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RESUMEN
El dengue es la enfermedad viral re-emergente transmitida por artréopodos mas

importante a nivel mundial y constituye uno de los mayores retos de la salud publica. En
México, la Secretaria de Salud encontré que el nUmero de casos de dengue incrementa
afio con afio y durante el 2009 se reportaron 31836 casos, de los cuales 25929 son casos
confirmados de Fiebre por Dengue (FD) y 5907 son casos confirmados de Dengue
Hemorragico (DH). A pesar de la morbilidad mundial causada por la infeccién con Virus
Dengue (VD), ni la patogenia, ni el ciclo de trasmision de este virus han sido comprendidas
completamente. Hasta el momento se sabe que los humanos, asi como los primates y los
mosquitos son las Unicas especies susceptibles de manera natural al virus; ademas,
Unicamente los humanos desarrollan las manifestaciones clinicas propias de la infeccién.
Se ha visto que los pacientes con dengue muestran una variedad de tipos celulares como
las células dendriticas, monocitos, macréfagos, linfocitos y células endoteliales que son
infectadas a diferentes tiempos en el curso de la enfermedad, a demas, cultivos de lineas
celulares de fibroblastos, macroéfagos, epiteliales y endoteliales han mostrado poder
replicar al virus de manera in vitro.

En estudios previos realizados por nuestro grupo se encontré anticuerpos contra el VD y la
presencia de la proteina no estructural NS1 y del VD2 en algunas especies de murciélagos,
entre los que también se encuentran murciélagos Artibeus sp., siendo esta la primera
evidencia que demuestra la presencia del VD en murciélagos de México. El objetivo del
presente estudio es determinar si los cultivos de fibroblastos y macréfagos de murciélagos
del Artibeus sp. son susceptibles a la infeccién por VD2.

En este estudio se encontré que los cultivos primarios de fibroblastos procedentes de
biopsias de la oreja de Artibeus sp. son refractarios a la infeccién.

En cuanto a los cultivos primarios de macréfagos derivados de sangre periférica y bazo se
encontrd por citometria de flujo que existen dos poblaciones de monocitos/macrofagos
gue presentan el receptor de superficie CD14. Se detectd que las células CD14 positivas
son permisivas al VD2 y ademas estas células se infectan con mayor velocidad que los
macréfagos de humano. Como se sabe, el humano es el Unico reservorio que se ha
descrito en el continente americano que puede replicar al VD de manera natural, el hecho
de haber encontrado valores mayores de produccién de proteina NS1 en los macréfagos
de murciélago que en los de humano podria indicar una mayor o similar susceptibilidad a
la infeccidn. Este resultado resalta la posibilidad de que el VD pueda infectar a los
murciélagos ademas de al ser humano en nuestro medio.

Es necesario sefalar que en nuestro pais poco se sabe de las enfermedades transmitidas a
través de la fauna silvestre, en especial los murciélagos, siendo este trabajo pionero en
ese aspecto.
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INTRODUCCION

I.1. Caracteristicas del Virus Dengue

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante, ya que
produce la fiebre hemorragica de mayor incidencia a nivel mundial y constituye uno de los
mayores retos de la salud publica (Martinez, 2006). El Virus Dengue (VD) es un arbovirus
icosaédrico envuelto, que consta de una sola cadena de RNA con polaridad positiva
(RNA+) de 10.7 kb, cuyo unico marco de lectura abierto codifica para las tres proteinas
estructurales: C de capside, E de envoltura y M de membrana (misma que es sintetizada
inicialmente como un precursor PrM) y para siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (fig. 1). Existen evidencias experimentales que sugieren que
NS1, NS3-NS2b y NS5 tienen un papel relevante en el proceso de replicacidn viral (Pereray

Kuhn, 2008). Este virus pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae (Henchal et

al., 1990).

Procesamiento
Co-traduccional

10.7 Kb
estrflz;:.l::ales Genes no estructurales 3

m—mmmmm

AIA

HNMS

Figura 1. Orgamzauon de genoma del VD. El marco de lectura del VD, esta flanqueado por dos
regiones no traducidas, codifica para tres proteinas estructurales: C, M y E, y siete proteinas no
estructurales: NS1 a NS5. Los triangulos en blanco indican posibles sitios de cortes enzimaticos. Los
triangulos en negro indican posibles sitios de cortes proteoliticos después de dos aminoacidos
basicos. El rombo indica un sitio de corte por una proteasa no identificada (Modificado de: Del
Angel, 2006).




Se pueden distinguir 4 serotipos de VD (VD1, VD2, VD3 y VD4) que co-circulan en
México desde 1978. Dichos serotipos son transmitidos al ser humano por la picadura de
los mosquitos del género Aedes (A. aegypti, A. albopictus, y A. polynesiensis) (Malavige et

al., 2004).

La infeccién de la hembra del mosquito con VD ocurre durante la alimentacién con
sangre infectada del hospedero. Durante los 10 dias siguientes a la ingesta de la sangre, la
replicacion del virus sucede en diferentes tejidos del mosquito y finalmente se infectan las
glandulas salivares. La infeccién dichas glandulas y la posterior inyeccion de la saliva
infectada en otro humano, es el evento clave en el ciclo de transmision del VD. (Cao-

Lormeau, 2009).

1.2. Tipos celulares susceptibles al Virus Dengue

La patogénesis del Dengue Hemorragico (DH) y Sindrome de Choque por Dengue
(SCD) requiere la identificacidn precisa de las células permisivas al VD. Lineas celulares de
mamiferos como las células de rifidn de mono verde africano (Vero), las de rifién de
hamster lactante (BHK-21), asi como también el cerebro de ratones lactantes se han
empleado para la propagacién del VD (Imbert et al., 1994), sin embargo la linea celular de
mosquito C6/36 procedente de intestino de A. albopictus es la mas usada hoy en dia para
aislar, propagar y mantener el virus (Pandey et al., 1998). Los tipos celulares antes
mencionados, ademds de ser empleados para la propagacion viral, también se usan para
el andlisis de diagndstico, estudios antivirales, busqueda del receptor viral y estudios de
replicacion (Bente et al., 2006). Los monocitos/macréfagos constituyen una célula blanco
para el VD el cual es capaz de replicarse in vivo e in vitro, también puede infectar a las
lineas celulares de monocitos/macréfagos humanos U937 y TPH-1 (Brant et al., 1982;
Anderson et al., 1997). Los macréfagos son parte importante de la inmunidad innata y se
derivan de los monocitos presentes en la médula 6sea (Chaturvedi et al., 2006) y en el
bazo (Swirski et al., 2009). Los monocitos circulantes experimentan diferenciacion vy

migran a través de las paredes de los bazos sanguineos a varios tejidos, donde maduran



en macréfagos residentes de tejido especificos. Se ha identificado que las células
dendriticas derivadas de monocitos también pueden ser activadas e infectadas por el VD.

(Cheny Wang, 2002).

La presencia de antigeno viral ha sido reportada en tejido hepatico y neuronal de
pacientes que padecieron una severa infeccion por VD, sugiriendo la posible replicacién

del virus en estas células (Chaturvedi et al., 1991; Marianneau et al., 1997).

El solo contacto de un virus con un individuo susceptible puede ser insuficiente si
barreras como la piel no pueden ser traspasadas. Los ectoparasitos que se alimentan de
sangre pueden ser jeringas hipodérmicas efectivas, permitiendo que el patdgeno atraviese
la piel, pero si este no se adapta al nuevo hospedero, entonces no ocurre una infeccién
productiva (Kunz, 1982). Para el caso del VD, los mosquitos del género Aedes son los

encargados de inocularlo hipodérmicamente.

1.3. Ciclo de replicacion del Virus Dengue
I.3. a. Entrada y desensamble

De la misma forma como ocurre con otros virus, el paso inicial en la infecciéon por
VD requiere la interaccion entre la particula viral y el receptor presente en la superficie de
la célula hospedera, este ultimo juega un papel importante en el tropismo viral. Una clase
de proteina de fusion arquitectdnica y evolutivamente distintiva es encontrada en los
flavivirus, como Yelow Fever Virus (YFV), West Nile Virus (WNV) y VD. En el VD la molécula
de fusién es la proteina de envoltura viral E, que en solucién se encuentra formando
dimeros (fig. 2) (Modis et al., 2004). La proteina E es la proteina viral mas expuesta y es la

gue interacciona con el receptor (Crill et al., 2001).



amarillo y el dominio Ill es azul. b, dimero E. Es la conformacién de la particula viral madura y en solucién a
un pH de fusién. ¢, empaquetamiento de la proteina E sobre la superficie del virus. Reconstrucciones en un
microscopio electrénico muestran el empaquetamiento de 90 dimeros de la proteina E (Modis et al.,
2004).

El mecanismo de fusidn del VD con la célula huésped se describe a continuacién.
Primero, la asociacién de la proteina E con el receptor en la superficie celular, se
lleva a cabo a través del dominio Il de la proteina viral (fig. 3a). Esta unién al receptor

promueve la endocitosis del virus.

Después el pH bajo del endosoma genera la disociacidn de los dimeros de proteina

E para exponer sus péptidos de fusion seguidos de los dominios Il y | (fig. 3b).

Las proyecciones hacia afuera del dominio Il destruiran la disposicion apretada
sobre la superficie viral, permitiendo el re-arreglo de los mondmeros de proteina E
adyacentes, esto da lugar a la formacién de trimeros (intermediarios de prefusién). El
intermediario de prefusién hace un puente entre la célula hospedera y la membrana viral

(fig. 3c).

En la formacién de los trimeros se exhibe en un extremo el péptido de fusién y en
el otro el dominio I. El dominio Ill cambia de lugar y gira, plegando su C terminal hacia el

péptido de fusion (fig. 3d).




La formacion de la estructura de hemifusidén junto con los prospectos fusionados
distales y los prospectos distales no fusionados, (fig. 3e) parece ser un intermediario
esencial en el mecanismo de fusion. Las estructuras de hemifusion pueden flanquear un
poro estrecho. La migracion de los segmentos transmembranales a lo largo de un poro
transitorio puede prever su cierre. Asi, los segmentos transmembranales rodean a los
dominios Il de la estructura de fusidon conduciendo a la formacién de un poro (fig. 3f)

(Modis et al., 2004).

a b c

d e f

Figura 3. Mecanismo propuesto para la fusion mediada por la proteina E. a, E se une
al receptor en la superficie celular y el viridn es internalizado. b, El pH bajo del
endosoma causa que el dominio Il se exponga en la superficie viral mostrando el
péptido de fusidn. c, El péptido de fusidn se inserta en la membrana de hospedero
promoviendo la formacién de los trimeros. d, Se extiende la formacién de los
dimeros. El dominio Ill rota para crear los sitios de contacto de los trimeros, la
porcién del C terminal se comienza a plegar hacia el péptido de fusidn. e, Un trimero

adicional entra en contacto y el dominio Il primero lleva a la hemifusién. f, después a
la formacién de un poro de fusion lipidico (Modis et al., 2004).

1.3.b. Receptores celulares al Virus Dengue
Cualquier componente de la membrana celular, incluyendo carbohidratos, lipidos y
proteinas puede ser un receptor viral, dependiendo del virus. Esos componentes de
membrana sirven para el funcionamiento normal de la célula y son usados por los virus

para unirse y entrar a ella (Mufioz et al., 1998).



Diversos grupos alrededor del mundo han dirigido sus esfuerzos a la busqueda de los
receptores celulares para el VD, y han descrito moléculas como el glicosaminoglicano
heparan sulfato (SH), al cual se une el virus a través de la interaccién con la proteina E
(Chen et al., 1997). Dado que el SH esta presente en una gran diversidad de células, su
interaccion con el virus permite la adsorcion viral en la superficie de distintos tipos

celulares.

En el caso especifico de las células dendriticas, que estan presentes en la piel del
huésped humano y que son de las primeras que se infectan con dengue, la unién ocurre
entre la molécula de adhesion intracelular 3 (ICAM3), molécula intracelular de adhesién
molecula-3-Grabbin no integrina especifico de células dendriticas (DC-SIGN), y los residuos
de manosa de la asparagina 67 de la proteina E viral. DC-SIGN también permite la unién de
otros virus (virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), Hepatitis C, Ebola vy
Citomegalovirus) a las células dendriticas (Navarro et al., 2003; Tassaneetrithep et al.,
2003; Lozach et al., 2005). Por otro lado, se ha identificado a la laminina de 37/67 kDa y a
la proteina de 78 kDa regulada por glucosa (GRP78) como moléculas receptoras para VD1
y 2, respectivamente, en células hepaticas Hep G2 (Thepparit y Smith, 2004;
Jindadamrongwech et al., 2004). En monocitos y macrdfagos, se identificd a las proteinas
de choque térmico (HSP) de 70 y 90 kDa (HSP70 y HSP 90) como parte del complejo de

receptor viral (Reyes del Valle et al., 2005).

Se han identificado otras proteinas con diferentes pesos moleculares en distintas
lineas celulares como posibles receptores para el VD. Por ejemplo, una proteina de 45 kDa
en células C6/36 (Salas et al., 1997), una proteina de 74 kDa en células Vero (Martinez —
Barragdn et al., 2001), una proteina de aproximadamente 40 a 45 kDa en una linea celular
de células B y otra de 70 a 75 kDa en una linea de mielomonocitos (Bielefeldt - Ohmann,
1998), una proteina de 105 kDa en células de eritroleucemia (Rothwell et al., 1996) y dos
proteinas de 29 y 43 kDa en una linea celular de endotelio (Wei et al., 2003). Usando

cromatografia de afinidad, se ha descrito que en los monocitos y macréfagos hay



proteinas de membrana de 27, 45, 67 y 87 kDa que son probables receptores para el VD
(Moreno - Altamirano et al., 2002). También se ha determinado que el virus se une a una
proteina de 65 kDa en la linea celular de neuroblastoma de ratédn N1E-115, asi como
también en cerebro de ratdn y su expresion es diferencial, mostrando en este ultimo
incremento a los dias 5, 3 y 1 prenatales, asi como 1, 3 y 7 pots-natales (Garcia, 2000). Lo
anterior concuerda con lo reportado en células de neuroblastoma de raton N1E-115y de
humano SK-NSH en donde se determind que el posible receptor es una proteina de

membrana de 65 kDa sensible a la tripsina (Ramos — Castaiieda et al., 1997).

Después de que ha ocurrido la fusién, la capside es liberada en el citoplasma, las
proteinas de la capside y el RNA+ se disocian y comienza la replicacion de éste (fig. 4)

(Mukhopadhyay et al., 2005).

I.3.c. Traduccidn y procesamiento de la poliproteina
A partir de las cadenas de RNA+ se da la sintesis de la poliproteina viral. Las
proteinas estructurales son translocadas y ancladas en el reticulo endoplasmico (RE)
mediante varias secuencias sefial y dominios de anclaje a la membrana (fig. 4)

(Mukhopadhyay et al., 2005).

1.3.d. Ensamble y maduracién
Inicialmente, las particulas inmaduras son formadas en lumen del RE. Esas
particulas contienen a las proteinas E, prM, C y membrana lipidica. Posteriormente el prM
es cortado en la red del Trans Golgi Network (TGN) dando cdmo resultado una particula
viral madura. Las particulas subvirales también son producidas en el RE, pero sélo
contienen a las proteinas E y prM, carecen de capside y RNA+, haciendo de estas
particulas no-infecciosas. El virus maduro y las particulas subvirales son liberados del

hospedero por exocitosis (Mukhopadhyay et al., 2005) (fig. 4).
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Figura 4. Ciclo de replicacién del VD. El virus se une a la superficie de la célula hospedera a través de
su receptor y posteriormente entra por endocitosis. La acidificaciéon del endosoma genera cambios
conformacionales en el viridn, la fusion de la membrana viral con la celular y el desensamble de la
particula viral. EIl RNA+ es liberado en el citoplasma y es traducido en una sola poliproteina que es
procesada co y post traduccionalmente por las proteasas virales y del hospedero para dar lugar a las 3
proteinas estructurales y las 7 proteinas no estructurales. El ensamble de los viriones se realiza en la
superficie del RE cuando las proteinas estructurales y el RNA sintetizado de novo géman desde el lumen
del RE. El resultado es una particula no infecciosa la cual es trasportada al TGN, finalizando en una
particula madura e infecciosa. Los virus maduros y los subviriones son liberados por exocitosis
(Mukhopadhyay et al., 2005).

1.4. Manifestaciones clinicas

La infeccidon por VD genera una entidad patoldgica cuyas manifestaciones clinicas
varian en severidad, que pueden ir desde la fiebre del dengue (FD) o dengue clasico donde
origina fiebre, leucopenia, cefalea, dolor retro orbital, mialgias, artralgias y exantema
hasta la fiebre hemorragica o dengue hemorragico (DH) que es caracterizado por un
incremento en la permeabilidad vascular, hemorragias, trombocitopenia, coagulopatias,
hipovolemia, hipotensidon (OMS, 1997), edema cerebral, excrecién de productos téxicos,
dano hepatico fulminante y alteraciones en el sistema nervioso central (SNC) (Muzaffar et

al., 2006). Finalmente, la complicacion mas grave es el sindrome de choque por dengue



(SCD) donde se presenta frio, hipotension, pulso rapido, piel himeda y es potencialmente

fatal (OMS, 1997).

Los monocitos/ macréfagos infectados pueden activar mecanismos efectores para
producir linfocinas vasoactivas que causa el dafio endotelial y eventualmente al DH/SCD

(Zhihua et al., 2007).

I.5. Susceptibilidad y severidad de la infeccion

Se ha propuesto que la susceptibilidad y la severidad de la infeccion por VD varian
con respecto a la edad de los individuos; sin embargo, esta relacion aun no ha sido
cuantificada (Egger et al., 2007). De acuerdo a los reportes epidemiolédgicos de la
Secretaria de Salud de México, los nifios y adultos jovenes tienen mayor incidencia a la
infeccion por VD (fig. 5) (SS de México, 2009). Hay estudios realizados en comunidades
infestadas por A. aegypti, como el estado de Colima en donde se ha determinado que el
riesgo relativo de adquirir la infeccién es independiente de la edad, el sexo o el nivel
socioeconémico (Espinoza et al., 2003). Por otro lado, se ha propuesto que la edad es un
factor importante en la determinacidon del riesgo relativo para la severidad de la
enfermedad después de una infeccién primaria, encontrandose que los adultos tienen

mas probabilidad de presentar una segunda infeccion (Egger et al., 2007).
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Figura 5. Casos confirmados de dengue por grupos de edad en México durante el 2009 (SS de México,
2009).




1.6. Respuesta inmunoldgica

Los anticuerpos actian como un arma de importancia inmunoldgica en la
prevencion y el control de muchas infecciones. Aquellos que son especificos contra un
virus pueden neutralizarlo evitando la infeccién viral, promoviendo la lisis celular
uniéndose a las células infectadas por opsonizacién y activando la cascada del

complemento (Pupo et al., 2004).

Sin embargo, los anticuerpos especificos para un serotipo de VD pueden
incrementar o “amplificar” la replicacién viral de otro serotipo de VD diferente al de la
primera infeccién, este es un efecto hipotético conocido como Amplificacion de la
infeccion Dependiente de Anticuerpos (ADA) (fig. 6) mismo que se cree desempefia un
papel importante en la patogénesis de DH y del SCD. EI DH y el SCD tienen una respuesta
inmune secundaria como factor de riesgo. La reemergencia de mas de un serotipo vy la
circulacion de éstos simultdneamente, incrementan el riesgo de la infeccién secuencial. En
particular, fendmeno ADA sucede cuando el virus infectante forma un complejo con
anticuerpos no neutralizantes, a través de los receptores FcyR en las células fagociticas
mononucleares favoreciendo la infeccidn de estas células. La replicacion del virus induce a
las células infectadas a liberar mediadores vasoactivos que producen permeabilidad

vascular y manifestaciones hemorragicas y clinicas tipicas del DH (Pupo et al., 2004).

Se ha observado que anticuerpos IgM e IgG para el VD pueden presentar
reactividad cruzada entre los serotipos del virus dengue y otros flavivirus, generando que
se active el complemento, lo que puede contribuir con la disminucidn del numero de

plaguetas y la trombocitopenia observada en estos pacientes (Falconar, 1997).
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Figura 6. Modelo de la Amplificacion Dependiente de Anticuerpos para la replicacion viral. El anticuerpo
(Ab) requiere ser heterotipico para la replicacion del virus. Durante una infecciéon primaria por VD de
cierto serotipo se forman Ab neutralizantes en el hospedero. Durante una infeccion heterotipica
subsecuente por VD, estos Ab no pueden neutralizarlo y en su lugar el complejo Ab-VD se une a los
receptores Fc (FcyR) de los monocitos y macréfagos que circulan, de tal manera que facilita la entrada de
la célula. El resultado final es un aumento en la replicacién viral conduciendo a una enfermedad mas
severa como DH y SCD (Whitehead et al., 2007).

I.7. Epidemiologia

El vector del VD es el mosquito A. aegypti, pero A. albopictus y A. polynesiensis
pueden ser también vectores importantes dependiendo de la localizaciéon geografica. Por
ejemplo, se encontrd que A. albopictus en ocasiones trasmite el VD en Tailandia, Isla
Samoa, India, Singapur y México (Malavige et al., 2004). La extensa distribucion
geografica de la infecciéon por VD correlaciona con la distribucion del mosquito vector e
incluye las zonas tropicales y subtropicales del mundo (fig. 7), en las cuales ademas se
encuentran las naciones con mayores carencias econémicas, de salud y con en el mayor

aumento en la densidad poblacional (Guzman et al., 2002).
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Figura 7. Distribucién mundial de Aedes aegyptiy areas con actividad epidémica del VD
(Malavige et al., 2004).

Se conoce poco acerca del mantenimiento del VD en las poblaciones durante los
periodos de interepidémia, los cuales se caracterizan por la sequedad del terreno. Se ha
descrito que el virus sobrevive en estos periodos en los huevos de A. aegypti, pero la
transmisidn transovarica es aparentemente ineficiente y no se ha identificado como un

reservorio para el VD en areas urbanas (Platt et al., 2000).

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) la trasmisidon del
VD ha aumentado significativamente a nivel mundial (Maguina et al., 2005). En México la
Secretaria de Salud encontré que el nUmero de casos incrementa afio con afio y durante el
2009 se reportaron 31836 casos, de los cuales 25929 son casos confirmados de FD y 5907
son casos confirmados de DH. Los estados con mayor riesgo para la enfermedad son:
Veracruz, Colima, Tamaulipas, Guerrero, Nuevo Ledn, Chiapas, Yucatan, Oaxaca, Sinaloa,
Nayarit, Campeche, Tabasco, Sonora, Quintana Roo, Michoacdn y Jalisco (fig. 8) (SS de

México, 2009).
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Figura 8. Nivel del riesgo de transmision de Dengue en México. (SS de México).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el Dengue es considerado como
la segunda infeccidn re-emergente mds importante entre las enfermedades tropicales y
subtropicales. Asi mismo manifiesta que, mas de 100 paises reportan casos de Dengue y
mas de dos quintas partes de la poblacion mundial viven en areas con riesgo potencial de
adquirir la infeccidn; se ha estimado que cada afio se presentan de 50 a 100 millones de
casos de FD, de 250 a 500 mil casos de DH y alrededor de 25 mil personas fallecen por

ésta enfermedad anualmente (PAHO, 2007; Gibbons y Vaughn, 2002).

1.8. Reservorios naturales y modelos de estudio del dengue

A pesar de la morbilidad mundial causada por la infeccidn con VD, ni la patogenia,
ni la transmision de este virus han sido comprendidas a la perfeccion dado que los
humanos, asi como los primates no humanos y los mosquitos son los Unicos hospederos y
reservorios naturales del VD, conocidos hasta el momento (Henchal et al., 1990); ademas,
Unicamente los humanos desarrollan las manifestaciones clinicas propias de la infeccién

por VD. (Bente et al., 2006).
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El estudio de esta enfermedad ha sido obstaculizado por la carencia de modelos
tanto in vitro como in vivo; aunque tradicionalmente se han utilizado los modelos de:
primates no humanos, monos, ratones neonatos, ratones inmunocompetentes, ratones
inmunocomprometidos y lineas celulares (Bente et al., 2006). Pese a la cercania que existe
entre los humanos y otros primates, estos ultimos no muestran signos de la enfermedad
después de la inoculacion con el VD. Algunos de los primates no humanos mas
extensamente usados dan Unicamente informacion acerca de la inocuidad de las vacunas;
pero no hay buenos ensayos de eficacia de la vacuna contra el dengue, puesto que la
inoculacidn del virus en monos da una baja y transitoria viremia y no otros signos de los
sintomas. Por lo tanto, los modelos de virulencia y enfermedad han tenido que ser mas
complejos e incluye el uso de los cultivos primarios de células humanas (Rico-Hesse,

2007).

El modelo de ratédn inmunocompetente mas prometedor es la cepa de ratén A/J; la
cual presenta trombocitopenia, incremento del hematocrito, decremento en los
leucocitos, paralisis, y es mas sensible a la infeccién con VD que los ratones de la cepa

Balb/c o B6 (Bente et al., 2006).

El modelo de ratéon inmunocrompometido son los ratones knockout AG129, los
cuales carecen de interferon (INF-o/B) y del gen del receptor de IFNy; éste modelo fue
propuesto por que los ratones deficientes de IFN muestran incremento en la
susceptibilidad a la infeccidn con VD y hay evidencia de que los interferones a, By y
pueden estar involucrados en la patogénesis desarrollada en los humanos. La inoculacién
de estos ratones con VD2 causa paralisis de las extremidades posteriores, ceguera y

posteriormente la muerte (Bente et al., 2006).

La identidad evasiva de los reservorios virales provee una fuente continua de
especulaciones y se ha sugerido que los quirdpteros pueden ser reservorios naturales de

muchas enfermedades (Kunz, 1982).
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1.9 Quirdépteros
Los quirdpteros se dividen en dos grandes grupos: suborden Microchiroptera y
suborden Megachiroptera, los cuales después de los roedores son los mamiferos mas

abundantes, diversos y dispersos geograficamente (Tabla 1) (Calisher et al., 2006).

El suborden Megachiroptera esta representado por la familia Pteropodidae con
alrededor de 186 especies. A esta familia se le conoce mejor por el sobrenombre de zorros
voladores, debido a la semejanza de su rostro con los zorros, ademas de que se orientan y
comunican por medio de la vision y los sonidos, y no mediante la ecolocacién. Son
especies de tamafio grande, algunas de las cuales pueden pesar mas de un kilogramo y
tener una envergadura mayor a un metro. Existen numerosas especies que se alimentan
de frutos, néctar y polen. Se distribuyen exclusivamente en las regiones tropicales de

Australia, Asia y Africa.

El suborden Microchiroptera, esta representado por aproximadamente 17 familias
y 760 especies que se comunican principalmente por medio de ecolocacién y por lo
general son de tamaiio pequefio. Poseen rostro simple u ornamentado con membranas,
verrugas o pliegues y los ojos son generalmente pequefios. Dependiendo del tipo de
alimentaciéon pueden tener rostro alargado o corto. El pelaje de estos murciélagos
muestra una gran variacidn en cuanto a color y tamafio. Varias de estas especies tienen
lineas en el dorso (ej. Chiroderma villosum), en el rostro (ej. Dermanura spp.), manchas
distintivas en el dorso (ej. Euderma maculatum) o sobre los hombros (ej. Sturnira lilium),
mientras que su coloracion varia desde el blanco (ej. Diclidurus albus) hasta el negro (ej.
Molossus rufus) pasando por el amarillo oro (ej. Noctilio leporinus), anaranjado (ej.
Rhogueessa spp.), rojo (ej. Lasiurus blossevilli) y moreno o gris (ej. Balantiopteryx plicata).
Ciertas especies muestran coloracion discontinua como las lineas faciales de los Artibeus
sp. o las manchas sobre los hombros o las bases de las orejas de Sturnira y Centurio, lo

que actla como una coloracidon disruptiva al romper el entorno de la silueta del
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murciélago contra el fondo sobre el cual los rayos de luz reflejan la forma del animal

(Romero-Almaraz et al., 2006).

Tabla 1. Numero de especies de quirdpteros, por suborden, familias y género (Calisher et
al., 2006).

Suborden y familia No. de géneros | No. de especies

Megachiroptera, Pteropodidae 42 186

Microchiroptera

Craseonycteridae 1 1
Emballonuridae 13 51
Furipteridae 2 2
Hipposideridae 9 81
Megadermatidae 4 5
Molossidae 16 100
Mormoopidae 2 10
Mystacinidae 1 2
Myzopodidae 1 1
Natalidae 3 8
Noctilionidae 1 2
Nycteridae 1 16
Phyllostomidae 56 160
Rhinolophidae 1 77
Rhinopomatidae 1 4
Thyropteridae 1 3
Vespertilionidae 47 407

Si los microquirdpteros y los megaquiropteros representan un grupo monofilético
natural o si los megaquirépteros representan un vestigio del linaje primate sin relacién
con el linaje de los microquirdpteros es aun desconocido; sin embargo hay caracteristicas
compartidas en las estructuras neurales relacionadas con la vision entre los
megaquirdpteros y los primates que no han sido encontradas con ningun otro grupo de

mamiferos (Mindell et al., 1991).

La familia Phyllostomidae (murciélagos con hoja nasal) es exclusiva de Américay la
mas diversa en las regiones tropicales de este continente. Algunos de sus representantes
tienen una distribucion altitudinal muy amplia que varia desde el nivel del mar hasta mas
de 3000 metros sobre el nivel del mar (msnm). En México esta familia representada por

cinco subfamilias (Macrotinae, Micronycterinae, Desmodontinae, Vampirinae vy
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Phyllostominae), 35 géneros (Macrotus, Glyphonycteris, Micronycteris, Trinycteris,
Desmodus, Diaemus, Diphylla, Chrotopterus, Trachops, Vampyrum, Lonchorchina,
Macrophyllum, Mimon, Phylloderma, Phyllostomus, Tonatia, Anoura, Choeroniscus,
Choeronycteris, Glossophaga, Hylonycteris, Leptonycteris, Lichonycteris, Musonycteris,
Carollia, Centurio, Chiroderma, Dermanura, Enchisthenes, Platyrrhinus, Sturnira,

Uroderma, Vampyressa, Vampyrodes y Artibeus) y 56 especies.

En el presente estudio empleamos a los murciélagos Artibeus sp. (fig. 9). Sus
caracteristicas fisicas y de distincion son: orejas amplias, triangulares y separadas, la hoja
nasal estd bien desarrollada y presenta un racimo de glandulas sebaceas, el labio inferior
tiene una verruga central con un cerco mas pequefio de verrugas. El labio superior tiene
glandulas sebdaceas holdcrinas, la piel dorsal varia de gris cenizo a marrdn cenizo, las alas
son amplias y de color gris oscuro, no presentan cola externa, la membrana interfemoral
es estrecha y desnuda y presenta un par de franjas blancas en la cara (Ortega y Castro-

Arellano, 2001).

| | 1 o
- . . |
- - i A g f
! N ] sasil W £ atl "

Figura 9. Fotografia de murciélagos Artibeus sp. Estos murciélagos fueron capturados en Cocoyoc,
Morelos en mayo del 2008. Foto Alvaro Aguilar Setién.
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Sus habitos alimenticios estan basados en frutas pero en ocasiones consumen
algunas partes florales (Ortega y Castro-Arellano, 2001). Su ciclo reproductivo ha sido
estrechamente relacionado con la disponibilidad de los frutos que consume. Estos
murciélagos pueden vivir en una gran cantidad de comunidades vegetales como son las
selvas bajas caducifolias, los bosques de niebla, sabanas y selvas altas perennifolias, entre
otras (Flores-Martinez et al., 2000). Se distribuyen geograficamente desde el centro hasta
el sur de México, también se localizan en Ecuador, Venezuela, Trinidad y Tobago, Antillas,
Florida, Amazonia Brasilefia, oeste de Colombia, Costar Rica, Ecuador, noroeste de Peru y

suroeste de Argentina (Ortega y Castro-Arellano, 2001; Burton et al., 2004).

La fragmentacién del habitat aunado a los cambios fisicos y bioldgicos que este
genera, ha propiciado la dispersién de especies silvestres. Los murciélagos Artibeus sp. son
un elemento predominante en las comunidades en donde estan presentes. Las zonas
urbanas son ambientes que pueden ser utilizados ampliamente por dichos animales y
aunque no se ha hecho un estudio formal para evaluar este aspecto, se sabe que los
murciélagos del género Artibeus interactian indirectamente con las poblaciones
humanas, por que se introducen de manera frecuente y en numeros abundantes a
parques, jardines y huertos, donde polinizan las flores y comen los frutos de especies que
también pueden ser consumidas por los humanos. (Comunicaciéon personal, Lépez W.

Ricardo).

1.10. Relacidn de los quirépteros y enfermedades emergentes

La mayoria de las enfermedades emergentes del hombre son el resultado de la
exposicién a patdgenos zoonéticos; es decir, a aquellos que se transmiten de forma
natural entre el hombre y los animales, con o sin el establecimiento de un nuevo ciclo en
el hombre. La fauna silvestre juega un papel fundamental en este tipo de emergencia
proporcionando una enorme reserva de agentes zoondticos desconocidos con
anterioridad. En los ultimos tiempos, los episodios de emergencia infecciosa o parasitaria

en el hombre se han hecho cada vez mas frecuentes, implicando en casi todos los casos, a
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agentes zoonéticos o patdgenos que han dado el salto desde su hospedero habitual

afectando al ser humano subitamente (Goyache-Goiii, 2000).

La deforestacion, degradacién ambiental y la introduccidn de especies exdticas, de
animales y de plantas, tienen un papel significativo en la emergencia de nuevas
enfermedades. Las especies amenazadas por la erosion de sus hdbitats pueden ser

particularmente sensibles a las enfermedades (Dobson, 2005).

Las infecciones tipicas incluyen al hospedero, al agente causal de la enfermedad y
al ambiente. Un hospedero es una especie (s) que puede mantener la enfermedad. La
especie que es la residencia natural del agente causal de la enfermedad es denominado
como “reservorio” (ej. mosquito, ave o mamifero). La transmision del agente infeccioso
desde el hospedero puede ser vertical (trasmision lactogénica o trasplacental) u horizontal
(de individuo a individuo en una poblacién). Algunas enfermedades tienen distribucidon
mundial, independientemente de la zoogeografia actual de cualquier posible hospedero o
reservorio, mientras que otras estan ocultas en nichos aislados, restringidas por la relacién
hospedero-agente-ambiente. Otras especies animales no reservorios pueden ser
infectadas accidentalmente mediante el contacto con la especie que funge como

reservorio primario (Dobson, 2005).

Los quirépteros como grupo facilitan el papel evolutivo del patégeno en la
propagacion. Todos los murciélagos vuelan, algunos son abundantes y distribuidos
ampliamente y muchos son altamente gregarios. En teoria, esos son los atributos clave
gue pueden contribuir a incrementar la incidencia de una enfermedad en comparacion
con otros mamiferos. También estas caracteristicas pueden hacer de los quirépteros
particularmente sensibles a enfermedades. Se sabe que 25 familias de virus tienen la
capacidad de infectar a vertebrados, diez de esas familias han sido asociadas con los

quirépteros y la mayoria son virus de RNA (Kunz, 1982).
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Se ha reportado la presencia de 66 diferentes virus que afectan a los humanos en
74 especies de quirdpteros; entre los que se encuentran el virus del Marbug, el ébola vy el
de la rabia por mencionar algunos (Towner et al., 2007; Calisher et al., 2006; Leroy et al.,

2005) (Ver anexo Il).

Un ejemplo de lo anterior, es lo ocurrido en 1999 en Malasia donde el virus Nipah
gue pertenece a la familia de los paramyxovirus, generd encefalitis en personas que en su
mayoria trabajaban en la industria porcina y causé 105 muertes humanas. Pronto se
descubrio su relaciéon con los murciélagos frugivoros y con los cerdos que eran infectados
con el virus a través de la ingestiéon de los restos de fruta dejados por los murciélagos
portadores, esto generd el decaimiento de la industria porcina en aquel pais ya que se
sacrificaron cerca de 800,000 cerdos (Enserink, 2000). Observaciones similares fueron
encontradas en el sitio de brote del virus Hendra en Queensland, Australia (Dobson,

2005).

Otro ejemplo, es el coronavirus que causa el Sindrome Severo Respiratorio Agudo
(SARS) donde los murciélagos ya han sido reconocidos oficialmente como reservorios
naturales. La emergencia de este patédgeno en China durante 2002-2003 a causa de los

murciélagos tuvo estragos en la economia del sur de Asia (Dobson, 2005).

Un paso clave en la determinacion de la amenaza impuesta por los nuevos
patdégenos, es identificar la ruta a lo largo de la cual se transmiten desde su reservorio a
los nuevos hospederos, como el ganado o seres humanos. En el caso de los patégenos que
usan murciélagos como reservorio, se ha observado una ruta en comun. Muchos
murciélagos son frugivoros y cumplen sus necesidades energéticas ingiriendo las frutas,
pero en lugar de tragarlas las mastican para extraer los azlcares y componentes de alta
energia, de tal forma que escupen las frutas parcialmente digeridas y caen a la tierra. Otra
especie animal puede ingerir estos remanentes de frutas y puede infectarse con las

particulas virales presentes en los residuos de saliva del murciélago (Dubson, 2005).
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No debe olvidarse que una buena parte de lo que se entiende como fauna silvestre
es en realidad “peri doméstica”, en razén de la proximidad e interconexién de sus areas
de distribucion natural con zonas habitadas por el hombre. Esta situacion facilita la
influencia humana sobre estos animales y por tanto estan sujetos con mayor probabilidad
a alteraciones medioambientales originadas por la poblacién humana, el ganado

doméstico y hasta en algln caso, los animales de compafiia (Goyache-Gofii, 2000).

1.10. Los quirdpteros y el Virus Dengue

O’ Connor y Rowan (1955) detectaron anticuerpos contra el virus dengue en una
pequefa poblacién de zorros voladores del suborden megaquiroptera de Australia (3/17).
Price (1978) reportd la presencia de anticuerpos que inhiben la hemaglutinacién del VD en
126 de 857 murciélagos de diversas especies en Trinidad. Zhang et al., (1998) detectaron
el VD mediante RT-PCR en el cerebro de murciélagos colectados en areas endémicas de FD
en la isla de Hainan. El resultado positivo fue demostrado en 20 de 35 murciélagos
analizados, con un indice de positividad del 57.14%, por ensayos de inmunofluorescencia
indirecta encontraron la presencia del antigeno del VD2 en 16 (80%) cerebros de de los 20
murciélagos analizados. Platt et al., (2000) detectaron actividad neutralizante del VD en
15 (23.8%) de 63 sueros de murciélagos entre los que se encontraban murciélagos

Artibeus sp. colectados en Costa Rica y Ecuador.

Posteriormente, nuestro grupo de trabajo encontrd anticuerpos contra el VD y la
presencia de la proteina no estructural NS1 en suero en tres especies de insectivoros
Myotis nigricans (4 positivos/12 examinados), Pteronotus parnelli (3/19), y Natalus
stramineus (1/4) y un frugivoro Artibeus jamacensis. La presencia del VD2 se encontré en
dos especies de frugivoros, A. jamaicensis (2/9) y Carollia brevicauda (1/2), y una especie
de insectivoros M. nigricans (1/11). Las capturas de los murciélagos se llevaron a cabo en
los estados de Colima, Jalisco y Veracruz, particularmente, en localidades donde en ese
momento habia fuerte actividad epidémica de dengue. Esta la primera evidencia que

demuestra la presencia del VD en murciélagos de México (Aguilar-Setién et al., 2008).
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El dltimo estudio realizado a este respecto se hizo en dos localidades de la Guayana
Francesa. La primera localidad fue un bosque rodeado por areas urbanas donde el dengue
es endémico. La segunda localidad es un bosque donde la enfermedad no ha emergido
aun. Se capturaron 616 especimenes de mamiferos, en el higado y/o suero de 92
especimenes se detectd el RNA de los cuatro serotipos del virus por RT-PCR: Rodentia (33
positivos/146 probados), Marsupialia (40/318), y Chiroptera (19/152). El analisis en la
secuencia de una porcién de la capside y premembrana viral revelaron que los serotipos
VD1, VD2, VD3 y VD4 tuvieron un 92.6%, 89%, 95% y 95.8% de igualdad, respectivamente,
con los serotipos circulantes durante los mismos periodos en casos reportados en
humanos. Especialmente, en cuanto al VD2, se encontraron cepas con 99% de igualdad
con las responsables de un acontecimiento epidémico en humanos en la Guayana
Francesa durante las sesiones de captura, sugiriendo que los mamiferos silvestres que
habitan en la periferia de las dreas urbanas pueden ser infectados por las cepas humanas.
Este ultimo antecedente demuestra que los mamiferos silvestres pueden ser infectados
por el VD. La pregunta es si los mamiferos pueden mantener el VD en ciclos enzdoticos y si
pueden jugar un papel en la re-emergencia en las poblaciones humanas. (de Thoisy et a.,/

2009).
Estos antecedentes sugieren que los murciélagos pueden ser reservorios para el VD,

proporcionando una pista importante para el control eficaz de las epidemias de FD en

areas endémicas (Zhang et al., 1998).

22



Il. JUSTIFICACION
El entendimiento de la patogénesis causada por el VD, se ha dificultado puesto que
Unicamente los humanos desarrollan los padecimientos clinicos propios de la enfermedad.
Ademas, las Unicas especies que tienen la capacidad de replicar el virus en la naturaleza,
hasta la fecha comprobado, son los humanos, los primates y los mosquitos del género

Aedes.

Los agentes zoonéticos producen, como ya se ha citado anteriormente, infecciones en
animales y humanos, por lo que el conocimiento de los reservorios no-humanos
(principalmente animales silvestres) es esencial para entender la epidemiologia y posible
control de este tipo de enfermedades en el hombre. La busqueda de nuevos patdgenos
zoonoticos ha llegado a ser una parte de la estrategia que se sigue para contrarrestar la

amenaza de las enfermedades re-emergentes humanas.

Se ha detectado la presencia de anticuerpos contra VD y al VD en diferentes especies
de murciélagos de México y otros paises (Aguilar-Setién et al., 2008; de Thoysi et al., 2009;
O’ Connor y Rowan, 1955; Price, 1978; Zhang et al., 1998; Platt et al., 2000), sin embargo,
aun no se ha determinado si estos animales tienen la capacidad de replicar al virus, por lo
anterior, la aportacidn del presente trabajo es demostrar que cultivos primarios de células
de murciélagos Artibeus sp. son susceptibles a la infeccion y pueden replicar el VD. Asi
eventualmente, esto podria brindar una idea general acerca de la susceptibilidad de los
murciélagos Artibeus sp. como organismos que pueden replicar el virus y probablemente

representar algun papel en la epidemiologia de la enfermedad.

Ademas, los murciélagos Artibeus sp. reunen muchas caracteristicas por las que
podrian ser considerados como un vector de alto riesgo. Como es: presentan una amplia
distribucién en la region Tropical y Neotropical, son un elemento predominante en las
comunidades en donde estan presentes, se introducen de manera frecuente y en nimeros

abundantes a las areas urbanas y suburbanas, son murciélagos frugivoros y sus desechos
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V.

pueden ser ampliamente aprovechados por otros animales silvestres. Por ultimo, es
necesario sefialar que en nuestro pais poco se sabe de las enfermedades transmitidas a
través de la fauna silvestre, en especial de los murciélagos, siendo este un trabajo pionero

en ese aspecto.

OBIJETIVO GENERAL
Determinar si los cultivos de fibroblastos y macréfagos de murciélagos Artibeus sp.

son susceptibles a la infeccién por VD2.

OBJETIVOS PARTICULARES

IV.1. Adaptar y cultivar los monocitos/macréfagos y fibroblastos procedentes de

murciélagos Artibeus sp.

IV.2. Evaluar el nivel de infeccién con VD2 de los macréfagos derivados de monocitos de
bazo y sangre periférica, asi como de fibroblastos de oreja de murciélagos Artibeus sp.

detectando a la proteina no estructural 1 (NS1) por medio de ELISA.

IV.3. Observar la presencia intracelular del VD en los macréfagos y fibroblastos para
comprobar la entrada del virus a las células y su replicacién intracelular por medio de

inmunofluorescencia.

HIPOTESIS

Debido a que se ha reportado la presencia de anticuerpos contra VD y el VD en
murciélagos silvestres de México, y se ha demostrado en otras especies la
susceptibilidad de los cultivos de macrofagos y fibroblastos al virus, entonces la

infeccidn in vitro de macréfagos y fibroblastos procedentes de estos animales es

posible.
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VI.

MATERIALES Y METODOS
VI.1. Virus Dengue.
La cepa de VD serotipo 2 empleada para los experimentos fue de Nueva Guinea “C”
del (Bioseguridad ver Anexo ). La replicacion del virus se realizd en la linea celular

proveniente de intestino de mosquito A. albopictus C6/36.

VI.2. Anticuerpos.

Se utilizé el anticuerpo primario monoclonal 4G2 de ratén especifico para los cuatro
serotipos de virus (anti-proteina E del VD). Como anticuerpo secundario se empled un
conjugado de anticuerpos contra IgG de ratén acoplado FITC (isotiocianato de
fluoresceina) (Sigma Inmuno Chemicals, F-6257). Para los ensayos de doble tincion e
identificacion de CD14 se empled un anticuerpo anti-CD14 humano acoplado a FITC
(eBioscience, Clona 61D3) y para el VD2 se utilizo también el anticuerpo primario
monoclonal 4G2 anti-proteina E del VD y como anticuerpo secundario un conjugado anti-

IgG de ratén acoplado a TR (Rojo Texas) (Santa Cruz Biotechnology, S-2781).

VI.3. Captura de murciélagos y muestreo.

Se capturaron 8 murciélagos machos y adultos. Las capturas se realizaron en
Cocoyoc en el estado de Morelos (Bioseguridad, ver Anexo lll). En cada area de trabajo se
colocaron de dos a cinco redes de niebla durante 4 horas. Las redes se colocaron entre los
arboles de un jardin donde por las noches se alimenta una colonia de animales. El nimero
de permiso de SEMARNAT bajo el que se realizd la captura es FAUT — 0124 concedido al
Dr. Ricardo Lopez Wilchis.

Los animales se colocaron en una trampa de cilindro para murciélagos y se
trasladaron al bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI, donde se identificaron
taxondmicamente hasta género bajo la supervision del Dr. Ricardo Lépez Wilchis.
Originalmente los murciélagos capturados fueron asignados a dos categorias taxondmicas:

Artibeus jamaicensis y A. intermedius; pero debido a que varios autores cuestionan la
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validez de A. intermedius (Redondo et al., 2008), en este trabajo todos son referidos como

Artibeus sp.

Todos los animales fueron mantenidos en cautiverio durante el tiempo minimo
siguiendo los métodos éticos recomendados por el “Animal Care and Use Comittee”
(1998), en forma general tratando de darles espacio suficiente, dieta y peculiaridades de
su comportamiento. La dieta proporcionada a los murciélagos consistié en una mezcla de
cereales (trigo, avena, arroz y maiz), a la que se le adicioné mango, papaya, manzana,
guayaba y naranja en cubos pequefios (ad livitum) y complementado con vitaminas para

aves Vitafort-A®.

V1.4. Infeccidn in vitro de cultivos con VD2

VI.4. 1. Cultivos e infeccion de macréfagos derivados de monocitos de bazo y de
sangre periférica de Artibeus sp.

Se emplearon 3 murciélagos Artibeus sp. adultos, machos. Cada uno de ellos se
anestesié con 20 plL de Ketamina:Xilacina (1:1). Posteriormente se extrajo la sangre
periférica por puncién cardiaca con una jeringa previamente cargada con 2 mL de Alsever
con gelatina al 3% (glucosa 2.05%, citrato de sodio 0.8%, acido citrico 0.055%, cloruro de
sodio 0.42%, agua bidestilada y gelatina 3 %) y se mezcld por inversidon para después
incubar a 37 °C durante una hora colocando la jeringa en posicion vertical con la aguja
hacia arriba para que se separaran dos fases (en el precipitado se encontraron los
eritrocitos y en el sobrenadante los leucocitos). Después de la incubacion se doblé la aguja
en un angulo de 45° con ayuda del capuchdn sin perder la posicidn vertical de la jeringa
para recuperar el sobrenadante, al que se le adicionaron 10 mL de solucién Alsever para
hacer un lavado y se centrifugd a 330 x g por 5 minutos. El paquete de leucocitos se re-
suspendidé en medio RPMI con 10% de Suero Fetal Bobino (SFB) previamente inactivado a
56°C durante 30 min. Por otro lado, se extrajo el bazo y se macero sobre una coladera de
células Falcon®, el macerado se paso a un tubo cénico de 50 mL al cual se le agregaron 30

mL de PBS 1X pH 7.4 para después centrifugar a 330 x g por 5 minutos. El paquete celular
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se re-suspendid en medio RPMI con 10% de SFB inactivado. Finalmente se mezclaron
ambos paquetes celulares y se colocaron en 4 botellas de cultivo de 25 cm? con 5 mL de

medio RPMI con 10% de SFB inactivado.

Después de 24 horas de incubacién los macréfagos se adhirieron en la base de la
botella de cultivo y se decantd el medio, se lavaron las células con 2 mL de PBS 1X pH 7.4,
posteriormente se agregaron 3 mL de una soluciéon con EDTA (EDTA 6 mM, PBS 1X pH 7.4
y 5% de SFB inactivado) para despegar las células adheridas y poder hacer un conteo de

ellas.

Se colocaron 1 millédn de células en 5 botellas Slide Flask®, se adiciond medio fresco y
se incubaron durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO,. Pasado el tiempo de incubacion se
agrego el VD2 a una Multiplicidad de la Infeccion (MOI) igual a 1 mas 500uL de medio
RPMI pH 7 con 10% de SFB inactivado y se incubé a 37 °C durante 1 hora. Después las
células se lavaron 2 veces con PBS 1X pH 7.4 y se adicionaron 2 mL de medio RPMI pH 7
con 10% de SFB inactivado y se incubaron a 37 °Cy 5% de CO, durante 0, 2, 3, 4, 5 dias p-i.
Como control positivo se utilizaron cultivos de macréfagos derivados de mocitos humanos
extraidos de 4 mL sangre periférica, los cuales fueron inoculados con el VD2 a una MOl =1
y se incubaron a las mismas temperaturas y tiempos; el control negativo fue cultivos de
macrofagos derivados de monocitos de bazo y de sangre periférica de ratén y macréfagos

derivados de monocitos de bazo y de sangre periférica de murciélago sin inoculo de VD2.

A los tiempos de 0, 2, 3, 4, 5 dias post-inoculacién (p-i), los portaobjetos se separaron
de cada Slide Flask® donde se realizé la inoculacién de los cultivos. Las células en los
portaobjetos fueron lavadas 3 veces durante 3 minutos con 2 mL de PBS 1X pH 7.4. Las
células se fijaron una solucién de metanol-acetona (1:1) durante 10 min y se realizd una

inmunofluorescencia indirecta para evidenciar la presencia del virus en los cultivos.
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Para la inmunofluorescencia, las células se lavaron 3 veces con 4 mL de PBS-Tritdn
X100 al 0.2% durante 3 minutos. Tras la fijacion-permeabilizacion, se hizo un bloqueo con
5mL de leche al 3% en PBS-Tritén X100 al 0.2% durante 45 minutos. Finalizado este tiempo

se lavaron 3 veces con 4 mL PBS-Tritdn X100 al 0.2% durante 3 minutos.

Posteriormente, se adiciond con el anticuerpo primario (anti-VD2) diluido 1:300 con
PBS-Tritdon X100 al 0.2% y leche al 1% para incubar durante 2 horas a 37 °C. Después las
laminillas se lavaron 3 veces con 4mL de PBS-Triton X100 al 0.2% durante 3 minutos. A
continuacién se agrego el anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén acoplado a FITC) 1:300
diluido con PBS-Tritén X100 al 0.2% vy leche al 1% y se incubd durante una hora a 37 °C.
Por ultimo se hizo un lavado con 4 mL de PBS 1X pH 7.4 durante 5 min. Se adicionaron
algunas gotas de PBS-glicerina (1:1) con pH de 8.3 como liquido de montaje y se colocd un
cubreobjetos. Las preparaciones fueron observadas con un microscopio confocal y/o de

fluorescencia.

Para hacer la determinacion de la proteina viral NS1 se realizaron otros cultivos de
macrofagos de 2 murciélagos Artibeus sp., en los que se colocaron 1 millon de células
adherentes en 4 botellas de cultivo de 25 cm?, tal como se describié anteriormente. A
cada botella se les adicionaron 5 mL de medio RPMI pH 7 con 10% de SFB inactivado y se
incubaron a 37 °Cy 5% de CO, durante 24 horas. Pasado este tiempo, se inocularon con el
VD2 (MOI = 1) mas 1.5 mL de medio RPMI pH 7 y se incubd a 37 °C durante 1 hora.
Después, las células se lavaron 2 veces con 2 mL de PBS 1X pH 7.4y se agregaron 5.5 mL
de medio RPMI pH 7 con 10% de SFB inactivado y se incubaron a 37 °Cy 5% de CO,. Segun
lo tiempos sugeridos por Ludert et al. (2008), se tomaron 100 L de sobrenadante de cada
una de las botellas a los tiempos de 0, 1, 6, 12, 24, 36, 48 y 72 horas p-i. Como control
positivo se utilizaron cultivos de 1 milldn de macréfagos derivados de monocitos humanos
extraidos de 4 mL sangre periférica, los cuales fueron inoculados con el VD2 a una MOI de

1 y se incubaron a las mismas temperaturas y tiempos; como control negativo se
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emplearon cultivos 1 millon de macréfagos derivados de monocitos de bazo y de sangre

periférica de ratdn inoculados con VD2. Los sobrenadantes se almacenaron a -70 °C.

La determinacién de la proteina no estructural NS1 se realizéd utilizando el kit
comercial Platelia™ Dengue Ag NS1 (Bio-Rad Laboratories, nimero de catalogo 72830).
Todos los sobrenadantes se diluyeron a razén de 1:5 con agua inyectable y se realizo el

inmunoensayo de acuerdo a las especificaciones propuestas por el fabricante.

VI.4.2. Cultivos e infeccion de fibroblastos de oreja de Artibeus sp.

Con la finalidad de homogenizar el acervo genético de los ensayos, se empled un
murciélago adulto Artibeus sp. macho, que fue anestesiado con 20 pL de
Ketamina:Xilacina (1:1) y desinfectado en la oreja con el microbicida Estericide®. Con
tijeras estériles se le disecté un segmento de oreja de aproximadamente 4mm?y se lavé 4
veces con medio minimo RPMI-1640 (200 U/mL de penicilina 20 g/mL de estreptomicina,
20" g/mL de fungizon y 0.003g/mL de L-glutamina). El segmento se corté en pequefios
fragmentos sobre una caja de Petri (Moratelli et al, 2002). Estos fragmentos se
transfirieron a un tubo Falcon® de 50 mL que contenia 20mL de tripsina y se agité durante
30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugéd a 210 x g por 2
minutos, el botén o paquete celular se colocé en una botella de cultivo de 25 cm? que
contenia medio de cultivo completo (MEM GLASGOW, 100 U/mL de penicilina 10 g/mL
de estreptomicina, 10 g/mL de fungizon y 0.003g/mL de L-glutamina), suplementado con
20% SFB. El cultivo se incub6 a 37 °C y 5% de CO,. En cuanto las células proliferaron se
mantuvieron con MEM GLASGOW suplementado con 10% de SFB a 37 °C y 5% de CO..

Este Unico cultivo se amplificé lo suficiente como para obtener 16 botellas de cultivo de
poliestireno, Slide Flask® de 18x50 mm, dos de esas botellas se emplearon como control

negativo. En las 14 botellas restantes una vez que se tuvo una monocapa confluente de
células, se decantod el medio y las células se lavaron con PBD pH 7.4 1X estéril, después se
adiciond el VD2 a una MOl igual a 1 mdas 500uL de MEM GLASGOW sin SFB con pH 6.2 y se

incubaron a 37 °Cy 5% de CO, durante 1 hora. Pasado este tiempo se hicieron dos lavados
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con 1 mL de PBS 1X, posteriormente se adicionaron 2 mL de MEM GLASGOW
suplementado con 10% de SFB y se incubaron a 37 °C y con 5% de CO,. Como control
positivo se utilizaron cultivos de linea celular de rifidn de hamster (BHK-21) infectados con

el VD2.

Las células se fijaron con metanol-acetona (1:1) durante 10 min, alos0,3,5,7y 9
dias p-i y se realizd una inmunofluorescencia indirecta para evidenciar la presencia del
virus en los cultivos como se describié anteriormente. El sobrenadante se almacené a -70
°C para medir la proteina viral no estructural NS1 con el kit comercial Platelia™ (Bio-Rad

Laboratories, nimero de catdlogo 72830).

V1.4.3. Identificacion de los monocitos de bazo y sangre periférica mediante citometria
de flujo.

Los monocitos/macréfagos forman parte de la inmunidad celular innata y son
células susceptibles al VD2 en los humanos. Estas células en humanos y ratones expresan
el receptor CD14. A partir de lo anterior, se marcaron monocitos de murciélagos Artibeus
sp. con un anticuerpo monoclonal anti-CD14-FITC humano, con el objeto de determinar si

estas células expresan el receptor y lo pueden reconocer estos anticuerpos.

Para este ensayo, se anestesiaron con 20 upL de Ketamina:Xilacina (1:1), 2
murciélagos Artibeus sp. adultos machos. Posteriormente se extrajo la sangre periférica
por puncion cardiaca y el bazo, para obtener los paquetes de leucocitos de acuerdo al
procedimiento descrito anteriormente. Se mezclaron ambos paquetes celulares y se re-
suspendieron en 500 uL de PBS-BSA-EDTA (1X-0.2%-2mM). Las células se distribuyeron en
3 tubos tipo eppendorf de 1.5 mL. Un tubo fue etiquetado como control negativo, otro

como CD14-FITC Yy el ultimo fue el control de isotipo.

Se afiadid el anticuerpo anti-CD14 humano acoplado a FITC diluido 1:100 y el

contro de isotipo en el tubo correspondiente y se incubaron 20 minutos a 4°C. Pasado este
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tiempo de incubacidn se lavé con 500 plL de PBS-BSA-EDTA (1X-0.2%-2mM) y se centrifugd
a 590 x g durante 8 minutos. Finalmente se fijo con 35 uL de paraformaldehido al 2%. Se

leyeron las muestras en el citdmetro de flujo FACS-SCALIBUR del centro de instrumentos

del Hospital de Especialidades del CMIN-Siglo XXI, IMSS.
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VII.

RESULTADOS

VII.1 Infeccidon de los fibroblastos de oreja de murciélagos Artibeus sp. y deteccion

del virus con inmunofluorescencia indirecta.

De la cinética de infeccion de los fibroblastos de murciélago se encontro, por la técnica
de inmunofluorescencia que desde el dia 0 y hasta el dia 9 no se observé fluorescencia;
por lo que se determind que los fibroblastos de oreja de murciélago no son susceptibles al
VD2 adaptado a células de insecto C6/36 (fig. 10). Los estudios se realizaron por triplicado.
Al no encontrarse la presencia de virus por inmunofluorescencia, las pruebas

subsecuentes fueron omitidas.

Figura. 10. Fibroblastos de murciélagos Artibeus sp. Inmunofluorescencia 9 dias post-inoculacion. Se
puede observar que no hay fluorescencia especifica que este indicando infeccion de las células.

VII.2 Infeccion de los macréfagos derivados de monocitos de bazo y sangre periférica

de Artibeus sp.

En el ensayo de infeccidon de los monocitos/macrofagos de murciélago, se usaron dos
controles negativos, uno de células de murciélago sin inoculo (fig.11a) y otro de células de

ratén con el inoculo (11b). La figura 11 no revela la presencia del VD2.
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b

Figura. 11. Controles del ensayo de infeccion de macréfagos de murciélago con VD2. a, macrdfagos de
murciélagos Artibeus sp. sin inoculo de VD2. b, macroéfagos de ratén inoculados con VD2. En ninguin caso
se observa fluorescencia.

En la figura 12 se muestra la cronologia de las inmunofluorescencias a los tiempos 2, 3,
4y 5 dias p-i de los macrofagos de murciélago y humano (control positivo). Como puede

observarse hay un incremento de la fluorescencia a medida que pasa el tiempo.

En la tabla 2 se expresa la intensidad de fluorescencia (valorada objetivamente por
tres personas) encontrada en los cultivos de macréfagos de murciélagos Artibeus sp.,
infectados con el VD2 a una MOI de 1 en comparaciéon con macréfagos infectados
paralelamente, procedentes de humano y ratdn. Se puede observar que a los 2 dias p-i, la
cantidad de células infectadas es mayor en los cultivos humanos y esta no incrementa sino
hasta los 5 dias. En el caso de los macrofagos de murciélagos, la cantidad de células
infectadas se observa a partir del dia 3 p-i, sin embargo la cantidad de células infectadas
incrementa en cada dia. Por otro lado, en el marcaje de los cultivos de macrdéfagos de
Artibeus sp., sin virus no se observa la presencia de fluorescencia, indicando que los
anticuerpos empleados son especificos para el VD2 y no tienen uniones con otras
proteinas celulares. En cuanto a los macréfagos de ratdn que se inocularon con el VD2
tampoco se observo fluorescencia, indicando que el virus no se replica en estas células en

los tiempos observados.
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Murciélago Humano

Figura. 12. Infeccion de macréfagos con VD2. lzquierda macréfagos de murciélagos Artibeus sp. derecha,
macréfagos de humano. a y e 2 dias post-infeccion (p-i), by f 3 dias p-i, cy g 4 dias p-i y d y h 5 dias p-i. Las
flechas blancas indican la fluorescencia que sefiala la presencia del virus.
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Macréfagos de humano
con VD2
Macréfagos de murciélago
con VD2
Macrofagos de murciélago
sin VD2
Macréfagos de ratén
con VD2

+ o+ + ++++

-+ +++

Tabla 2. Intensidad de fluorescencia en macréfagos de diferentes especies infectados con virus dengue (MOI
= 1). — negativo, el nimero de cruces indica la intensidad de la fluorescencia. Los ensayos se hicieron por
triplicado.

VII.3 Cuantificacion de la proteina NS1 para determinar la cinética de replicacion
viral.

Para determinar la replicacién del virus en los macréfagos de murciélago cultivados
in vitro, se realizé una cinética de produccién de la proteina viral NS1, en la que se extrajo
el sobrenadante a los siguientes tiempos: 0, 1, 12, 48 y 72 horas. En la figura 13 se
muestra que los macréfagos de humano y de murciélago, producen cantidades crecientes
de proteina NS1, no asi en el caso del ratén en el cual la producciéon de NS1 es minima y
desciende a las 72 horas. Este resultado nos indica similitud en la susceptibilidad a la
infeccion por VD2 de los macrdofagos de murciélago y de humano, el cual es el reservorio

natural y la Unica especie susceptible reportada en América.
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Figura 13. Cinética de produccidn in vitro de la proteina viral NS1 por macréfagos de distintas especies:
=#~humano, murciélago, —*ratén, —— Control positivo del kit comercial. El ensayo se realizd en un
periodo de 72 horas post-inoculacion.

VIL.4 Identificacion de los monocitos de sangre periférica mediante citometria de
flujo.
A través de la técnica de citometria de flujo se encontré que los monocitos de

murciélagos Artibeus sp. tienen un patron de distribucion y tamano diferente al observado

de humano (fig. 14).
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Figura. 14. |dentificacion de las poblaciones celulares (leucocitos de sangre periférica) de murciélagos y de
humano por tamafio y granularidad. a, en murciélagos se pueden distinguir tres poblaciones bien definidas
(R1,R2 y R3) b, regiones celulares presentes en humanos (R1, R2 y R3).
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Al analizar las poblaciones de monocitos/macréfagos en humanos y murciélagos se
encontré que dos poblaciones celulares presentes en murciélagos (R1 y R2) expresan el
receptor CD14 (fig. 15 b y c), mientras que en humano se tiene una sola poblacién de

células CD14 positivas (R2) (fig. 15 c).
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Figura 15. Deteccion del receptor CD14 en monocitos/macréfagos. a, Porcentaje de células positivas a CD14
en humanos en la region R2 (95.37). b, porcentaje de células positivas al receptor CD14 en la regién 1 de
monocitos/macréfagos de murciélago (13.08). ¢, porcentaje de células positivas CD14 en la region 2 de
monocitos/macréfagos de murciélago (20.37).

En la figura 16, se hace una comparacién del porcentaje de expresion de CD14 en
las poblaciones de monocitos/macréofagos de humano y murciélagos. Se puede observar
qgue los humanos tienen una mayor expresion de CD14 en comparacion con los

murciélagos, sin embargo, las células CD14+ de estos ultimos se distribuyen en dos
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poblaciones mas pequefias (barras moradas) mientras que en los humanos las células

CD14 se encuentran en una sola poblacién (barra azul).
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Figura 16. Promedio del porcentaje de expresion de CD14 por regiones de monocitos. Artibeus sp. R1=
11.27% y R2 = 20.85%. Humano R2= 83%. Se leyeron 10,000 eventos en el citdmetro.

VIL5 Identificacion del CD14 y del VD2 en los macréfagos de murciélagos.

Una vez que se encontrd por citometria que los murciélagos presentan células
CD14+, se realizé inmunofluorescencia para observar la distribuciéon de ésta molécula en
la célula mediante microscopia confocal. En la figura 17 se observa en verde la marca
correspondiente al receptor CD14 en los monocitos/macréfagos humanos y de
murciélago. Ambas imdagenes se tomaron con un aumento de 100X y se corrobora lo
encontrado por citometria que las células de murciélago tienen un tamafo mas pequefio

que las humanas (11.36 um en humanos vs 8.08 y 5.81 um en murciélago).

Una vez se observd la distribucion del CD14 en las células humanas y de
murciélago, se prosiguid a detectar si estas células son las que se estan infectando con el
VD2. Para ello, se realizé una inmunofluorescencia con dos fluordforos diferentes para

ver si co-localiza la distribucion del VD2 y el CD14. Se muestra que la distribucién del CD14

38



y el VD2 si co-localizan, lo que indica que las células que se infectan en los murciélagos, al

igual que en los humanos son de un linaje monocitico (fig. 18).

Humano

Murciélago
_>

Figura 17. Inmunofluorescencia para detectar CD14. a y d macréfagos marcados con un anticuerpo anti-
CD14 humano acoplado a FITC. b y e, macréfagos de murciélago marcados con un anticuerpo anti-CD14
humano acoplado a FITC co-localizando con luz blanca. ¢ y f, macréfagos observados con luz blanca. Las
flechas blancas indican la fluorescencia que sefiala la presencia del receptor de superficie CD14.

Figura 18. Inmunofluorescencia para identificar al VD2 y CD14 en células de murciélago. a. Marcaje del VD2
con un anticuerpo acoplado a Rojo Tejas (rojo). b, marcaje de CD14 con un anticuerpo acoplado a FITC
(verde). ¢, co-localizacién de las imagenes a y b; en amarillo (sefialado por flechas blancas) se indica donde
es que se encuentra la presencia de ambas marcas simultdaneamente.
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VIII.

DISCUSION
Actualmente se sabe que los mosquitos del genero Aedes son los vectores del VD y

por otro lado, los humanos y otros primates son las Unicas especies en las que se ha
descrito que pueden replicarlo exitosamente de manera natural. Como el dengue ha
prosperado en areas en donde no existen los primates no humanos, se considera que este
flavivirus no requiere de un ciclo enzootico en el que pueda afectar a otras especies para

mantenerse en la naturaleza y posiblemente re-emerger en la poblacién humana.

En un estudio realizado previamente por nuestro grupo se demostrd la presencia de
anticuerpos contra el VD, ademas de la proteina viral NS1 y del RNA viral por RT-PCR en
diferentes especies de murciélagos de México, incluidos aquellos del género Artibeus
(Aguilar-Setién et al., 2008), estos resultados nos permiten suponer que estos animales
podrian ser también susceptibles a la infeccion con el VD, lo que podria conferirles
ademas algun papel en la epidemiologia de la enfermedad o constituir un modelo de
laboratorio para el estudio de la misma. Sin embargo, esto no ha sido demostrado
fehacientemente como con el virus Nipha, SARS, Hendra, Ebola y otros virus mas
estudiados, especialmente el de la rabia, el cual re-emerge a partir de los murciélagos en
las poblaciones humanas y en la fauna que los rodea (Cui et al., 2008; Badrane y Tordo

2001).

Con estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo fue el de dilucidar si algunos
tipos celulares procedentes de murciélagos Artibeus sp., que resultaron positivos al VD en
condiciones naturales (Aguilar-Setién et al., 2008) son susceptibles a la infeccién por el VD

en condiciones de laboratorio.

En los ultimos afios se han estudiado en los humanos, cuales son las células mas
susceptibles a la infeccidon con el VD y esto ha llevado a la obtencién de diferentes
modelos de infeccidon en cultivos celulares primarios y del estudio de la patogenia de la
enfermedad por esta via (Bente et al.,, 2006). El andlisis histolégico de personas que han

sufrido DH y SCD sugieren que los nédulos linfaticos, el bazo, el higado y la medula ésea
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estdn involucrados o son afectados por la replicacién del virus; no obstante, se ha visto
qgue los pacientes con dengue muestran una variedad de tipos celulares como las células
dendriticas, monocitos, macréfagos, linfocitos y células endoteliales que son infectadas a

diferentes tiempos en el curso de la enfermedad (Bente et al., 2006).

Muchos cultivos celulares de fibroblastos, epiteliales y endoteliales han mostrado
poder replicar al virus de manera in vitro. Un amplio rango de lineas celulares, ahora son
usadas para el aislamiento, para el diagnostico y para el estudio de antivirales (Bente et
al., 2006). Por otro lado, hace casi tres décadas se especuld acerca de que el sitio de
replicacion del VD en los humanos son las células fagociticas mononucleares (Helstead,
1981). Actualmente se ha comprobado la susceptibilidad de estas estirpes
(monocitos/macréfagos) al VD y su participacion en la exacerbacion de la replicacién viral,
en presencia de anticuerpos especificos, conduciendo a la probable manifestacion del DH
y SCD (hipdtesis ADA) (Pupo et al., 2004). En el humano existen propuestas en las que los
linfocitos B y T pueden ser susceptibles también a la infeccién, produciendo asi las
citocinas que causan dafio al endotelio presente en la patogenia del dengue (Green y
Rothman, 2006); aunque esto ha sido refutado por Blackley et al., (2007), ya que ni en
presencia ni ausencia de anticuerpos especificos, los linfocitos B y T son susceptibles,
quedando Unicamente la estirpe de los monocitos/macréfagos como aptos para la

replicaciéon a nivel sistémico.

Se inocularon cultivos primarios de fibroblastos procedentes de biopsias del la oreja
de Artibeus sp., encontrandose que en las condiciones en las que se manejaron, son
refractarios a la infeccién (fig. 10). Como se ha mencionado anteriormente, la presencia
del receptor al virus sobre la superficie celular es crucial para que se dé o no la infeccion,
de manera que se propone que éstos fibroblastos carecen del mismo, siendo este el
motivo principal de la refraccién a la infeccidn, contrario a lo sucedido con las lineas de
fibroblastos obtenidos de otras especies como Vero y BHK-21, las cuales poseen su

receptor al VD y son muy susceptibles a la infeccidn.
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Al realizar los cultivos primarios de macrofagos de sangre y bazo de Artibeus sp., se
notd que eran mas pequefios en comparacion con los procedentes de humanos (11.36 pm
en humanos vs 8.08 y 5.81 um en murciélago) (fig. 17). Al estudiar estas poblaciones por
medio de citometria de flujo pudimos identificar que en el murciélago habia 3
subpoblaciones celulares bien definidas (fig. 14). Al realizar una busqueda exhaustiva de
estudios previos de clasificacion de los leucocitos en murciélagos, no se encontraron
antecedentes, por lo que se probd si algunos marcadores que se utilizan en humanos
funcionaban en esta especie. Se analizé la presencia del receptor de superficie CD14 ya
qgue en los macréfagos, células dendriticas, microglia, células de Langerhans y células de
Kupffer de humano y de ratén este marcador se encuentra de manera especifica
(Chaturvedi et al., 2006). Se encontré que dos de las tres poblaciones detectadas por
citofluorometria en murciélagos expresan CD14 (fig. 15), dando muestra, probablemente
de un linaje monocitico. Ademds se analizd el porcentaje de células CD14+ en los
murciélagos Artibeus sp. y los humanos y se encontré que, los humanos presentan una

mayor cantidad de células CD14+ que los murciélagos (fig. 16).

Se realizaron cultivos de macréfagos de humano, murciélago y ratén que
posteriormente fueron infectados con el VD (MOI = 1) durante diferentes tiempos (2, 3, 4
y 5 dias p-i), se hicieron inmunofluorescencias para observar la presencia citoplasmatica
del virus en las células (fig. 11 y 12). Se detectd la presencia del VD2 en los macréfagos
humanos desde el segundo dia p-i hasta el dia cuatro y sdlo el quinto dia p-i se presentd
un aumento en la fluorescencia especifica; en otro estudio realizado en 2002 con
macrofagos derivados de monocitos de sangre periférica de humano infectados con VD2
(MOI = 3) se encontré que la replicacién viral tiene un pico maximo al dia 2 p-i
disminuyendo gradualmente hasta el dia 7 p-i (Yun-Chi y Sheng-Yuan, 2002), esta
diferencia en los resultados se puede atribuir a la carga viral con la que se inoculan los
cultivos, pues a mayor cantidad de virus disponible se hace factible la infeccion de un

mayor numero de células en menos tiempo.

42



En cuanto a los macréfagos de murciélagos Artibeus sp., se observa el virus a partir
del tercer dia p-i y la cantidad de células infectadas se incrementa gradualmente con el
tiempo hasta el quinto dia p-i, encontrandose mas evidente el incremento de la infeccidn

gue en los humanos. En el ratén no observod infeccidn (Tabla 2).

Posteriormente se realizaron otros ensayos de inmunofluorescencia, en los que se
marco al VD vy al receptor CD14 para comprobar que las células que se infectan en el
murciélago expresan dicho receptor. Se encontrd que las células CD14+ son infectadas
por el VD (fig. 18). En estudios posteriores se planea hacer la caracterizacién completa de
las células CD14 positivas que se infectan con el VD, realizando la blisqueda con otros
marcadores especificos para macréfagos como CD11b, ademas de determinar las

funciones propias de estas células: como fagocitosis y estallido respiratorio.

Finalmente, se realizé una cinética de infeccidén para medir la replicacidn viral en los
macréfagos después de haberlos inoculado con el VD, para ello, se cuantificé la proteina
viral no estructural NS1 a los tiempos 0, 1, 12, 24, 48 y 72 horas de acuerdo a lo propuesto
por Ludert et a.,/ (2008). La proteina NS1 es una glicoproteina no estructural, la cual existe
predominantemente en forma dimérica y se encuentra unida a las membranas de las
células infectadas. La proteina NS1 es secretada por las células infectadas como soluble y
también se ha demostrado que esta presente en el suero de pacientes con fase aguda de
la infeccion. En los cultivos celulares infectados con VD los niveles de NS1 correlacionan
con los titulos infectivos (Ludert et al., 2008). En la figura 13 se puede observar que a
partir de las 24 horas p-i los macréfagos de murciélagos, producen una mayor cantidad de
NS1 con respecto a los de humano y de ratén. A las 48 horas p-i, la cantidad de NS1
producida por parte de los macréfagos humanos se incrementé 2 veces con respecto al
control positivo del kit Platelia™ Dengue Ag NS1 mientras que en el caso de los
macrofagos de murciélago fue de 5 veces. A las 72 horas p-i la cantidad de NS1 producida
en los macréfagos humanos se incrementd 4 veces con respecto al control positivo del kit,

en tanto que en el caso de los macrofagos de murciélago fue de 9 veces. Este resultado
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puede indicar una replicacidn viral mas rapida en las células de murciélagos que en las
humanas. Como se sabe, el humano es el Unico reservorio que se ha descrito en el
continente americano que puede replicar al VD de manera natural, el hecho de haber
encontrado valores mayores de producciéon de proteina NS1 en los macrofagos de
murciélago que en los de humano podria indicar una mayor o similar susceptibilidad a la
infeccidon. Este resultado resalta la posibilidad de que el VD pueda infectar a los

murciélagos ademas de al ser humano en nuestro medio.

La estructura espacial y demogréfica de las poblaciones de quirdpteros son
suficientemente variables como para brindar oportunidades para mantener a los virus que
causan enfermedades persistentes y agudas como el VD, pues se ha propuesto la
posibilidad de que los murciélagos puedan participar en el mantenimiento de este virus en

la naturaleza aunque probablemente en bajos titulos (Aguilar-Setién et al., 2008).
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IX.

CONCLUSIONES

Las poblaciones de monocitos/macrofagos procedentes de murciélagos Artibeus sp.
son permisivas al VD2, en un nivel mayor al que se presenta en humanos a partir de las 48

horas pot-infeccion.

Los cultivos primarios de fibroblastos de oreja de murciélagos Artibeus sp. no son

permisivos al VD2

Al analizar por medio de citometria de flujo a los monocitos de sangre periférica de

murciélagos Artibeus sp. se detectaron tres poblaciones diferentes, de las cuales dos son

reconocidas con el receptor de superficie CD14.
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X.  PERSPECTIVAS
Con los resultados encontrados se propone que los macréfagos de los murciélagos

podrian ser un modelo para el estudio de la patdgena causada por el VD. Es necesario
realizar infecciones experimentales in vivo, en los murciélagos para monitorear
diariamente sus constantes fisioldgicas (temperatura, frecuencia respiratoria, frecuencia
cardiaca) y comportamiento, ademds de formula sanguinea, carga viral y niveles de
proteina NS1 en suero. También se propone identificar si el virus en sangre (si es que se
produce) es capaz de infectar mosquitos como ocurre con los flavivirus YFV y JEV (Davis et
al., 2005), asi como también la busqueda del RNA viral en los tejidos asociados a la
patologia de la enfermedad. Estos estudios, nos permitirian un mejor conocimiento del
papel de los murciélagos en la epidemiologia del dengue o de su utilidad como modelo de

laboratorio para el estudio de la infeccidén.
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Xll.  ANEXOS

ANEXO I. Precaucion del personal de laboratorio para trabajar con arbovirus

La exposicion del personal de laboratorio a distintos arbovirus ha dado lugar con
frecuencia a enfermedades de sintomatologia leve y transitoria en unas veces y
prolongada en otras, con secuelas sensoriales y motoras e incluso con desenlace fatal. Las
vias de penetracidn del virus son, a lo que parece muy variadas: inhalacién de aerosoles
(corrientes de aire con virus), pulverizacién directa en los ojos o en la cara, aspiracién por
la boca, inoculacién por pinchazos, cortes u otras lesiones cutdneas leves, picadura de

artrépodos con infecciones experimentales, etc. (OMS, 1967).

Todos los trabajos con artrépodos, con antigenos vivos, con cultivos celulares o con
animales de experimentacion han de efectuarse con las mayores precauciones para evitar
la formacién de aerosoles infectados, la contaminacién de las heridas o la autoinoculacion
accidental. Ademas de todas las personas que trabajan en estos laboratorios, hay que
organizar el aislamiento apropiado del resto del personal cuidando de que las puertas
estén bien cerradas para evitar la difusion de cualquier aerosol que pudiera formarse
accidentalmente. El uso de capuchones, pipetas mecanicas, gafas, guantes y otros
dispositivos de seguridad serd obligatorio para la ejecucién de determinados trabajos.
Muchas manipulaciones, que son peligrosas si se efectian en una superficie descubierta,

deben hacerse bajo una campana de flujo laminar (OMS, 1967).

En casos de exposicién probable a virus que provoquen enfermedades graves o
peligrosas se procedera sin perdida de tiempo a una limpieza profunda o un lavado de la
herida para diluir el virus, si la contaminacién presunta ha podido producirse por esa via, y

se administrara un viricida eficaz (OMS, 1967).
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Con lo anterior, se proponen algunas recomendaciones para evitar infecciones

accidentales con VD en el laboratorio:

= Usar guantes de latex nuevos estériles

= Usar pipetas, tubos y botellas de cultivo, nuevas y estériles

= Usar cubre bocas

= Usar gafas protectoras

= Trabajar con el virus en campana de flujo laminar de bioseguridad tipo Il

= Cerrar la puerta del lugar de trabajo para evitar corrientes de aire

= Evitar la presencia de personas ajenas al experimento en el area de trabajo

= El material de deshecho se irradiara con luz UV antes de ser depositado en el cesto
de deshechos bioldgicos que contenga hipoclorito de sodio

= Al finalizarse el experimento, debe irradiarse la campana de flujo laminar para

evitar contaminaciones posteriores con luz UV.

La manipulacion del virus dengue se hizo siguiendo los lineamientos establecidos
en el manual editado por el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (Atlanta,

Georgia, EEUU) en la seccién IV-G . Arbovirus y Virus relacionados con Zoonosis.

Precauciones recomendadas: Las categorias del Subcomité de Seguridad de
Arbovirus en Laboratorios (SALS) del Comité Americano de Virus en Artropodos (ACAV)
categorizd 424 virus registrados en el catalogo de Arbovirus. Estas categorias se basan en
el riesgo derivado de la informacién proporcionada por una encuesta mundial de 585
laboratorios que trabajan con Arbovirus. Los 4 serotipos de virus dengue estan

catalogados dentro de la lista que recomienda Unicamente nivel Il para su trabajo.

La Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia cuenta con un area especial
para el trabajo de material infeccioso que consta de una campana de flujo laminar vertical

de bioseguridad tipo Il marca NuAire®, incubadora de 37°C exclusiva para el manejo de
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este material y microscopio invertido exclusivo para el drea. Todo el material que se
trabaja en el area se sumerge en solucién desinfectante de hipoclorito de sodio al 0.1%.
Todo el material utilizado se deposita finalmente en contenedores apropiados antes de
salir del area (bolsas de plastico de color rojo con el simbolo de riesgo bioldgico,
contenedores para material punzo-cortante con el mismo simbolo, etc.). El material
depositado en los contenedores descritos, es manejado por compafiias especializadas
contratadas por el IMSS. El manejo de los virus y las instalaciones descritas estan dentro

de las recomendaciones para bioseguridad tipo Il.
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ANEXO Il. Virus aislados de quiropteros infectados naturalmente (Calisher et al., 2006).

Virus Especies de quiropteros

Family Rhabdoviridae, genus Lyssavirus
Rabies virus
Lagos bat virus

Numerous bat species, essentially worldwide

Eidolon helvim (African straw-colored fruit bat), Micropteropus pusillus (Peters’ lesser epauletted
fruit bat), Epomops dobsonii (Dobson’s epauletted fruit bat), Nycteris gambiensis (Gambian
slit-faced bat), Epomophorus wahlbergi (Wahlberg's epauletted fruit bat)

Duvenhage Virus ....coeeeceecveeeeesc v Miniopterus sp., Nyetalus noctula (noctule), Vespertilio murinus (particolored bat), Nvcteris
thebaica (Egyptian slit-faced bat)
Australian bat [ySSavirus......ocoeeeveceevvieececencee Megachiroptera (multiple Preropus spp.), Microchiroptera sp. from Australia, Saccolaimus

faviveniris (yellow-bellied pouched bat)

Eptesicus serotinus (common serotine), Rousettus aegyptiacus (Egyptian rousette)

Myotis myotis (mouse-eared myotis), Myoris dasycneme (pond myotis), Myotis nartereri (Natterer’s
myotis), Miniopterus schreibersii (Schreibers’ long-fingered bat). Riunolophus fermimequinum
(greater horseshoe bat), Mvotis daubentonii (Daubenton’s myotis)

Myotis blythii (lesser mouse-eared myotis)

...Myoris mystacinus (whiskered myotis)

Murina lewcogaster (greater tube-nosed bat)

Miniopterus schreibersii (Schreibers’ long-fingered bat)

European bat lyssavirus 1
European bat lyssavirus 2

Aravan virus
Khujand viru
Irkut virus.
West Caucasian bat virus ...

Family Rhabdoviridae, genus unassigned
Gossas Virus........
Kern Canyon virus ...
Mount Elgon bat virus.
Oita 296 virus

..Tadarida sp.

Myotis yumanensis (Yuma myotis)

..Rhinolophus eloquens (eloquent horseshoe bat)
Rhinolophus cornutus (little Japanese horseshoe bat)

Family Orthomyxoviridae, genus
Influenzavirus 4, influenza A virus........... Nyetalus nectula (noctule)

Family Paramyxoviridae, genus Henipavirus
Hendra Virts c e ecer e Prteropus alecto (black flying fox), Preropus poliocephalus (gray-headed flying fox), Preropiis
scapulatus (little red flying fox), Preropus conspicillatus (spectacled flying fox)

Preropus hypomelanus (variable flying fox), Preropus vampyrus (large flying fox), Pteropus Ivlei
(Lyle’s flying fox)

Nipah virus

Family Paramyxoviridae, genus Rubulavirs
Mapuera virus
Menangle virus
Tioman virus

Sturira lilium (yellow epauletted bat)
..Pteropus poliocephalus (gray-headed flying fox)
Pteropus hypomelanus (variable flying fox)

Family Paramyxoviridae, genus
undetermined, a parainfluenzavirus......... Rousettus leschenaultia (Leschenault’s rousette)

Family Coronaviridae, SARS coronavirus ....... Rhinolophus sinicus (Chinese horseshoe bat), Rhinolophus pearsonii (Pearson’s horseshoe bat),
Rhinolophus macrotis (big-eared horseshoe bat), Rhinolophus ferrumequinum (greater
horseshoe bat)

Family Togaviridae, genus Alphavirus

Chikungunya virus” ..o Scotophilus sp., Rousettus aegyptiacus (Egyptian rousetie), Hipposideros caffer (Sundevall’s leat-
nosed bat), Chaerephon pumilus (little free-tailed bat)

SINADIS VIFUS o Rhinolophidae sp., Hipposideridae sp.

Venezuelan equine encephalitis virus........... Desmodus rotundus (vampire bat), Urederma bilobatum (tent-making bat), Ariibeus phaeotis

(pygmy fruit-eating bat)

Family Flaviviridae, genus Flavivirus
Bukalasa bat virus
Carey Island virus

Chaerephon pumilus (little free-tailed bat), Tadarida condylura (Angola free-tailed bat)

Cynopterus brachioiis (lesser short-nosed fruit bat), Macroglossus minimus (lesser long-tongued
fruit bat)

..Unidentified bat

Central European encephalitis virus...

Dakar DAt VIFUS .oocvveeee e e Chaerephon pumilus (little free-tailed bat), Taphozous perforatus (Egyptian tomb bat), Scotophilus
sp., Mops condylurus (Angola free-tailed bat)

Entebbe bat Virus ...oceevosrimims s sssessssssennnes Chaerephon pumilus (little free-tailed bat), Mops condvlurus (Angola free-tailed bat)

Japanese encephalitis virus ..o Hipposideros anmiger terasensis (great roundleaf bat; also known as Formosan leaf-nosed bart),

Miniopterus schreibersii (Schreibers’ long-fingered bat), Rhinolophus comutus (little Japanese
horseshoe bat)

JUZLA VIFUS o Cynopterus brachiotis (lesser short-nosed fruit bat)
Kyasanur Forest disease virus..........cc..cee.. Rhinolophus rouxt (rufous horseshoe bat), Cynoprerus sphinx (greater short-nosed fruit bat)
Montana myotis leucoencephalitis virus...... Mvoris [ucifugus (little brown bat)

Phnom-Penh bat virus......ocoevmesminninn FEonycteris spelaea (lesser dawn bat), Cvnapterus brachyotis (lesser short-nosed fruit bat)
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Virus Especies de quiropteros

Rio Bravo virus... Tadarida brasiliensis mexicana (Mexican free-tailed bat), Eptesicus fuscus (big brown bat)
St. Louis encephalitis virus. Tadarida brasiliensis mexicana (Mexican free-tailed bat)

Saboya Virus ........ce.... ...Nvcteris gambiensis (Gambian slit-faced bat)

Sokuluk virus... Vespertilio pipistrellus (probably Pipistrellus pipistrellus; common pipistrelle)

Tamana bat virus ...Pteronotus pamellii (Parnell’s mustached bat)

Uganda S virus. ..Rousetius sp., Tadarida sp.

Yokose virus..... Unidentified bat

Family Bunyaviridae, genus Bunyavirus
L0 T Molossus obscurus (possibly Molossus currentium: Thomas’ mastiff bat)
Guama Virus......c.coeeees Unidentified bat
Nepuyo virus ....ooceeeeeeeeees Artibeus jamaicensis (Jamaican fruit-eating bat), A. [iruratus (great fruit-eating bart)

Family Bunyaviridae, genus Hantavirus,
Hantaan virusS.......c.eveveeeeeeeesscssecns e Eptesicus serotinus (common serotine), Rhinolophus femumequinum (greater horseshoe bat)

Family Bunyaviridae, genus Phlebovirus
Rift Valley fever virus......cooocccnns Micropteropus pusillus (Peters’ dwarf epauletted fruit bat), Hipposideros abae (Aba leaf-nosed
bat), Miniopterus schreibersii (Schreibers’ long-fingered bat), Hipposideros caffer (Sundevall’s
leaf-nosed bat), Epornops frangueri (Franquet’s epauletted bat), Glauconyeteris argentata
(comimon butterfly bat)
Toscana Virus . Pipistrellus kuhlii (Kuhl's pipistrelle)

Family Bunyaviridae, genus unassigned
Kaeng Khoi virus.............
Bangui virus ...

Chaerephon plicatus (wrinkle-lipped free-tailed bat)
Scotophilus sp., Pipistrellus sp., Tadarida sp.

Family Reoviridae, genus Orbivirus
Ife virus
Japanaut virus..
Fomede virus........cccooeuv...

Eidolon helvum (straw-colored fruit bat)
...Svconycterts australis (southern blossom bat)
MNveteris nana (dwarf slit-faced bat), Mycteris gambiensis ( Gambian slit-faced bat)

Family Reoviridae, genus Orthoreovinus
Nelson Bay virus...............
Pulau virus
Broome virus..........coceeeeee.

Prteropus poliocephalus (gray-headed flying fox)
...lPteropus hypomelanus (variable flying fox)
Preropus alecto (black flying fox)

Family Arenaviridae, Tacaribe virus................. Artibeus lituratus (great fruit-eating bat), A. jamaicensis (Jamaican fruit-eating bat)

Family Herpesviridae, genus unassigned
Agua Preta virus...........
A cytomegalovirus.
Parixa virus

Carollia subnufa (gray short-tailed bat)
Myotis lucifugus (little brown bat)
...... woeee.Lonchophwlla thomasi (Thomas’ nectar bat)

Family Picornaviridae, genus undetermined,

Juruaca virus .....coceeeens ....Unidentified bat

Unclassified
Issyk-kul (Keterah virus)® . Nyetalus noctula (noctule), Eptesicus serotinus (common serotine), Pipistrellus pipistrellus
(common pipistrelle), Myvoris bivthir (lesser mouse-eared myotis), Riimolophus fermimequinum
(greater horseshoe bat), Scotophilus kuhlii (lesser Asiatic yellow house bat), Cvnopterus
brachyoits (lesser short-nosed fruit bat), Eonycteris spelaea (lesser dawn bat), Chaerephon
plicatus (wrinkle-lipped free-tailed bat), Hipposideros diadema (diadem leaf-nosed bat),
Taphozous melanopogon (black-bearded tomb bat), Rhinolophus lepidus (Blyth’s horseshoe
bat), Rhinolophus horsfeldi (possibly Megaderma spasma, lesser false vampire bart)

Unidentified bat

. Rowsetius aegyptiacus (Egyptian rousette)

Rousettus aegyvptiacus (Egyptian rousette)

Mojui dos Campos virus..
Yogue Virus .o,
Kasokero virus................
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ANEXO lll. Aspectos de bioseguridad para el manejo de Quirépteros

Debido a que los Quirépteros son hospederos naturales de los Lyssavirus dentro de
los que se encuentra el virus de la rabia. Se tomaron las medidas de prevencion segun la
Ley Federal de Salud y la NOM-011-SSA2-1993. La cual indica que las vacunas contra la
rabia pueden aplicarse de manera preventiva o como tratamiento post-exposiciéon. En
personas con alto riesgo de exposicién al virus de la rabia (profesionales y personas que
manejan con regularidad animales, tanto domésticos como silvestres, con fines de
investigacion), se lleva a cabo el tratamiento preventivo y monitoreo de los titulos de

anticuerpos cada seis meses.

Por esto, todo el personal que participa en este proyecto fue vacunado contra la
rabia de manera preventiva y el nivel de anticuerpos es monitoreado, en el propio
laboratorio, cada 4-6 meses para asegurar que los titulos en ningln caso bajen de 0.5
Unidades Internacionales, valor minimo recomendado por la OMS, para considerar que

una persona esta protegida contra el virus.
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