Uganda Usutu

44 miembros mas

FUENTE: Westaway EG. Flavivindae. Intervirology 24:183-192 (1985)

Cuadro 1. Ciasificacion de los flavivirus.

1.2.2, AGENTE ETIOLOGICO DE LA INFECCION CON DENGUEVIRUS

Los primeros estudios sobre el agente etiologico causante de la enfermedad de
dengue se hicieron a partir de 1906, cuando Bancroft sugirié que dicho agente era
transmitido por el mosquito Aedes aegypti . Un afio después, Ashburn y Carrig
encontraron que el agente etiologico era filtrable y ultramicroscapico. En 1919, Cleland y
Col. confirmaron lo expuesto por Bancroft [6].

Sabin y col. lograron aislar por primera vez el virus en voluntarios inoculados con
suero de pacientes [7]. Distinguieron dos serotipos diferentes (Hawaii y New Guinea

ahora llamados dengue 1 y dengue 2, respectivamente). Posteriormente, los virus dengue
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3 y dengue 4 fueron identificados a partir de cepas virales aisladas durante las epidemias
de fiebre hemorragica en las Filipinas por Hammon y cols.

Mas adelante, Kimura y Hotta [8] fueron [os primeros en reportar fa adaptacién de
las cepas de denguevirus en ratones albinos suizos, Independientemente, Sabin y
Schlesinger adaptaron las cepas Hawaii (dengue 1) en ratones de dos semanas de edad
y demostraron gque las cepas adaptadas mantenian las mismas caracteristicas
serolégicas de las cepas silvestres. Sin embargo, cbservaron que algunos virus
adaptados al raton, estaban atenuados en cuanto a su capacidad para enfermar a
humanos [9].
1.2.3. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Los flavivirus son pequefios virus esféricos de 45 a 55 nm de diametro, su genoma
es de RNA de cadena unica, con pesa molecular de 4 millones de daltones, su genema
se encuentra rodeado por una nucleocapside icosaédrica o isométrica de unos 30 nm de
didmetro. A su vez, la nucleocapside esta cubierta por una envoltura lipidica.

El RNA del virus del dengue (Figura 1) tiene un coeficiente de sedimentacién de
425, peso molecular de 3.3 x 10° y con extremo 5' cubierto; tiene una polaridad positiva y
puede ser traducido in vitro [10]. El andlisis de la secuencia dél DNA. , obtenido a partir
del RNA usando transcriptasa inversa, fue primero realizada para el virus de la fiebre
amarilla [11] y después se ha usado para secuenciar ef de ofros flavivirus: Den-1, Den-2,
Den-3 , Den-4, de la encefalitis japonssa, de la encefalitis de! Oeste del Nilo y de la

encefalitis de San Luis, entre otros.
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Los tridngulos abiertos indican los probables sitios de rompimiento de la enzima sefalasa. Los trigngulos
negros indican el rompimiento posible de proleasas que atacan después de dos amincacidos basicos. El
diamante muestra un sitio de hidrélisis a cargo de una proteasa atin no identificada.

Fuente: HENCHAL EA, PUTNAK JR. The dengue viruses. Clin. Microbio! Rev. 1990,3:376-396 [311.

FIGURA 1. Organizacion del genoma y regiones del RNA que codifican proteinas del
virus de! dengue 1.

El proceso por el cual los denguevirus y oiros flavivirus adguieren su envoliura
membranal comienza cuando éstos emergen de la célula hospedera, tat vez a partir de
las membranas del reticulo endoplasmico [31]. Después de que el denguevirus penetra
dentro de ja célula ocurre fa fusidén con la membrana de la célula blanco. Se ha
demostrado que la fusion esta regulada por proteinas de la envoltura viral [12].

Rice y col. [11] propusieron la nomenclatura para las proteinas de los flavivirus
{Cuadro 2). El virion maduro contiene tres proteinas estructurales: protelna C de la
nucleocapside o core; proteina M asociada a la membrana y proteina E de envoltura.
Ademas, el virus intracelular inmaduro tiene la proteina prM, que es precursora de la
proteina M (Fig. 2). Las proteinas virales derivan de un polipéptido precursor unico o

poliproteina.
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NOMBRE GLICOSILACION KDa FUNCION
C no 135 Nucleocapside
prM si 22 Precursora de ia proteina M
M no 8 Proteina de la membrana
E si (1) 51-60 Proteina de la envoltura
Ns1 si 48 ¢ Ensamblaje viral?
NS2a no 20 ¢ Procesadora de ka NS17
NS2b no 14.5 Desconocida
NS3 no 70 Proteasa/; NTFPPasa?
NS4a no 16 Desconocida
NS4b no 27 Desconogida
NS5 no 105 {RNA Polimerasa?

{1} La proteina E esta glicosilada en los denguevirus, pero na en el resto de los flavivirus.

Cuadro 2. Proteinas de los denguevirus y su funcién

Los genes que codifican estas proteinas estan en el extremo 5 del genoma, y
abarcan un poco mas de un cuarto de la capacidad del RNA viral y su orden es: C-
prid(M)-£ (Figura 1).

La glicoproteina E {51-80 kDa) es el componente principal de la envoltura y es un
homotrimero. A esta molécula estan asociados los dominios funcionales responsables de
la neutralizacion del virus, de la hemaglutinacidn de eritrocitos de ganso, de la fusidn
celutar y de la interaccién con receptores especificos de la célula del hospedero

Se han identificado siete proteinas no estructurales: NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4B y NS5 (Cuadro 2). La NS1 es la que puede tener mayor importancia
inmunoldgica puesto gue las células infectadas que la expresan, se convierten en blanco

para la citélisis inmunoldgica [12].
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E proteina de envoltura, M proteina de |a membrana, prM  precursor de M

Figura 2. Figura esquematica de los viriones maduros e inmaduros.

1.2.4, CARACTERISTICAS ANTIGENICAS

El primer informe sobre epitopos especificos del complejo fue hecho por
Smithbum [13). Russell y col. hallaron un epitopo especifico del complejo en la proteina
no estructural NS1 (antigeno soluble fijador del complemento). Con un ensayo de
neutralizacion por reduccién en placa, De Madrid y Porterfield [14] definieron que los
denguevirus y sus serofipos constituyen un complejo Gnice de virus. Mas adelarnte,
Henchal v col. {15] , usando anticuerpos monocionales, identificaron un complejo de
epitopos. Puesto que la FHD y el S3D sélo se han asociado con reacciones
inmunolégicas del complejo dengue, seguramente, estos determinantes juegan un papel

importante en la Inmunopatologia de la enfermedad [16].
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1.2.5. VECTORES

En el Continente Americano, los vectores de los denguevirus son el Aedes aegypti
(Fig: 3) y el Aedes albopictus (Fig. 4), aunque en México Unicamente estd presente el
primero, en la mayoria del pais, y &l segundo en el norte del pais.

Actualmente se conocen varias especies de vectores de denguevirus distribuidas
en las regiones tropicales y subtropicales del munde. Todas son mosquitos de la familia
Culicidae, género Aedes, concretamente especies del subgénero Stegomya y del grupo
Stegomya scutelaris. {_a mayoria se distribuyen en Asia y Africa. Ei Aedes aegypti {Fig. 3)
se considera como el vector principal.

Aedes aegypli es una especie originaria de la region etiope que se cree fue traida
al Nuevo Mundo tan pronto se iniciaron los viajes europeos de exploracién y de conquista
7.

Esta especie se encuentra distribuida en las areas tropicales y subtropicales del
mundo. Por su parte, la distribucion esta limitada altitudinalmente; cerca de la linea
ecuatorial puede encontrarse a gran altura, por ejemplo en Colombia a 2,200 m con una
temperatura media anual de 17° C. En zonas geogréficas mas alejadas del Ecuador, es
raro que la especie se encuenire por encima de los 1,000 metros snm [18].

El Aedes aeqypti es una especie predominantemente urbana, aungue se
encuentra también en zonas suburbanas y rurales. Depositan sus huevecillos en areas
humedas, no expuestas a la luz solar y sobre todo en agua limpia, también pueden
desarrollarse y eclosionar en agua sucia o contaminada, Un sitio ideal para la
reproduccion del mosquito lo constituyen los desechos donde se acumula agua de fluvia
[17].

Aedes aegypli adquiere la infeccién al picar a un individuo enfermo desde antes

de ta aparicion de la fiebre y durante la etapa febril. Existe un periodo minimo de 6 & 8
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dias necesarios para que el mosquito reproduzca a! virus en su tubo digestivo y se vuelva

infectante y capaz de transmitir la infeccién y funcionar como vector el resto de su vida.



FIGURA 3. Hembra de Aedes aegypti. Vista dorsal

FIGURA 4. Hembra de Aedes albopictus. Vista dorsal.

ig
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1.3. EPIDEMICLOGIA

Se desconocen los serotipos virales causantes de las primeras epidemias
reportadas. Estudios serolégicos en Panama sugieren que el serctipo 2 fue el
responsable del brote que ocurrié entre 1941-1842, aunque también estuvo presente el
serotipo 3. El Dengue tipo 2 fue e! primer virus aislado en la regién americana (en
Trinidad) en 1953.

En 1960 , Hammon reporté el aislamiento de denguevirus de pacientes infectados
en fas Filipinas y subsecuentemente de pacientes en Bangkok [2].

El serotipo 3 fue el responsable de la mayor epidemia que se presentd a principios
de la década de 1960, y e! serotipo 2 durante la década de los sesenta y principios de fa
década de 1970.

En 1963, se realizd una campafia sanitaria emprendida por ia Organizacidn
Panamericana de la Salud, logrando erradicar ia fiebre amarilla en casi todo el
Continente Americano. Gracias a esta campafia se elimino casi totalmente el vector de
dicha enfermedad, el mosquito Aedes aegypti. Sin embargo, cuatro afos mas tarde se
volio a detectar la presencia del vector.

En 1977 el dengue 1 se introdujo por primera vez a América, aunque, hay
avidencias seroldgicas retrospectivas, que sefialan que dicho serotipo pudo haber estado
presente afios atras. El dengue virus se reintroduje a México en diciembre de 1978 por la
frontera sureste, importado de la epidemia de las islas del Caribe y los paises de Centro
Ameérica. En consecuencia, las costas de Chiapas se vieron afectadas par la enfermedad,
la cual se propagé hacia la parte central del Istmo principalmente Ixtepec y Salina Cruz
lliegando a las costas del Golfo de México. Ademas, el virus también se introdujo a través
de Belice y Quintana Roo. De 1980 a 1982 se reportaron brotes en 19 estados del pais, y
en 1983 ya eran 23 los estados afectados. En 1981 el virus ya se encontraba en

Guerrero y en la parte sur de Sinaloa. En los siguientes seis afos, 1a transmision se
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diseming en la mayoria de los estados del pais aislandose en las diferentes epidemias las
serotipos 1,2y 4.

En 1978 se presentd un brote de dengue clasico causado por el serotipo 1 en la
ciudad de Tapachula, Chiapas, y poco tiempo después el padecimiento se habia
diseminado a todo el lerritorio nacional Desde ese afio y hasta 1997, 29 entidades
federativas han reportado la ocurrencia de casos. El padecimiento se ha presentado
ininterrumpidamente desde 1978 hasta la fecha, en 1980 se presenté el mayor nimero de
casos (51,408), |a tendencia ha sido a la disminucion de casos [4].

La primera epidemia de FHD en América sucedié en Cuba en 1981 con 344,203
casos de dengue, 10,312 casos de dengue hemorragico y solo 158 defunciones. En
México, de 1980 a 1993 se han reportade 25 casos de dengue hemorragico [3]. El primer
caso de dengue hemorragico (DH) se presentd en 1984 en el estado de Yucatan.

En el afio de 1994 se presentaron 30 casos (7 defunciones, tasa de letalidad de
23.3%). En agosto de 1995 el serotipo 3 penetré a ta Republica Mexicana por el estado
de Chiapas, afortunadamente, la patogenicidad de este serotipo no fue tan alta como se
esperaba. Hasta la semana 47 de 1895 han ocurrido 266 casos con infeccidén con Den-3
{161 confirmados, 105 en estudio, 21 defunciones, tasa de letalidad de 7.69%) .

El patron de comportamiento de los casos indica un incremento durante los meses
de octubre, noviembre y diciembre para 1994; en relacién con 1995, el aumento inicia
desde & mes de agosto aun cuande han ocurrido casos a lo large de todo este afio. En
1996 se registraron 19,835 casos de dengue clésico.

En 1997 se registraren 51166 casos de dengue clasico, doce estados han
reportado la ocurrencia de casos de dengue hemorragico y en diez de ellos se han
presentado defunciones. Los estados con la mayor tasa de letalidad son Guerrero,
Oaxaca y Veracruz . En 1998 hubo 23,129 casos confirmados de dengue ciasico, hasta

diciembre de 1999 se registraron 23,129 casos de dengue clasico {37].
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1.4. PATOGENIA

Una vez que el vector depasita el virus en la piel, da inicio la replicacion, lo mismo
ocurre en el tejido linfatico local.

En el dengue clasico sdlo se han hecho estudios patolégicos de la piel en sitios
afectados por la erupcion maculopapular o en las pelequias, y se han encontrado
cambios inespecificos tales como edema endotelial y perivascular v, en las petequias,
extravasacion sanguinea [19].

1.4.1.- FISIOPATOLOGIA

Tal como ocurre en otras fiebres hemorragicas virales, la célula blanco de los virus
del dengue es el monocito o fagocito mononuclear, en cuyo interior se produce la
replicacion viral. Pero, a diferencia de las otras, en la FHD se produce un fenémeno
inmunopatolégico caracteristico. Este consiste en un aurnento de la infeccion mediado o
favorecido por anticuerpos. O sea, la persona que tiene anticuerpos no neutralizantes
contra alguno de los virus del dengue y resulta infectada por un nuevo virus (de un
serotipo distinto al de ia infeccidn primaria) va desarrollar una forma particular de
inmunocomplejos (denguevirus/igG) que van a facilitar la penetracién de aguél en el
fagocito mononuclear a través de receptor Fc. Esto va a resultar en una alta replicacion
viral, elevada viremia y la agresién del virus a muchas ceélulas del organismo. Esta
inmunoamplificacion de! dengue durante una infeccién secundaria, confirmada en
estudios seroepidemioldgicos [20] vy en el laboratorio [21] constituye el fundamento de la
llamada teoria secuencial para explicar la FHD.

Los factores relacionados con el virus son muy importantes. Podria ser la
capacidad de una determinada cepa viral de replicarse en los fagocitos mononucleares o

de tener atributos antigénicos para optimizar la inmuncamplificacién como antigenc de
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superficie © sitios para su fijacion y entrada al leucocito. Es por lo anterior, que es
importants la caracterizacion de cada cepa viral, inciuyendo su estudio genético[22].

Otros factores del hospedero, ademés de los anticuerpos heterotipicos
preexistentes influyen y a veces determinan la aparicién de la FHD: etnia, susceptibilidad
genética, enfermedades crénicas infecciosas, asi como la presencia de otros anticuerpos
contra proteinas del virus, tanto de su envoltura (proteina E) como algunas no
estructurales (NS3, NS5), también causan la induccién dei interferon alfa y gama en los
linfocitos humanos en respuesta a las células infectadas con los denguevirus [23].

Las hemorragias en el dengue son un fendmeno multicausal: diapédesis,
trombocitopenia, alteracién de los mecanismos de ia coagulacién y otros. Respecto a la
trombocitopenia en particular, hoy se acepta que los mecanismos que la determinan en el
curso de infecciones virales también pueden ser multifactoriales, entre ellos: a) la
penetracion del virus en las plaguetas o sus precursores los megacariocitos, los cuales
ofrecen un medio adecuado para la replicacion viral: mecanismo que en la década de los
60's fue propuesto para el dengue {24]. b) los virus pueden fijarse o adsorberse a las
plaquetas provocando su agregacion o degranulacién, lo cual puede conducir a trombosis
intravascular con deplecion de plaguetas y factores de la coagulacién y ¢) mecanismos de
tipo inmunologico. El prototipo de un fendmeno hemorragico inmuno-mediado en
respuesta a la infeccion viral es la FHD {25]. Utilizando {a inmunoflucrescencia, se han
encontrado inmunocomplejos antigeno denguefinmuncglobulina G en las plaquetas hasta
del 48% de los pacientes con FHD. Un alto porcentaje de estas plaquetas sensibilizadas
son destruidas en el curso de una coagulacidn intravascular diseminada (CID), son
removidas por el sistema macrofagoffagocitico, o se produce su lisis por la accion del
complemento, tanto por activacion de su via clasica como por la alternativa.

La CiD ha sido descrita en el dengue hemorragico y considerada por varios

autores como factor imporiante en {a produccion de sangrados.
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Mas recientemente se ha encontrado en pacientes con FHD anticuerpos de
reaccion cruzada contra el plasmindgeno, los cuales podrian ser causa o contribuir a las
hemorragias en las infecciones por dengue: se trata de anticuerpos contra la glicoproieina
E de la envoltura del virus. El estudio de la secuencia de aminoécidos de esta proteina
revelé grandes similitudes con las secuencias ya conocidas de una familia de factores de
la coagulacién, incluyendo la urokinasa, el factor X, la protrombina, el plasmindgeno ¥y su
activador. Estos factores participan en la generacion de fibrina o en la fibrinolisis [26].

Resumiendo, lo que va a caracterizar fisiopatologicadmente al dengue hemorragico
o fiebre hemorragica del dengue (FHD} y lo va a diferenciar del dengue clasico es el
aumento de la permeabilidad vascular. Esta va a ser también la causa del choque por
dengue. Por eso, entre los criterios para considerar a un paciente como caso de FHD
debe documentarse la hemoconcentracion, bien mediante la elevacién del hematdcrito, la
constatacion de derrames serosos o la hipoalbuminemia, todos en corto tiempo de
instalacién y todos reversibles en horas o dias. En el dengue clasico pueden aparecer
sangrados, (generaimente discretos) y existir una disminucién de la cifra de pladquetas,

pero en el dengue hemaorragico la trombocitopenia es mucho mas intensa, constatandose

cifras iguales o inferiores a 100 000 x mm" [27].

1.4.2. INMUNOPATOLOGIA

Las infecciones virales son la principal causa de morbilidad y mortalidad en dreas
tropicales y subtropicales del mundo. Los mecanismas inmunopatolégicos en respuesta a
estas infecciones pueden causar Severas complicaciones, este es el caso de fas
infecciones por denguevirus, en efecto, Ia fiebre hemorragica del dengue €s una de estas
complicaciones.

Como se dijo anteriormente, en infecciones primarias, e! virus del dengue induce

ta formacion de linfocitos T citotoxicos de memoria aspecificos de serotipo y también de
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reaccion cruzada entre serotipos. £n las infecciones secundarias por denguevirus de
distinto serotipo al que causd la infeccion primaria se produce una activacion de linfocitos
citotéxicos mucho mas intensa y un namero muy elevado de monocitos infectados. De
aqui se hipotetiza que la répida liberacion de citocinas y mediadores quimicos causada
por la activacién de células T y por la lisis mediada por los finfocitos T citotéxicos
ocasiona fa efiminacion de plasma y fas hemorragias que ocurren en ia FHD.

Otra evidencia mas de la activacion de los linfocites T es la presencia de
interlaucina 2 e interferdn gamma, los cuales se encuentran en infecciones de dengue. Es
probable que la activacién de monocitos y macréfagos en la FHD se deba a la accion del
interferén gamma liberado por los linfocitos T [28].

También se activa el complemento con la comespondiente produccién de
anafilotoxinas (que contribuyen al sindrome de fuga capilar} y su accion final de lisis de
células. Se han detectado particulas o antigenos virales en monccitos en rifidn, tejido
cuténeo, higado, bazo, timo y pulman, asi como infiltrados mononucleares en las biopsias
musculares de pacientes con mialgias durante el dengue. Los diferentes estados de
diferenciacion de una linea de células monociticas influyen en su susceptibilidad a la
infeccion por virus del dengue por lo que un posible mecanismo seria que los monacitos
infectadas participantes en la diapédesis por el aumento de la permeabilidad vascular
pudieran diferenciarse lo suficiente durante este proceso como para liberar virus y
citocinas en sitios localizados de 10s vases sanguineos. Todo o anterior permitiria explicar
la combinacién variable de complicaciones sistémicas y localizadas en los pacientes con
dengue hemorragico con o sin chogque por dengue [28].

También se han encontrado altos niveles de factor de necrosis tumoral (TNF) en
pacientes con FHD [23], asi como altes niveles de interleucina 6 (IL-6), la cual alcanza su
maxima expresién entre el tercer y quinto dia de la enfermedad. Los valores mas altos de

ambas citocinas coinciden con el tiempo y siempre se presentan el dia de! chogue. Se
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observa tambiéh que los niveles de IL-6 son normales un dia antes y un dia después del
choque. En los adultos con FHD los niveles de TNF aifa e IL-6 son solamente
moderadamente altos en comparacién con los de los nifics. Ambas citocinas son
producidas por los monocitos/macréfagos y participan en la fisiopatologia del choque, la
sepsis, fa meningococemia, fa inflamacién en general y [a falla hepatica fulminante.

Aunque el TNF alfa puede actuar como una molécula antiviral por ser capaz de
proteger al hospedero del dafio celular, se ha demostrado que es capaz de aumentar Ia
permeabilidad vascular pulmonar {28] y participar en la interaccién entre células
inflamatorias y endoteliales, por lo cual, al menos algunas de las alteraciones clinicas y
biolégicas de la FHD pudieran explicarse por su accién. El TNF alfa y la IL-6 en niveles
elevados estdn presentes en el chogue por dengue y pudieran ser sus mediadores.
Aunque los factores del hospedero como el genotipo y la edad pudieran influir en la
produccion de citocinas, los mecanismos encargados de ia regulacion de la respuesta al
TNF aon no estan debidamente aclarados, este aspecto pudiera influir en las
particularidades de la evolucién y pronéstico de cada paciente.

También en fecha reciente McGladdery y col. han encontrado niveles de éxido
nitrico elevados en pacientes con FHD ylo choque por dengue, estadisticamente
significativos respecto a los niveles de los pacientes que tenian fiebre por dengue
solamente. Los autores consideran que el patron de respuesta pudiera reflejar diferencias
en la cinética de la respuesta individual de citocinas durante la inflamacion aguda. Ei
oxido nitrico se considera un mensajero intercelular, el cual en cantidades picomotares
consfituye un mediador de diversos procesos fisiolégicos y en cantidades nanomolares,
como respuesta a la estimulacion por citocinas o endotoxinas, puede tener efectos
fisiopatologicos graves como chogue {(en el sindrome séptico) y coma (en la malaria

cerebral} [27].
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1.5. DIAGNOSTICO

Cabe mencionar, que el diagnéstico, clasificacién y manejo de un caso probable
de dengue en cualquiera de sus formas se basa en criterios clinicos, epidemiclogicos y de
laboratorio, a partir de cuadros probables segin las definiciones operacionales.

Es muy importante diferenciar al dengue de otras infecciones virales o
bacterianas cuando éste cursa por la etapa febril, teniendo en cuenta el cuadro clinico del
paciente y las caracteristicas epidemioldgicas del lugar. Todas las enfermedades que
cursan con fiebre y exantema pueden ser confundidas con el dengue.

El dengue tiene un periodo de incubacién de 2 a 7 dias y se inicia con el cuadro
febril mencionado anteriormente. L.as manifestaciones en los infantes se caracterizan por
el cuadro febril, acompafiado de enrojecimiento de la orofaringe, rinitis moderada, tos y
molestias gastrointestinales leves, por lo gque muchas veces se diagnostica como
faringitis, influenza, sarampién u otras afecciones de vias respiratorias altas.

Debe tenerse en cuenta el cardcter centrifugo del exantema del dengue a
diferencia del sarampion y fa rubéola en los cuales la erupcion se extiende en sentido
céfalo-caudal [27].

Para establecer un buen diagnéstico clinico conviene dividir la enfermedad
causada por dengue en tres etapas: la etapa febril, la etapa critica y la etapa de
recuperacion .

Generalmente la primera manifestacidn clinica es la fiebre de infensidad variable.
La fiebre puede asociarse a cefalea o vomitos, asi como dolores en el cuerpo como
cualguier otra infeccidn viral, sélo que en algunos pacientes adultos estos dolores son
muy intensos. La fiebre puede durar de 2 a 7 dias. En las primeras horas o dias aparece
exantema el cual generalmente tiene una distribucion centrifuga y es de tipo rubecliforme

o escartatiforme, sin caracteristicas especificas.
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Las manifestaciones antes mencionadas predominan durante las primeras 48
horas de enfermedad, por lo cual pudiéramos considerar esta como la etapa febril de la
enfermedad, durante ia cual no es posible conocer si el paciente va a permanecer con
sintomas y signos de dengue clasico o si es apenas el comienzo de un dengue
hemarragico. A finales del segundo dia o durante el tercer dia pueden aparecer lesiones
petequiales, sangrados en mucosa (epitaxis, gingivorragia, vomitos con pequefias
cantidades de sangre), melena y hematuria [27].

Entre e! tercero y quinto dia la fiebre desciende, el dolor abdominal aparece o se
hace intensc y mantenido, se constata derrame pleural o ascitico, los vomitos aumentan
en frecuencia y es esia la etapa critica de la enfermedad por cuanto es el momento de
mayor frecuencia de instalacién del chogue. Esta complicaciéon es 4 6 5 veces mas
frecuente que se presente en el momento de la caida de ta fiebre o en las primeras 24
horas de la desaparicion de ésta que durante la etapa febril de 1a enfermedad.

Mas adelante puede instalarse un sindrome de distress respiratorio por edema
pulmonar ho cardiogénico con evidente ensombrecimiento del pronéstico.

{3 etapa de recuperacion inicia después del choque, es aqui donde los sangrados
disminuyen hasta desaparecer, el hidrotérax, ascitis 0 hidropericardio disminuyen
rapidamente a la vez que la diuresis aumenta y se normaliza la funcién cardiovascular.

El diagnostico de laboratorio de las infecciones con denguevirus depende
comunmente del aislamiento del virus o bien, de la identificacién de los anticuerpos
especlificos formados en respuesta al virus en cuestion.

Para la confirmacién del diagnéstico etioldgico se dispone de técnicas cuya
utilizacion depende det momento de estudio del caso y los objetivos de la investigacion.

En las infecciones primarias, €l individuo afectado carece de anticuerpos
especificos los cuales aparecen y aumentan paulatinamente en el curso de las primeras

tres semanas de iniciado el cuadro febril. Estos anticuerpos pueden detectarse por las
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técnicas de inhibicion de la hemaglutinacion (IH), de neutralizacién por reduccion de placa
y por ELISA.

La técnica de ELISA determina la presencia de IgM especifica para dengue muy al
inicio de la enfermedad o de 1gG a partir de las dos primeras semanas de iniciado el
cuadro. Si se busca cuantificar IgM por ELISA, se requieren dos muestras séricas, una
colectada de preferencia en los cinco primeros dias de iniciado el cuadro febril y ofra 7 a
10 después de la fecha de inicio, o una tercera, tomada tres semanas después si se trata
de otras determinaciones como IH, FC o nautralizacién. Es la técnica de primera eleccion
para el diagnéstico, pero no identifica el serotipo del denguevirus causal.

La técnica de TH es util para la cuantificacion de 1gG. La curva de anticuerpos 1gG
difiere si se trata de ta primera infeccién por alguno de fos serotipos del denguevirus o si
es una infeccién sucesiva. En una infeccion primaria la respuesta es lenta, de poca
intensidad y duracién, mientras que en infecciones secundarias hay desarrolio rapido de
anticuerpos con titulos elevados, y que persisten por mas tiempo. Por lo fanto, para el
diagnéstico de infeccion reciente por esta prueba se requiere la toma de muestras
pareadas: una durante la primera semana de la enfermedad y la segunda en la cuarta
semana de evolucion,

Se requiere de muestra par cuando se trata de hacer diagnostico, o de muestra
{inica cuando se investiga el estado inmune. Un incremento o la seroconversion entre las
dos muestras denota infeccion reciente. Un titulo que se conserva en las dos muestras
denota infeccion pasada. Un resultado de <10 en ambas muestras, denota susceptibilidad
a estos virus

Si las muestras son adecuadas, {a técnica permite: a) establecer el diagnéstico de
infeccion reciente, b) estimar si se frata de una primoinfeccidn o infeccion secundaria, ¢)
realizar estudios de seroprevalencia en ia poblacién, y por lo tanto, d) estimar el riesgo

de presentacion de formas graves [20].
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En afios recientes se han disefiado técnicas de Mac-ELISA [30] que cuantifica igM
especifica para denguevirus; con esta prueba queda establecido sin lugar a dudas la
distincion entre anticuerpos especificos 1gM formados en la fase aguda, de los 1gG de
memaoria, correspondientes a infecciones pasadas causadas por otro(s) serotipo(s). esta
cualidad de la técnica es muy importante en el presente epidemioldgico que vivimos en
México, cuando en las comunidades estan ocurriende infecciones por los serofipos 2, 3 ¥
4, sobre infecciones pasadas causadas por el serotipo 1.

En algunas situaciones, las técnicas seroldgicas distinguen el serotipo causante
de la infeccion, pero por lo general Unicamente indican anticuerpos contra grupo y no
para el serotipo. Esto (iltimo es de vital importancia pues el serotipo 4 de México se ha
asociado ya con dengue hemorragico, siendo necesario el diagnbstico precoz de la
enfermedad mas que nunca. Para definir el serotipo responsable de la infeccién es
neceasario aislar € identificar al virus.

Para la determinacion de la presencia del virus y la identificacion del serotipo se
dispone del aislamiento viral en cultivos celulares y fa técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

Ya que la presencia del virus en la sangre es fugaz, para estas pruebas se
requiere que las muestras para aisiamiento sean tomadas antes del tercer dia de haber
iniciado el cuadro clinico y dentrs de la primera semana para PCR. A partir del
aislamiento viral es factible realizar la tipificacion de! genciipo, determinar su origen
{topotipo} y la virulencia de la cepa [20].

Actualmente se han encontrade métodos de aislamiento que resuitan ser mas
sensibles, tal es el caso de la inoculacion intratoracica del virus en mosquitos def género
Aedes aegypti o T. splendens, seguido de un periodo de incubacion de 14 dias a 30°C.

De esta forma se logran detectar fos antigenos en los mosquitos infectades mediante el
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uso de anticuerpos monecionales de referencia  utilizande la  técnica de
inmunofiuorescencia [20].

El continuo desarrollo de lineas celulares de mosquito simplifica enormemente el
aislamienio del denguevirus. La linea clonada de Aedes albopictus, la C6/36, se
desarroilo especialmente para obtener denguevirus y otros arbovirus con un aito titulo.

Mediante estos métodos se logra el aislamiento viral de un 20 a 65% de muestras
seroldgicas de pacienfes con dengue [20].

Los resultados seroldgicos pueden identificar infeccién reciente e infeccion pasada
dependiendo la técnica empleada y de la clase de inmunoglobulinas que se esta
buscando. Los resultados seroloégicos en general pueden mostrar cruzamiento con
infeccidn con otros flavivirus gue no son denguevirus, debido al gran cruce antigénico que
existe entre ellos.

El empleo de reacltivos cada vez mas purificados, asi como de anticuerpos
monocionales altamente especificos ayuda a solucionar este problema. Si se trata de
ensayos inmunoenzimaticos, los resultades se dan en forma numérica sefalando los
valores de corte, o en forma literal como positivo y negativo segun la interpretacion de lo
enconfrado en las muestras,

Siempre que se encuentren anticuerpos IgM se tratara de una infeccion muy
recientemente adquirida maximo de 6-8 semanas atras. Se realiza el ensayo enzimético

en muestra Gnica.
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1.6. PREVENCION Y CONTROL

Para la prevencion efectiva de las epidemias, el control debe ser continuo y
permanente, sobre todo durante los periodos interepidémicos, cuando ia densidad det
mosquito es baja por la disminucion de la precipitacion piuvial y la menor disponibilidad de
criaderos potenciales.

El enfoque del control debe dingirse hacia el control del mosquito en sus diversas
etapas de desarrollo. En primer lugar deben disminuirse los criaderos potenciales por
medio de camparias de saneamiento basico y descacharrizacion, de preferencia antes y
durante la época de lluvias. La participacion comunitaria debe ser manifiesta y activa en
esta fase def programa. Una vez disminuida [a cantidad de criaderos para la oviposicidn,
debe atacarse la fase larvaria por la aplicacién de los insecticidas (Abate o Temephos) en
todo recipiente que contenga agua.

Estas actividades deberan estar seguidas por las encuestas entomoldgicas que
indicaran donde persisten altas densidades del vector y se requiere intensificar los
esfuerzos. El ataque a la transmisién debera enfocarse a la fase adulta realizando
fumigaciones con Malation a ultra bajo volumen.

Los altos costos y la dificuttad técnica no favorecen el uso de insecticidas en el
control de la transmision pero esta actividad es necesaria cuando un brote o epidemia

esta en evolucion [17].
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1.7. FACTORES DE RIESGO.

Existen tres grupos de factores de riesgo que conllevan o predisponen a la
aparicion de la FHD/SSD en sus formas epidémicas o endémicas, éstos son los factores
individuales, epidemiciogicos y virales, los cuales hay que tomar en cuenta para delinear
las futuras estrategias de vacunacion y para planear las medidas de proteccién para
evitar, hasta donde sea posible, que los individuos que son susceptibles no presenten las
formas severas de la infeccién por denguevirus.

Los factores de riesgo individuales determinan la aparicién de la FHD/SSD tanto
en una persona en particular como en un grupo de personas de una poblacién dada.

De las experiencias de epidemias pasadas (sobre todo la epidemia gue hubo en
Cuba en 1981 [32]), se han identificadc los siguientes factores de resgo individuales,
tanto de casos severos como de casos fatales:

-preexistencia de anticuerpos antidengue;

-edad (mayor susceptibilidad en nifios);

-sexo (alta frecuencia en mujeres adultas);

-raza (alta frecuencia en la raza caucasica); y

-enfermedades croricas: el asma, la anemia drepanccitica celular y la diabetes mellitus
son las enfermedades que con mayor frecuencia registran las personas (o0 que tengan
antecedentes familiares de las mismas) que desarrollan los casos clinicos severos de
dengue.

También es importante considerar la cepa del virus que circule durante una
epidemia. £En Cuba [32] se observd que el serotipo Den-2 se voivia mas virulento en
cuanto mas pases Sucesivos tenia en los hospederos humanos con el consiguiente
incremento en la mortandad de los pacientes al final de {a epidemia. El comportamiento
de cada cepa viral sera diferente segun sean los factores individuales de cada persona o

poblacion dada.
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La figura 5 muestra esquematicamente la interaccién que se puede dar entre los
factores que predisponen la aparicion de la FHD/SSD en sus formas epidémicas o
endémicas. Si se da el caso de que se intercepien los tres grupos de factores de riesgo
{area sombreada) se espera que el cuadro de FHD/SSD se presente en su forma
epidémica.

En contraste, los casos esporadicos y las situaciones endémicas se dan cuando
sélo algunas personas, o ur{ grupo de la poblacion presenta alguno de los factores de
riesgo.

Lo anterior esta de acuerdo con varios estudios epidemiologicos que se han

hecho en los lugares donde se tuvieron epidemias y casos esporadicos de! cuadro de

FHD/SSD [32]



35

« Edad *Presencia
en la pobla-
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FIGURA 5. Diagrama que muestra la interaccion de varios factores que pueden conllevar
a 1a aparicion del cuadro de FHD/SSD en sus formas epidémicas o endémicas.

1.8. VACUNAS

Desgraciadamente todavia no se cuenta con una vacuna especifica que proteja
contra la infeccidn por denguevirus. Esto ha sido dificil alin en nuestros dias, cuando se
cuenta con grandes adelantos tecnoldgicos y de equipo y una abundante y eficiente
colaboracion internacional auspiciada por la OMS. Esta organizacion establecié en 1984
un “Programa de Desarrollo de Vacunas contra el Dengue” con el proposito de obtener
una vacuna efectiva contra los cuatro serotipos y otra para la encefalitis japonesa (EJ},
que juntos constituyen los principales problemas de salud en Asia. Este Comité ha
alentado tanto la produccién de vacunas de segunda generacion usando tecnologia de

DNA recombinante como los programas de atenuacion de virus por medio de los métodos



empiricos que ya han dado lugar a vacunas exitosas como es el caso de la protectora
para la fiebre amarilla (FA).

Un primer enfoque para obtener una vacuna protectora es identificar una cepa
inocua de reaccién cruzada. Asi, en 1988 Hoke y col. [33] estudiaron la inmunidad que se
pudiera conferir para el dengue con el uso de la vacuna inactivada contra la EJ. En
65,224 nifios vacunados con dos dosis de vacunas EJ, los indices de atagque para la FHD
declinaron pero no significativamente y solamente se redujo la severidad de ios casos de
dengue. Se concluyé que este procedimiento sélo puede tener un efecto benéfico
limitado en la magnitud de la FHD.

Una segunda opcidn son las vacunas inactivadas, las cuales no han podido
desarrollarse debido a problemas en lograr la multiplicacién eficiente de los virus en
cultivos celulares certificados.

La tercera posibilidad son las vacunas con virus atenuados, sin embargo ias cepas
de este tipo obtenidas en los ultimos 15 afos, frecuentemente han resultado
excesivamente atenuadas o, al contrario, no atenuadas.

Un serio problema con €! uso de cualguier tipo de vacuna es que esta puede
inducir una respuesta inmunotdgica que produzca anticuerpos que formen complejos con
virus silvestres, éstos se asocien a receptores celulares para el Fc y asi infecten
faciimente céf;.llas diversas. Et fendmeno descritc de facilitacidn dependiente de
anticuerpos, se ha pensado que es fundamental en la patogénesis de la mayoria de los
caso$ de FHD y SSD [34].

Como ejemplo de la obtencién de una cepa atenuada vacunal, que ademas
demuestra que no es labor facil, es el trabajo realizado en 1984 por Halstead y col. [35]
en el que describieron la variacion en las caracteristicas virales de una cepa de Den4 alo

largo de su atenuacién,



37

Un aspecto de gran importancia en el estudio de una vacuna para e! dengue €s
que no resulte neurovirulenta, lo cual se ha tratado de medir por estudios en monos.

Una propiedad fundamental que debe caracterizar una buena vacuna contra el
dengue es que produzca niveles bajos de viremia en los vacunados y que no pase a
mosquitos vectores naturales que pudieran alimentarse en estos sujetos, con la
subsecuente transmisidn a otros individuos de una cepa que posiblemente pudiera haber
revertido a su estado silvestre. Bancroft y col. {36]) ensayaron la posibilidad de infectar
mosquitos Aedes aegypti a partir de voluntarios que hablan recibido experimentalmente
una vacuna atenuada de Den-2 (PR159/S-1). Unicamente dos de 114 mosquitos que
tomaron sangre virémica se infectaron con el virus vacunal. La cepa recuperada de los
mosquitos y de Ta sangre de los voluntarios retuvieron sus caracteristicas fenotipicas.
Este experimento demostrd que el vector puede infectarse naturaimente con virus vacunal

y que retiene in vitro sus caracteristicas.
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2. - OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Replicar la enfermedad del dengue en un modelo muarine que sirva posteriormente
para estudiar los mecanismos inmunoldgicos que suceden a escala molecular durante

una infeccion viral de este tipo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Llevar a cabo 1a infeccién de cultivos celulares de mosquite C6 /36 con virus del

dengue, hasta lograr obtener semillas virales con un titulo alto apropiado para realizar

una infeccitn en ratones.

. Detectar macréfagos infectados con el virus del dengue en ratones que hayan sido
previamente infectados por via intraperitoneal; utilizando la técnica de CELL-ELISA

para verificar si es posible detectar al antigeno propio del dengue.

. Evaluar experimentalmente fas condiciones opltimas para el manejo de la técnica

de CELL-ELISA.

. Determinar con qué cepa de ratones (BALB/C o CD1) se tiene mayor sensibilidad

en la técnica de CELL-ELISA por su susceptibilidad a la infeccién.
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3.1. MATERIAL
3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO
e Cepas prototipo de Den-1 (Hawaii), 2 (New Guinea), 3(PR6) y 4 (H-241)".
+ Cepas silvestres de Den-1, 2, 3 y 4 (aislamientos obtenidos de pacientes en el INDRE).
+ Anticuerpos monoclonales anti-dengue 1,2, 3y 4 *.
« Cultivos de célutas C6/36 (linea celular de mosquito Aedes é!bopictus).
e Cuitivos de células BHK-21(linea celular de rifién de hamster dorado sirio).
» Conjugado de antiflavivirus fluoresceinado *.
« Suero Fetai Bovino (GIBCO-BRL) .
+ Medio de cultivo DMEM (medio minimo esencial modificado por Dulbecco) adicionado
con suero fetal bovino (SFB) clase; definido (GIBCO-BRL).
¢ Fluido ascitico hiperinmune contra dengue producido en raton .
« Conjugado de anti-lgG sérico de ratén con peroxidasa (SIGMA).
» Conjugado de anti-lgG sérico de humano con peroxidasa {SIGMA).
« Antigeno de dengue preparado en cerebro de ratén lactante titulado por UHA_ =

+ Ratones machos adultos cepa CD1y BALB/C de 202 30 g.

* Proporcionados por el CDC de Atlanta, Georgia.
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3.1.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Pipetas estériles de 1, 2,5y 10 mL

Vasos de precipitadas de 50, 150, 250, 500 y 1000 mL

Matraces volumétricos de 100, 250, 500, 1000 y 2000 mL

Matraces erdenmeyer de 125, 250, 500 y 1000 mL.

Probetas graduadas de 50, 100, 500, 1000 y 2000 mL.

Tubos de ensaye de 13 x 100 de vidrio borosilicato.

Viales de vidrio con tapdn de rosca.

Jeringas desechablesde 1, 5y 10 mL.

Tubos graduados de plastico para centrifuga de 15 y 50 mL (fondo conico).
Bulbos de goma y periila de seguridad.

Placas de peliestireno de 24 pozos.

Microplacas de poliestirenc de 96 pozos tratadas para cultivo celular,
Botellas para cultivo celular de 25, 75 y 150 cm’ de 4rea.
Portacbjetos para FA (con pozos y cubierta de teflon) y cubreobjetos.
Camara hiumeda.

\asos de Kopiic.

Camara de lavado.

Tubos Eppendorf de 0.5y 1 mL.

Micropipetas calibradas de 10, 50, 100, 200, 1000 y 6 x 200 pL.

Equipo de diseccidn.




3.1.3. APARATOS
« Autoclave (FAMSA Mod. GE3).
« Campana de flujo laminar (Forma Scientific Inc. Mod. 1100).
¢ Refrigerador a 4° C (Lab. Line [nstruments, Inc. Frigid Cabj).
e Ultracongelador a -70° C {(REVCO Mad. A8520 UUV).
« Balanza analitica (Mettier H31) y granataria (Sartorius Basic Mod. BA 4100).
e Vorlex (American Scientific Products. Mod. 58223-1).
« Microscopio de luz uitravioleta (Qlympus BH2).
s Microscopio invertido (Zeizz).
« Microscopio optico {Iroscope mod. ME-11PL).
» Centrifuga clinica (International Equipment Co. mod. K}.
« Centrifuga refrigerada (Damon/iEC Divisicn mod. DPR-6000).
e Horno de microondas (Goldstar).
» Agitador magnético (Corning mod. PC-353 Stirrer).
« Incubadora a 37 y 28° C (Precision Scientific mod. 6M].
« Incubadora con atmésfera de CO,.
» Potenciometro (Corning mod. pH 2000 plus).
« Lector de placas de ELISA (Bio-Rad mod. 3550).
» Impresora para lector de ELISA (Datapac mod. DPGG2).

» Pipeta automatica (Drummond Scientific Co.).

3.1.4. REACTIVOS Y SOLUCIONES

+ Benzal al 10% con alcohal al 70%.

43
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PBSpH=72,74y79

Acetona fria (4° C).

Glicero! amortiguado.

Tripsina-verseno (0.25%-0.5%).

Carboximetilcelulosa al 3%.

Nafto! azul-negro (0.09%).

PBS-gelatina pH=7.4 al 0.5y 5%.

PBS-tween pH=7.4 al 0.05%.

Bufter de carbonatos a pH de 9.6, 0.1 M.

Solucién Salina Balanceada de Hanks y sol. salina fisiolégica.
Leche descremada en polvo.

Sustrato de OPD (orto-fenilendiamina) con H,0, o sustrato de ABTS (2,2-azino-di-(3-
efi-benzotiazolina sulfonato con HzO,.

Acido citrico 0.1 M

Citrato de sodio 01 M.

Acido suifdrico 2N.

Eter

Cloruro de amonio 0.17 M.

Soln. de formo! al 38% en PBS.



3.2. METODOS.
3.2.1 ADAPTACION Y PROPAGACION DE LOS VIRUS DEL DENGUE EN CULTIVO
CELULAR.
E! continuo desarrollo de lineas celulares de mosquito simplifica enormemente el

aislamiento de los denguevirus. La linea clonada de Aedes albopictus, la C6/36, se

desarrolld especialmente para obtener denguevirus y otros arbovirus con un alto titulo.

3.2.1.1. INOCULACION DE LOS CULTIVOS CELULARES CON DENGUEVIRUS
PROCEDIMIENTO
1. Se trabaja con células C6/36 (monocapa confluente) y se les decanta el medio vigjo
{medio de crecimiento) y se inoculan con 1 mL de muestra (suero estéril como testigo
(-} 0 virus a propagar).
2. Se elaboran botellas testigo:
a) Positivos: Se inocula una botella con cualquier serotipo de virus del dengue.
b) Negativos: Se incuba una botelia de cuitivo celular sin inocular.
3. Dejar que los virus se adsorban durante 2 horas a temperatura ambiente,
4. Agregar 5 mL de medio DMEM con 2% de suero fetal bovino a cada botella. Incubar a
28°C.
5. Altercer dia lavar y cambiar el medio por DMEM con 2% de suero fetal bovino y dejar
hasta 7 dias.
6. Se recomienda realizar prueba de inmunoflucrescencia directa para comprebar fa
presencia del virus,
Pase viral:
7. Separar la monocapa celular con agitacién fuerte.
8. Agregar a cada botella 0.5 mL de bicarbonato de sodio al 7.5% para elevar el pH.

9. Congelar y descongelar las botellas para liberar el virus y cosechar.
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10. Inocular con la cosecha una nueva botella con céiulas C6/36 (monocapa confluente)} y

repetir [os pasos anteriores hasta la nueva cosecha.

3.2.1.2.- INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

FUNDAMENTO

El principio de esta técnica es el mismo que para ofros procedimientos

inmunolédgicos que incluyen reacciones antigeno-anticuerpo. En este caso, las moléculas

de anticuerpos se conjugan quimicamente a los fluorocromos sin destruirse su

especificidad inmuncldgica, y cuando se ponen en contacto con el antigenc homdleogo se

produce la reaccion antigeno-anticuerpo. A la observacién en el microscopio de luz

ultravioleta, el complejo emite un color fluorescente que dependera del flucrocromo

empleado para conhjugar los anticuerpos (Figura 6).

PROCEDIMIENTO

1.

Tomar alicuotas de 1 mL de células infectadas de cada serotipo y colocarlos en tubos
Eppendorf.

Centrifugar @ 1500 r.p.m., 10 a 15 min. para concentrar.

Eliminar casi todo el sobrenadante (Unicamente dejar un poco para resuspender la
pastilla).

Colocar 12 uk en cada pozo de los cubreabjetos con lamina de tefion y dejar que las
gotas se sequen (aproximadamente 20 min).

En cada placa de FA, montar un testigo positivo (virus de dengue prototipo} y un
testigo negativo el cual se prepara con cultivo cefular no infectado.

Fijar con acetona fria (a 4° C) 20 min. Se deja secar al aire.

Colocar 10 a 12 ul del conjugado fluoresceina-anti-flavivirus en cada pozo y se
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incuba a 37° C en camara himeda. Se deja secar al aire.

8. Selava con PBS pH=7.5 durante 15 minutos con agitacidn suave y constante.

9. Encender el microscopio de luz ultravioleta, 15 min. antes de ia lectura. Se monta fa
laminilla para realizar la lectura colocando dos gotas de glicerol amortiguado {PBS-
glicerina al 10%) con un cubreobjetos encima cuidando que no se formen burbujas.
{nterpretar resuftados de acuerdo a los testigos.

T (+) células tefiidas con el fluorocromo.

T (-) célutas no tefidas con el fluorocromo.

I~
A +ﬁ~—"‘;

El antigeno en el sustrato es identificado por marcacion directa con anticuerpo fluorescente.

SUSTRATO  ANTIGENO  ANTICUERFO
FLUORESCENTE

LEYENDA:

FIGURA 6. Mecanismo de la técnica de inmunofluorescencia directa.

3.2.1.3. TECNICA DE PLAQUEQC PARA TITULACICN VIRAL
FUNDAMENTO
Los virus citopaticos (aquellos que causan destruccion celular) forman placas o

lesiones locales en varios sistemas indicadores tales como cultivos celulares (C.C). EI
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nlimero de placas que se formen sera proporcional a la cantidad del virus presente.

La formacion de placas se hara evidente gracias a la tincién previa de las células
de la monocapa con colorantes vitales tales como el nafto! azul-negro.

Si al virus estudiado se le da tiempo de que cause la destruccidn celular y éste se
mantiene con un medio de crecimiento adecuado se obtendran buenos resultados.

PROCEDIMIENTO

Propagacion de células BHK-21,

1. Descartar medio con monocapa confluente de células crecidas (5 a 7 dias).

2. Lavar con PBS a pH de 7.95.

3. Afadir de 3 a 5 mL de tripsina verseno (0.25%-0.5%).

4. Agregar 10 mL de medio de crecimients (DMEM con 10% SFB).

5. Desprender las células de la botella usando pipeta.

6. Colocar la suspensién en un matraz Erdenmeyer con agitacion leve continua.

7. Contar las células y ajustar ta suspension con 3 a 4 x 10° células para una botelia de
75 cm® mas 30 mL de medio de crecimiento para obtener una concentracion final de
aproximadamente 10° células por mbL.

8. Incubar a 37 °C en atmésfera de CO; durante 5 a 7 dias.

Preparacion de la suspension de células

1. Calcular la concentracion para 3 x 10° células/mL para 0.5 mL/pozo x 24 pozos por
placa.

2. Serequieren 12 ml/placa +1mL =13 mi/placa

3. Cuenta celular:

Promedio celular x 10 000 {factor camara) x 10 (dil. con colorante) Factor de dilucién para la suspensién
- = {con medio de crecimiento)

Numero de células deseado
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INOCULACION
4.-Hacer la dilucién, calculando e! volumen y el nimero de células a utilizar.
5.-Inocufar las células en ta placa de 24 pozos e incubar 37 °C en atmosfera de CO;
durante 5 a 7 dias.
TITULACION
1. Trabajar en bafo de hielo.
2. Preparar una serie de tubos por cada virus a titular marcados con 10" a 10° o mas
alta,
3. Hacer diluciones decimales 0.1 + 0.9 mL con PBS al 0.5% de gelatina, pH=7.95.
4. Descongelar rapidamente un vial de virus stock en bafio Maria a 37°C y mezclar en
vortex.
5. Tomar 100 plL para hacer diluciones descartando pipeta cada vez.
6. Usar 3 a 4 pozos por dilucion del virus.
7. Inocular 50 pl de dilucién por cada pozo de células.
8. !ncubar 4 horas a 37 °C en 5% de CO..
9. Poner una capa de medio con carboximetilcelulosa scbre una charola con hipoclorito
de calcio o de sodio y lavar con agua llenando los pozos.
10. Tefir los pozos con nafto!l azul-negro 0.5 mi/pozo.
11. Después de 4 horas a temperatura ambiente, lavar la placa con agua.
12. Contar el nimero de placas.
13. El titulo viral se lee en la dilucién en donde se cuentan alrededor de 20 placas o mas .
NOTA: También se hace la titulacién viral por ef ensayo de ELISA para captura de
antigeno, para verificar con cual se obtienen mejores resultados.
Una vez que se tigne un titulo alto del virus {10°%) se procederd a inocular ef lote

de ratones.
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3.2.1.4 TITULACION VIRAL POR ELISA PARA CAPTURA DE ANTIGENO
FUNDAMENTO

Se utiliza un anticuerpo anti-dengue obtenide de fluido ascitico hiperinmune (FAH)
de ratén que se fija a los pozos de la placa de poliestireno, y luego se adicionan los
sobrenadantes de los C.C. en diluciones triples (1:3 a 1:243'), se incuban y se elimina el
exceso de reactivos con lavados, las reacciones Ac-Ag (Ac antidengue-Ag de dengue
presente en los sobrenadantes de fos C. C.} gue ocurren no son eliminadas por el lavado
y quedan fijas en el pozo. Cuando se agregan anticuerpos anti-dengue conjugados con
peroxidasa, ocurre otra segunda reaccion que se hace visible gracias a la adicién del
sustrato que contiene H.O. que reacciona con la peroxidasa para dar un compuesto
colorido que se lee espectrofotometricamente {figura 7).

PROCEDIMIENTO

Py

. Lavar la placa una vez con PBS o agua destilada. Secar con un golpe leve.

2. Sensibilizar 1a placa con 100 L de FAH contra dengue, diluido 1:5000 en buffer de
carbonatos 0.1 M a pH de 9.6. Incubar 2 hrs. a 37°C ¢ toda la noche a 4°C.

3. Lavar la placa 3 veces con PBS.

4. Hacer diluciones seriadas del sobrenadante de! cultivo que se titularad con factor 1:3
(hasta 1:243) en PBS-tween y colocar 100 uL de cada dilucién (hacerto por duplicado).
Incubar 3 hrs a 37°C.

5. Lavar como en el paso 3.

6. Agregar e conjugado (antidengue-peroxidasa) difuido 1:6000 en PBS-tween e incubar
2hrs. a 37°C.

7. Lavar como en el paso 3.

8. Agregar 100 L de sustrato H;Oz f/ABTS e incubar 30 min. a temperatura ambiente,

[{s]

_ Colocar también un testigo negativo (células sin infectar) y uno positivo (antigeno
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conocido diluido 1:10 inicialmente y luego con ef factor 1:3 (hasta 1:243).

10. Leer a una longitud de onda de 410 nm. en un lector de ELISA.

10. Interpretacién:  la prueba es positiva si en la quinta dilucion (1:81) se obtiene una

lectura de 0.1.

Y

13

1:27 1:81 1:243

Sensibilizacion de la placa con un anticuerpo

antidengue obtenido de fiuido ascitico hiperinmune
(FAH),

Aparte, preparar diluciones seriadas con factor 1:3
del sobrenadante det CC a titular.

Adicion de las diluciones por separado a la placa
sensibilizada, si estd presente el antigeno de
dengue, éste sera reconocido  por el anticuerpo
anti-dengue def FAH.

Adicidn del conjugado (antidengue-peroxidasa).

Adicion del sustrato y desamcllo de la reaccién
enzimatica.

FIGURA 7. Esquema de la técnica de tituiacion viral por ELISA de captura de antigeno.




3.2.2. INOCULACION VIRAL EN RATONES.
La inoculacion de los denguevirus se realizara por !a via intraperiioneal, utilizando el
serofipo viral con méas cuenta de particulas.

PROCEDIMIENTO

1.Desinfactar 1a zona del peritoneo del raidn donde se hara la puncion.

2. Inocular a los ratones con 100 pL de suspension viral.

3.2.2.1.- ELISA PARA DETECCION DE IgG ANTI-DENGUE EN SUERO DE RATON

FUNDAMENTO:
Se utiliza un anticuerpo anti-dengue obtenido de fluido ascitico hiperinmune (FAH) de
raton que se fija a los pozos de la placa de poliestireno, y luego de bloguear los sitios
inespecificos de la placa con SFT se adiciona un antigeno de dengue preparado en
cerebro de ratén lactante, posteriormente se agregan 10s sueros problemas, se
incuban y se elimina el exceso de reactivos con lavados, las reacciones Ac-Ag-Ac (Ac
antidengue-Ag de dengue-Ac igG del suero) que ocurren no son eliminadas por el
lavado y quedan fijas en el pozo. Cuando se agregan anti-anticuerpos anti-igG
marcados con peroxidasa, ocume otra reaccidn que se hace visthle gracias a la
adicion del sustrato de OPD que contiene H;0» que reacciona con la peroxidasa para
dar un compueste de color amarillo que se lee espectrofotometricamente (figura 8).

PROCEDIMIENTO,

1, Lavar la placa una vez con PBS o agua destilada. Secar la placa con un golpe leve.

2 Sensibilizar afadiendo a cada pozo 100 ub de FAH diluido en buffer de carbonatos.

3. Incubar toda la noche a 4° C. Almacenar hasta 10 dias.

4. Lavar las placas 3 veces con PBS.

5. Bloguear llenando los pozos con 300 pL de SFT al 3% en PBS-tween 0.05% e incubar

por 1 hora a 37°C.
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8. Diluir el antigeno {preparado en cerebro de raton lactante y titulade por UHA) en SFT
al 3% en PBS-Tween 0.05% y adicionar 100 pl a cada pozo.

7. Incubar 1 hora a 37°C.

8. Lavar las placas 3 veces con P8BS,

9. Diluir la muestra (suero de ratén) en PBS-Tween al 3% de leche y adicionar 100 uL a
cada pozo.

10. tncubar 1 hora a 37°C.

11. Lavar las placas tres veces con PBS.

12. Diluir Anti-lgG antiraton conjugado a peroxidasa 1:15000 en PBS- Tween Leche al
3% y ariadir 100 pL del conjugado a cada pozo.

13. Incubar por 1 hora a temperatura ambiente.

14. Lavar las placas 6 veces con PBS.

15. Agregar 100 pL de sustrate OPD (4 mg de o-fenilendiamina, 5 mL de citrato de sodio
0.1 M, 5 mL de acido citrico 0.1 My 4 L de H,0:) a cada pozo.

16. Dejar desarrollar el color a temperatura ambiente.

17. Leer las placas a 490 nm. Cada dilucién de los suercs probados es blanqueada

contra la dilucién correspondiente del testigo negativo.
18. Se utiliza como testigo positive un suero de raton que tiene un titulo conocido de

1gG.
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Sensibilizacion de ia placa con un anticuerpo
anti-dengue obtenido de fluido  ascitico
hiperinmune (FAH).

Adicién de las diluciones por separado a la
4 placa sensibilizada, si esta presente el

antigeno de dengue, éste sera reconocido por
el anticuerpo antidengue del FAH.

Adicion de la muestra {suero de ratén) diluido en
buffer.

PN
*
L_Y__l

Adicion del conjugade (IgG de ratén-peroxidasa)

[—< >4

Adicion del sustrate y desarrollo de la reaccion
enzimatica.

*

Y

Figura 8. Esquema de |a técnica de ELISA para deteccion de IgG antidengue en suero de

raton.
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3.2.2 2. SEPARACION DE MONOCITOS DE SANGRE HEPARINIZADA POR TECNICA

FICOLL-HYPAQUE

FUNDAMENTO
£l reactivo de Ficol-Hypaque tiene una densidad de 1.077 g/mL que es idéntica a la de
linfocitos y monocitos. Este reactivo es una combinacion de un polimero de sacarosa
de alto peso molecular (Ficoll) y un compuesto organico iodinatado (diatrizoato de
sodio: 3-5 bis acetilamino-2,4,6 acido triyodobenzdico). Los granulacitos y eritrocitos
que tienen una mayor densidad, cuando se centrifuga a sangre en el gradiente de
Ficoll-Hypague, pasan a través de éste formando un paguete en el fondo de! tubo.
Las plaquetas que tienen una densidad menor permanecen en la fraccién plasmatica y
los mononucieares se localizan en la interfase.

PROCEDIMIENTO

1- La muestra sanguinea obtenida por puncion cardiaca se colocara en  tubos
Eppendorf con heparina.

2.- Aparte, colocar en otro tubo Eppendorf 0.5 mL de Ficoll-Hypague.

4. Diluir 'a sangre heparinizada con soln. de Hank volumen a volumen. Homogeneizar
con pipeta Pasteur.

4.- La sangre diluida se vacia sobre el Ficoll-Hypaque lentamente y por la pared del tubo
cuidando de que no se mezcle con el Ficoll-Hypague.

5.- Centrifugar a 1,500 r.p.m. 15 min. a temperatura ambiente.

6.- Después de la centrifugacion se aspiran los linfocitos gue forman un anillo blanco

sobre la interfase, con una pipeta Pasteur y se colocan en otro tubo.
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3.2.3. OBTENCION Y CULTIVO DE MACROFAGOS PERITONEALES.

PROCEDIMIENTO

1.

2,

w

Sacrificar los ratones, previamente inmunizados, en camara de gases (&ter).
Introducir los ratones en una camara con benzal y dejarlos asi aproximadamenie 5

minutos.

 Colocar los ratones boca arrba en una plancha de unisel y fijarlos con agujas en las

patas.

. Quitar piel en zona de peritoneo.

. Con una Jeringa inocular 5 mi. de solucién salina balanceada de Hank, la cual debe

estar a 4°C aproximadamente.

. Dar masaje en zona de peritoneo, durante 3 minutos aproximadamente.

Con la misma jeringa extraer todo el liquido posible del peritoneo, cuidando de no

tocar algan érgano.

. Vaciar el liguido en tubos de centrifuga estériles, los cuales deben estar en bafio de

hiele, y lavar con salucion salina fisiologica (SSF) estéril.

. Si se observan eritrocitos en el boten, agregar cloruro de amonio 0.17 M para

destruirlos y centrifugar a 5000 rp.m. durante 5 minutos. Repetir si se siguen

observando eritrocitos (Si se chserva un color rojo).

10. Ya que se observa un boton blanco, resuspender en SSF esteril y avar por dltima

vez.

11, Después de centrifugar, tirar el sobrenadante y resuspender en DMEM.

12. Hacer el conteo y ajuste en namero de células.

13.- Agitar con e! vortex y colocar en placas de poliestirenc de 96 pozos.

14. Incubar las placas a 37°C.
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3.2.4. ENSAYOQ DE CELL-ELISA
FUNDAMENTOC
La prueba se fundamenta en la utifizacién de macréfagos de ratones infectados con
denguevirus, que se adhieren a los pozos de una placa de poliestireno y se fijan con
farmol, lavandose para eliminar el exceso de reactives. Posteriormente se bloquean los
sitios inespecificos con gelatina PBS y se adiciona un anticuerpo monoclonai (0 bien, un
mezcla de IgG de titulo alto obtenido de pacientes), después de incubar, las reacciones
Ag-Ac que hayan ocurrido no son eliminadas por el lavado y quedan fijas en el pozo.
Cuande se afade un anticuerpo de ratdn (o humano anti-lgG), segin sea el caso,
conjugado a la enzima peroxidasa, ocurrira una segunda reaccidn enfre el anticuerpo
monocional (6 1gG) y el anticuerpo anti-IgG. La reaccion se revela finalmente, con un
sustrato de la enzima, que al ser transformado forma un producto colorido, este color
puede evaluarse a simple vista ¢ ser cuantificado por medio de un espectrofotdmetro
(figura 9).
PROCEDIMIENTO
1. Preparacion de la placa:
a) Vaciar el medio de cultivo de los pozos, los cuales tienen adheridos los
macrofagos infectados con virus.
b} Lavar ia placa un minuto, sin agitar, con PBS a pH de 7.4
c) Debe trabajarse con testigos negativos: macréfagos sin infectar, y otros, sin
afiadir ef anticuerpo mornoclonal pero con el mismo tratamiento.
2.- Fijacion:
a} Agregar 100 pl de solucion de formol-PBS pH=7.0

b} Dejar la microplaca a 4° C hasta el dia siguiente.
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3.- Blogueo:
a) Lavar dos veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, durante un minuto sin agitacion.
b) Bloguear con 200 pL de gelatina al 5% en PBS.
¢) Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.
4 - Adicion del anticuerpo:
@) Lavar tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, durante un minuto sin agitacion.
b) Adicionar 100 yL de anticuerpo monoclonal antidengue diluido 1:10 en PBS, o
en su defecto, usar un mezcla de IgG de titulo alto.
¢} Incubar a 4°C toda la noche.
5.- Adicion del conjugado:
a) Lavar tres veces con PBS-Tween ai 0.05%, un minuto sin agitacién.
b) Agregar 100 uL de IgG sérica anti-raton conjugada con peroxidasa de rabano
(diluida 1:10 000 en PBS/AB).
c) Si se usd la mezcla de 1gG utilizar el conjugado de 1gG anti-humano con
peroxidasa.
6.- Adicion del sustrato:
a) Lavar cinco veces con PBS-Tween, durante un minuto y sin agitacién,
b) Adicionar 100 ul de sustrato de H,0, / diclorhidrato de ortofenilendiamina.
¢) De 5 a 10 minutos después de agregar el sustrato verificar un color

amarillo comparado con el blanco de los testigo negativos.

d) Detener la reaccién con 100uL en cada pozo, de H,SO4 2N. Leer a 490 nm.
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I g; 2 | 1.- Macréfago adheride a la placa que

muestra en su superficie al antigeno
de dengue.

2. Fijacién con formol-PBS al 38% y
bloguea de sitios inespecificos con
solucidn de gelatina ai 5%

en PBS.

3.- Adicién de un anticuerpo monocional
o IgG antidengue.

4.- Adicion del anticuerpo de ratén o

humano anti-lgé contra dengue
(segin el caso)conjugado a la enzima.

5.- Adicion del sustrato de la enzima.

FIGURA 9. Esquema de la técnica de CELL-ELISA
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3.2.5. PROTOCOLO DE INFECCION DE MACROFAGOS CON DENGUE

Se trabajara con Den-2 con un tituio de 1.8 X 10° UFP/mL, se hacen 5 diluciones
diarias {usando como diluyente SSF estéril), de 1as cuales se inoculan 100pL a 5 ratones
por dia trabajando con un testigo negativo. Se ajusta previamente a 1X1 0° UFPImL

partiendo de 1.8 X 10° UFP/mL. Las diluciones se hacen de la siguiente manera:

CANT. DE INOCULO UFP/mL
1.8 x 10° UFP/mL

+ 1:2

Dosis 1 ——pw 100pl > 500 000

1:10
D*sisz —7p 100 pL —_ 50 000
1:10
D!sisS —» 100 pb —» 5000
1:10

Dosis4 —— ™ 100pL —® 500

1:10

Dosis 5 ___p 100t g 50

TJestigo negativo w100 ul
SSF estéril
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los objetivos principales del presente trabajo fue el de recuperar
denguevirus serotipos 1, 2, 3y 4 a partir de cepas prototipo y silvestres, utilizando para
la infeccion cultivos de células C6/36, las cuales son lineas celulares clonadas obtenidas
a partir de mosquitos del género Aedes albopictus, esto con el fin de tener cultivos con
altos titulos virales para poder hacer los ensayos de infeccion siguientes.

Se hicieron infecciones subsecuentes en los CC, y después de realizar cada pase
viral se practicaban ensayos de |F a los sobrenadantes de los cultivos para comprobar la
presencia del virus. La tabta 1 muestra los resuliados de estos ensayos. La prueba de
inmunofluorescencia es un ensayo inmunolégico en donde se lleva a cabo una reaccion
tipica antigeno-anticuerpo; cuando éstos dltimos se conjugan con fluorocromos no se
destruye su especificidad inmunologica, lo que garantiza la presencia del antigeno

correspondiente; en este caso, el de los denguevirus.

PASE No. SEROTIPO RESULTADO
Den 1 tipo positivo
Den 2 tipo positivo
Den3 tipo positivo
1° pase a 5° pase | Den4 tipo positivo
Den 1silv. positivo
Den 2 silv. positivo
Den 3 silv. positivo
Den 4 silv. positivo

Tabla 1. Resultade de IFp de los cultivos celulares infectados con denguevirus.

Una vez comprobado que se tiene al antigeno del dengue en los sobrenadantes

de 105 CC se procede a cuantificar el titulo.

La tabla 2 recaba los resultados de la titulacion viral por la técnica de plaqueo
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practicada a los virus cosechados a pariir del tercer pase, empleando células BHK-21,
esto con ¢! fin de cuantificar el tituio viral.

A los virus cosechados en el primer y segundo pases virales se les practicé
Unicamente la prueba de {Fp, porque se considerd que hasta un tercer pase era posible
alcanzar dicho titulo, por lo que a partir del tercer pase se procedié a titular el virus
empleando la técnica de plaqueo con cultivo de células BHK-21 (lineas celulares de rifién
de hamster recién nacido), las cuales resultan ser susceptibies a la infeccidn con
denguevirus, produciendo efecto citopatico con ia consiguiente aparicidn de placas liticas
en la monocapa celular, las cuales se hacen evidentes gracias a la tincion previa de las

células con naftol azul-negro.
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PASE DI LUCI ON
No. | SEROTIPO 10" 10?7 10° 10" 10° 10° UFP/mL
Nimero de placas observadas:

Dengue 1 tipo i i I ! / ! Sin titulo*
3er. |Dengue 2 tipo >20 =20 4 ! { I 1.2x10°
pase |Dengue3tipo >20 =10 / ! / 1.6x10°

Dengue 4tipp <10 2 / / / ! 2.2x10°

Dengue 1 silv.  >20 <10  / ! / / 3.8x10°

Dengue 2 silv. =20 >20 / / ! / 2.2x10°

Dengue 3silv. =20 <10/ / / / 1.8x10*

Dengue 4 silv. =20 5 / ! ! ! 1.2x10*

Dengue 1tipo  >20 >20 >20 ! / / 1.0x10°

Dengue 2 tipo  >20 >20 >20 1 ! / 1.8x10°
ato. |Dengue 3tipo  >20 >20 17 / / i 1.2x10°
pase |Denguedtipo >20 >20 =>20 10 / ! 2.6x10°

Dengue 1 silv. 220 =>20  / / / / 3.6x10°

Dengue 2 silv. <10 / / ! / / 1.2x10°

Dengue 3silv.  >20 >20 >20 7 / / 1.8x10°

Dengue 4 sitv. >20 B 4 / / / 8.0x10*
5to. |Dengue 1 tipo 10 { { / / ! Sin titulo*
pase |Dengue 2 tipo 13 ! ! i f Sin titulo*

Dengue 3 tipo 3 / ! i / / Sin titulo*

Dengue 4 tipa 15 ! ! ! ! / Sin titulo*

* No se observo la formacion de placas, por lo que no se pudo cuantificar

el titulo, el cual se obtiene con base a las unidades formadoras de placa

{(UFP).

Tabla 2. Resultados de |a titulacion viral por técnica de plaqueo empleando células
BHK-21.

Como se puede apreciar, en el tercer pase se fienen aun titulos virales bajos,
inclusive el serotipo Den-1 tipo no presenté placas y los demas serotipos uUnicamente
tuvieron cantidades menores de 10" UFP/mL, por lo que se hizo el cuarto pase, en el
cual ya se hace evidente el incremento de las UFP, siendo el mas afto el serotipo Den-d
tipo (2,6 x 10° UEP/mL) y el mas bajo el serotipo Den-2 silvestre (1.2 x 10° UFP/mL).

Luego se procedié a hacer el quinto pase para intentar aumentar el titulo viral, sin
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embargo, el numero d» placas fue menor que en el pase anterior y no fue posible
obtener los titutos virales. No obstante, se repitid un quinto pase con el serotipo Den-4
tipo (2.6 x 10° UFP/mL) y también se obtuvieron titulos bajos.

Cabe mencionar que aunque las placas en la monocapa celular si eran evidentes,
no eran muy faciles de apreciar, y se tenia cierta dificultad para €l conteo de éstas, por
lo que se intentd hacer el ensayo con ofro tipo de células susceptibles, en este caso se
usaron las células VERO (lineas celulares de rifdn de mono verde africano). Asl, se
realizé la titulacién por plaquec de! serotipo Den-4 del cuarto pase utilizando células
VERO y BHK-21 en dos ensayos por separado, esto para comparar y probar con cual de
las dos se obtienen mejores resultados. La tabla 3 muestra los resultados de ambos
ensayos.

Tabla 3

RESULTADO DE LA TITULACION POR PLAQUEO DE DEN-4 USANDO CELULAS
BHK-21 ¥ VERO

CELULAS BHK-21 CELULAS VERO
010210304 10%10° [ urpimt | 101025073107 107 106_ UFP/mL
No. de 4
placas | 5 4 2 1 t ax10*] s20520 2 1 1 ¢ 4%10

El criterio que se debe seguir para obtener las UFP/mL es: el titulo del virus se lee
en la dilucién en donde se cuentan 20 placas. En los ensayos que se practicaron
empleando las células BHK-21 se tenia el inconveniente de que era muy dificil contar
cantidades de 10 o0 mas placas sobre la monocapa celular debido a que no estaban bien
definidas, por lo que se tomaba en cuenta la dltima dilucion en donde se presentaran

placas (siendo mas diluido el virus, sera menor el numero de placas), por o que se
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seguia la siguiente relacion:

nimere de placas ———————= en 50 pL de dilucidn viral

X —————— j cudntas se tendran en 1000 uL?

y la cantidad que se obtiene se multiplica por el factor de dilucién del virus en donde se

formaron esas placas.
En ambos ensayos, tanto con células BHK-21 como con células VERO se

formaron dos placas en la dilucion viral de 10'3: por lo que se obtiene:

2 placas — ————— estdn en 50 pi. de dilucién viral

X ——— ;cudntas tendré en 1000 pL?

obtenemos 40 UFP que multiplicadas por el factor de dilucion (en donde se formaron las

placas), que en este caso es 1:1000 obtenemos:

40 x 1000 = 40 000 = 4 x 10° UFP/mL
O utilizando la formula para cbtener las unidades formadoras de placa (UFP):

UFP/mL = Numero de placas liticas X Dilucidn

Volumen de inoculo.
Tenemos 20 placas liticas en la dilucion 10? y utilizamos un volumen de inocuio de

0.05mL:

" 2
UFP/mL. = 20 placas liticas X 10 - axip®

UFP/mL

0.05 mL
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En este caso se obtienen las mismas UFP/mL en los dos ensayos, sin embargo,
al emplear las células VERO se pueden leer mas de 20 placas en las dituciones de 10"y
102, y que las placas aparecen bien definidas, por lo que resulta mas conveniente ei
empleo de las células VERO en lugar de las BHK-21 las cuales se venian usando
convencionalmente.

Sin embargo, como oftra alternativa para obtener el titulo virai se probé la técnica
de ELISA de captura de antigeno.

Para practicar este dltimo ensayo se trabajé con sobrenadantes de CC infectados
con denguevirus, los resultados se muestran en la grafica 1, donde se trabajé con 5
serotipos del cuarto pase: Den-1, Den-3 y Den-4 silvestres y Den-3 y Den-4 tipo, junto con
un testige negativo y uno positive (cabe mencionar que del cuarte pase se obtuvieron los
titulos virales mas altos); de cada serotipo se hicieron 5 diluciones triples {(1:1, 1.3, 1:8,

1:27, 1:81 y 1:243).
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a1:243

ABS A 4050m.

EH:?J

Grafica 1. Resultado de la titulacién de los virus cosechados en el cuarto pase por
ELISA de captura de antigeno.
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Se observa que la respuesta tiende a aumentar en funcion de fa concentracion de
antigeno en los serotipos Den-1 y Den-3 silvestres y el testigo positivo (el cual fue una
muestra seroldgica de un paciente con dengue confirmado por PCR). Sin embargo, en los
serotipos Den-4 silvestre, Den-3 y den-4 tipo y en el testigo negativo y muy poco en el
serotipo Den-1 silvestre, la relacion directamente proporcional entre la respuesta y la
concentracidén del antigeno se mantiene hasta la dilucién 1:81, ya que en la dilucién 1:1 la
lectura es menor que en la dilucién 1.3,

Este comportamiento similar que se observa en casi 4 de los 5 serotipos
ensayados nos indica que con la dilucion 1:3 se obtienen mejores resultados, es decir,
que da lecturas altas, incluso, que ias obtenidas en la dilucién 1:1.

No obstante, para tener un testigo de las condiciones apropiadas para el
desarrollo de los denguevirus recuperados a partir de un C.C., se comié una cinética de
infeccion in vifro, empleando el serotipe Den-4 tipo; el cual tuvo un titulo de 2.6 x 10°
UFP/mL {por técnica de plaqueo) en este ensayo se infectaron 8 tubos (del tubo A al tuoo
H), con cultivos confluentes de células C6/36. El crondgrama se muestra en el cuadro 3,
donde se indica el ntimerc de dias que duré la cinélica, dia de incculacion de todos los
tubos, dias en que se les practico la IFp a cada uno y el ELISA por captura de antigeno.
Estos ensayos se hicieron con el fin de evaluar cuantos dias eran necesarios para que e
virus penetrara a las células y con la prueba de IFp se logré estimar si realmente habia

células infectadas liberadas al medio.
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TUBO | TUBD | TUBO | TUBO | TUBO { TUBO | TUBO | TUBO

A B C D E F G H
tnocule | Inoculo | Inoculo | inoculo | Inocule | Inocule | Ineculo | Inoculo
viral viral viral viral viral viral viral viral
iFy
DIA DIA 1{ ELISA IFp
EN DIA 2 ELISA IFg
QUE |DIA3 ELISA IFp
SE DIA 4 ELISA| iFg
HACE |DIAS ELISA IFg
EL DIA G ELISA| IFg
ELISA |DIA7 ELISA| IFg
DIA B ELISA

CUADRO 3. Crondgrama de la cinética de infeccidn in vitro realizada con el serotipo Den-
4 tipo del cuarto pase.

Un dia después de practicar la {F se corrid el ELISA para ver si habia la suficiente
praduccion o liberacion del antigenc al medio de cultivo. La tabla 4 recaba los resultados
de la IFp que se practico a ¢cada tubo de C.C. a diferentes dias después de la inoculacion
viral y muestra el porcentaje aproximado de células infectadas (células que mostraban

fluorescencia).



71

DIA RESULTADO
{+) 60%
{++} 70%
(++) 75%
{+++} 100%
(+++) 100%
(++} 70%
(++) Dafadas
(++) Danadas

|~ (W N

Tabla 4 . Resultados de IFp: Cinética de infeccion.

Aqui se puede apreciar que la cantidad de células infectadas va aumentando vy
que en el dia 5 de inoculacion se observa el 100% de Jas células infectadas, y que ya en
el sexto dia comienza a disminuir de 100 a 70% aproximadamente, y que para los dias 7
¥ 8 las células comienzan a dafiarse.

De lo anterior se puede decir que la infeccion de las células por el virus sigue un
comportamiento gaussiano, en donde fos dias dptimos, donde hay un 90 y un 100% de
células infectadas son ios dias 4 y 5 respectivamente.

La grafica 2 nos muestra los resultados de la prueba de ELISA por captura de
antigeno que se practicd durante !a cinética de infeccién realizada con los sobrenadantes

de los 8 tubos con CC.
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Grafica 2. Resultado de la prueba de :LISA por captura de antigeno de la cinética
de infeccién in vitro con dengue 4 prototipo que se practicé con los sobrenadantes
de los tubos de cultivos celulares.



Se ensavyaron B diluciones triples e los sobrenadantes de los cultivos: 1 :1, 1:3,
1:9, 1:27, 1:81 y 1:243. Debe tomarse en cuenta que el dia 1 es en realidad el dia 3
después del dia de inoculacidn viral, e! dia 2 seria el dia 4 después de fa inoculacién y asi
sucesivamente hasta llegar al dia 8 que seria en realidad el dia 10 después de la
inoculacién viral. En esta grafica se aprecia que ya en el dia 1 hay liberacién de antigeno
al madio de cultivo casi en la misma proporcion que el dia 2 ; sin embargo, para el dia 3 la
cantidad de antigeno se incrementa notablemente desde la dilucion 119, y que en fa
dilucion 1 '3 se observan lecturas casi al doble de las de 1:9 y por el contrario, en la
dilucién 1 :1 hay un decremento, registrandose lecturas similares o incluso menores que
las obtenidas en la dilucion T :9. Este mismo patron se observa de! dia 3 al dia 8, pero en
el dia 7 se observan las maximas lecturas sobre tode para la dilucién de 1:3, ja cual
alcanza casi una absorbancia de 2 ; sin embargo, en el dia 8 las lecturas comienzan a
disminuir.

Por todo lo anterior, se puede tomar al dia 7 (dia 9 después del dia ce la
inoculacion viral) como el dia éptimo, es decir, &l dia en que se tiene la maxima
produccién y liberacidn de antigeno al medio de cultivo.

Por otra parte, es importante mencionar que la caracteristica de las Jecturas altas
que se obtienen con la dilucion 1:3 de este ensayo, se repitid también en la prueba
anterior de tituacién viral por ELISA de captura de antigeno (grafica 1).

Una vez que se establecieron los parametros adecuados para obtener la semilla
viral, se escogié uno de los serotipos con un titulo viral mas alto; en este caso se trabajé
con Den-2 silvestre de! cuarto pase, el zual tuvo un titulo de 1.8 x 10° UFPfmL, para
realizar la infeccion de los ratanes, a los cuales se les inoculo 5 diferentes dilucicnes de
las particulas virales: 5, 50, 500, 5000 y 50 000 UFPimL. Utilizadndose la via
intraperitoneal, con el fin de tener la maycr cantidad posible de macrofagos infectados, ya

que es en el peritoneo donde se tiene la r.ayor concentracion de éstos.
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No obstante, se queria probar si en un modelo mdrino era posible encontrar 1gG
en sangre periférica en los primeros dias de infeccién, por lo gue a tos mismos ratones
infectados se les tomé muestra sanguinza por puncidén cardiaca hasta sangrarlos a
blanco, con el propdsito también, de tener listo al animal para la obtencion de los
macrofagos peritoneales. Contando previamente con suero preinmune.

E! volumen total de la muestra sanguinea se dividié en tres partes. Una parte se
utilizé para obtener macréfagos circulantes mediante la técnica de Ficoll-Hypaque, otra
para obtener suero para montar un ELISA para deteccién de IgG antidengue, y la Gitima
parte se uso para infectar tubos con C.C.

A simple vista, 1a cantidad de macréfagos que se obtiene por la técnica de Ficoll-
Hypaque fue muy pequefia, aun asi, con éstos se infectaron 5 tubos con cultivos
confluentes de células C6/36, a los cuaies se les practicé prueba de IFg a los 3 dias
después de la inoculacion con los macrdfagos infectados.

£n otro ensayo por separado, se usd suero para infectar 5 tubos también, a los
cuales se les hizo el mismo tratamiento que a los anteriores. Los resuitados de éstos dos

ensayos se muestran en la tabla 4.



NUMERO DE TUBO UFP/mL RESULTADO IF,
1 5 NEGATIVO
2 50 NEGATIVO
3 500 NEGATIVO
4 5000 NEGATIVO
3 50 000 NEGATIVO

Tabla 5. Resultados de la |F practicada a los sobrenadantes de los CC infectados con
sueros de ratones infectados con denguevirus.

Todos los resultados que se obtuvieron de las IFp fueron negativos. Esto quiere
decir que el virus no es facil de recuperar en muestras de sangre periférica de ratones
infectados, y que inclusive, la cantidad de macréfagos infectados resulta ser minima y
poco adecuada para este tipo de ensayos.

No obstante, se utilizd una parte de la muestra sanguinea obtenida por puncion
cardiaca para separar suero para montar un ensayo de ELISA para deteccidn de 1gG
anfidengue, con ei fin de comprobar si habia anticuerpos circulantes en centidad
suficiente para este tipo de ensayos. Los resultados de la prueba de ELISA practicada a
los sueros obtenidos por puncion cardiaca fueron negativos {datos no mostrados). Esto
significa que no hay la cantidad suficiente de IgG circulantes pues el ensayo no las
detecta.

Es importante mencionar que en un modelo mrine no se puede obtener muestra
sanguinea suficiente para realizar este tipo de ensayos, por lo que se seguirdn haciendo
los ensayos subsecuentes utilizando los macrofagos obtenidos de la zona del peritoneo
{zona en que se sabe se tiene la mayor concentracién de macrofagos cuanda ha habido
una infeccion via intraperitoneal).

Por otra parte, se realizo un primer ensayo cualitativo de CELL-ELISA, empleando
macrofagos purificados, los cuales se extrajeron de la zona del peritoneo de los ratones
infectados con los denguevirus que alcanzaron el titulo méas alto (en este caso se

infectaron con Den-2 silvestre del 4to. pase, el cual aicanzo un titulo de 1.8 x 10°
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UFP/mL). Si el virus penetrd al macréfago, éste tiene la capacidad de exhibir en su
superficie de determinantes antigénicos propios de este virus. Es por lo anterior que a la
prueba se le denomina *CELL-ELISA", puesto que el antigeno que reaccionara con el
anticuerpo correspondiente esta en la superficie celular del macréfago.

Para llevar a cabo la prueba cualitativa, las muestras de macréfagos se
recolectaron a los dias 1, 2 y 3 después de la inoculacidn de los denguevirus en los
ratones. Después de la recoleccion se sembraron inmediatamente en placas de
poliestireno de 96 pozos tratadas para C.C.; el ensayo cuatitativo en el cual no se
midieron las absorbancias sino que Unicamente se observo el cambio de color y se tomo
como positivo la aparicidn de un color amarillo en comparacion con el incoloro del testigo
negativo se hizo por triplicado y con dos testigo negativos por cada dia. La disposicién de

las muestras en los pozos y los resultados del ensayo se muestran en la figura 10.

Dia de infeccion | Disposicién de los pozos] Testigo negative

-

Al A2, A3 A5, AB
2 C1,C2,C3 C5,C6
3 E1,E2, E3 ES, €6
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FIGURA 6. Resultado del ensayo cualitativo de CELL-ELISA

Los resultados obtenidos fueron muy clares, puesto gue en los pozos donde se
colocaron las muestras de macrofagos infectados, se vio claramente una reaccion
positiva al formarse una coloracion amarilia que evidencia la formacién del complejo
antigeno-anticuerpo-anti anticuerpo marcado con flucresceina. Mientras que en los
testigo negativos 1o se nota esta coloracién.

Una vez comprobado que el CELL-ELISA cualitativo si da resultade, se procedid a
montar el ensayo cuantitativo (donde se tomaron las lecturas de las absorbancias de cada
muestra ensayada), En éste, se varid la cantidad de UFP/mL y se us6 una mezcla de
1gG’s humanas purificadas, con un titulo de 1:5 , en lugar de utilizar el anticuerpo
monoclonal que se utilizd en la prueba cualitativa, esto con el fin de verificar si era posible

trabajar a estas condiciones sin utilizar el anticuerpe monoclonal, el cual es de un elevado
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costo.

Para efectuar este ensayo, se hizo el cultivo en las placas de poliestireno de los
macrofagos recién obtenidos, y para asegurar que se mantuvieran viables se les adiciond
un medio de mantenimiento que proporcionara los nutrientes necesarios.

Se manejaron muestras que fueron tomadas en los dias 1 a 5 después de la
inoculacién viral en los ratones para ver que dia era el éptimo. También se probaron 4
diluciones dobles de 1gG; 1:500, 1:1000. 1:2000 y 1:4000 para ver si era posible
obtener buenos resultados con el anticuerpo diluido, y también se manejaren diluciones
decimales de las UFP/mL inoculadas a los ratones : 5, 50, 500, 5000 y 50 000 UFP para
observar con cual habia mejor respuesta inmune, la cual se reflejarla con lecturas altas.

La grafica 3 muestra los resultados que se obtuvieron de! CELL-ELISA con

macréfagos extraidos 1 dia después de haber inoculado los denguevirus al raton.
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Grafica 3. Resultados de la prueba de CELL-ELISA para el dia 1 después de fa

inoculacién con denguevirus,
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Aqui podemos observar que la dilucion de 1gG de 1 :500 es con la que se obtienen
mejores resultados ; inclusive con 506 UFP/mL alcanza una lectura de 0.116 y con 50
UFP/mL alcanza una lectura de 0.1, estos valores resultan aceptables con ensayos de
este tipo. Sin embargo, las diluciones de 1gG de 1 ;2000 y 1 :4000 no arrojan resuitados
satisfactorios. En cuanto a la dilucidn de particulas virales, se observa que con 500
UFP/mL se tienen buenos resultados.

En la gréfica 4 se reportan los resultados del CELL-ELISA con macréfagos
tomados al segundo dia después de la infeccion. Y se observa que en las diluciones de
particulas virales de 50 y 500 UFP/mL las lecturas son proporcionales a la cantidad de
lgG presente. No obstante, en los ensayos con 5 y con 50 000 UFP/mL hay discordancias
en esta proporcion. £s por lo anterior que se toman como 6ptimas las diluciones virales
de 50 y 500 UFP/mL.

£1 siguiente ensayo de CELL-ELISA con macréfagos del dia 3 después de la
inoculacion, se hizo Gnicamente con la dilucion de 1gG de 1 :500, porque era la dilucion
que daba ias lecturas mas altas y que sigue un palrén de comportamiento similar en
todos los ensayos, Los resuitados, que se reportan en la grafica 5, donde ademas se
corrio un testigo negativo, muestran que desde la dilucion de 5 UFP/mL hasta fa de 500
UFP se tiene una relacion directamente proporcional a las lecturas obtenidas | y ya en las
diluciones de 5000 y 50 000 UFP/mL las lecturas comienzan a descender Es importante
mencionar que en {a dilucion de particulas virales de 500 UFP se obtiene una lectura muy
alta {0.487) que es casi el triple de las otras lecturas.

En el ensayo siguiente, con macrofagos obtenidos el dia 4 despues de la infeccion
{grafica 6), se observa un decremento en las lecturas, sobre todo en la de la muesira con
500 UFPImL, pues en el ensayo anterior (grafica 5) se tuvo una lectura de 0.487, y en
este ensayo su lectura fue de 0.13.

En el Gltimo ensayo practicado con macrofagos extraidos 5 dias después de la
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infeccién, Gnicamente se registraron lecturas con 5 UFP/mL usando una dilucion de 1gG
de 1 :500, con 500 UFP/mL con dilucion de igG de 1 :500 y 1:1000 y con 5000 UFP con
dilucion de IgG de 1:1000. Como se puede apreciar en la grafica 7, los resultados no

guardan proporcion alguna entre lecturas y concentraciones.



Grafica 4. Resultados de |a prueba de CELL-ELISA del dia 2 de inoculacidn.
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Grafica 5. Resultados de la prueba de CELL-ELISA del dia 3 después del dia de la
inoculacion de denguevirus.
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Grafica 6. Resultados de la prueba de CELL-ELISA del dia 4 después de Ila

inoculacion,
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Grafica 7. Resultados de la prueba de CELL-ELISA del dia 5 después de la inocuiacion

con denguevirus.
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Al analizar los 5 graficos en conjunto (graficas 3, 4, 5, 6 y 7) vemos que se tienen
mejores resultados al practicar las pruebas de CELL-ELISA utilizando una dilucion de 1gG
de 1 :500, puesto que este anticuerpo no da buenos resultados utilizandolo muy diluido, ¥
que la dilucion de particulas virales optima resulta ser la de 500 UFP/mL. En cuanto a
este Gltimo parametro se debe tener en cuenta que en la mayoria de los ensayos se sigue
un comportamiento tipo campana de Gauss, es decir, que las lecturas van aumentando
paulatinamente hasta liegar a alcanzar una mayor lectura, la cual disminuye
posteriormente.

En o referente a los dias de obtencién de los macrofagos, el dia 3 después de la
inoculacion de los denguevirus a los ratones, fue el que dio las lecturas mas aitas, por o
gue se considera como el dia 6ptimo para extraer los macréfagos.

Con base a los parametros optimos anteriores se hicieron ofros ensayos de
CELL-ELISA pero utiizando cepas de ratones singénicos (BALB/C) ¥ ratones de cepa
abierta (CD1), para ver al utilizar ratones genéticamente similares es posible obtener
mejores resultados.

Al igual que en el ensayo anterior los macrofagos se extrajeron de 1 a 5 dias
después de la infeccion. También se manejaron de 1 a 3 dias de cultivo de macrofagos
después de sembrarlos en las placas para ver cuantos dias podian resistir ya fijados en
jas placas.

Las graficas 8, 9, 10, 11 y 12 muestran la respuesta que se obtiene con las dos
cepas de ratones ensayadas, analizandose del dia 1 al dia 5 después de |a infeccidn con

denguevirus.
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Grafica 8. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con macréfagos de
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, af dia 1 después de la

infeccion con denguevirus.
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Grafica 9. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con macréfagos de
ratones cepa BALB/C contra CD1 inm_unizados con Den-2, al dia 2 después de la

infeccién.
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Grafica 10. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con macrdfagos de
ratones cepa BALBI/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 3 después de |a

infeccion.
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Grafica 11. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con macréfagos de
ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 4 después de la

infeccion.
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Grafica 12. Resultados de la prueba de CELL-ELISA practicada con macréfagos de

ratones cepa BALB/C contra CD1 inmunizados con Den-2, al dia 5 después de la

infeccion,.



92

En el dia 1 de cultivo de macrofagos las dos cepas casi dan la misma lectura :
CD1 =0.141 y BALB/C = 0.148, pero enlos dias 2 y 3 de cultivo hay un incremento en las
lacturas que se obtienen con CD1.

E! CELL-ELISA de los macrofages que se obtuvieron 2 dias despues de la
infeccion muestra una gran diferencia entre 1as lecturas de BALB/C y CD1. En la grafica
10 se puede apreciar que !as lecturas de CD1 se incrementan casi al doble de las de
BALB/C. Asi, en el dia 1 de cultivo de macréfagos, BALB/C da una lectura de 0.076 y
CD1 da 0.182 ; en el dia 2 BALB/C da 0.07 y CD1 da 0.171; y al dia 3, BALB/C da una
lectura de 0.G87 y CD1 da 0.162. Como se puede apreciar, en este ensayo, se obtuvieron
mejores resultados con fa cepa CD1 que con la BALB/C, y que el dia 1 de cultivo resulta
ser con el que se tienen lecturas més altas.

Se observan casi los mismos resultados con el ensayo que se hizo con los
macréfagos obtenidos 3 dias después de infectados los ratones. En la grafica 11 se
aprecia el incremento de las lecturas obtenidas por CD1: en el dia 1 de cultivo de
macréfagos, BALB/C da una lectura de 0.091 y CD1 da 0.13 ; en el dia 2 BALB/C da
0.05% y CD1 da 0.135 y en el dia 3, BALB/C da 0.081 y CD1 da una lectura de 0.118.

En la grafica 12 se muestran los resultados de la respuesta de BALB/C y CD1 en
el dia 4 después de obtener los macréfagos. En los dias de cultivo de macrdfagos 1y 2
se sigue observando el incremento de la respuesta de CD1: En el dia 1 BALB/C da una
lectura de 0.019 y CD1 da 0.068 (aqui la diferencia es muy grande), y en el dia 2 de
cultivo BALB/C da 0.02 y CD1 da 0.032. Sin embargo, en e! dia 3 de cultivo de
macrofagos BALB/C da una lectura mayor (0.065) que CD1 (0.043).

En el dia 5 después de obtener los macréfagos (grafica 13) también se obtienen
lecturas mas aftas con CD1 que con BALB/C. Asi, en el dia 1 de cultivo de macrdfagos
BALB/C da una fectura de 0.126 y CD1 da 0.149, en el dia 2, BALB/C da 0.063 y CD1 da

0.123, y al dia 3 BALB/C da 0.077 y CD1da 0.091.



De todo lo anterior, en lo referente a cual cepa es la méas apropiada, se puede
decir que con la cepa abierta CD1 se obtienen mejores resultados, los cuales se reflejan
en lecturas aitas. Y que se trabaja mejor cultivando los macréfagos en el dia 1 después
de extraerlos, aunque no hay mucha variacién si se cultivan al dia 2y 3.

Se puede explicar lo anterior teniendo en cuenta que los ratones CD1 al ser de
cepa abierta responden mejor a una infeccién con denguevirus, ya que la enfermedad del
dengue no esta ligada a algun factor genético. Los macréfagos infectados con
denguevirus de ratones BALB/C al ser de una cepa singénica no responden de igual

forma que como responderian los macrofagos humanos.
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5. CONCLUSIONES

Se lograron recuperar los cuatro serotipos de los virus del dengue cepas prototipo
y silvestre, utiizando para elfo cultivos de células C6/36; las cuales resultaron ser
altamente susceptibles a la infeccion con éstos virus, ya que se obtuvieron tituios virales
apropiados para realizar los ensayos que se practicaron en este trabajo.

En cuanto a las técnicas empleadas para hacer la titulacion viral, se puede decir
que se perfeccionaron las condiciones del manejo y tratamiento de variables tales como
gué pase viral es el apropiado para obtener una mayaor recuperacion del virus, el tipo de
célula con que se puede practicar mejor la titulacion; ademas de que se probaron dos
técnicas de titutacion, siendo la titulacion por ELISA de captura de antigeno la que resultd
ser mas efectiva en cuanto a tiempos y resultados.

Se alcanzd ef grado de infeccién en los ratones necesaric para recuperar
macrofagos marcados con el antigenc del dengue, los cuales resultaron idoneos pafa
practicar un ensayo de CELL-ELISA. Con este ensayo se comprueba que se lleva a cabo
el reconocimiento del antigeno expuesto en ta superficie de dichos macrofagos.

Ademaés, se concluye que al emplear la cepa de ratones CD1 se tienen mejores
resultados en la técnica de CELL-ELISA mostrando mayor susceptibilidad a |z infeccion.

Sin embargo, para evaluar la sensibilidad y especificidad de la prueba es
necesario continuar con mas estudios gue involucren medidas estadisticas que midan los
parametros antes mencionados.

Con todo lo anterior, podemos sefialar que para las infecciones con denguevirus,
el uso de los modelos murinos se empleara mas a futuro para evaluar el comportamiento
inmunolégico experimental molecular tal como la evaluacién de: niveles de citocinas (I1L-6,

INF-o, By ¥, TNF, y otras posiblemente involucradas). La participacian relevanie de las
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plaquetas en FDH y sus consecuencias, la generacion e importancia de las clases de
inmunoglobuiinas, fa activacién de los macréfagos v tinfocitos y sobretodo la presentacion
de antigeno por macrofagos y conocer los péplidos -relevantes que son presentados por
estos macréfagos y que representan a nivel molecular los verdaderos epitopos
inmunoldgicamente importantes.

Con el comportamiento y aplicacion de estas técnicas se facilitara fa instalacion del
estudio del dengue, en un modelo animal sencillo y econémico que nos llevara a
contestar preguntas acerca de la enfermedad sobre todo a nivel molecular; no olvidando
ta importancia que representan los sintomas y las pruebas inmunoltgicas actuales que se

evaluaron aqui.
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PREPARACION DE SOLUCIONES

BENZAL AL 10% CON ALCOHOL AL 70%

Benzal ............cooeee. 100 mL
Etanol...........cccovvvevnie 700 mL
AU 200 mL

Soin. para desinfectar superficies.

DMEM/10% SFB (MEDIO DE CRECIMIENTQO)

DMEM 2X .o, 500 mL

SFB. e 100 mL
Bicarbonato................ 10 mL
AQUAL.coeieeee e completar a 1000 mL
8% BAPBS

NaCl.....iis 8g

KCL o 02g

NaHPOy. ..o 09g

KHaPOa e 0.105g

ABOMING ..o 80g
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DMEM f 0.4 ALBUMINA BOVINA (MEDIC DE MANTENIMIENTO)

DMEM 2X. e 500 mL
8% BAPBS ... 50 mL

Agua desionizada........... 500 mL
Ajustar pH

FTA BUFFER

Cloruro de sodio............... 7.65¢g
Fosfato disddico................ 12699
Fosfato monosédico............ 0.1g
Fosfato monopotasico....... 02113 g

PBS-GELATINA

FTA-buffer............... 186 g
Gelatina.................. 0.1g
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Agua desionizada....200 mL

FORMOL-PBS pH=7
Formaidehido 38%............. 100 mL
Fosfato sédico dibasica....... €59

Fosfato sodico monobasico....4 g

Agua desionizada.............. 900 mL

GELATINA AL 5% EN PBS

Gelatina.............. 59

PBS pH=7.4....... 100 mL

TWEEN 20 AL 0.05% EN PBS

Tween 20, 0.05 mL
PBSpH=74......... 100 mL

FOSFATO DIBASICO 0.2 M

Fosfato dibasico............1.432 g
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ACIDO CITRICO 0.1 M

Acido citrico.....oooeee 0.420 49

DICLORHIDRATO DE O-FENILENDIAMINA

O-Fenilendiamina..........ccc.ouui. 25mg
Acido citrico 0.1 M.l 1.5mL
Fosfato dibasico0.2M............. 1.62 mL
Peréxido de hidrégeno............. 10 ul

CLORURO DE AMONIO AL 0.17 M

Cloruro de amonio.................... 453 g

SOLUCION SALINA EQUILIBRADA DE HANKS 10X

SOL. A
NaCh.............. 40 ¢
KCL s 2g

Se disuelven 0.70 g de CaCl, en 30 mL de agua desionizada y lentamente se
agregan a la solucién de las otras sales precipitadas, agitando constantemente. Afiadir
una cantidad suficiente de agua destilada para aumentar el volumen total a 250 mL.
Adicionar la scln. b.
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SOLN. 8

Naz HPOy o 030G
KH2 HPO,
Glucosa....covveee e 50g
Rojo de fenol............... 0059

Se mezclan con agua bidestilada para obtener 250 mL.

MEDIO CON CARBOXIMETILCELULOSA

SFT. e 25 mL
Medio MEM. ............ 25 mi.
CMCal 3%..ccocovnneneene 100 mL
Penic-Strept........ccceeeee 25mL
Bicarbonato 7.5%......3.5mL
Agua desioniz.............. 250 mL

CARBOXIMETILCELULOSA {CMC) AL 3%

Agua desion....100 mL

NAPTOL BLUE-BACK

Naptol . oo 08g
Acetato de sodio anhidro........ 1369
Acido acético glacial................ 60 mL
Agua desion. aforara ... 1000 mL



BUFFER OE CARBONATOS ApH =9.8

Soluciéon A; Bicarponato de sodio TOM ... 84 g/1000 mL agua

Solucién B: Carbonate de sodic 1.0M ... 100 g/1000 mL agua
Agregar 45.3 mL de sol. A con 18.2 mL de sol. B.

Afiadir agua destilada ¢.b.p. 1000 mL
AjustarpHa 9.6

LIQUIDO DE HAYEN

Dicloruro de mercumio..............coeeeee. 05g
Cloruro s6dico ..., 1g
Sulfato $6dICo.........ocveeie e 5¢g
Agua destilada aferara ..................... 200 mL
LIQUIDO DE TURK

Acido acético glacial............c.c........ 1mL

Soln. al 1% de azul de metifeno...1 mL
Agqua destilada aforara ... 100 mL
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