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RESUMEN 

El virus de dengue (DENV), a pesar de ser clasificado como un virus no neurotrópico, induce 

durante la infección manifestaciones neurológicas como la alteración de la conciencia. Hasta el 

momento, los signos y síntomas neurológicos que aparecen durante la infección por DENV no 

se han asociado a un mecanismo en particular. Durante la infección con el JEV, WNV y el HIV 

se produce la disfunción y muerte de neuronas mediada por procesos excitatorios. Para 

Dengue, hasta el momento sólo se ha reportado en modelos in vivo e in vitro y en muestras 

post-mortem el daño del tejido y la perdida neuronal,  sin embargo no se conoce si durante la 

infección con este virus suceden eventos excitotoxicos o si la la exacerbada respuesta inmune 

afecta la superviviencia neuronal  

En el presente estudio se planteó -utilizando el modelo de neuroinfección desarollado en 

nuestro laboratorio-, evaluar las posibles causas de alteración y muerte neuronal inducidas por 

la cepa D4MB-6 y el efecto de dos fármacos, ácido valproico (VPA) y MK-801 con el fin de . 

Para esto, se infectaron ratones Balb/C de 7 dpn con el D4MB-6 tratados o no tratados con VPA 

o MK 801. Los animales fueron observados y pesados diariamente por 3 o 6 dpi y sacrificados 

para la extracción del encéfalo y médula. De estos tejidos se obtuvieron homogenizados o 

cortes histológicos para evaluar la infección y producción viral, la morfología, la expresión de 

algunas proteínas pro y anti-apoptóticos.  

En los animales infectados no tratados, las manifestaciones clínicas fueron evidentes al 3er dpi 

y severas al 6to dpi, al igual que las alteraciones histológicas, caracterizadas por apoptosis, 

necrosis y espongiosis neuronal acompañadas de alteraciones vasculares como hemorragias, 

edema e infiltrado de células mononucleares. En esta misma, condición se observó astrogliosis, 

neurodegeneración y aumento en la expresión de proteínas pro-apoptóticas, como Casp 3, 8, y 

Bax. Por el contrario, en los animales infectados y tratados todas las manifestaciones y 

alteraciones neurológicas fueron reducidas, detectando sólo algunas células en apoptosis y 

neurodegeneración en el cerebelo de animales infectados y tratados con VPA y MK 801, al 

igual que la producción y transcritos pro- apoptóticos.  

Estos resultados sugieren que el virus D4MB-6 induce encefalitis y mielitis, como alteración 

vascular, así como muerte neuronal mediada por procesos excitotóxicos e inmunológicos. 

Dichas alteraciones son prevenidas de forma total o parcial con los fármacos MK 801 y VPA. 

 Palabras clave: DENV, excitotoxicidad, VPA, MK 801, apoptosis, neurodegeneración. 
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ABSTRACT 

The dengue virus (DENV), despite being classified as a non-neurotropic virus during infection 

induces neurological symptoms such as impaired consciousness. So far, the neurological signs 

and symptoms that appear during DENV infection have not been associated to a particular 

mechanism. During infection with JEV, WNV and HIV dysfunction and neuronal death mediated 

excitatory process occurs. Dengue, so far only been reported in in vivo and in vitro models and 

samples postmortem tissue damage and neuronal loss, however not known whether during 

infection with this virus occur excitotoxic events or the exacerbated immune response affects 

neuronal survival. 

In the present study it raised -using neuroinfection model developed in our laboratory-, so 

evaluate potential causes of impairment and neuronal death induced D4MB-6 strain and the 

effect of two drugs, valproic acid (VPA) and MK 801. For this, Balb/C mice  were infected with 

D4MB-6 treated or not treated with VPA or MK 801. The animals were observed and weighed 

daily for 3 or 6 dpi and sacrificed for the removal of the brain and spinal cord. These tissues 

homogenates or tissue sections to assess viral infection and production, morphology, 

expression of some pro and anti-apoptotic proteins were obtained. 

In infected untreated animals, the clinical manifestations were evident to 3rd and severe to the 

6th dpi, as well as histological alterations, characterized by apoptosis, neuronal necrosis and 

spongiosis accompanied by vascular disorders such as bleeding, edema and infiltration of 

mononuclear cells. In the same, astrogliosis condition, neurodegeneration and increased 

expression of pro-apoptotic proteins such as Casp3, 8, and Bax it was observed. Conversely, 

infected and treated at all manifestations and neurological disorders animals were reduced by 

detecting only a few cells in apoptosis and neurodegeneration in the cerebellum of infected and 

treated with VPA and MK 801 animals, as the production and transcribed pro- apoptotic. 

These results suggest that the D4MB-6 virus induces encephalitis and myelitis, and vascular 

changes and mediated excitotoxic neuronal death and immunological processes. Such 

alterations are prevented in whole or in part with the MK 801 and VPA drug. 

Keywords: DENV, excitotoxicity, VPA, MK 801, apoptosis, neurodegeneration. 
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INTRODUCCIÓN 

 

EL DENV, aunque es considerado como un flavivirus no neurotrópico, en algunos casos logra 

invadir y replicarse en las células del tejido nervioso, causando encefalitis, encefalomielitis, 

mielitis transversa, parálisis flácida, síndrome de Guillian-Barré y desordenes en el 

comportamiento, entre otras. Los aspectos moleculares inducidos por la infección con el DENV 

y asociados a los daños sobre el tejido nervioso son poco conocidos. Varios estudios han 

determinado que la principal respuesta patológica a la infección con DENV en el sistema 

nervioso es la apoptosis y necrosis neuronal, evaluada por los cambios morfológicos celulares y 

TUNEL, tanto en tejidos post-mortem de casos fatales, como en modelos celulares y murinos. A 

pesar de lo reportado hasta el momento, no se conoce si durante la neuroinfección por DENV 

se presentan procesos excitotóxicos asociados a glutamato, que explicaran la disfunción y 

perdida de neuronas, como sucede con otros flavivirus neurotrópicos como el WNV o el JEV, o 

si la muerte neuronal observada se asocia directamente a la inmunopatología asociada a la 

infección.  

Dada la necesidad de evaluar la neuropatología inducida por dengue, previamente nuestro 

grupo desarrolló un modelo de neuroinfección en ratones inmunocompetentes utilizando una 

cepa de DENV-4 neuroadaptada, denominada D4MB-6 con la cual se logró infectar, mediante la 

inoculación ip, el sistema nervioso e inducir signos de enfermedad similares a los observados 

en humanos. El virus al ingresar al tejido nervioso, infectó y alteró neuronas,  y promovío la 

respuesta inmune local exacerbada. Sin embargo, los mecanismos que utiliza este virus para 

generar la alteración y muerte neuronal no están claros. Por lo tanto, nos planteamos evaluar, 

de manera indirecta, implementando los fármacos VPA, asociado a protección celular, por 

inducción de proteínas anti-apoptoticas y modulación inmune, o el fármaco MK 801, antagonista 

del receptor NMDA, e inhibidor de procesos excitotóxicos, el/los mecanismo/s por los cuales el 

D4MB-6 induce la alteración y muerte neuronal. 

Para cumplir con nuestro objetivo, el virus neuroadaptado D4MB-6, fue inoculado por vía ip en 

ratones Balb/C de 7 dpn, y a las 24 horas post-infección se inoculó VPA, MK 801 o vehículo 

(solución salina). A los 3 y 6 dpi, los animales se sacrificaron y se extrajo encéfalo y la médula 

espinal, para obtener cortes histológicos que se contra-colorearon con H&E para realizar un 

análisis histopatológico y morfométrico, adicionalmente se procesaron por inmunohistoquímica 

para evaluar apoptosis, neurodegeneración y la expresión de diferentes proteínas celulares, así 
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como la detención de la proteína viral NS1. Para la evaluación de la producción viral, se 

obtuvieron homogenizados de los tejidos.  

La neuroinfección con D4MB-6 al 3er dpi, indujo manifestaciones clínicas moderadas, y una 

leve alteración histológica. Por el contrario al 6to dpi, se observaron manifestaciones clínicas 

severas, sugestivas de encefalitis y el deterioro general de los animales. Las alteraciones 

histológicas fueron evidentes, caracterizadas por cambios morfológicos y nucleares sugerentes 

de apoptosis y necrosis asociados a una significativa perdida neuronal, espongiosis y 

neurodegeneración, hemorragias, edema, dilatación de vasos sanguíneos e infiltrado 

inflamatorio mononuclear. Adicionalmente se obtuvo un aumento de las proteínas calpaina, 

Casp 8, Ŭ- Syn, GFPA y la disminución de GLT-1 en médula espinal.  

Dichos hallazgos fueron prevenidos por los fármacos, en los que no se presentó pérdida 

neuronal, neurodegeneración, dilatación o hemorragias. Por inmunofluorescencia se observó un 

patrón de marcaje diferente respecto a los animales infectados tratados con el vehículo de que 

proteínas, encontrando calpaina, casp 8 y NS1 tenues. En los animales infectados y tratados no 

se presentó neurodegeneracion, excepto en las células de Purkinje, en el caso de VPA. De 

igual modo, se observó un aumento de los transcritos de las proteínas anti- apoptóticas (Bcl-xl y 

Bcl-2) en el tratamiento con VPA, con MK 801 no se presentaron diferencias.  Los transcritos de 

proteínas pro-apoptoticas se disminuyeron con los dos fármacos, comparados con los animales 

infectados vehículo. Adicionalmente, al evaluar la producción viral, se encontró que los 

animales infectados tratados con el vehículo presentaron un aumento de 2 unidades 

logarítmicas entre el 3er al 6to dpi, presentando un título de 1.05X106 PFU/ml al 6to dpi. Los 

fármacos, tanto a 3er como al 6to dpi, disminuyeron la producción viral en 1 unidad logarítmica. 

En este modelo de neuroinfección con D4MB-6, la cepa indujo la muerte neuronal por apoptosis 

y neurodegeneración, asociadas a procesos excitatorios y a la respuesta inmune exacerbada 

de tipo citotóxica. Estos procesos pudieron ser mediados y potenciados, no solo por el aumento 

de proteínas pro-apoptoticas, sino por la disminución de las proteínas anti-apoptoticas. 

Adicionalmente, se sugiere el uso del VPA como un agente neuroprotector durante las 

infecciones por DENV. 

 



3 

 

1. MARCO TEÓRICO 

2.1 Glutamato y Excitotoxicidad  

En los mamíferos, la estimulación de las neuronas pre-sinápticas induce la liberación de 

vesículas al espacio extracelular, cargadas con los respectivos neurotransmisores. El glutamato 

es el neurotransmisor excitatorio más abundantes en el Sistema Nervioso Central (SNC) 

(Orrenius et al., 1998).  

Este neurotransmisor es reconocido por los receptores de glutamato (tipo AMPA y tipo NMDA) 

presentes en la membrana de las neuronas post-sinápticas y su activación induce procesos 

asociados a cognición, aprendizaje, memoria y plasticidad neuronal (Bliss et al., 1993; Danbolt., 

2001). El receptor AMPA reconoce al glutamato, por medio de los receptores de glutamato 

(GluR), que desencadenan una despolarización inicial de bajo voltaje y de corta duración en la 

neurona, permitiendo el influjo de sodio y potasio. Por su parte, el receptor ionotrópico NMDA, 

constituido por dos subunidades NR1 y por dos subunidades NR2 (A y B), reconocen la glicina 

(que actúa como co-activador del receptor) y al glutamato respectivamente, permitiendo así su 

activación. La despolarización de la membrana mediada por receptores AMPA, induce que el 

ión Mg2+ que bloquea de manera fisiológica el canal del receptor NMDA se libere, permitiendo 

así la entrada de calcio y sodio, induciendo la despolarización en la neurona (de manera voltaje 

dependiente) más intensa y prolongada. 

En patologías como isquemia, trauma mecánico, epilepsia y desordenes neurocognitivos, se 

presenta la sobre-estimulación de los receptores NMDA y AMPA (entendida como el aumento 

en la intensidad y duración del estímulo), que desencadenan la degeneración y la muerte 

neuronal (Olney et al., 1978; Doble 1999; Van Den Bosch et al., 2006). A este proceso se le 

denomina excitotoxicidad y se asocia al aumento en la concentración de glutamato en el 

espacio extracelular, que induce la activación de los dos receptores (NMDA y AMPA) ya que 

poseen constantes de unión a glutamato similares y permiten el influjo indiscriminado de iones, 

sin embargo, el receptor NMDA posee una constante de disociación a glutamato 400 veces 

menor respecto al receptor AMPA, por lo que éste permanece activado por más tiempo, 

facilitando el influjo de calcio más prolongado a la neurona (Lester  and Jahr., 1992;  Attwell and 

Gibb, 2005). 

Las altas concentraciones de calcio inducen la muerte neuronal por diferentes vías. Por un lado 

activan lipasas, proteasas, fosfolipasas, y endonucleasas que desencadenan la muerte 

neuronal con características tanto apoptóticas como necróticas por la activación de enzimas 
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como la óxido nítrico sintasa y las caspasas efectoras (Greene & Greenemyre, 1996; Lerma, 

1997; Mannie & Raymond, 2007; Szydlowska & Tymianski, 2010). Por otro lado, la disfunción y 

permeabilización de la membrana mitocondrial -debido a la producción de especies reactivas de 

oxígeno y a la recaptación intensa del ion a través de los anti-portadores Na+/H+, 

intercambiadores Na+/ Ca2+ y uniportadores de Ca2+-, inhiben la producción de ATP por 

disrupción de la cadena respiratoria, aumentando la actividad de la ATPasa mitocondrial 

(Nicholls, 2004), y la liberación de la citocromo C, que junto a la caspasa 9 forman el 

apoptosoma que induce la activación de la caspasa 3 (efectora) y la muerte neuronal por 

apoptosis (Papadia & Hardingham, 2007). Por otra parte, el aumento de calcio citosólico activa 

las cisteín-proteasas tipo calpaína, que hidrolizan diferentes sustratos como las proteínas del 

citoesqueleto (Brustovetsky et al, 2010), e inducen la liberación de proteínas pro-apoptóticas 

como BAX (proteína X asociada a Bcl-2) y BAD (promotor de muerte asociado a Bcl), que de 

igual forma, promueven la liberación de citocromo C y por ende, la activación de la vía 

intrínseca de la apoptosis (Mattson and Magnus, 2006). 

Durante eventos patológicos, para prevenir la muerte neuronal se ha implementado el uso de 

fármacos con efecto neuroprotector, que eviten la afectación tisular y el desarrollo de 

manifestaciones clínicas. Algunos de los fármacos neuroprotectores más utilizados 

experimentalmente son el ácido valproico (VPA) y la Dizocilpine (MK801), entre otros.  

2.2 Ácido valpróico (VPA) 

El VPA es ampliamente utilizado como agente antiepiléptico y también en el control de 

desórdenes bipolares y del comportamiento (Chateauvieux et al., 2010).El VPA es un ácido 

graso de cadena corta ramificada sintetizado a partir del ácido valérico que proviene de la 

planta Valeriana officinalis. Este fármaco, se une al centro catalítico de las histonas 

deacetilasas (HDAC) tipo I y II, actuando como un inhibidor enzimático de amplio espectro, que 

reduce su capacidad de desacetilación de las HDAC (Göttlicher et al., 2001). Adicionalmente el 

VPA induce la degradación proteosomal de la HDAC2, reduciendo así su concentración y 

disponibilidad celular (Krämer et al., 2003). Como consecuencia de la inhibición de las HDAC, 

las histonas H2A, H2B, H3 y H4 permanecen hiperacetiladas, permitiendo de este modo el inicio 

de la transcripción, lo que convierte a este mecanismo en un sistema de regulación de la 

expresión génica por remodelación de la cromatina, asociado a la transcripción y producción de 

proteínas anti-apoptóticas (Taniura et al., 2007).  
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In vitro, se ha reportado que el VPA previene la muerte celular espontanea de neuronas 

corticales de rata (Jeong et al., 2003), y de neuronas de hipocampo inducida por la deprivación 

de glucosa-oxigeno (Rekling, 2003). Además, atenúa el daño cerebrovascular en ratones con 

oclusión de las arteriacerebrales (Yong et al., 2010) y mitiga la excitotoxicidad inducida por 

glutamato en estas células, disminuyendo la acumulación de GAPDH nuclear (Kanai et al., 

2004). In vivo, se ha demostrado que el VPA aumenta la supervivencia de las neuronas 

expuestas a glutamato, asociada a la sobreexpresión de proteínas como Bcl-xL y Bcl-2, por la 

activación de la vía NF-əB o ERK/MAPK, respectivamente (Bielecka & Obuchowicz, 2008; Go et 

al, 2011).  

De manera interesante, la inhibición de la función enzimática de las HDAC, no solo 

desencadena en la supervivencia celular, sino que reduce la transcripción de factores solubles 

como citoquinas pro-inflamatorias, quimioquinas y metaloproteinasas de matriz (Han & Lee, 

2009; Shakespear et al., 2011), previniendo una respuesta inmune exacerbada. La reducción 

transcripcional que se observa durante el tratamiento de VPA, se asocia con una disminución 

en la translocación del factor NF-əB al n¼cleo, debido a una inhibici·n en la disociaci·n y 

degradaci·n por proteasoma del factor IəB que mantiene al factor de transcripción NF-əB en el 

citoplasma, reprimiendo de este modo la transcripción génica (Blanchard & Chipoy, 2005; Bode 

et al., 2007).  

Sin embargo, el efecto del VPA no es exclusivo sobre neuronas. Al respecto, se ha reportado 

en modelos tanto in vivo como in vitro (Phelan et al., 1985 y Collins et al., 1994), que los 

atrocitos tratados con VPA, presentan un aumento en la expresión del trasportador de 

glutamato y aspartato (GLAST) (Nilsson et al., 1992), y en la actividad de la glutamina sintasa, 

lo que sugiere una mayor recaptación de glutamato por estas células y por ende una mayor 

producción de glutamina (forma aminada del glutamato e inactiva como neurotransmisor) 

(Danbolt, 2001). Además, en el hipocampo de ratas con epilepsia inducida experimentalmente, 

el VPA incrementó la expresión de GLAST y disminuyó la expresión del transportador glial de 

glutamato (GLT-1), sin alterar el portador neuronal de aminoácidos excitatorios (EAAC-1) (Ueda 

et al., 2000), conllevando a la prevención de epilepsia, por disminución de glutamato y aumento 

de GABA. 

2.3 Dizocilpine (MK-801) 

El MK-801 atraviesa la barrera hematoencefálica (BHE) y previene la estimulación prolongada 

del receptor NMDA inducida por glutamato, bloqueando el influjo de calcio al interior de las 
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neuronas, ya que se comporta como un catión que boquea el receptor (de manera similar al 

Mg2+), inhibiendo de ese modo la activación de las proteasas dependiente de calcio (Huettner 

and Bean, 1988, Albensi, 2007). In vitro, Olney et al., (en 1987), reportaron que neuronas de 

embrión de pollo tratadas con N-metyl-D-aspartato, sobrevivieron a la excitotoxicidad inducida 

por éste, al ser tratadas con MK-801 e igual forma Rondouin et al., (en 1988), evidenciaron la 

reducción de la muerte neuronal causada por glutamato en cultivos de neuronas corticales y de 

hipocampo tratadas con el fármaco. De igual modo, in vivo se ha reportado que la aplicación del 

fármaco por la vía intraperitoneal, induce la supervivencia neuronal de ratas al ser expuestas 

por vía intracraneal con N-metyl-D-aspartato o quinolinato (Foster et al., 1988). 

2.4 Procesos excitotóxicos asociados a virus neurotrópicos y neurovirulentos 

Otro tipo de alteraciones -aparte de las ya descritas-, pueden inducir la muerte neuronal por 

ejemplo, las infecciones por diferentes agentes patógenos (Léveillé et al., 2010). Al respecto, 

durante la infección con el virus VIH (virus de la inmuno-deficiencia humana), se presentan 

alteraciones neurocognitivas denominadas desordenes neurodegenerativos asociados a VIH, 

las cuales están relacionadas directamente a procesos excitotóxicos (Mattson et al., 2005). Al 

parecer, la expresión de las proteínas virales gp120 y Tat en células infectadas o no, 

promueven la activación de las células gliales que producen y liberan moléculas como el ácido 

araquidónico y óxido nítrico o inducen la liberación de glutamato al espacio extracelular (Barger 

et al., 2007; Gupta et al., 2010), induciendo la apertura del canal inotrópico del receptor NMDA, 

promoviendo la entrada incontrolada de calcio y la activación de la cascada pro-apoptótica en 

las neuronas (Lipton et al., 1994).  

El uso del fármaco MK-801 para prevenir la perdida neuronal durante la infección con VIH ha 

sido ampliamente estudiada, demostrando que la proteína viral gp120 causa en co-cultivos de 

neuronas corticales, microglía y astrocitos, una substancial neurotoxicidad asociada a la 

estimulación de las células de glía que producen citoquinas y metabolitos de ácido 

araquidónico, que conjuntamente con el glutamato, promueven la sobre estimulación del 

receptor NMDA, conllevando a la muerte neuronal (Dawson et al., 1993). Algo similar sucede al 

incubar neuronas con la proteína viral Tat recombinante que -sin el medicamento-, induce la 

alteración neuronal asociada a la despolarización, apoptosis, neurotoxicidad y al incremento en 

la concentración de Ca2+ intracelular (Haughey et al., 1999).  

Fenómenos similares asociados a la liberación y producción de moléculas inductoras de 

procesos excitotóxicos han sido reportados durante la infección con algunos arbovirus 
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(Flavivirus, Alphavirus y Bunyavirus) (Hollidge et al., 2010). Por ejemplo, el virus WNV (Virus del 

Oeste del Nilo) o el JEV (Virus de la encefalitis Japonesa), inducen la muerte por apoptosis en 

algunas neuronas del asta anterior de la médula espinal infectadas o no, induciendo la parálisis 

flácida de las extremidades posteriores en los humanos o en modelos animales como el 

hámster (Sejvar et al., 2003).  

En este caso, al evaluar las causas asociadas a la perdida neuronal, se reportó que la 

activación de las células de la glía puede inducir la excitotoxicidad por glutamato y al ser 

tratadas con el fármaco MK-801 se disminuyeron los daños neurológicos asociados a éstas y se 

redujo considerablemente la muerte neuronal (Darman et al., 2004). La evidencia sugiere que la 

infección del tejido y la activación de los astrocitos inducen, -en estas mismas células.- una 

desregulación en la expresión del transportador neuronal de aminoácidos excitatorios EAAT, 

que aumenta la concentración de glutamato en el espacio extracelular (Blakely et al., 2009). 

Adicionalmente, se ha reportado que la activación de la respuesta inmune local y sistémica 

asociada a la infección, induce en las células de la microglía la liberación del Factor de Necrosis 

Tumoral alfa (TNF-Ŭ), que bloquea los transportadores EAAT 1 y 2, impidiendo la recaptura del 

glutamato, e induce en estas mismas células un aumento en la transcripción de la glutaminasa 

y por lo tanto se aumenta la concentración de glutamina (Chen et al., 2012). 

Algo similar sucede durante la infección con el Virus Sindbis (SINV), el cual activa vías que 

conducen a neurotoxicicidad como resultado de la estimulación aberrante del receptor NMDA, 

provocando la apoptosis y necrosis de neuronas infectadas y no infectadas del hipocampo. 

Estos procesos son prevenidos por la aplicación del fármaco MK-801 (Nargi et al., 2004; 2001). 

2.5 Patogenia y neuropatogenia por virus dengue 

2.5.1 Virus del dengue. Estructura  

El virus dengue (DENV) es miembro del genero Flavivirus de la familia Flaviviride, en el cual se 

incluyen otros virus que afectan humanos como el virus de la Fiebre Amarilla (YFV), WNV, JEV, 

entre otros (Lindenbach et al., 2007). Los Flavivirus son virus envueltos con una cápside 

icosaedrica, que contiene como genoma un RNA de cadena sencilla y polaridad positiva con un 

capuchón de metil guanina en el extremo 5` (m7G5`ppp5`A) y sin cola poli-A en el extremo 3`. 

La longitud del RNA es de aproximadamente 11 kb que codifica una única poliproteína que en 

su extremo N-terminal se ubican las proteínas estructurales (Cáspide C; Membrana prM y de 

Envoltura E) seguidas por las proteínas no estructurales NS (NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-

NS4B-NS5) (Lindenbach et al., 2007; Gebhard et al., 2011; Velandia & Castellanos, 2011).  
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2.5.2 Patogénesis de dengue 

Cuatro serotipos antigénicamente diferentes (DENV 1 al 4) conforman el serocomplejo dengue, 

que causan el dengue, la arbovirosis más ampliamente distribuida y endémica en regiones 

tropicales y subtropicales del mundo (Neeraja et al., 2013). Estas regiones presentan un clima 

adecuado para la supervivencia del vector, que son las hembras el género Aedes de la especie 

aegypti o albopictus, que por ser hematófagos consumen sangre de personas que pueden estar 

virémicas, infectan sus células del intestino medio, permitiendo la replicación del virus que pasa 

al hemocele y llegan hasta las glándulas salivares desde donde se secreta al momento de una 

nueva picadura (McBride & Bielefeldt-Ohmann, 2000).  

En los humanos, cualquiera de los cuatro serotipos -tras un periodo de incubación de 4 a 7 días 

post-infección-, se replica en los nódulos linfáticos y se disemina al torrente sanguíneo y a otros 

órganos (Oishi et al., 2007), produciendo un amplio espectro de afectaciones clínicas. Hasta el 

2009, las manifestaciones clínicas se clasificaban según su severidad en; infección leve, 

caracterizada por fiebre indiferenciada con o sin signos de rash cutáneo (Guzmán & Kourí, 

2002), fiebre de dengue (DF), una enfermedad aguda auto-limitante, asociada a dolor de 

cabeza, mialgias, dolores articulares y óseos y en algunos casos rash cutáneo y leucopenia 

(OMS, 2001), y la fiebre hemorrágica de dengue (FDH), que podía presentarse como síndrome 

de choque por dengue (DSS) clasificado por la OMS en grado III ó IV (OMS 2001), que era fatal 

en muchos casos (Khan et al., 2013). En muchos aspectos clínicos, el FDH presentaba una 

gran similitud con el DF en la fase febril temprana, pero difería por una mayor severidad por la 

extravasación plasmática al espacio intersticial, como resultado del incremento en la 

permeabilidad vascular, trombocitopenia, fiebre, aumento en la viremia de 10 a 100 veces 

mayor que en el DF y manifestaciones crónicas de la hemorragia como; fragilidad capilar, 

equimosis y sangrado de mucosas entre otras (OMS, 2001; Whitehead et al., 2007). Sin 

embargo, en esta clasificación, no eran tenidas en cuenta las manifestaciones clínicas como 

alteraciones neurológicas, alteraciones renales como necrosis tubular o cambios glomerulares, 

o disfunción respiratoria por incremento en la permeabilidad capilar-alveolar, entre otras (Gulati 

& Maheshwari, 2007). Esta situación obligó a la OMS y al Programa de Investigación en 

Enfermedades Tropicales (TDR), a plantear una nueva clasificación de la enfermedad, que 

incluyera la alteración de órganos y otras características durante la infección. Por esta razón, en 

el 2009 se reclasificó el amplio espectro de manifestaciones clínicas en solo dos entidades: 

dengue con y sin signos de alarma y dengue grave, este último, difiere por el aumento de la 
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permeabilidad vascular, extravasación de plasma, hemorragia grave y compromiso de órganos 

como el hígado, el tracto gastrointestinal, el corazón y el SNC (OMS, 2009). 

La patogénesis en la infección por dengue no está totalmente elucidada. Dos grandes 

mecanismos se han involucrado en la progresión de la enfermedad. El primero es la 

patogénesis viral; que refleja la patología causa directamente por el virus, donde se incluyen 

factores como la diversidad antigénica (serotipos DENV 1 a 4) que contribuyen a la severidad 

de la enfermedad (Leitmeyer et al., 1999), el tropismo celular que para el DENV es ubicuo, lo 

cual tiene un gran impacto en el desenlace de la enfermedad debido a la alta afinidad del virus 

por igual número de receptores, influenciando de esta forma la infectividad y la virulencia (Lee & 

Lobigs, 2000; Kou et al., 2008).  

El segundo mecanismo es la inmunopatogénesis, donde se incluyen tres hipótesis: i) La 

potenciación dependiente de anticuerpos que plantea la existencia de anticuerpos 

subneutralizantes generados durante una infección anterior, que favorece la entrada del virus a 

las células y el desarrollo de cuadros más severos de la enfermedad (Halstead et al., 2010). ii) 

La hipótesis de la respuesta inmune celular, como el aumento de factores solubles, generados 

por células T de memoria de baja afinidad, lo cual es desencadenado por la reactividad cruzada 

entre serotipos distintos (Hatch et al., 2011), que terminan en altas concentraciones de 

citoquinas proinflamatorias como, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18 y TNF-Ŭ (Hober et al., 

1993; Chen et al., 2006), que contribuyen a la disfunción endotelial y la extravasación 

plasmática (Kurane et al., 1991). iii) La hipótesis de autoinmunidad, demostrada por la 

generación de anticuerpos como anti-NS1, anti-prM y anti-E (Wan et al., 2013), que se 

comportan como auto-anticuerpos contra: plaquetas (Saito et al., 2004), células endoteliales 

(Lin et al., 2003) y factores de coagulación (Wan et al., 2013), debido al mimetismo molecular 

entre éstas y las proteínas NS1, prM y E respectivamente. Esto último, se correlaciona con la 

aparición de signos como trombocitopenia, disfunción en la coagulación y apoptosis de células 

endoteliales (Lin et al., 2002; Cheng et al., 2009) 

2.5.3 Compromiso del SNC durante la infección por DENV 

Los flavivirus WNV, JEV, Murray Valley Encefalitis (MVE), St. Louis Encefalitis (SLE), entre 

otros, son virus neurotrópicos y neuroinvasivos (Beasley et al., 2002), que inducen 

enfermedades febriles que en algunos casos logran progresar hasta meningoencefalitis, 

parálisis o síndrome tipo polio, por la destrucción de las células neuronales del asta anterior y 

motoras de la médula (Shrestha et al., 2003). A pesar que la definición actual de dengue grave 
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incluye al SNC como órgano blanco de la infección (OMS, 2009), el DENV no es clasificado 

como un virus neurotrópico o neuroinvasivo, es decir, que no se replica en las neuronas ni las 

altera (Velandia-Romero et al., 2012; Castellanos et al, 2014), sin embargo se ha detectado 

antígeno viral en cortes de cerebro de casos fatales de dengue (Ramos et al., 1998), y en 

pacientes en fase aguda de la enfermedad se ha detectado en líquido cerebro-espinal 

inmunogloblinas contra el virus y RNA viral (Solomon et al., 2000; Kumar et al., 2008).  

Las alteraciones neurológicas asociadas al dengue grave han sido descritas en diferentes 

estudios. Solomon et al., 2000 reportó que en 1995 en el sur de Vietnam, de todos los casos de 

infecciones en el SNC el 4% correspondió a la infección por DENV y los signos más 

frecuentemente reportados fueron, dolor de cabeza, vómitos persistentes, convulsiones y 

meningitis. Por su parte, Pancharoen & Thisyakorn, (2001), reportaron que entre 1987 a 1998, 

1493 niños diagnosticados con dengue, presentaron manifestaciones neurológicas con una 

incidencia del 5.4%, destacando signos como encefalopatías, asociadas a edema cerebral, 

anoxia, hemorragia o falla hepática, confusión mental y rigidez de cuello y falla renal (Misra et 

al., 2006).  

En Brasil, en un estudio de 87 pacientes con dengue se reportó que el 21.2% presentó 

compromiso neuronal con signos leves como hemiparesia y encefalitis, asociadas a la infección 

directa del SNC (Domingues et al., 2008). Otras complicaciones neurológicas asociadas a la 

infección son los accidentes cerebrovasculares, en los cuales la vasculopatía, trombocitopenia y 

la disfunción plaquetaria pueden explicar las alteraciones hemorrágicas intracraneales (Murthy 

et al., 2010), y el síndrome Guillain Barré, que se reporta en cerca del 30% en las 

manifestaciones neurológicas (Soares et al., 2006), asociado a la respuesta inmune frente al 

virus, generada principalmente por linfocitos T que producen citoquinas y quimioquinas, las 

cuales inducen la permeabilización de la barrera hematoencefálica (BHE), permitiendo la 

entrada de anticuerpos que afectan las células de Schwann, causal de la paraparesia 

ascendente(Puccioni-Sohler et al., 2012). 

Análisis histológicos en células de neuroblastoma y en cortes de cerebro de ratones infectados 

experimentalmente, han demostrado que las neuronas infectadas y no infectadas sufren 

apoptosis inducida por el DENV (Després et al, 1998 y 1996). Es probable que las 

manifestaciones neurológicas observada en algunos humanos, sean debidas a la infección per 

se del tejido que induce el daño y la muerte de las neuronas, o ésta sea consecuencia de la 

respuesta inmune local y sistémica que podría afectar la fisiología del tejido (Miranda et al., 

2012). 
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2.6 Excitotoxicidad y DENV 

En nuestro laboratorio, se desarrolló un modelo de neuroinfección por DENV en ratones 

inmunocompetentes, utilizando un virus neuroadaptado (D4MB-6) que inoculado 

intraperitonealmente, fue capaz de inducir la neuroinfección y la encefalitis en ratones jóvenes 

de 2 y 7 días postnatales (dpn) los cuales presentaron alteraciones neurológicas severas a los 6 

días pi, cuando se sacrificaron (Velandia et al., 2012).   

Como resultado preliminar, Velandia-Romero, en el 2011, se observó en el modelo de 

neuroinfección con D4MB-6 una respuesta inmune exacerbada, caracterizada por el infiltrado 

de linfocitos CD4+ y CD8+ y macrófagos, así como la sobre-expresión de las interleuquinas IL6, 

IL10, TNF-Ŭ, entro otras. Adicionalmente, se evalu· si la infecci·n indujo procesos 

exictotoxicos. Para esto se aplicó el fármaco MK-801 en animales infectados y se observó que 

los animales y tratados, desarrollaron parálisis y postración de manera tardía con una moderada 

reducción en la producción de virus en el encéfalo. Es probable que las alteraciones 

neurológicas observadas en nuestro modelo estén asociadas a la perdida neuronal, por lo tanto 

se planteó en este trabajo, evaluar de manera indirecta si la neuroinfección con el virus DENV 

neuroadaptado (D4MB-6) induce la muerte neuronal por procesos excitotóxicos asociados a 

glutamato y/o eventos neurotóxicos mediados por la respuesta inmune. 
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2. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo principal  

Determinar en el tejido nervioso si el virus dengue neuroadaptado (D4MB-6) induce alteraciones 

neurológicas asociadas a la excitotoxicidad por glutamato. 

3.2 Objetivos específicos  

¶ Evaluar si la infección con el virus dengue neuroadaptado (D4MB-6) induce la apoptosis de 

neuronas infectadas y no infectadas.  

 

¶ Determinar la neuroprotección de los fármacos MK-801 y ácido valpróico frente a la 

infección con virus dengue neuroadaptado D4MB-6. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La infección con DENV genera un amplio espectro de manifestaciones clínicas, dentro de las 

cuales las alteraciones neurológicas se presentan generalmente durante epidemias y en 

pacientes jóvenes con dengue grave, donde las complicaciones neurológicas comúnmente 

reportadas son encefalitis y encefalopatías.  

Se ha calculado una incidencia que varía entre el 0.5% y el 10%, generalmente asociada a 

fatalidad por dengue o secuelas de mayor duración. Estos hallazgos resaltan la necesidad de 

estudiar los mecanismos que podrían inducir la neuropatología por DENV, y por lo tanto, las 

posibles medidas farmacológicas.  

Una dificultad para estudiar la patogenia causada por la infección con DENV, es la ausencia de 

un modelo animal que desarrolle en su totalidad los signos observados en humanos, por lo 

tanto se recurren a modelos de infección in vivo que permiten estudiar algunos aspectos de la 

compleja patología causada por el DENV. Para tal fin, se implementó en un modelo de 

neuroinfección con la cepa neuroadaptada denominada D4MB-6, la aplicación de los fármacos 

VPA o MK 801 posterior a la infección, con el fin de identificar de manera indirecta los 

mecanismos por los cual el DENV podría causar la muerte neuronal.  
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4. METODOLOGÍA 

 

La manipulación y el mantenimiento de los animales de experimentación se realizó teniendo en 

cuenta la Resolución 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de la República de Colombia y los 

protocolos fueron aprobados por el Comité de Ética de la Universidad El Bosque. 

5.1 Producción del virus neuroadaptado D4MB-6 

La obtención y producción del virus D4MB-6 se estandarizó previamente en el laboratorio y se 

describe brevemente. Se tomaron células C6/36HT las cuales fueron infectadas con una cepa 

de virus DENV-4. Al día sexto post-infección (dpi), se recolectó el sobrenadante (denominado 

Parental) el cual fue inoculado y pasajeado 2 veces más en células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y (ATCC). El tercer pasaje de neuro-adaptación en las células SH-SY5Y fue inoculado 

intracerebralmente (i.c.) en ratones lactantes de la cepa Balb/C, luego de confirmar la infección 

y el título viral de este primer pasaje, se realizaron 5 pasajes más de adaptación in vivo 

obteniendo un virus neuroadaptado con seis pasajes de adaptación en animales, denominado 

D4MB-6 (Dengue virus 4 mouse brain-6 pasaje) el cual se caracterizó por ser neuroinvasivo y 

neurovirulento en ratones lactantes (Velandia et al, 2012). 

5.2 Animales, Infección y tratamientos  

Los ratones de la cepa Balb/C fueron mantenidos en condiciones de Bioterio en la Universidad 

Nacional de Colombia con agua y comida ad libitum y durante los experimentos, las crías 

estuvieron al cuidado de los padres.   

En resultados preliminares (Velandia-Romero., 2011), se evaluó procesos exitotóxicos en el 

modelo de neuroinfección con D4MB-6, aplicando el fármaco en animales de 2 y 7 dpn, de los 

cuales solo los animales de 7 dpi lograron sobrevivir. Por lo tanto, se tomaron ratones Balb/c de 

7 días post-natales (dpn) los cuales se procesaron de la siguiente manera: 12 animales se 

inocularon intraperitonealmente (ip) con el virus dengue neuroadaptado D4MB-6 (1X105 UFP) y 

un día después 4 individuos se trataron con ácido valproico (VPA; 100 µg/gr de peso por vía ip), 

4 individuos con MK-801 (1 ɛg/gr de peso ip), y 4 fueron inoculados con veh²culo (soluci·n 

salina ip). Como controles, animales no infectados o inoculados con un homogenizado de 

cerebro no infectado (mock), a los cuales se les aplicó el mismo esquema de tratamiento 

(Figura 1). Los animales se sacrificaron a los 3 o 6 días post infección (dpi) por sobredosis de 

anestesia (Tabla 1). 
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Figura 1. Resumen esquemático de los tratamientos con los fármacos VPA o MK 801. Ratones Balb/c de 7 dpn 

se inocularon ip con el virus dengue neuroadaptado D4MB-6 (1X10
5
 UFP) y un día después se trataron con VPA, 

MK-801 o con solución salina (vehículo). Como controles se utilizaron animales inoculados con el Mock, o no 

infectados los cuales se trataron o no con los fármacos. 

 

Tabla 1. Número de animales empleados en cada condición experimental y técnicas aplicadas. 

 

 

 

 

 

 

Descripción del número de animales utilizados en cada una de las condiciones experimentales y técnicas aplicadas: 

Análisis histológico (H&E e IFI), Extracción de RNA y cuantificación viral, para un total de 36 individuos. 

5.3 Valoración clínica 

Para determinar los signos clínicos asociados a la infección, todos los animales objeto de 

investigación se observaron y pesaron diariamente desde el momento de inoculación viral ï

Tratamiento 

No Infectado  Mock D4MB-6 

3 dpi 6 dpi 3 dpi 6 dpi 3 dpi 6 dpi 

Vehículo n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 

VPA n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 

MK-801 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 n: 2 
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tratados con los fármacos o con el vehículo- hasta finalizar el experimento a los 3 o 6 dpi. Luego 

se definió un score clínico para la valoración clínica, dando un valor de 0 para la ausencia de 

alteraciones clínicas, 1 para el desarrollo de signos leves, 2 para signos moderados, y 3 para el 

desarrollo de signos severos. 

5.4 Procesamiento de animales y obtención de tejidos. 

Los animales al 3er o 6to dpi se sacrificaron por sobredosis de anestesia (ketamina 90 mg/Kg y 

xilazina 15 mg/Kg). De estos animales, 36 se perfundieron con PBS (Fosfato Buffer salino) y se 

fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4%, luego los encéfalos y las columnas vertebrales 

completas se extrajeron y fueron post-fijadas en PFA 4% a 4ºC por 48 horas y las columnas 

vertebrales fueron descalcificadas en una solución de ácido fórmico al 10% y PFA 4% en agua 

destilada durante 3 ó 5 días a temperatura ambiente (TA) (Velandia et al., 2002). Los tejidos 

fueron procesados e incluidos en parafina, y se realizó el montaje de manera seriada sobre 

láminas pre-tratadas con gelatina, de tal forma que en cada lámina se ubicó un corte de cada 

una de las condiciones experimentales (no infectados, mock y D4MB-6, tratados y vehículo). 

Para la evaluación del título viral y extracción de RNA, se procesó un número igual de animales 

(36), a los que se les extrajo el encéfalo y se obtuvieron homogenizados del tejido en DMEM 

suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 2% y antibiótico al 1%. 

5.5 Análisis histológico  

Para el análisis histológico se obtuvieron 20 cortes seriados con orientación sagital del encéfalo 

y 10 cortes de médula espinal con orientación sagital, por cada condición, los cuales fueron 

contra-coloreados con Hematoxilina-Eosina (H&E) con el fin evaluar de manera cuantitativa la 

cito morfología e histopatología de los tejidos. 

Las áreas cerebrales de interés fueron la neocorteza, hipocampo, tálamo, cerebro medio y 

cerebelo, las cuales se evaluaron bajo el microscopio Axio Imager A2 (Zeiss), luego se 

obtuvieron 12 micrografías por cada encéfalo y sobre estas imágenes se delimitó un área de 

aproximadamente 1600 µm2 utilizando el software Axio Vision 4.8. Para realizar el análisis 

morfométrico se contaron las neuronas con morfología normal y con alteraciones nucleares, 

tales como: cariorrexis, cariolisis y picnosis. Además se incluyó en el análisis la presentación de 

alteraciones citoplasmáticas como espongiosis y eosinofilia. Por último, se contaron los eventos 

hemorrágicos y el número de vasos sanguíneos presentes en las áreas, y sobre estos se 

determinaron los perímetros utilizando la herramienta measurement del programa Image J.  
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El análisis estadístico utilizado fue razón de varianzas mediante prueba de ANOVA de dos vías 

o Kruskal-Wallis y su respectivo Post-hoc con un valor p<0.05.  

5.6 Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 

Triple Co-localización para la detección viral, población celular y proteínas pro y anti 

apoptóticas.  

Los cortes de cerebro fueron incubados a 56ºC por 1 hora, desparafinizados con xilol por 20 

min e hidratados en concentraciones descendentes de etanol (100%, 95%, 90%, 80% y 70%) 

por 10 minutos y con PBS por 15 min, a continuación, los cortes fueron sometidos a 

desenmascaramiento antigénico en buffer citrato de sodio (10mM pH 6.0) por 20 minutos. 

Luego los tejidos se permeabilizarón con Tritón X-100 al 0.3% y se bloquearon los sitios 

inespecíficos con suero de Cabra (SC) al 10% en PBS. Posteriormente los cortes fueron 

incubados por 16 h a 4ºC con un anticuerpo primario dirigido contra la proteína NS1 del virus, 

luego con su respectivo anticuerpo secundario anti-ratón biotinilado y finalmente con una 

solución de estreptavidina acoplada a Alexa-697®. A continuación los cortes, fueron incubados 

con solución de bloqueo (SC al 10%) y por 4 horas a 37ºC con un anticuerpo dirigido contra la 

proteína MAP-2 para la identificación de neuronas, posteriormente se adicionó el respectivo 

anticuerpo secundario (Anti-conejo acoplado a Alexa-488®). Por último, los tejidos fueron 

nuevamente incubados con la solución de bloqueo y por 4 horas a 37 ºC con uno de los 

anticuerpos para detectar caspasa 8, Calpaina o Ŭ-sinucleina, a continuación se adicionaron los 

respectivos anticuerpos secundarios acoplados a Alexa-594®, se contrastaron los núcleos con 

Hoechst 33342 (Sigma) y se realizó el montaje de las láminas utilizando Vecta-Shield (Vector).  

Al finalizar las co-localizaciones, los cortes fueron observados por microscopía de fluorescencia 

(Zeiss Axio-Imager A2) utilizando los filtros respectivos para cada fluorocromo. 

5.7 TUNEL 

Para evaluar la fragmentación del DNA, los cortes se desparafinizaron, se trataron con la 

solución de citrato para el desenmascaramiento antigénico, permeabilizaron y se bloquearon los 

sitios inespecíficos con SC al 10% como se describió anteriormente. Luego se incubaron con el 

anticuerpo primario contra la proteína NeuN (para la identificación de neuronas), y con su 

respectivo anticuerpo secundario (Anti-conejo acoplado a Alexa-594®). A continuación se 

trataron los cortes con proteinasa K (10 µg/ml) por 10 min, seguido de la incubación por 2 horas 

a 37 ÜC con la soluci·n de marcaje: TdT (0,5 U/ɛL), dUTP- biotinilado (0,2 nM), cloruro de 
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cobalto (2.5 mM) en buffer de la enzima 1X. Posteriormente los tejidos fueron incubados con 

una solución de estreptavidina acoplada Alexa-488®, y se contrastaron los núcleos con Hoechst 

33342 (sigma), finalmente se realizó el montaje de las láminas con Vecta-Shield (Vector). 

Al finalizar las co-localizaciones (NeuN y TUNEL), los cortes fueron observados por microscopía 

de fluorescencia (Zeiss Axio-Imager A2) utilizando los filtros respectivos para cada fluorocromo.  

5.8 Inmunofluorescencia para astrocitos y marcacion con Fluoro Jade ï C 

Para evaluar la neurodegeneración y la activación de los astrocitos en el tejido, los cortes 

fueron procesados como se describió anteriormente, a continuación se procesaron por doble 

marcaje utilizando el colorante FJ-C (AG325, Millipore) y el anticuerpo contra la proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP) (DAKO), modificando el protocolo de Schmued et al., 1997. Brevemente, las 

secciones de encéfalo fueron incubadas toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo anti-GFAP 

(1:500), luego se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron por 1 h con el anticuerpo anti-conejo 

acoplado a Alexa 594® (1:200), a continuación se lavaron los tejidos con PBS y agua destilada 

y se adicionó por 10 minutos una solución de Hoechst (1:1000) y FJC al 0.0001% disuelto en 

0.1% de ácido acético (pH 3.5) a 4ºC, protegiendo los tejidos de la luz. Por último las láminas se 

incubaron a 56 ºC por 1 h y se aclararon con xilol y montaron con DPX®. Al finalizar las co-

localizaciones (GFAP- FJ-C), los cortes fueron observados por microscopía de fluorescencia 

(Zeiss Axio-Imager A2) utilizando los filtros respectivos para cada fluorocromo.  

5.9 Detección de GFAP y GLT1 por Inmunohistoquímica (IHQ) 

Para la identificación de la proteína astrocitaria GFAP, en médula espinal y en encéfalo, y la 

proteína GLT-1 en médula espinal, por IHQ, los cortes fueron procesados de manera similar a la 

descrita anteriormente, sin embargo, luego de la permeabilización con Tritón X-100, se bloqueó 

la peroxidasa endógena con una solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 0.5% en 50% de 

metanol y 50% de PBS por 30 minutos. Luego, los tejidos fueron incubados con el anticuerpo 

contra la proteína GFAP o GLT-1, tal como se describió en el protocolo anterior.  

Finalmente, la unión especifica antígeno-anticuerpo fue revelada con una solución de 

diaminobenzidina al 0.1% en Tris HCl pH 7.2 y H2O2 0.02% en agua destilada, luego los cortes 

fueron contrastados con Hemalum de Mayer y se realizó el montaje de las láminas con 

Entellan® para ser observadas bajo microscopio de fluorescencia (Zeiss AxioVision) con los 

filtros respectivos. 
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Las diluciones de trabajo y la marca de los anticuerpos primarios y secundarios empleados en 

el trabajo están relacionadas en el Anexo 1. 

5.10 Extracción de RNA y qPCR 

La extracción de RNA total se realizó a partir de homogenizado de cerebros de ratones ï con 

las mismas condiciones experimentales mencionadas anteriormente-, utilizando el método de 

Trizol®. Se tomó 1 ml de Trizol por cada 50-100mg de muestra. Luego se agregaron 0.2 ml de 

cloroformo, se agitó manualmente y centrifugó a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Se separó la fase 

acuosa (que contenía el RNA), se agregaron 0.5 ml de isopropanol y se incubaron a TA por 10 

min, luego se centrifugaron a 10.000 g por 10 min. El pellet obtenido se lavó en un 1 ml de 

etanol al 75%, se sometieron a vortex y centrifugaron a 7500 g por 5 min a TA. Finalmente el 

RNA obtenido se disolvi· en 30 ɛL de agua DEPC, se cuantific· por espectrofotometr²a UV y se 

almacenaron a -70°C hasta su uso. 

Con el fin de cuantificar  la expresión de los transcritos para Bcl-2, Bcl-xL, Bax, caspasa 3,  8, 9, 

Ŭ-sinucleina, GLT-1 (trasportador de glutamato 1), NMDAR1 (receptor NMDA), VEGF (Factor de 

crecimiento endotelial vascular) y ɓ-actina, se realizó una PCR en tiempo real (qPCR) utilizando 

el kit SuperScript® III Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-PCR (Invitrogen), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Los primers se utilizaron a una concentración de 250 nM y 100 ng 

de plantilla. 

Se utilizó el siguiente programa de amplificación: retro-transcripción a 50°C por 15 min, seguido 

de una desnaturalización inicial de 95°C por 5 min, y 40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 

15 seg, alineamiento y amplificación de 50°C por 30 seg.  Adicionalmente se realizó una curva 

de melting de 60°C a 100°C.  

Para realizar el análisis matemático de los datos obtenidos, se implementó la fórmula de Shefe 

et al., 2006, donde se relacionan los Ct y eficiencias de los diferentes transcritos de interés y del 

gen normalizador (ɓ-actina) en las diferentes condiciones experimentales, comparados contra el 

Mock tratado con cada fármaco, siendo este último tomado con referencia, por lo cual se le 

asignó el valor de 1,00 para observar las diferencias en la expresión de transcritos. 

Las secuencias de los primers y el tamaño de cada uno de los productos amplificados, se 

muestran en el Anexo 2. 
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5.11 Evaluación de la producción de virus 

Para evaluar la producción de virus en encéfalo, se sembraron células BHK mantenidas en 

DMEM suplementado con SFB 10% y antibiótico. Luego de alcanzar una confluencia del 90%, 

las células se disociaron y sembraron 1 x 105 células por pozo en placas de 24 pozos. Luego 

fueron inoculadas con diluciones seriadas en base 10 de cada uno de los homogenizados de 

las diferentes condiciones experimentales y a las 4 h de incubación se adicionó el medio 

overlay con carboximetil-celulosa al 3% y las células fueron mantenidas a 37ºC por 6 días. 

Luego las monocapas se lavaron y contrastaron con cristal violeta al 1% y se determinó el título 

viral en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/ml) al contar el número de placas de 

lisis por en dilución y homogenizado evaluado. Para la obtención del título viral, se realizó dos 

experimentos independientes de cada condición experimental y su réplica. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Objetivo específico 1 

Con el fin de evaluar las alteraciones neurológicas asociadas a la infección con el DENV, 

nuestro grupo desarrollo un modelo de neuroinfección utilizando un virus adaptado a neuronas 

humanas y cerebros de ratón lactante denominado D4MB-6, el cual fue inoculado en animales 

de diferentes edades y se observó que sólo los animales de 2 y 7 dpn fueron susceptibles a la 

infección (Velandia et al, 2012).  

 

Utilizando este virus, planteamos como primer objetivo del presente trabajo establecer: i) las 

signos neurológicas asociadas a la infección, ii) los daños morfológicos del tejido y iii) evaluar si 

estos daños se asociaron con la muerte neuronal. Para esto se tomaron animales de 7 dpn, los 

cuales fueron inoculados ip con el virus D4MB-6 y como controles se evaluaron animales no 

infectados o inoculados con el Mock (homogenizado de cerebro no infectado), los cuales fueron 

observados y pesados diariamente. Al cabo de 3 o 6 dpi, los animales fueron sacrificados por 

sobredosis de anestesia como se describió en la metodología. 

6.1.1 La cepa D4MB-6 indujo alteraciones neurológicas 

Para cuantificar la aparición y la gravedad de los signos, se estableció un score clínico en el 

cual se asignó un valor de 0 para la ausencia de signos; 1 para signos leves; 2 para signos 

moderados y 3 para signos severos. Los signos clínicos observados en los animales infectados 

con D4MB-6 a los 3 dpi fueron intranquilidad, pérdida de peso y perdida leve del equilibrio. Por 

su parte, a los 6 dpi estos signos fueron más evidentes y se presentaron signos como parálisis, 

cifoscoliosis y postración severa (Tabla 2), comparados con los animales no infectados o 

inoculados con el mock, que no presentaron durante el tiempo de evaluación algún tipo de 

alteración neurológica. Respecto al peso de los animales, se encontró que los controles 

(inoculados con el Mock o no infectados) presentaron un promedio de peso de 4.8 ± 0.4 gr a los 

3 días y de 7 ±0.8 gr a los 6 dpi, mientras que los animales infectados presentaron desde el 3er 

dpi hasta el final del experimento, un promedio de peso de 3.9 ±0.4 gr, lo que indica una pérdida 

significativa de peso de 2 gr respecto a los controles (p <0.05) (Figura 2).  

 

 

 

 



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Score clínico de los animales infectados con el D4MB-6 a los 3 o 6 dpi. Los ratones Balb/c de 7dpn 

infectados con el D4MB-6 y los controles (inoculados con el Mock), fueron observados diariamente para identificar 

signos clínicos asociados a la infección. A cada signo se le asignó un puntaje según el score clínico, donde 0 sugirió 

ausencia de signos, 1 signos leves, 2 signos moderados y 3 signos severos. Los signos fueron observados a partir 

del 4to día post-infección y fueron más evidentes al 6 to dpi. Los datos mostrados son el promedio de 4 animales por 

condición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Signos clínicos asociados a la neuroinfección. Retraso en el crecimiento y desarrollo. Los ratones 

Balb/c de 7dpn infectados con el D4MB-6 y sus respectivos controles, fueron pesados diariamente observando en 

todos los individuos un peso similar hasta el 2do dpi. Al 3er dpi, los animales infectados con el D4MB-6 mostraron un 

descenso gradual y permanente en el peso que perduró hasta el 6to dpi. Los datos mostrados corresponden al 

promedio de 4 animales y la barra corresponde al error estándar de la media. 

3 dpi 6 dpi

Inactividad 1 3

Pérdida de peso y retraso en el crecimiento 1 3

Intranquilidad y movimientos espasmodicos 1 3

Falta de coordinación, inestabilidad 

postural y falta de equilibrio
1 3

Cifoescoliosis 0 3

Parálisis 0 3

Distonia y ataxia 0 2

Postración 0 3

Total 4 23

Total % 17 100

D4MB-6 
Característica clínica
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6.1.2 La infección con el D4MB-6 indujo alteraciones histopatológicas severas en el tejido 

nervioso.  

Por inmunofluorescencia y plaqueo se evaluó la infección y producción viral en los animales 

infectados. Como era de esperarse, no se detectó antígeno viral en los animales control, ni 

partículas virales. Por su parte, a los 3 dpi la producción viral en el encéfalo de los animales 

infectados fue de 1.3 x104 PFU/ml y en este mismo tiempo se detectó antígeno viral, de forma 

tenue en algunas células de la corteza, en las capas II/III y capas granular y molecular de 

cerebelo. A los 6 dpi, el titulo viral aumentó 2 unidades logarítmicas (1.05 X106 PFU/ml) 

acompañadas de un marcaje intenso para NS1 en diferentes tipos celulares y en el citoplasma 

de las neuronas de todas las capas de la corteza, en las regiones CA2, CA3 y giro dentado del 

hipocampo, en neuronas del diencéfalo, en la capa granular y en las células de Purkinje y en las 

meninges cerebelares (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Producción viral en el encéfalo de animales infectados con D4MB-6.  Del 3er al 6to dpi, se aumentó el 

titulo viral en 2 unidades logarítmicas. Los datos son el promedio de 2 experimentos independiente, de 2 animales y 

la barra corresponde al EEM. 

 

Para determinar si la infección con D4MB-6 inducia cambios celulares y morfológicos en la 

médula espinal y en áreas cerebrales como corteza cerebral, hipocampo, tálamo, cerebro medio 

y cerebelo, se obtuvieron cortes sagitales seriados de animales en cada una de las condiciones 

evaluadas -inoculados con el D4MB-6 o Mock-, los cuales fueron contrastados con 

Hematoxilina-Eosina (H-E) y evaluados bajo microscopio de luz trasmitida para la obtención de 

micrografías. Sobre éstas últimas, en el encéfalo, se delimitó un área de 1600 µm2 y en esta se 

determinó el número de neuronas totales y aquellas con alteraciones nucleares, estos cortes 
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también se utilizaron para determinar el área y número de los vasos sanguíneos presentes en 

cada región de estudio. 

 

En los animales control a los 3 y 6 dpi, la neocorteza presentó una morfología normal, donde se 

evidenciaron las siete capas celulares, iniciando por la capa I o molecular, que se encuentra 

debajo de la piamadre y consiste en axones, dendritas apicales de neuronas piramidales de las 

capas inferiores, células gliales y está casi desprovista de neuronas. A continuación se 

presentan las capas II/III conformada por neuronas piramidales pequeñas, la capa IV Granular, 

región sensorial conformada por neuronas estrelladas espinosas, la capa V provista de las 

neuronas piramidales más grandes, la capa VI polimórfica donde se presentan neuronas con 

morfología variada, horizontales, invertidas o fusiformes, y por último, la capa VII subgriseal, 

con neuronas llamadas ñdel bordeò (Figura 4 A). En el hipocampo, se observó en algunos cortes 

la totalidad de la estructura identificando fácilmente el giro dentado y las capas celulares CA1, 

CA2 y CA3, con predominio de neuronas piramidales y el subículo, que demarca CA1, 

caracterizado por un ensanchamiento de la capa de las células piramidales. En el cerebelo se 

observó de forma delimitada y organizada la capa molecular, granular y delimitando ambas 

zonas, las células de Purkinje (Figura 4 B Mock).  

 

A los 3 dpi, se observó sobre los cortes de los animales infectados con el virus D4MB-6 una 

organización celular normal en las capas de la corteza y cerebelo. Tampoco fueron evidentes 

los cambios en la citoarquitectura del hipocampo en las áreas CA1 a CA3, sin embargo, en este 

tiempo pi se observó un ligero aumento en la vascularización en todas las áreas encefálicas 

evaluadas (Figura 4 B).  

 

Por su parte, a los 6 dpi se hicieron las siguientes observaciones: en los animales infectados 

con el D4MB-6 se observó principalmente en las capas II/III, una evidente pérdida neuronal y 

alteraciones espongiformes caracterizadas por la vacuolización citoplasmática entre el neuropilo 

y el soma neuronal, como evidencia de neurodegeneración. Además se observó un aumento en 

el número de vasos sanguíneos en las diferentes capas neuronales, y todos ellos se observaron 

dilatados y algunos con eventos hemorrágicos, edema e infiltrado inflamatorio perivascular de 

células mononucleares. De igual forma, estos procesos de alteración vascular y endotelial 

fueron observados en el cerebro medio, diencéfalo e hipocampo, en donde adicionalmente se 

observó espongiosis de la capa CA3, y en el cerebelo las células más afectadas fueron las 

células de Purkinje que presentaron frecuentes alteraciones nucleares (Figura 5). En los cortes 
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de animales controles no infectados y en los inoculados con el Mock no se observaron 

alteraciones neuronales ni vasculares (Figura 5). 

 

 

Figura 4. Análisis histológico de encéfalo en animales infectados o no infectados con el D4MB-6 a los 3 dpi. 

 

A. Se muestra la citoarquitectura del encéfalo de un animal control (Mock), donde se muestran cada una de las 

capas de la corteza, iniciando en la capa I, la más externa, hasta la capa VII, que bordea el cuerpo calloso. Barra de 
200 µm. 
B. Se muestra la citoarquitectura de tres áreas diferentes del tejido (encéfalo, diencéfalo, cerebelo) de los animales 

inoculados con el Mock o infectados con el D4MB-6. Se observó en este tiempo post-infección que los animales 
infectados no mostraron cambios evidentes en la arquitectura de las áreas evaluadas, comparadas con el control; 
excepto, una leve dilatación de los vasos sanguíneos en el área del diencéfalo (Flecha). Barra  de 50 µm. 
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Figura 5. Análisis histológico de encéfalo en animales infectados o no infectados con el D4MB-6 a los 6 dpi. 

Se muestra la citoarquitectura de las áreas evaluadas (corteza, hipocampo, diencéfalo, cerebelo) de los animales 

inoculados con el Mock o infectados con el D4MB-6. Se observó alteración de tipo espongiforme, con predominio en 

la capa II de la corteza (a. detalle del recuadro) y únicamente en los animales infectados se evidenció dilatación de 

vasos sanguíneos (cabeza de flecha), edema e infiltrado de células mononucleares (flecha) ï macrófagos y linfocitos- 

en corteza, hipocampo, diencéfalo (b. detalle de recuadro) y cerebelo (c. detalle del recuadro), donde adicionalmente 

se presentaron alteraciones nucleares en las células de Purkinje. 
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Dado que la parálisis de las patas posteriores fue uno de los signos clínicos neurológicos 

observados en los animales infectados, se evaluó histológicamente la morfología de las astas 

ventral y dorsal de la médula espinal y de los ganglios de la raíz dorsal (GRD). Al 3 dpi, no se 

encontraron diferencias en la morfología de estos tejidos, excepto en los animales infectados 

donde se observó edema en el asta ventral de la médula (Figura 6). Por su parte, a los 6 dpi se 

observó ortocromasia ï caracterizada por la visualización de color azul en el citoplasma 

asociada a estructuras basófilas- en las neuronas sensoriales y motoras de la médula, así como 

espongiosis y dilatación de vasos, particularmente en el asta dorsal, sin infiltrado de células 

mononucleares o hemorragia. No se evidenciaron daños en los GRD (Figura 7).  

En el encéfalo, después de hacer la cuantificación del número de neuronas en los cortes de 

animales infectados con el D4MB-6, se encontró que el virus a los 3 dpi no modificó la cantidad 

de neuronas en la corteza, presentándose un promedio de 120.5 y 122.3 neuronas/mm2 en los 

animales control (Mock y no infectados, respectivamente) y de 108.9 neuronas/mm2 en los 

animales infectados por 3 días, sin ser estos valores estadísticamente significativos (p=0.420). 

Por su parte, a los 6 dpi, los animales infectados presentaron una disminución significativa 

(p<0.001) en el número de neuronas totales (103 neuronas/mm2), comparado con el número de 

neuronas en los animales inoculados con el Mock que presentaron un promedio de 129.5 

neuronas/mm2 (Figura 8). 

 

Por otro lado, se hizo la evaluación individual de las neuronas en los cortes de los animales 

infectados, definiendo el número de neuronas con alteraciones de tipo espongiforme, eosinofília 

citoplasmática por desnaturalización de proteínas, o nucleares, como picnosis que se observó 

como la condensación de la cromatina, cariorrexis, evidenciada por la fragmentación nuclear, o 

cariolisis que es la degradación del núcleo y citoplasma por digestión de DNasas lisosomales 

(Figura 8 A). En los animales inoculados con el Mock se encontró un promedio de 12.5 

neuronas/mm2 con este tipo de alteraciones celulares, mientras que los animales infectados se 

presentó un aumento significativo en el número de neuronas alteradas (44 neuronas/mm2) 

(p<0.001) (Figura 8 B). 
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Figura 6. Análisis histológico de médula espinal de animales infectados o no infectados con el D4MB-6 a los 

3 dpi. Se muestran las características morfológicas de las neuronas motoras (recuadros) y sensoriales de la médula 

y los ganglios de la raíz dorsal (GDR). No se observaron cambios evidentes en las células del tejido en los animales 

infectados respecto al control, excepto la presencia de edema en el asta ventral de la médula espinal (cabeza de 

flecha). Los recuadros muestran detalle de moto-neuronas a 63X. Barra de 50 µm.  
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Figura 7. Análisis histológico de médula espinal en animales infectados o no infectados con el D4MB-6 a los 

6 dpi. Se muestran las características morfológicas de las neuronas motoras y sensoriales de la médula (recuadro) y 

los ganglios de la raíz dorsal (GRD). Se observaron cambios en las células del tejido en los animales infectados 

respecto al control, como la contracción y basofília en las neuronas sensoriales y motoras (recuadros, detalle a 63X), 

al igual que una evidente dilatación de vasos sanguíneos (Flecha), sin evidencia de infiltrado celular o hemorragia. 

En los GRD no se observaron cambios ni daños. Barra 50 µm. 


















































































































































