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RESUMEN

Introduccion: Las infecciones virales como el herpes simplex virus son de
importancia médica y representan un desafio para los médicos, manteniéndose al

mismo tiempo como prioridades de trabajo en el campo cientifico.

Objetivo: Este estudio se realizd para evaluar el desarrollo del efecto de virulencia
de aislados clinicos de pacientes con infeccion activa por herpes virus en dos

modelos experimentales.

Materiales y métodos: Con un disefio experimental, observacional, comparativo.
La poblacion de estudio fueron pacientes que acudieron a la consulta de
Dermatologia del Hospital Universitario de Monterrey, Nuevo Ledn en un periodo
de 1 ano. Los aislados se obtuvieron por muestreo de las lesiones dérmicas
usando hisopos de alicate y colocandose en solucién amortiguadora. Las
particulas virales fueron aisladas en un cultivo de infeccién celular usando células
Vero, los cultivos positivos a la infeccion fueron confirmados por PCR para ambos
virus. Se obtuvieron concentrado virales y se realizé la infeccidn ocular y vaginal
en ratones BALB/c, realizandose la evaluacion clinica diaria por medio de escalas

clinicas ya establecidas comparandose con las cepas control KOS y G.

Resultados: Durante el periodo de estudio se revisaron 10 aislados clinicos de

VHS-1 y 2 aislados clinicos para VHS-2. Se obtuvieron 4 cepas de VHS-1
2



altamente virulentas, pero sensibles a Aciclovir (ACV) y ningun aislado de VHS-2

virulento aunque sensible a ACV.

Conclusiones: En este estudio se muestra la existencia de aislados clinicos
virulentos para VHS-1 pero no virulentos para VHS-2. Esta investigacion es la
primera en su clase en nuestro pais, abriendo la pauta a estudios en otras zonas

regionales en el pais.

Palabras claves: Herpes simplex virus, virulencia, modelo experimental, estudio

epidemioldgico



CAPITULO lI

INTRODUCCION

CARACTERISTICAS GENERALES

La historia de la familia Herpesviridae se remonta aproximadamente 2,000
anos cuando el médico romano Herodotus describidé una erupcion
“herpética” que aparecia alrededor de la boca y se relacionaba a crisis
febriles (1). Sin embargo el término propio de “herpes” aparece por primera
vez 2,500 afios a.C. y viene del griego que significa “reptar” por las clasicas
manifestaciones clinicas de esta entidad (2). Ya en 1736 los médicos
franceses describian el herpes genital y en 1893 se identifica por primera
vez como una enfermedad de transmision sexual y es solo hasta 1968 que
se distingue entre el Virus Herpes Simplex 1 (VHS-1) y el Virus Herpes
Simplex 2 (VHS-2) por sus bases antigénicas y sus caracteristicas

biolégicas (1).

La familia Herpesviridae se divide en tres subgrupos:

1. Los alfa herpesvirus, son neurotrépicos de rapida
replicacion y de amplia infeccion (VHS-1, VHS-2 y virus de

la Varicela-Zoster)



2. Los beta herpes virus se replican lentamente
(Citomegalovirus)
3. Los gamma herpesvirus son linfotropicos (virus del Epstein

Barr) (3)

Los herpesvirus se encuentran ampliamente diseminados en la naturaleza y
han evolucionado para lograr una efectiva adaptacion al ser humano. Estos
virus se caracterizan de otros de su familia por tener un ciclo de replicacion
corto, una eficiente destruccion de las células infectadas (ciclo litico) y una
capacidad de establecer latencia (ciclo de latencia), principalmente en los

ganglios sensoriales (2).

Los virus VHS-1 y VHS-2 de la familia alfa son especialmente identificados
por ser virones grandes (150-250nm) ademas por su nucleo que contiene
doble cadena lineal de ADN, una capsula icosahédrica de 110nm
aproximadamente de diametro, una matriz proteica formada por
glicoproteinas la cual es su cubierta externa derivada de porciones de
membranas nucleares y citoplasmaticas de las células previamente
infectadas, las cuales aparecen proyectadas hacia el exterior de su cubierta
(4). EI VHS codifica 11 glicoproteinas y cada una de ellas tiene una serie de
funciones importantes para la patogénesis de la infeccion, por ejemplo las
glicoproteinas 6,D,H y L son responsables de la unién y penetracion de las
particulas viricas en las células. Otras como las glicoproteinas E son
receptoras Fc, y las glicoproteinas C tienen actividad de unién al fragmento

C3b del complemento. La porcién Fc de la inmunoglobulina G se une al



complejo gE/gl, camuflando asi al virus y a las células infectadas por este,

reduciendo de esta manera la efectividad de los anticuerpos (1).

El genoma completo de ambos virus es lineal y consiste en dos regiones de
secuencia Unica, cada una de las cuales esta unida por elementos pares
repetitivos. Codifica cerca de 75 a 80 proteinas, entre ellas se encuentran
proteinas de union de ADN para la transcripcidn y replicacion. También
codifica enzimas necesarias para suministrar sustratos para la replicacion

del genoma virico (5).

Al diferenciar los dos tipos de virus herpes 1 y herpes 2 se sabe que
comparten cerca del 50% de homologia genética, tropismo tisular y
sintomatologia de enfermedad, ademas ambos son capaces de persistir de
manera latente. Se cree por esto que ambos virus provienen de un ancestro
comun (proto-herpes) ocho millones de afios atras. También es importante
establecer que ambos virus pueden causar tanto herpes oral como genital,
la diferencia esta en que VHS-1 establece latencia en ganglio trigeminal y
clinicamente recurre en labios o cara, mientras que VHS-2 generalmente
reside en los ganglios sacros por lo tanto recurrira en area genital. Este
ultimo virus cobra importancia al identificarse como factor predisponente

para contraer VIH-SIDA (1)(6).

Por otro lado una de las mayores diferencias entre VHS-1 y VHS-2 es que
la encefalitis por VHS-2 es extremadamente rara por lo que es mas
probable que VHS-1 cause encefalitis herpética, excepto en neonatos e

inmunosuprimidos. Cuando esta condicién se presenta en neonatos es



consecuencia de una transmision perinatal y representa una enfermedad

devastadora y fatal (7).

El ciclo biolégico del herpes virus inicia con la primoinfeccién, la cual es el
primer contacto con el hospedero. Generalmente se produce de manera
asintomatica, aunque en algunas situaciones pueden generarse lesiones
tipicas vesiculares en los Ilugares de la primoinfeccion, estas
manifestaciones cuando ocurren suelen ser mas intensas en sintomas que
las infecciones ya recurrentes debido a que el organismo monta una

respuesta inflamatoria mayor (1).

Habitualmente durante el primer contacto el virus infecta a través de una
ruta neural, donde entra en contacto con superficies mucosas o heridas de
la piel. En esta fase el virion se une a la superficie de la célula fundiéndose
en su membrana y penetrando en la misma con el ingreso de la
nucleocapside que migra hacia el poro nuclear. Posteriormente se libera el
ADN viral en el nucleoplasma, la permanencia y preservacion de este ADN

viral se debe e gran parte a la inhibicion de las macromoléculas celulares

(3).

La transcripcion del genoma viral ocurre a través de una ARN-polimerasa |l
pero participan en todo momento factores virales de replicacion. EI ADN
viral consiste en dos secuencias una L y una S ambos pueden invertirse por
lo que este ADN consistiria en 4 segmentos. La transcripcion completa
ocurre en ftres fases iniciando con los genes inmediatos-tempranos,

tempranos y tardios, uno seguido de otro. La mayoria de estas proteinas



estan involucradas en el metabolismo de nucledtidos y en la sintesis del
ADN viral. Los productos de la sintesis de los genes tardios son
basicamente proteinas estructurales que incluyen capside, glicoproteinas y

proteinas del tegumento (3).

Posteriormente el ensamblaje del virion tiene lugar en el nucleo gracias a
una capside preformada y por ultimo la liberacién se realiza a partir de la
migracion de viriones del espacio perinuclear hacia el espacio extracelular

ya sea por fagocitosis reversa o por disrupcion de la membrana plasmatica

(1),

Una caracteristica de la infeccién por virus del herpes es que la célula
infectada no sobrevive, debido a que desde el comienzo del ciclo
reproductivo viral, ocurren alteraciones bioquimicas y estructurales que

conducen irremediablemente a la lisis celular (6).

La importancia biolégica del VHS es su habilidad para infectar neuronas de
esta manera adquiere su potencial de recurrencia. Las propiedades que

confieren al virus su capacidad de infeccion y virulencia son:

¢ Neuroinvasion: es la habilidad del virus para invadir neuronas
cerebrales

e Neurovirulencia: es la habilidad de replicarse y destruir las células
neuronales el cerebro

e Latencia: habilidad del virus para permanecer en una forma no
replicativa en las neuronas de los ganglios dorsales y en el sistema

nervioso autbnomo.



Después de la inoculaciéon de la piel o mucosas el virus pasa por el proceso
de replicacion antes de entrar a los ganglios dorsales de las neuronas
sensoriales. De aqui es transportado de los nervios terminales a través de
los axones en una direccion retrograda hacia el cuerpo celular neuronal, en
donde estable su fase de latencia de por vida. Las reactivaciones periddicas
resultan del transporte del virus de forma anterégrada del cuerpo celular
hasta los axones nerviosos terminales en donde causa ya sea una
enfermedad clinica recurrente o una condicion asintomatica de carga viral

en la piel o mucosas (8).

Los productos gendmicos expresados durante la fase de latencia son los
llamados transcriptores asociados de latencia (LATs), existen tres formas:

8.3 kb, 2.0 kb y 1.5 kb.

La ultima fase bioldgica del virus lo constituye la reactivaciéon, existen una
gran variedad de estimulos que pueden inducir cambios en el estado

fisiolégico de la neurona y asi reactivar una infeccion latente:

1. Afeccién primaria de la neurona ganglionar como lo serian los
traumatismos neuronales, neurectomia o alteraciones en el entorno
celular

2. Accion sobre el epitelio inervado, como seria el efecto de rayos
ultravioletas, sol, laser ablativo, quimioexfoliacion o incluso

abrasiones cutaneas.



3. Intervencion sistémica en situaciones como pre-menstruacion,
medicamentos  inmunosupresores e  incluso  alteraciones

emocionales como ansiedad, estrés o depresion.

Las infecciones recurrentes se caracterizan por ser menos graves, mas
localizadas y de menor duracion que los episodios primarios, esto se debe a

que el huésped ya genero respuesta inmunitaria de memoria (5).

En cuanto a la virulencia del VHS se puede identificar muy claramente un
efecto de evasion inmune, esto debido a que el virus provoca una respuesta
inmunoldgica del huésped mediada por el sistema inmune humoral, a nivel
de los anticuerpos circulantes y también por la respuesta inmune celular,
incluyendo linfocitos T citotoxicos, T ayudadores y células T de memoria. El
valor de cada uno de ellos depende en gran medida de la ruta de infeccion
utilizada por el virus. Como parte del proceso entre el huésped y el virus, el
VHS ha desarrollado una serie de mecanismos para escapar o evadir de la
vigilancia del sistema inmune, lo que explica por qué existe tanta
prevalencia del virus en la poblacién. Los linfocitos T CD8 se encargan de
reconocer las células infectadas a través de los antigenos virales expuestos
por el complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC [). EI VHS
inhibe el transporte de estas moléculas a la superficie celular mediante la
unién de polipéptidos virales ICP47, evitando asi la activacién de los

linfocitos T sobre las células ya infectadas (4).

Por otra parte las células B juegan un papel importante en la defensa
humoral con la produccion de anticuerpos contra VHS, ademas de participar

10



en la respuesta humoral adquirida al funcionar como células presentadoras
y activar a los linfocitos CD4+. El VHS bloquea la formacion del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo Il, de esta manera interfiere con la
habilidad de las células B para presentacion del antigeno viral y activar las
células linfoides CD4+, provocando una evasion inmune humoral de
especial relevancia en las infecciones primarias. Ademas se ha descrito que
inhibe el complemento y el dominio Fc de las IgG mediante las
glicoproteinas E y C. Este virus ha desarrollado, de manera aditiva,
mecanismos para evitar la respuesta inmune innata que se presenta en las
primeras etapas de la replicacion viral, ya que interfiere con la activaciéon de
las células natural killer durante la infeccién viral, ademas genera la

supresion del reciclado de las moléculas CD1 (9).

Existen varias regiones del genoma del VHS que estan relacionadas con la
virulencia del virus. Estas regiones incluyen las que contienen el gen de la
timidin-quinasa(tk), el gen de la ADN polimerasa(pol), secuencias dentro de
las repeticiones internas y secuencias entre las unidades mapicas 0.25 y
0.53. Un transcrito en las repeticiones largas, neural especifico LAT,
asociado a la latencia y la proteina ICP34.5 del VHS-1 la cual es esencial
para la virulencia de este tipo de herpes. En las células infectadas esta
proteina previene el arresto en la translacion y la activacion de los
interferones regulatorios del factor 3 y las vias de sefializacion de las
citocinas. Ademas de bloquear la maduraciéon de las células dendriticas

que iniciarian la respuesta adaptativa inmune (10).

11



EPIDEMIOLOGIA

El virus del herpes simplex es la primera causa de ulceras genitales en
paises en desarrollo y subdesarrollados. Se calcula que existen cerca de 20
millones de casos en el mundo. La prevalencia se reportan para VHS-2, en
Estocolmo de 30.9%, mientras que en Inglaterra en un 22.7%; se estima
que en la poblacion general las cifras van de 7.6% en hombres y 12.4% en
mujeres. Estadisticas de los Estados Unidos revelan un porcentaje del 22%
en la poblacion adulta, mientras que en Espafia se reporta un 4% en la
poblaciéon general y hasta un 25% en las clinicas de atencion a
enfermedades de transmision sexual (11). Las tendencias significativas
epidemioldgicas apuntan a una clara repeticion periddica en especial en los
reportes de los Estados Unidos, esto se refleja en cifras de una década de
investigacion en donde para los afos 80 se demostraba un fuerte
crecimiento de la epidemia, mientras que a finales de la década de los 90
se demostré una disminucién de la seroprevalencia de VHS-2 sobre todo
en grupos de menores de edad, pasando de un 21% en 1988 a un 17% en
1999. En cuanto al VHS-1 también se observé un ligero descenso pasando

de un 62% hasta un 57.7% en los mismo periodos (12).

Sin embargo y a pesar de los multiples programas a nivel mundial sobre
prevencion de las enfermedades de transmision sexual, en diversos
reportes se ha podido constatar la tendencia en aumento del VHS. Asi por
ejemplo se reporta que la prevalencia en la poblacion general adulta en

Africa Sub-Sahariana va desde el 30% al 80% en las mujeres y del 10% al

12



50% en los hombres. En esta regién del mundo en donde la prevalencia ha
ido en aumento y es fundamental en los programas de prevencién, se han
hecho multiples esfuerzos para documentar el movimiento en las
estadisticas del herpes, es por esto que en Nigeria se realizé un estudio en
donde se recolectaron muestras serologicas de individuos que acudian a la
consulta de enfermedades de trasmisidbn sexual en un Hospital
Universitario, encontrandose una prevalencia del 87% , estas cifras
coinciden con lo reportado en estudios multicéntricos de 4 ciudades
Africanas: 90% en Cotonu, Republica de Benin, 84.1% en Yaounde,
Camerun, 93.9% en Kisumu, Kenia y 87.7% en Ndola, Zambia (13). Estas
estadisticas demuestran que la prevalencia en especial de VHS-2 y de
ulceras genitales ha ido en aumento en las ultimas 2 décadas, haciendo de
este tema una de las preocupaciones de salud mas importantes en paises
en donde el VIH se ha reportado de mayor adquisicion al tener
antecedentes de infecciones por VHS. Por otra lado es importante resaltar
que no todas las estadisticas demuestran este aumento exponencial,
reportes como los de India en un estudio realizado en mujeres
embarazadas que acudian a la consulta de obstetricia del Hospital
Gubernamental de Jammu, se demostré una seroprevalencia del 7.5%,
compatible con otros estudios del mismo pais en donde se encontraron
cifras entre 11.3% y 13.3%, muy inferiores a las reportadas en paises

Asiaticos (10%-30%) y en aquellos Africanos ya mencionados (14).

Otro estudio en poblacion estudiantil de la universidad de Kazeroun en Iran

se demostré una seroprevalencia para VHS-1 de 79.2% y para VHS-2 del
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23.3% , estas cifras fueron mayor en mujeres con un 29% que en hombres

con un 17.5% para VHS-2 (15).

En América los reportes en poblaciones latinas son pocos y existe aun
escasa estadistica sobre el comportamiento de este virus. En Cuba por
ejemplo un estudio realizado a pacientes de la unidad de hemodialisis en el
Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, se observd una seroprevalencia

del VHS en un 95% en esta poblacién (16).

En México se realizé el primer estudio en esta materia en tres poblaciones
de la ciudad capital, el primer grupo fue de mujeres con cancer de mama, el
segundo grupo mujeres con cancer cervical y el tercero mujeres de la
poblacién general; obteniéndose los siguientes resultados: en el primer
grupo se mostrdo una prevalencia del 22.6%, el segundo de 46.8% vy el
tercero de 29.3%. Se demostré ademas que las variables asociadas a la
seropositividad eran la edad creciente, aumento en el numero de parejas
sexuales y tener cancer cervical, ademas del inicio de actividad sexual
antes de los 21 afios (17). A la par se realizé un estudio en dos hospitales
Mexicanos de pacientes que acudian a la consulta general de Ginecologia,
en el primer hospital se reportdé una seroprevalencia para VHS-2 de 28.3% y
para el segundo hospital de 18.1% (18). Esto demuestra que en México se
tienen cifras por debajo de las encontradas en Africa o Estados Unidos, sin
embargo es necesario actualizar estos datos e incluir mas estados de la
republica. Para nuestro pais, al igual que en el resto del mundo, las

infecciones como el herpes han cobrado importancia ya que se sugiere que
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la presencia de lesiones causadas por el virus del herpes tipo 2 facilita la
transmision del VIH. Y ya que el VIH/SIDA se ha convertido en un serio
problema de salud ya sea como una via de acceso y susceptibilidad para
contraer esta infeccion o como una mera cuestion oportunista con todas sus
complicaciones que esto genera, el herpes virus es un tema relevante para

los programas de prevencion y tratamiento de ambas enfermedades (19).

Por ultimo en Chile se obtuvieron cifras de seroprevalencia en un 43% de
las pacientes clinicamente diagnosticadas con herpes genital en el afio de

2003 (20).

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones por VHS dependen mucho del sitio de infeccién y
como se menciono anteriormente también depende de la inmunidad del
huésped. Se describe que la primoinfeccidén es generalmente asintomatica,
aunque también se pueden presentar casos en donde es mas severa y
frecuentemente tiene sintomas sistémicos con mayores datos de
complicaciones que las recurrencias. La primoinfeccién por VHS-1 es
generalmente asintomatica pero puede presentarse como gingivoestomatitis
y faringitis, la cual es muy frecuente en nifios menores de 5 afios y en
algunos adultos. El periodo de incubacién oscila entre los 2 y 12 dias
después del contacto infectante, posteriormente se desarrolla fiebre y dolor
faringeo, se pueden observar incluso edema y eritema en el area. Poco
tiempo después de describen las clasicas vesiculas sobre base eritematosa
en mucosa oral y faringea (Figuras 1, 2 y 3), rapidamente se ulceran y
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crecen de tamano, es frecuente que involucren paladar blando, mucosa
bucal, lengua y piso de la boca (Figura 2). Las lesiones se pueden extender
a labios y resto de boca. El paciente refiere siempre un dolor intenso y
odinofagia con asociacion de alitosis. Es también muy frecuente encontrar
adenopatias cervicales. En esta fase se debe hacer el diagndstico
diferencial de otras faringitis como las estreptocdcicas, herpangina en nifos,
estomatitis aftosa, sindrome de Stevens-Johnson o Mononucleosis
Infecciosa, en donde la fiebre tiende a ceder en 3 a 5 dias y la resolucion

total del cuadro es en 2 semanas (1).

La infeccion por VHS-2 es usualmente una enfermedad de transmision
sexual. Y tanto el VHS-1 como el VHS-2 pueden ser la causa del herpes
genital y esto dependera mucho de las practicas sexuales de los individuos
afectados, sin embargo se describe mucho mas frecuente el tipo 2 en esta
enfermedad. Como en el caso del VHS-1 las primoinfecciones son
asintomaticas, sin embargo cuando se presentan las lesiones tipicamente
son vesiculas claras sobre una base eritematosa que en la literatura se
describen como una gota de rocio sobre un pétalo de rosa (Figuras 4, 5y
6). Son lesiones que tienden a la diseminacién y son muy dolorosas en
especial en genitales internos o externos. El curso natural de la infeccion es
siempre hacia la ulceracion y formacién de costras con sintomas locales
intensos y prolongados asociados a malestar general. Las lesiones se
encuentran con mayor frecuencia en glande y prepucio. La resolucién se
alcanza a las 2 semanas. En hombres homosexuales las lesiones de

herpes son comunes en area perianal y se pueden extender hasta conducto
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rectal. Las ulceras pueden ser cronicas en pacientes VIH+. En las mujeres
las lesiones clinicas son similares y ocurren en genitales externos, mucosa
vulvar y cérvix. El dolor y la disuria son frecuentes. El primer episodio de
herpes genital suele ser mas prolongado y grave en mujeres que en
hombres. Las complicaciones locales varian desde infecciones bacterianas
sobre-agregadas, fimosis, adhesiones labiales, parestesias y retencion

urinaria (21).

Figura 1. Lesiones herpéticas en cavidad oral, se observa lesién

exulcerativa y base eritematosa
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Figura 2. Lesiones herpéticas en labios.

Figura 3. Lesiones vesiculares sobre base eritematosa
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Figura 4. Lesiones herpéticas exulceradas en glande

Figura 5. Lesiones vesiculares sobre base eritematosa
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Figura 6. Lesiones exulceradas sobre base eritematosa

La transmision del herpes genital se puede dar de 2 maneras: la directa que
es fundamentalmente por contacto sexual ya sea genital a genital, oral a
genital, genital a anal o bucal a anal. Se describe que con mayor frecuencia
cuando la persona fuente de infeccion esta asintomatica. La otra forma es la
indirecta y esta es por medio de la auto-inoculacion de las lesiones de una
zona infectada a otra zona sana. Por ultimo puede suceder durante el paso
del bebe por el canal de parto originando un herpes neonatal cuya
mortalidad sin tratamiento adecuado es hasta del 80% cuando se presenta
una infeccion diseminada al SNC, caracterizada por letargia, crisis

convulsivas, distrés respiratorio, hepato-esplenomegalia con hepatitis y
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trombocitopenia. Aun con tratamiento el herpes neonatal recurre con

frecuencia (1)(22).

La importancia de los programas para la prevencion del herpes genital
estan basados en los estudios que justifican inequivocamente que el VHS y
el VIH pueden potencialmente interactuar de dos formas, una desde el
punto de vista en donde el VIH ha dafado el sistema inmunolégico y los
virus herpes latentes ya no tienen esa contencidn por lo que se activan y
reactivan causando una enfermedad oportunista. Por otro lado se postula
que el herpes por si mismo interactua a nivel molecular para acelerar el
efecto deletéreo inmunoldgico del VIH. Estas enfermedades son mas

extensas y graves que en aquellas personas sin infeccién por VIH o herpes

(6).

Por ultimo existe otra forma de presentacion clinica: la querato-conjuntivitis
la cual cuando es primoinfeccion causa una conjuntivitis severa y purulenta

con opacidad y ulceracion superficial de la cérnea (21).

Las complicaciones del VHS se describen desde cefaleas con meningismo
afectando el 36% de las mujeres y el 11% de los hombres hasta
radiculopatias vistas en las primoinfecciones ano-genitales con retencion
urinaria y constipacion. Las infecciones diseminadas o sistémicas son mas
frecuentes en pacientes inmunosuprimidos siendo la encefalitis la mas

frecuente y mortal (21).

Las infecciones recurrentes cuando es herpes labial esta casi siempre

precedido por sintomas como dolor, sensacion quemante y prurito, estos
21



duran aproximadamente entre 24 y 48 horas antes de la aparicion de las
clasicas vesiculas que suelen aparecer en el borde externo del labio y son
muy dolorosas. Las lesiones evolucionan a vesiculas, costras y curan sin
dejar cicatriz. La infeccidn ocular puede recurrir como una queratitis 0 como
querato-conjuntivitis, unilateral, con ulceracién dendritica o con involucro
estromal y pérdida de la sensibilidad corneal. Con frecuentes recidivas se
puede producir una pérdida gradual de la visibn es por esto que todo
paciente debe ser visto por un oftalmélogo en cada caso. Las lesiones
genitales cuando son recurrentes se asocian a sintomatologia menos
severa y con menores cuadros clinicos. Al igual que en otras areas
afectadas previo al brote de vesiculas existe dolor local, prurito y sensacién
urente en el area genital, en las mujeres las lesiones se encuentran en
labios mayores, menores y pering; en los varones las lesiones estan mas en

glande y prepucio. La curacién es de 10 dias aproximadamente (3).

DIAGNOSTICO

El diagndstico de la infeccidon por VHS se basa en un buen interrogatorio,
observacion de las lesiones clasicas y el uso de varias técnicas
diagndsticas. Entre ellas se encuentra la citologia o prueba de Tzanc, la
cual se usa para observar las células obtenidas de la base de las vesiculas,
se tifien con colorantes de Wright o Giemsa y se observa al microscopio
obteniéndose las tipicas ceélulas con abalonamiento citoplasmatico y las
inclusiones intracelulares tipo Cowdry A, este método tiene una sensibilidad
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de solo el 50 a 70% comparada con otras técnicas. Ademas se puede
establecer con relativa rapidez la presencia de VHS mediante la
demostracion de antigenos ya sea por inmunoflorescencia o
inmunoperoxidasa o se puede obtener ADN del virus en la biopsia o en la

extension de Tzanc para hibridacion in situ (23).

Otra forma de diagndstico es por medio de la serologia de anticuerpos de
tipo IgM especificos para la infeccion activa que presenta lesiones
vesiculares clasicas, esta IgM desaparece a los 3 0 6 meses. La serologia
para IgG especificos persistira elevada toda la vida del individuo y esto
indicara que la persona ha sido infectada. La serologia no es util para
diagnosticar una infeccion recurrente ya que esta suele cursar con escaso
aumento de los titulos de anticuerpos. Para esto se puede utilizar técnicas
como ELISA, reaccion de neutralizacién, enzimoinmunoanalisis indirecto,

test de aglutinacion o Western Blot (4).

El aislamiento del virus en cultivo celular es el método estandar y mas
sensible para detectar por laboratorio la infeccion por VHS, de la misma
manera el tener el agente causal aislado permite realizar tipificacion y
sensibilidades in vitro. EI VHS tiene un efecto citopatico en una gran
variedad de lineas celulares embrionarias humanas y lineas diploides
humanas. Otras lineas celulares son las Hep-2 y Vero las cuales son muy
utilizadas por su comodidad y facil acceso, ademas de ser permisivas para
la infeccion de virus herpes. El efecto citopatico del virus se observara

dependiendo de la carga viral, al cabo de uno o tres dias en las células
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infectadas provocando una granulacion citoplasmatica con aumento del

tamafo de las células, separandose de la monocapa y destruyéndose (24).

Otra forma de demostrar la infeccion herpética es por medio de la técnica
de la reacciéon en cadena de la polimerasa a través de la deteccion del
genoma viral, mediante la cual pequefas cantidades de ADN viral se
amplifica de manera enzimatica, esta forma es muy sensible y altamente
especifica, superando incluso el cultivo viral. Por ultimo la tipificacion de los
aislados de herpes virus se puede realizar con endonucleasas de restriccion

del ADN las cuales son unicas para VHS-1y VHS-2 (4).

TRATAMIENTO

En la actualidad existen varios farmacos antivirales para tratar el VHS vy la
indicacion para el uso de cada uno de ellos dependera del sitio, severidad,
cuadro clinico, patologias asociadas y resistencias. Entre los farmacos
usados con actividad antiherpética estan el Aciclovir, Valaciclovir y
Famciclovir, los cuales son analogos de nucledsidos que interfieren con la
sintesis del ADN. También se cuenta con el Foscanet, el cual es analogo
organico del pirofosfato inorganico el cual inhibe la replicacién de todos los

herpesvirus in vitro (1).

El Aciclovir es el farmaco de eleccion en el manejo de las infecciones por
herpes virus en especial en pacientes con lesiones genitales y en

inmunosuprimidos en donde el cuadro clinico suele ser severo y si no se
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trata a tiempo el curso es mortal. El tratamiento con este medicamento ha
demostrado ser efectivo en las recurrencias y la supresion de la infecciéon
acelerando la resolucion de las lesiones activas y reduciendo
considerablemente el dolor. Sin embargo el Aciclovir no modifica la fase de
latencia, ni modifica la respuesta inmune. Es por esto que en algunos
pacientes graves se decide el uso de Aciclovir indefinidamente ya que su

efecto curativo se mantendra mientras se siga administrando este farmaco.

La dosis recomendada para las primoinfecciones es de 200mg 5 veces al
dia por 5 a 7 dias, la posologia intravenosa es de 5mg/kg en infusién de 8
horas y hasta doblar la dosis en casos de herpes neonatal (60mg/kg/dia
dividida en tres dosis por 2 o 3 semanas). En caso de recurrencias
frecuentes se recomienda 400mg 2 veces al dia por 3 a 6 meses
observandose una buena reduccion en las recaidasy la cronicidad. Es un
farmaco muy estable ya que solo se activa en las células infectadas por lo
que se puede usar con fines profilacticos. En cuanto a su presentacion
toépica es recomendada en queratitis herpética, en erupciones recurrentes
de herpes labial e incluso en la primoinfeccion de herpes genital, sin
embargo su accion no es tan efectiva como lo es por via oral y en algunos

estudios su accion se ha visto poco efectiva (21).

El Famciclovir es un analogo de la guanosina y pro-farmaco del Penciclovir,
el cual es estructuralmente similar al Aciclovir. Una vez que se ha absorbido
se transforma rapidamente en Penciclovir en el higado e intestino, su mayor

utilidad esta en el tratamiento de las infecciones por herpes que sean
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recurrentes y en la supresion de las infecciones crénicas recurrentes. La
dosis para supresion es de 125mg tres veces al dia o 250mg dos veces al

dia.

El Valaciclovir también es un farmaco usado para las recurrencias o en la
profilaxis para evitar la reactivacion y diseminacion en pacientes que se van
a someter a procedimientos quirurgicos o estéticos, especialmente en cara.
La dosis recomendada es de 500mg dos veces al dia, gradualmente
reducida hasta encontrar la dosis minima efectiva para cada caso en

particular (1).

Por ultimo el Foscarnet se introdujo en el arsenal terapéutico para el
tratamiento de las infecciones por citomegalovirus pero también se ha
demostrado su utilidad en el tratamiento de VHS vy varicela-zoster
especialmente en aquellas infecciones resistentes a Aciclovir. Este farmaco
es exclusivamente administrado por via intravenosa y es altamente toxico a

nivel renal, por lo que su uso es restringido (21).

Uno de los temas abordados con frecuencia es la resistencia actual de
estos antivirales lo cual es un problema potencial y un claro nicho en el
mercado de los nuevos agentes antivirales. El tema de la resistencia a los
antivirales ya era un tema conocido desde la década de los 80, en donde se
mostraba las implicaciones que podian tener las infecciones herpéticas
resistentes en pacientes con VIH/SIDA. Se demostré por lo tanto el
aislamiento de cepas resistentes a Aciclovir y se identific6 que estas no
estaban relacionadas con pacientes inmunocompetentes (25).

26



Se describen dos formas de resistencia: la primera es relacionada a la
Timidincinasa (TK) viral alterada o deficiente y la segunda asociada a una
alteracion en el DNA polimerasa. De esta manera los aislados resistentes a
Aciclovir por este primer mecanismo lo serian también a Ganciclovir, pero in
vitro se muestran sensibles frente a Vidarabina y Foscarnet. Sin embargo,
solo se muestra eficacia in vivo con el Foscarnet. En nuestro pais
recientemente se realizd6 un estudio en donde se valoraron cepas del
noreste de México para identificar la existencia de resistencia a farmacos
anti herpéticos, no encontrandose aislados de pacientes con infecciéon
herpética resistentes a Aciclovir, tomando un valor de referencia de 1C50>3

pa/ml (26).

Por otro lado la creciente prevalencia de la infeccion por herpes virus ha
llevado al desarrollo de vacunas que previenen y atenuan la enfermedad,
sin embargo no previenen la infeccion. La meta de las nuevas
investigaciones en la vacuna contra el herpes es la de inducir una respuesta
inmune que sea equivalente a la inducida por el organismo durante la fase

de recuperacion de la infeccion, la cual ofrece proteccion a largo plazo.

La vacuna dI5-29 contra el virus herpes simplex 2 (VHS-2), responsable del
herpes genital, y desarrollada por un equipo del departamento de
Microbiologia y Genética Molecular de la Harvard Medical School, de
Boston (Estados Unidos), ha obtenido resultados superiores a los de las
otras dos candidatas (una de las cuales ya habia sido probada en

humanos). Estos resultados son lo suficientemente llamativos como para
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trasladar la experimentacion con la dI5-29 a humanos. La dI5-29 es
especialmente prometedora porque resuelve el problema que hizo fracasar
a las candidatas previas. En los ultimos 20 afos los prototipos de vacunas
frente al VHS-2 se basaban en la administracion de una o dos
glucoproteinas de la capa externa del virus que producian una respuesta
humoral. Sin embargo, el desarrollo de anticuerpos no resultd
suficientemente protector de la infeccidn del VHS-2. Por el contrario, la d/5-
29 esta basada en una cepa viva y mutante de la VHS-2 que carece de los
dos genes necesarios para replicarse, lo que origina que las proteinas
expresadas induzcan respuesta inmune pero, sin embargo, que el virus no
pueda replicarse, pero si induce una respuesta protectora contra la
infeccion por VHS-1 y VHS-2 respectivamente. Actualmente se continua
esta misma linea de investigacion esperando en un futuro cercano tener la

vacuna para su uso en humanos. (27).
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IMPORTANCIA'Y ORIGINALIDAD

Identificar los virus herpes simplex en el noreste de México causantes de
dermatosis, en el caso de VHS-1 lesiones dermo-faciales y en el caso de
VHS-2 lesiones en genitales, en donde se ha identificado su incidencia
como un factor de alto riesgo para contraer la infeccion por VIH y causar
SIDA ya que las manifestaciones clinicas de esta infeccion favorecen la
transmision de VIH. Ademas de identificar el comportamiento de la
virulencia de las cepas en el noreste de México, estableciendo la primera
pauta en la linea de investigacion a nivel nacional para poder facilitar en un
futuro cercano la evaluacién de nuevas vacunas recombinantes lo cual
representara el desarrollando de nuevas alternativas preventivas para
estas infecciones virales. En el caso de las mujeres embarazadas se podra
vacunar a estas para evitar el dafio, en algunos casos fatales, a los

neonatos.

Los factores de virulencia pueden dividirse en tres categorias: sustancias
que dafian las células tisulares, productos que inducen a las células a
liberar moléculas biolégicamente activas y mediadores que afectan la matriz
extracelular como la interleucinal1B, prostaglandinas, factor de necrosis

tumoral, interleucina 8 y factores quimiotacticos. Cabe destacar que algunos
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de estos factores presentan una actividad pleiotropica; es decir, producen
mas de una respuesta, ya sea inhibiendo la respuesta protectora de las
células involucradas en los mecanismos de defensa, o produciendo dafio

directo a los tejidos.

Nuestra linea de investigacién fue encaminada a determinar esta virulencia

a partir de:

1. Supervivencia a la infeccion por VHS-1 en un modelo

experimental de infeccion ocular.

2. Supervivencia a la infeccion por VHS-2 en un modelo

experimental de infeccion vaginal.

A la fecha no existen reportes de la incidencia y patron de comportamiento
de las infecciones por virus herpes simplex en el noreste de México, no se
tienen estadisticas ni se sabe con seguridad que tan virulentas son estas
cepas en comparacion con las de otras regiones. Por la misma falta de
informacion al respecto no se ha podido evaluar vacunas recombinantes
que puedan ayudar a prevenir estas enfermedades y sus complicaciones
por lo que este estudio aportara nuevo conocimiento en esta linea de

investigacion.
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CAPITULO 1lI

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desarrollo del efecto de virulencia de aislados clinicos de
pacientes con infeccidbn activa por herpes virus en dos modelos

experimentales

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Reclutamiento de pacientes con infeccion activa de Herpes facial y/o

genital, obtencion de muestras

2. Aislamiento y amplificacion de particulas virales VHS-1 y VHS-2 en un

modelo de infeccidn in vitro.

4. Evaluacion del efecto de virulencia del VHS-1 en un modelo experimental

murino de infeccion ocular.

5. Evaluacién del efecto de virulencia del VHS-2 en un modelo experimental

murino de infeccién vagina
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CAPITULO IV

HIPOTESIS DE TRABAJO

Las cepas de VHS aisladas de pacientes con infeccion herpética activa en
el periodo del 2010 al 2011, son altamente virulentas en un modelo de

infeccion in vivo

HIPOTESIS NULA

Las cepas de VHS aisladas de pacientes con infeccion herpética activa en
el periodo del 2010 al 2011, no son altamente virulentas en un modelo de

infeccion in vivo
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POBLACION DE ESTUDIO

Criterios de inclusion:

— Pacientes con infeccién activa del virus herpes simplex 1 y herpes

simplex 2, pacientes VIH positivo.

Criterios de exclusion:

— Mujeres embarazadas, pacientes en tratamiento con Aciclovir al

momento de la toma de muestra.

Pacientes que asistan al servicio de Dermatologia del Hospital

Universitario para su atencion.

Firma de carta de consentimiento informado (Anexo).

Muestra por periodo de tiempo (2010-2011)

TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental, observacional, comparativo.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS

La obtencion de las muestras se realizo en el servicio de Dermatologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de los pacientes que
acudian a la consulta con sospecha de infeccion por virus del herpes y que
cumplieran con los criterios de inclusion. Se les comentaba el objetivo del
estudio, la forma de obtencién de la muestra y se firmaba un consentimiento

informado.

Se realizdé la publicidad grafica en periddicos de mayor circulacion para
invitar a los pacientes que tuvieran alguna sospecha de una infeccion

herpética, que acudieran a la consulta de Dermatologia.

OBTENCION DE AISLADOS CLINICOS

Posteriormente se realizd asepsia del area, rompiéndose la vesicula con

aguja estéril numero 25 y se realizé un raspado en la base de la lesion con
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un hisopo de alginato de calcio (Fisherbrand Calcium Alginate Swabs, 14-
959-77). Se colocé el hisopo impregnado del liquido de la vesicula en un
criovial con solucion PBS-Glucosa al 1% a 4°C. Se tom6 ademas una
muestra de sangre periférica por medio de puncion venosa. Se etiquetd el
vial y el tubo de suero con las iniciales del paciente y la fecha de la toma y
se transporté en cadena de frio al laboratorio de Inmunologia del Hospital
Universitario, almacenandose a -80°C para los viales con particulas virales.
Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos,
para separar el suero y realizarse alicuotas del misma para almacenarlos a

-20°C.

IDENTIFICACION DEL HERPES VIRUS

El siguiente paso fue la determinacion de IgG e IgM anti VHS-1 y 2 por
ELISA, para identificar y cuantificar la presencia de estos anticuerpos por
medio del kit de ELISA semi-cuantitativo DiagMex (DiagnosticAutomation,
Inc.). Se realizaron diluciones de los sueros y de los estandares segun las
guias del fabricante, colocandose en placa de 98 pozos. Las muestras y
estandares fueron incubados a temperatura ambiente por 30
minutos,realizandose 3 lavados con solucion de lavado estandar. El
anticuerpo secundario anti IgG o IgM conjugado con peroxidasa fue
adicionado e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se realizaron 3 lavados, se agrego el sustrato y se incubd

por 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente, la
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reaccion fue detenida adicionando H,SO4 1N y la placa fue leida en un
lector de ELISA a 450nm. Los calculos fueron realizados en base a la
férmula reportada por el fabricante y los valores se expresaron en unidades

internacionales por mililitro (U/ml).

CULTIVOS CELULARES
Para el cultivo celular se trabajé con la siguiente linea celular:

e Células Vero (linea celular de rindn de mono verde africano, ATCC

CCL-81)

Esta linea celular se utilizé para realizar las infecciones con los aislados del
virus herpes. Las células Vero fueron colocadas en frascos de 25mm? (T-
25) con medio de cultivo DMEM-Advanced (A-DMEM, GIBCO)
suplementado (2 mM de glutamina, 100U/ml de penicilina, 0.1mg/ml de
estreptomicina (GIBCO) y 2% de suero bovino fetal (SBF, CELLGRO), se
dejaron incubando a 37°C con 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. Se
realizéd un concentrado celular en alicuotas de 1 ml mantenidas a -80°C

para su uso.

En este estudio se trabajé a partir de los viales congelados y no mayor de

P15 (pasaje celular 15), para ambas lineas celulares, los pasajes de las
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células se realizaron a partir de un cultivo celular en frasco T-25 confluente
(aproximadamente 3 X10°cel), posteriormente se realizé un lavado con PBS
1X pH 7.4 (Gibco) estéril al frasco de cultivo, se decantd y se agregé 1ml de

tripsina al 1X (Gibco) a temperada de 37°C en bafo de agua.

Se incubd por 10 minutos a 37°C y se agregd el mismo volumen de medio
A-DMEM y 2% SBF, con una pipeta serologia estéril se recuperd la
suspension celular y fue colocada en un tubo cénico de 15ml en donde las

células fueron disgregadas para obtener una suspensién homogénea.

En este punto se tomaron 0.1ml de la suspension celular y se realizo el
pasaje a un frasco de cultivo. Para cuantificar y estandarizar la cantidad de
células, el tubo cénico se centrifugé a 1000 RPM por 5 min; se decanto y re-
suspendidé en 1ml de medio, se tomd una alicuota de 10 pl mas 10 pL de
azul triptano y 60 pyL de A-DMEM en un micro tubo, la mezcla fue
homogenizada y se tom6 10 pL de esta suspension para realizar el conteo
de células con un hematocitometro calculandose el numero de células [No.
de células por ml = (Células en promedio) (Factor de dilucion [8]) (10,000)].
De acuerdo al conteo de células se realizaron los calculos y el pasaje,

incubando a 37°C con 5% de CO2.
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OBTENCION DEL CONCENTRADO VIRAL (STOCK VIRAL)

De esta manera se realiz6 el stock de las lineas celulares para

posteriormente utilizarlas en nuestros modelos de infeccion.

Las células fueron amplificadas en frascos de 175 mm2 (T-175), ya
confluentes fueron cosechadas y se re-suspendieron en medio A-DMEM
con 5% de DMSO, fueron ajustadas a 2x10° cel./ml/criovial. Se etiquetaron
adecuadamente y se almacenaron a -80°C. Para el trabajo de infeccion
celular se saco un vial del congelador, se colocé en un contenedor con
hielo, se dejé descongelar durante aproximadamente 30 minutos. Las
células fueron re-suspendidas en 3 ml de A-DMEM para colocarlas en un
frasco de cultivo T-25mm2, se incubd bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas observando periédicamente el crecimiento de

la mono-capa celular.

Para la obtencion y aislamiento de las particulas virales a partir de los
aislados clinicos, se utilizaron frascos de cultivo T-25 los cuales fueron
preparados conteniendo una monocapa de células Vero en 3ml de medio A-
DMEM suplementado, se incubaron a 37°C con 5% de CO; y 95% de

humedad relativa hasta alcanzar una confluencia celular del 90%.

Posteriormente se descongelaron los crioviales que contenian las muestras
clinicas obtenidas de los pacientes con sospecha de VHS, se agitaron y se
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tomaron 0.3ml de la solucidén con pipeta serolégica de 1ml desechable
estéril y se agregd al frasco T-25 con las células Vero confluentes. Los
frascos fueron colocados en agitacion a 60 rpm a 37°C durante 1 hora para
facilitar la adsorcion de las particulas virales a las células, transcurrido el

tiempo, los frascos de cultivo fueron incubados.

El efecto de citopatogenicidad (CPE) de las células inducida por la infeccion
viral se evalud diariamente para identificar la replicacion del virus, cuando
se observé un cambio en la morfologia celular y dafo citopatico igual o
mayor del 80-90%, se recuperaron las células y se trasfirieron a un tubo
estéril en hielo y se realizaron alicuotas de 1 ml para finalmente

almacenarlas a -80°C.

Para generar el concentrado viral (stock viral), que serviria para realizar los
modelos experimentales se utiliz6 un frasco T-25 en donde se realizaron
pasajes para tener un frasco de cultivo T-175 con células Vero confluentes.
Al estar ya listas las células, se descongelaron las muestras que dieron
positivo en el primer cultivo viral identificdndose como P1 y fueron
infectadas las células Vero colocandolas 1h a 60rpm a 37°C vy
posteriormente se incubd hasta observar dafio citopatico aproximadamente

al 90%.
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Se realizaron alicuotas homogeneizadas de 0.6ml para cada uno de los
aislados clinicos. También se trabajo bajo las mismas condiciones que los
virus de los aislados clinicos el virus VHS-1 cepa KOS y el VHS-2 cepa G

como virus de referencia.

La cuantificacion de las particulas virales fue determinada mediante la
técnica de formacion de placas liticas. En condiciones de esterilidad se
realizaron diluciones seriadas logaritmicas base 10 en una solucion de
PBS-glucosado 0.1% de un vial del stock viral que fue obtenido de cada uno
de los virus aislados y las cepas de referencia respectivamente. Se
homogenizaron y 1ml fue transferido con pipeta seroldgica estéril a una
placa de cultivo de 6 pozos con células Vero (aproximadamente 5x10°
cel./ml/pozo), las cuales conteniendo el virus fueron colocadas a 60rpm a
37°C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se desecho la solucién viral y
se adiciond 3 ml de A-DMEM suplementado y con inmunoglobulina G (IgG)
al 0.32%, las placas fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2 por cuatro
dias. Finalizada la incubacién, se realiz6 una tincibn con Giemsa (se
desecho el medio, se adicion6 metanol por 5 minutos para fijar las células,

posteriormente fue decantado y se agregdé Giemsa por 10 minutos).

Se contaron las zonas liticas, donde hubo infeccion por parte del virus
causando la lisis de la célula, determinando las unidades formadoras de

placa por mililitro (UFP/ml) para cada una de las muestras.
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Figura 7. Esquema de la metodologia para el modelo experimental en

ratones
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MODELO EXPERIMENTAL EN RATONES

Los modelos animales se utilizan para el estudio de la infeccion por VHS,
sobre todo para el desarrollo de vacunas y agentes antivirales; la
aproximacion de estos modelos a la patogénesis en humanos presenta
diferencias, sin embargo dichos modelos son sistemas unicos y validos para

el estudio de la infeccién por el herpes virus (30).

Las principales especies utilizadas para el analisis de la infeccion por el
virus herpes es el ratén. Para mimetizar las rutas de infeccion en humanos
se han desarrollado modelos de infeccidén ocular y vaginal. En el ratén la

infeccion sigue un curso temporal que se divide en dos fases:
e Una fase aguda: que ocurre en los primeros 10 dias tras la
infeccion
¢ Una fase de latencia: la cual se estable a partir de los 21 dias

después de la infeccion

Desde la fase aguda se considera que el virus tiene capacidad de virulencia

e infeccion al producir las lesiones esperadas a nivel ocular y vaginal (31).
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Figura 8. Laboratorio de Inmunologia en donde se realizaron los

experimentos murinos.

Figura 9. Manipulacion correcta de los ratones.
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MODELO ESPERIMENTAL DE QUERATOCONJUNTIVITUS HERPETICA

Todos los experimentos se realizaron segun los métodos descritos en la

guia para el cuidado y el uso de animales de laboratorio NIH (32).

Los animales fueron manipulados y alojados bajo las condiciones de esta
norma con ciclos de luz y oscuridad alternados cada 12 horas, con agua y

alimentos estandar.

Para este modelo de infeccién se utilizaron ratones hembra BALB/c de 6
semanas de edad y de 25 gr. cada uno, del Centro de Inmunologia del
Hospital Universitario de Monterrey. La cepa de ratén BALB/c se selecciond

debido a su descrita susceptibilidad a formar lesiones de queratitis (33).

Se formaron 4 grupos con 4 ratones en cada uno de ellos para cada aislado
clinico a probar. Ademas de contar con un grupo control el cual seria

infectado con la cepa KOS.

Previo a la inoculacion viral, los ratones fueron anestesiados via

intraperitoneal con Xylazine (7mg/kg) y Ketamina (100mg/kg).

Posteriormente se realiza la escarificacion de las corneas de ambos ojos de
los ratones con una aguja de 26G y se aplica 10 ul del stock viral de los

aislados clinicos positivos para VHS-1.

Se deja en observacion al ratdn hasta que se recupera de la anestesia y no

muestras datos de complicacién por la misma.
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Evaluacion clinica

Figura 10. Esquema de trabajo para el modelo experimental de

queratoconjuntivitis.

A partir de la infeccion ocular se llevd un registro diario mediante la
observacion clinica y la evaluacion de las lesiones mediante la escala de

queratitis ocular (28):

Los ojos de los ratones se evaluaron con lupa de aumento con el objetivo
de encontrar datos de blefaritis o queratitis, si alguno de los ratones tenia
alguna sospecha de infeccion se evaluaba posteriormente con

oftalmoscopio.
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Cada ojo recibio por separado una escala de severidad (escala de 0 a 4)

como se muestra a continuacion:

Tabla 1. Escala clinica de infeccién ocular (VHS-1)

o
]

cornea normal

0.5

lesiones puntatas

1.0 = lesiones dendriticas

1.5 = edema estromal con lesiones

geograficas

2.0 = involucro estromal, pupilas e iris

visible

3.0= involucro estromal, pupilas e iris

invisible

4.0= queratitis severa, pupilas e iris invisible
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Evaluacion clinica

v v A v v v

MODELO EXPERIMENTAL DE INFECCION HERPETICA VAGINAL

Todos los experimentos se realizaron segun los métodos descritos en la

guia para el cuidado y el uso de animales de laboratorio NIH (32).

Los animales fueron manipulados y alojados bajo las condiciones de esta
norma con ciclos de luz y oscuridad alternados cada 12 horas, con agua y

alimentos estandar.

Para este modelo de infeccion se utilizaron ratones hembra BALB/c de 6
semanas de edad y 25 gr. cada uno, del Centro de Inmunologia del Hospital

Universitario de Monterrey.

Se formaron 4 grupos con 4 ratones en cada uno de ellos para cada aislado
clinico a probar. Ademas de contar con un grupo control el cual seria

infectado con la cepa G.

Una semana previa a la infeccion vaginal cada ratéon fue inyectado de

manera subcutanea en una de sus patas con 3mg de Medroxiprogesterona
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(Depo-Provera, Pfizer) en 100 ul de volumen. Posteriormente un dia previo
a la infeccion se repetia la dosis de Medroxiprogesterona, de esta manera
se creaba el ambiente hormonal intravaginal ideal para la inoculacion del

herpes virus.

El dia de la infeccion se inmovilizaba manualmente al ratéon exponiendo el
area vaginal y con un swab de alginato de calcio se rompia la membrana
mucosa de la vagina para posteriormente inocular el virus con 5 pl del

stock viral de los aislados clinicos positivos para VHS-2.

Figura 11. Esquema de trabajo para el modelo experimental vaginal.

48



A partir de la infeccion vaginal se llevd un registro diario mediante la
observacion clinica y la evaluacion de las lesiones mediante la escala

clinica de infeccion vaginal (29):

El area genital de los ratones se evalud con lupa de aumento con el objetivo
de encontrar datos de lesiéon cutanea o datos del comportamiento del

animal que indicaran infeccion sistémica.

La escala de severidad clinica se evalué (escala de 0 a 5) como se

muestra a continuacion:

Tabla 2. Escala clinica de infeccién vaginal (VHS-2)

0 Ningun signo

1 Ligero edema y eritema genital
2 Inflamacién genital moderada
3 Lesion genital purulenta

4 Paralisis de caderas

5 Muerte
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Figura 12. Valoracidn clinica diaria del area genital de los ratones infectados
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CAPITULO VI

RESULTADOS

DESCRIPCION DE LOS PACIENTES

Durante el periodo de recoleccién de aislados clinicos (2010-2011) se
obtuvieron un total de 50 pacientes que acudieron al servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario, con sospecha de infeccion por virus

herpes simplex.

De cada paciente se recolecto edad, genero, tipo de herpes con su
correspondiente localizacion, numero de infecciones previas, tratamientos

previos, medicamentos actuales y comorbilidades (tabla 3).

DESCRIPCION DE LOS AISLADOS CLINICOS

Los aislados clinicos que fueron positivos para herpes tipo 1 o herpes tipo 2
se muestran en la (tabla 3) con color verde, de cada uno de estos aislados
se identifico el titulo viral y el 1Csq al Aciclovir reportado con anterioridad por

el grupo de investigadores Garza V y Torres E.
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Paciente

O N U b

11
13
14
15
17
18
24
25
26
27
28
29
34
39

42

a

48

38
51

12
16
19
20
21
2
23
30
31
32
33
35
36
37
2
43
45
46
47
49
50

Edad

Escolaridad
33 Contador Publico
34 Ingeniero
57 Preparatoria
27 Medico
32
54 Enfermera
44 Enfermera
35 Comercio
16 Preparatoria
24 Licenciatura Danza
29 Secundaria
30 Medico
17 Secundaria
10 Primaria incompleta
51 Quimico Clinico
14 Secundaria Incompleta
23 Enfermera
24 Arquitectura
63 Arquitectura
40 Licenciatura
26 Comercio
17 Preparatoria
22 Licenciatura
36 Ingeniero
35 Secundaria
32 Ingeniero
23 primaria completa

54 Comercio

64 Analfabeta

24 Secundaria

70 Primaria incompleta
6 Primaria incompleta

34 Psicologia

54 Secundaria Completa

42 Secundaria

28 Medico

63 Profesional

10 Estudiante

28 Ninguna

65 Licenciatura

49 Enfermera

70 Dentista

65 Tecnico

78 Primaria

18 Secundaria
35 Secundaria

5 Kinder

76 Secundaria
52 Arquitectura

Diagnostico Probable Infecciones Previas

HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-2
HSV-2
HSV-2
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ
HZ

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes

HSV-1
HSV-1en 1 ocasién
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
Negadas
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1 Oftalmico
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
HSV-1
Negadas
HSV-2
Negadas

Herpes zoster
Negadas
Negadas
Negadas
Negadas
Negadas
Negadas
Negadas
HSV-1
Negadas
HSV-1
DESCONOCE
HSV-1

DESCONOCE
HSV-1
Negadas
HSV-1

HZ Y HSV
Negadas
Desconoce
Negadas

[
N

N WkrR MORLRNWO

R O 0O O0OO0OO0OO0OOoOOoOOo

1

DESCONOCE

1

0
0
0

3/MES de HSV-1
3/ANO de HSV-1

0

Infecciones por afio

Desconoce
Negadas
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Tratamientos Previos
Aciclovir Topico
Negado

Aciclovir

Negado

Negado

Negado

Aciclovir en crena
Aciclovir Topico
Aciclovir Topico
Negado

Aciclovir Topico
Aciclovir Topico
Aciclovir Oral
Negado

Aciclovir Oral y Tépico
Aciclovir Oral
Aciclovir

Aciclovir Topico
Aciclovir Sistémico
Negado

Aciclovir Topico
Aciclovir Sistémico
Aciclovir Sistémico
Negado

Negado

Aciclovir Oral 500mg qd

Negado
Negado
Negado
Negado
Negado
Negado
Negado
Negado
Negado
Aciclovir
Aciclovir Topico
Negado
Aciclovir Sistémico
Negado
Negado
Negado
Negado
Aciclovir Sistémico
Negado
Negado
Negado
Dudoso
Negado
Negado
Negado

Medicamento Actual
Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Aciclovir topico
Negado

Negado

Aciclovir tépico
Negado

Negado

Negado

Negado

Aciclovir Oral
Aciclovir tépico
Aciclovir Sistémico
Negado

Negado

Aciclovir tépico
Negado

Negado

Aciclovir

Negado

Aciclovir

Aciclovir Sistémico
Negado

Aciclovir

Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Aciclovir

Negado

Negado

Aciclovir Sistémico
Negado

Negado

Negado

Negado

Negado

Aciclovir Sistémico
Negado

Aciclovir Sistémico
Aciclovir Sistémico
Negado

Aciclovir

Negado

Titulo Viral
3x105 UFP/ml

Comorbilidades

Negadas

Negadas

Negadas

Negadas

Negadas

Colecistectomia hace 20 afios
ninguna

Dermatitis Atopica

Fiebre reumatica

Negados

Condilomatosis

Negados

Negados

Negados

Negados 7.25x106UFP/ml
LLA 5.5x106UFP/ml
Negados 7x105UFP/ml
Negados

Negadas

Negadas

Negadas

Negadas

Negadas

PTI
LES+PDN+DM2+HTA
Asma Bronquial
DM2

Negadas

Asma Bronquial
Carcinoma Uterino
LES

Negados

Negados

Negados
Carcinoma de colon
Enfermedad fibroquistica mama
Negados

DM2/HTA

LLA

SIDA+VDRL+

Antecedente Ca Recto

CA mama+dermatomiositis
Negado

Negados

HTA

DM2

LES

Negadas

LLA

LNH+PDN+CFM+Rituximab
Negadas

8x106 UFP/ml

4.3x105UFP/ml

5x106UFP/ml
7.5x105UFP/ml

1.1x105UFP/ml

3x106UFP/ml

6x105UFP/ml

18X106UFP/ml



Se obtienen de esta tabla el numero total de 10 aislados clinicos positivos

para VHS-1 y 2 aislados clinicos positivos para VHS-2.

La edad de nuestros pacientes fue de 14 afos a 62 afos, la media fue de

37.5 anos representando un 56% de mujeres y un 44% de hombres.

De cada paciente se identificé tipo de herpes, numero de infecciones

previas, tratamientos previos, medicamentos actuales y comorbilidades.

Mientras que de cada aislado se identificé el titulo viral y el IC50 aciclovir.

A continuacion se detallan los resultados de cada uno de los aislados
clinicos durante el modelo experimental en ratones, se puede observar el
numero de dias de la evaluacion clinica, con su escala numérica segun lo
observado, ademas de las iconografias en los dias mas representativos de

la infeccion.
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Resultados de evaluacion de virulencia e historia clinica por aislados clinicos de Herpes
Simplex 1

“Modelo experimental de queratoconjuntivitis herpética”

L. Evaluacion de la cepa de referencia en ratones BALB/c
Cepa de Referencia KOS (VHS-1)
Tiempo Escala
Cepa (dias) clinica | R
KOS 3 0.5 | "
4 0.5 Dias post infeccion 0 3 4 5 6 7 8 9 10
T | l
6 1.5
7 2
8 2
9 3
10 3

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Cepa de referencia KOS
3 —
2 /

3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccion

Escala clinica

Se muestran las iconografias de los ratones

Curva escala-dias en donde se observa graficamente afectados mas significativamente en los dias
post-infeccion

la progresion de la infeccion en la escala clinica
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Resultados Aislado clinico 42

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica

42 3 0.5

4 1.5

5 2

6 2

7 3

8 4

9 4

10 4

Tabla tiempo -escala clinica en donde

se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Historia clinica

Dias post infeccion 0

Escala clinica

o L N w
ocUVkr LN ULwL s
1

Aislado 42
/ <> O—
e
4
3 4 5 6 7 8 10

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresion de la infeccion en la escala clinica

Dias post-infeccion
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccion. En este aislado en particular
se produjo la muerte de los ratones al dia 10
post-infeccion




Resultados Aislado clinico 39

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica

39 3 1.5

4 2

5 3

6 3

7 3

8 4

9 4

10 4

Tabla tiempo -escala clinica en donde

se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Historia clinica

Dias post infeccion 0

Aislado 39

S

w
n

—

Escala clinica

= N
=N W
1

o
o

o

6 7
Dia post-infeccion

10

v

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccion. En este aislado en particular
se produjo la muerte de los ratones al dia 11
post-infeccidn




Resultados Aislado clinico 26

Historia clinica

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica
26 3 1 | >
4 1.5
Dias post infeccion 0 3 4 5 6 7 8 9 10

5 1.5
6 2 T
7 3
8 3
9 4
10 4

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 26

4 / —
3.5
3 /0 /
S
:§ 2.5
(8]
5% /
815 /
]
1 .
0.5

o

3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccién Se muestran las iconografias de los ratones

afectados mas significativamente en los dias

post-infeccion. En este aislado en particular
se produjo la muerte de los ratones al dia 10
post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Aislado
clinico
18

Tiempo

(dias)

Resultados Aislado clinico 18

Escala
clinica
0.5

0.5

1

1

1.5

1.5

O | |IN|O || W

1.5

10 1

Tabla tiempo -escala clinica en donde

se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Historia clinica

Dias post infeccion 0

Aislado 18

Escala clinica

TN

1 0—/

5

6 7
Dias post-infeccién

8

10

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mds significativamente en los dias
post-infeccion
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Resultados Aislado clinico 28

Historia clinica

v

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica |
28 3 0.5 |

4 1 Dias post infeccion 0
5 1.5
6 2
7 3
8 3
9 3
10 2

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 28

w
w U b

/ ¢

' N
oo

[uny

Escala clinica

[any

o
v
|

o

3 4 5 6 7 8
Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente
la progresién de la infeccién en la escala clinica, se puede

ver una mejoria en la escala al dia 9 post-infeccion
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccion




Resultados Aislado clinico 13

Historia clinica

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica
13 3 0.5 I
4 1 |
5 1.5 Dias post infeccién 0
6 2
7 3
8 4
9 4
10 4

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 13
i, /S
7

15

Escala clinica

0.5 -

3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Se muestran las iconografias de los ratones

afectados mds significativamente en los dias
post-infeccion. En este aislado en particular
se produjo la muerte de los ratones al dia 9

post-infeccion
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Resultados Aislado clinico 1

Aislado Tiempo Escala

clinico (dias) clinica Historia clinica

0
0.5 |
0.5
0.5 Dias post infecciéon 0 3 4 5 6 7 8 9 10

1

1
1.5
10 1.5

v

O |0 |IN|oO U |hd W

Tabla tiempo -escala clinica en donde

se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 1
4
3.5
o 3
E 2.5
S 2
0.(5) / &

3 4 5 6 7 8 9
Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

Se muestran las iconografias de los ratones
la progresion de la infeccién en la escala clinica afectados mas significativamente en los dias

post-infeccion
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Resultados Aislado clinico 9

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica |

Historia clinica

v

0.5 I
1
1.5
1.5
1.5
3
3
10 2

O | |IN|O || W

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Dias post infeccion 0 3 4 5 6 7 8 9 10

Aislado 9

4

35
/‘ AN
S No—
§ 15 S /
|

0.5 -

0

3 4 5 6 7 8 9 10
dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccidon




Resultados Aislado clinico 17

Historia clinica

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica
17 3 1 |

4 1.5 Dias post infeccion 0
5 1.5
6 2
7 3
8 3
9 4
10 4

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 17

3 —

2.5

1.5

Escala clinica
N

0.5

3 4 5 6 7 8 9

Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresion de la infeccion en la escala clinica
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v

Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccion




Resultados Aislado clinico 27

Aislado Tiempo Escala
clinico (dias) clinica

27 3 1

4 1.5

5 1.5

6 2

7 3

8 3

9 3

10 3

Tabla tiempo -escala clinica en donde

se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Historia clinica

Dias post infeccion 0

Aislado 27

4
g 3 ———
£
o2
g
8,

0

3 4 5 6 7 8 9 10

Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica
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Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mas significativamente en los dias
post-infeccidn




Resultados de evaluacidon de virulencia e historia clinica por aislados clinicos de

Herpes Simplex 2

“Modelo experimental de infeccion herpética vaginal”

II. Evaluacion de la cepa de referencia en ratones BALB/c

Cepa de Referencia G (VHS-2)

Historia clinica
Cepa (dias) clinica

Tiempo Escala

G

v

Dias post infeccion 0 3 4 5 6 7 8 9 10

O |0 |N|oO|Un (b~ W
WIWININ |, [P ([~ |O

10

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Cepa de referencia G (VHS-2)

5

IS

w

N

Escala clinica

[EnY

/ ._
/ * /
3 4 5 6 7 8 9 10

Dias post-infeccion

o
L

Curva escala-dias en donde se observa graficamente
Se muestran las iconografias de los ratones

la progresion de la infeccion en la escala clinica afectados mas significativamente en los dias

post-infeccidn
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Resultados Aislado clinico 3

Historia clinica

Aislado Tiempo Escala |
clinico (dias) clinica

Dias post infeccion 0 3 4 5 6 7 8 9 10

O | |IN|O || W
||k |O|O0 |0 |0 O

10

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 3

(6, ]

N

N W

Escala clinica

=

o
1

/0 ——
————¢
3

4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccion

Se muestran las iconografias de los ratones

Curva escala-dias en donde se observa graficamente e ]
afectados mds significativamente en los dias

la progresién de la infeccién en la escala clinica post-infeccion
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Resultados Aislado clinico 2

Aislado clinico 2

Historia clinica

Aislado Tiempo Escala |
clinico (dias) clinica

O |IN|oO (U |bd W
O |0 |0 |k |O |0 |0

10

Tabla tiempo -escala clinica en donde
se observa la evaluacion clinica a través

de los dias.

Aislado 2
5
o 4
T 2
& 1
0 —& 4 / \ ¢ —
3

Dias post-infeccion

Curva escala-dias en donde se observa graficamente

la progresién de la infeccién en la escala clinica

Dias post infeccion 0

67

v

Se muestran las iconografias de los ratones
afectados mds significativamente en los dias
post-infeccion




Del modelo experimental de queratoconjuntivitis podemos observar que la cepa
de referencia KOS genera lesiones al sexto dia de infeccidn en una escala de 1.5

(edema estromal con lesiones geograficas).

En base a esta referencia podemos observar que se tuvieron 4 cepas de los

aislados clinicos de pacientes, altamente virulentas:

e Cepa 42 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e
iris invisible) al octavo dia. Con un 50% de mortalidad en los
ratones al dia 10 de infeccion.

e Cepa 39 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e
iris invisible) al octavo dia. Con un 100% de mortalidad en los
ratones al dia 10 de infeccion.

e Cepa 26 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e
iris invisible) al noveno dia. Con un 50% de mortalidad en los
ratones al dia 10 de infeccion.

e Cepa 13 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e
iris invisible) al octavo dia. Con un 100% de mortalidad en los

ratones al dia 10 de infeccidn.
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Infeccion ocular VHS-1

Dias post-infeccién

4 /I /I o
35
3 /I n, / / /\ 0—
§ 25 —@—cepa 42
= / / ~f—cepa 39
o 2 > ) K—
s ==fr=cepa 26
1 +— =3ie=cepa 28
0.5 =0- KOS
0
3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccion
Infeccidn ocular VHS-1
4 / /\‘ —
3.5
3 / // /\ N
§ 25 == cepa 13
= / \ ——cepa 1
o 2 /1 —
© ==fe=cepa 9
ﬁ 1.5 ; /1 l "/II il— ce
== cepa 17
1 \‘? "/" == cepa 27
0.5 | il =0=KOS
0
3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 13. Concentrado de aislados clinicos de VHS-1.
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Del modelo experimental de infeccion herpética vaginal podemos observar que la
cepa de referencia G, genera lesiones al noveno dia de infeccion en una escala

de 3 (lesidén genital purulenta).

En base a esta referencia podemos observar que ninguna de nuestras cepas de
aislados clinicos de VHS-2 fue altamente virulenta, mostrando incluso solo una

escala de infeccion clinica de 1 (ligero edema y eritema genital).

Escala clinica

Infeccidn vaginal VHS-2

4
3 o
=& Cepa G
2 =fi=Cepa 3
Cepa 2
1 o /l i i
0o L—mf 1% K {1 |/ ——

Dias post-infeccién

Figura 14. Concentrado de aislados clinicos de VHS-2.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos entre los grupos fueron analizados utilizando el test de la Chi-
cuadrada y la correlacion de Pearson (especificado en casa caso).

Todos los valores descriptivos de la poblacion estudiada fueron expresados como la
media % error estandar dela media (SEM).

Los datos considerados significativos se indican en cada tabla con el p-valor

correspondiente.

La informacion de cada aislado y la escala clinica desarrollada en los modelos
experimentales por dia, se analizé con la prueba de Chi-cuadrada obteniéndose lo

siguiente:
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Chi-SquareTests
Asymp. Sig.

dia Value df (2-sided)

0 Pearson Chi-Square 2
N of Valid Cases 56

1 Pearson Chi-Square 2
N of Valid Cases 56

2 Pearson Chi-Square A7.444° 39 .166
Likelihood Ratio 37.507 39 .538
Linear-by-Linear 15.601 1 .000
Association
N of Valid Cases 56

3 Pearson Chi-Square 65.282° 39 .005
Likelihood Ratio 63.950 39 .007
Linear-by-Linear 15.643 1 .000
Association
N of Valid Cases 56

4 Pearson Chi-Square 84.634° 52 .003
Likelihood Ratio 80.202 52 .007
Linear-by-Linear 10.466 1 .001
Association
N of Valid Cases 56

5 Pearson Chi-Square 107.927° 65 .001
Likelihood Ratio 95.444 65 .008
Linear-by-Linear 11.762 1 .001
Association
N of Valid Cases 56

6 Pearson Chi-Square 84.632' 65 .051
Likelihood Ratio 83.640 65 .060
Linear-by-Linear 9.372 1 .002
Association
N of Valid Cases 56

7 Pearson Chi-Square 76.029° 78 .542
Likelihood Ratio 76.125 78 .539
Linear-by-Linear 5.330 1 .021
Association
N of Valid Cases 56

co8 Pearson Chi-Square 67.973" 78 .784
Likelihood Ratio 70.978 78 .701
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Continua
Linear-by-Linear 4.609 1 .032
Association
N of Valid Cases 56

9 Pearson Chi-Square 87.606' 78 214
Likelihood Ratio 92.993 78 118
Linear-by-Linear 3.563 1 .059
Association
N of Valid Cases 56

10 Pearson Chi-Square 96.833' 78 .073
Likelihood Ratio 100.286 78 .045
Linear-by-Linear 3.782 1 .052
Association

Este resultado nos muestra una dependencia estadisticamente significativa (p<0.05) en
los dias 3, 4, 5y 6, entre la cepa y el tipo de lesidn generado en el modelo murino

experimental.

Para validar que los aislados clinicos producian un tipo de lesion clinica en los modelos

experimentales se utilizé la siguiente estadistica:
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SymmetricMeasures

Asymp. Std. | Approx. | Approx.
dia Value Error® T Sig.
0 Intervalbylnterv Pearson's R A
al
N of Valid Cases 56
1 Intervalbylnterv Pearson's R A
al
N of Valid Cases 56
2 Intervalbylnterv Pearson's R .533 .095 4.624 .000°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 490 .105 4.128 .000¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56
3 Intervalbylnterv Pearson's R 533 .101 4.633 .000°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 494 104 4174 .000¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56
4 Intervalbylnterv Pearson's R 436 120 3.562 .001°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 400 123 3.204 .002¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56
5 Intervalbylnterv Pearson's R 462 122 3.833 .000¢
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 433 124 3.535 .001¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56
6 Intervalbylnterv Pearson's R 413 138 3.330 .002¢
al
Ordinal by SpearmanCorrelat .369 132 2914 .005¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56
Intervalbylnterv Pearson's R 311 133 2.407 .020¢

al
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Continua
Ordinal by SpearmanCorrelat 275 130 2.103 .040°
Ordinal ion
N of Valid Cases 56

8 Intervalbylnterv Pearson's R .289 A27 2.222 .030°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 287 131 2.203 .032¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56

9 Intervalbylnterv Pearson's R .255 129 1.934 .058°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat 252 133 1.914 .061¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56

10 Intervalbylnterv Pearson's R .262 128 1.997 .051°
al
Ordinal by SpearmanCorrelat .264 132 2.010 .049¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 56

Total Intervalbylnterv Pearson's R 223 .039 5.662 .000¢
al
Ordinal by SpearmanCorrelat .220 .039 5.594 .000¢
Ordinal ion
N of Valid Cases 616

Estos resultados muestran que existe una correlacion estadisticamente significativa
(p<0.05) entre la cepa utilizada para la infeccion y el tipo de lesion producida en el
modelo murino experimental desde el dia 2 post-infeccion hasta el dia 10 de

observacion clinica.
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PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA DEL MODELO ESPERIMENTAL DE
QUERATOCONJUNTIVITIS

Cepa 42 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e iris invisible) al octavo

dia. Con un 50% de mortalidad en los ratones al dia 10 de infeccion.

Cepa 39 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e iris invisible) al octavo

dia. Con un 100% de mortalidad en los ratones al dia 10 de infeccion.

Cepa 26 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e iris invisible) al noveno

dia. Con un 50% de mortalidad en los ratones al dia 10 de infeccion.

Cepa 13 la cual tuvo una escala de 4 (queratitis severa, pupilas e iris invisible) al octavo

dia. Con un 100% de mortalidad en los ratones al dia 10 de infeccion.
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Porcentaje de supervivencia VHS-1

100 —= o = = 1\ n—
75
'§ == Cepa 42
.g == Cepa 39
2 50 k—
a == Cepa 26
>
:\2 =>¢=Cepa 18
25 fe= KOS
== Cepa 27
0
3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infeccién
Porcentaje de supervivencia VHS-1
100 —® 8 O 1, 0, 1, n—
75
'§ = Cepa 28
2 —m—Cepa 13
2 50
8 == Cepa 1
>
§ == Cepa 9
25 === Cepa 17
=@ KOS
0

3 4 5 6 7 8 9 10
Dias post-infecion

Figura 15. Duracion de la supervivencia de los ratones
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PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA DEL MODELO ESPERIMENTAL DE

QUERATOCONJUNTIVITIS

Por otro lado se observa que en el grupo del VHS-2, ambas cepas de aislados clinicos

mostraron un 100% de supervivencia en el modelo experimental.

% Supervivencia

100

75

50

25

Porcentaje de supervivencia VHS-2

A A A A ™ ™ ™ "N—
o—Cepa G
== Cepa 3
Cepa 2
3 4 5 6 7 8 9 10

Dias post-infeccion

Figura 16. Duracion de la supervivencia de los ratones
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Comparacion entre aislados clinicos de VHS-2 del noreste y cepa sudafricana

SD90

Un tema fascinante dentro de la investigacion del herpes virus tipo 2 es la relacién
estrecha que se ha encontrado entre este y el VIH, aumentado significativamente
el riesgo de transmision del virus por inmunodeficiencia en aquellos pacientes con
infecciones herpéticas. Esto ha llevado a multiples investigaciones por su
potencial efecto en la reduccién de la susceptibilidad y consecuente transmision

del SIDA.

En un estudio reciente se muestra que las cepas de aislados Africanos son mas
virulentas que las cepas aisladas en los Estados Unidos, de la misma manera
podemos observar que los aislados del noreste de México presentan titulos
virales mas altos que la cepa SD90 (figura 7), sin embargo en el modelo
experimental murino no desarrollaron lesiones clinicamente evaluables. Mientras
que la cepa SD90 a titulos mas bajos incluso que la cepa de referencia G fue

altamente virulenta en los modelos murinos (27).

6 - M Aislado 3
..g_ M Aislado 2
S 4 -
go'o Ceparef G

B Cepa Sudafrica SD90

N
1

Aislados

Figura 17. Virulencia entre cepas
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Historia clinica Supervivencia

100%

Aislado 39

©
N

o)
g
o
2
<

Aislado 28

Aislado 42

Figura 18, lconografias de los asilados clinicos de WHS-1 y supervivencia
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Historia Supervivencia
clinica
8
' 100%

o

o
)
L
@
<

Aislado 27

Figura 19. Iconografias de los asilados clinicos de VHS-1 v supbervivencia
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Tabla de contingencia cepa * supervivencia

Supervivencia
1.00 2.00 Total
cepa 13.0
0 0 16 16
26.0
0 8 8 16
39.0
0 0 16 16
20l 8 8 16
Total 16 48 64

Pruebas de chi-cuadrado

Sig.
asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de | 21.333( 3 000
Pearson a)
Razén de 27617 3 .000
verosimilitudes
Asociacion lineal por [ 5 -1 1 111
lineal
N de casos validos 64

Recuento a 4 casillas (50.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 4.00.
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Medidas simétricas

Sig.
aproximad
Valor a

In’gervalo por R de Pearson -201 112(c)

intervalo
Ordln_al por Correlacién de - 258 .039(c)

ordinal Spearman

N de casos validos 64

a Asumiendo la hipotesis alternativa.
b Empleando el error tipico asintético basado en la hipétesis nula.
c Basada en la aproximacién normal.

En estos resultados se puede observar que si hay una dependencia y una
correlacion estadisticamente significativa entre el aislado clinico y la mortalidad

en los modelos experimentales murinos.

Aislado clinico Vivos Muertos Infecciones x IC50
ano

42 8 8 15 0.764

39 0 16 4 0.307

26 8 8 4 0.181

13 0 16 2 0.016

An IC50<11g/ml indicated susceptibility to acyclovir, IC50 1-2(1g/ml was
intermediate susceptibility to acyclovir and a value of IC50>2(g/ml denoted
resistance
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Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el modelo murino se puede
observar que existe una dependencia de la mortalidad de los ratones con el
aislado clinico. Ademas podemos identificar que aquellos aislados en donde la
infeccion se manifesto clinicamente mas agresiva en el modelo murino, también
corresponde a los pacientes que tuvieron mayor cantidad de recurrencias de
lesiones en el afio. Sin embargo no encontramos diferencia entre las lesiones
manifestadas en el modelo experimental, las recurrencias en los pacientes y la
susceptibilidad al Aciclovir. Aunque es de importancia sefialar que el aislado
que tuvo un IC50 de 0.764 corresponde con el paciente que mayor cantidad de

recurrencias al afio tuvo (15).
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Historia clinica Supervivencia
6 7

)

o)
g
o
2
<

Aislado 2

Figura 20. Iconografias de los asilados clinicos de VHS-2 y supervivencia
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Datos descriptivos de los pacientes y los aislados clinicos

TIPO DE HERPES

Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid 1 10 83.3 83.3 83.3
2 2 16.7 16.7 100.0
Total 12| 100.0 100.0
Tipo de Herpes
m HSV-1
m HSV-2
LOCALIZACION
Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid ORAL 10 83.3 83.3 83.3
GENITA 2 16.7 16.7 100.0
L
Total 12| 100.0 100.0

Figura 21. Datos descriptivos del tipo de herpes encontrado
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NUMERO DE INFECCIONES PREVIAS

Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid 0 3 25.0 25.0 25.0
1 4 33.3 33.3 58.3
2 1 8.3 8.3 66.7
4 1 8.3 8.3 75.0
12 2 16.7 16.7 91.7
15 1 8.3 8.3 100.0
Total 12 100.0 100.0

Numero de Infecciones Previas

mo

3 A mil

m2

m4

Frecuencia
N

m12
m15

Numero de infecciones por afio

Chi-SquareTests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square | 7.200° 5 .206
Likelihood Ratio 6.994 5 221
Linear-by-Linear 1.307 1 .253
Association
N of Valid Cases 12

Figura 22. El analisis estadistico muestra que no existe dependencia significativa
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TRATAMIENTOS PREVIOS

Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid 1 4 33.3 33.3 33.3
2 3 25.0 25.0 58.3
3 5 41.7 41.7 100.0
Total 12 100.0 100.0

Tratamientos previos

M Aciclovir sistemico

B Aciclovir tépico

Ninguno
Chi-SquareTests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)

Pearson Chi-Square | 3.360° 2 .186
Likelihood Ratio 4.083 2 130
Linear-by-Linear 2.488 1 115
Association
N of Valid Cases 12
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MEDICAMENTO ACTUAL

Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid 1 2 16.7 16.7 16.7
2 3 25.0 25.0 41.7
3 7 58.3 58.3 100.0
Total 12| 100.0 100.0

Medicamento actual

M Aciclovir sistemico
H Aciclovir topico

i Ninguno

Figura 24. Descripcion de los medicamentos consumidos
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COMORBILIDAD

Frequenc ValidPerce | Cumulative
y Percent nt Percent
Valid 1 7 58.3 58.3 58.3
3 1 8.3 8.3 66.7
4 2 16.7 16.7 83.3
6 1 8.3 8.3 91.7
7 1 8.3 8.3 100.0
Total 12 100.0 100.0
Comorbilidades
H Negados
HDM2
HTA
B D. Atépica

® Condilomas

Chi-SquareTests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square | 5.829° 4 212
Likelihood Ratio 5.072 4 .280
Linear-by-Linear 170 1 .680
Association
N of Valid Cases 12

Figura 25. El analisis estadistico muestra que no existe dependencia significativa
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DescriptiveStatistics

Minimu | Maximu Std.
N m m Mean Deviation
Std.
Statistic | Statistic | Statistic | Statistic| Error Statistic
EDAD DEL 12 14 51 30.50 2.827 9.793
PACIENTE
TITULO VIRAL 12 5.40 7.20( 6.1667| .16982 58827
(log10)
IC50 12 0 1 .36 130 451
Valid N (listwise) 12
GroupStatistics
TIPO DE Std. Std. Error
HERPES N Mean Deviation Mean
TITULO VIRAL 1 10| 6.1100 .52589 .16630
(log10) 2 2| 6.4500 1.06066 75000
IC50 1 10 .35 479 151
2 2 41 414 .293
IndependentSamples Test “t”
Sig. (2-tailed)
TITULO VIRAL Equalvariancesassu 482
(log10) med
IC50 Equalvariancesassu .873
med
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Figura 26. El analisis estadistico relacionado a las medias de los titulos virales y IC50
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CAPITULO VII

DISCUSION

El presente trabajo constituye el primero de su tipo realizado en México, motivo por
el cual los datos obtenidos son de gran aporte al programa nacional en contra de
las Enfermedades de Transmision Sexual y para futuros programas para la

vigilancia, control y prevencion de la infeccién por el VIH/SIDA.

Ademas de proporcionar estadisticas recientes sobre el comportamiento de la
infeccidn por virus del herpes en nuestro pais. Se estudiaron un total de 50
pacientes que acudieron a la consulta de Dermatologia del Hospital Universitario de
Monterrey, por presentar una patologia clinicamente diagnosticada como herpes

oral o genital.

Se obtuvieron 10 muestras para VHS-1, mientras que para VHS-2 solo 2 muestras,
estos resultados en el grupo de herpes tipo 2 pudieron ser debido a diferentes

factores como:

e Diagnostico clinico erréneo, por la aparente baja frecuencia y la poca
afluencia de los pacientes en busca de asistencia médica.

e Tipo de lesion presentada al momento de la toma de la muestra. Para el
aislamiento viral en cultivo celular las muestras mas representativas eran las
vesiculas, sin embargo muchos pacientes acudian con las lesiones ya en

fase de pustula, ulcera o costra.
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e Tiempo transcurrido entre el inicio de sintomas y la toma de la muestra. Esto
significa que a mayor numero de dias transcurridos es menor la posibilidad
de aislar el virus.

e Pacientes que hayan estado con terapia antiviral previa a la toma de la

muestra

El virus del herpes simple es un patégeno humano habitual que puede provocar
gran morbilidad y mortalidad en las personas infectadas, especialmente en los
jovenes o en los inmunosuprimidos. Los dos serotipos del herpes virus generan
lesiones clinicas muy parecidas pero suponen caracteristicas distintivas a nivel

molecular e inmunolégicamente que les permite diferenciarse entre si.

Una de las caracteristicas mas relevantes de VHS es su capacidad para establecer

infecciones latentes en el cuerpo humano, especialmente en los ganglios neurales.

Varias regiones del genoma del VHS pueden relacionarse con la virulencia y el
establecimiento de la infeccion clinica y el escape inmunolégico. Las cepas
virulentas a nivel mundial son de suma importancia ya que su identificacién, asi
como su respuesta a los antivirales de uso comun nos platean retos para las
nuevas generaciones de tratamientos y medidas preventivas como lo son las

vacunas contra el virus del herpes simplex.

Una cepa virica util en una vacuna contra VHS-1 y VHS-2 puede no ser virulenta, es
decir no revertir al estado de virulencia, debe proporcionar inmunidad demostrada y
ser incapaz de transformar las células del huésped. Es por esto que la investigacion

y caracterizacion de las diferentes cepas a nivel nacional y en consecuencia a nivel
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mundial es vital para la realizacion de las nuevas vacunas en contra del herpes

virus.

Una de las formas ya antes descritas para evaluar la virulencia de las cepas de

aislados clinicos es la de los modelos experimentales.

A pesar de su importancia médica considerable no existen reportes en México

sobre los patrones de virulencia de nuestras cepas regionales.

Este estudio revela el patron de nuestras cepas en el Noreste de México, siendo un

nicho muy importante y un precedente para futuras investigaciones.

Los modelos animales son una aproximacion experimental valida que permite llevar
a cabo un analisis completo de la infeccion por el virus del herpes. En este
escenario se pueden analizar los fendmenos clinicos de la infectividad del virus asi

mismo como la medicion clinica por medio de escalas ya validadas.

En este trabajo se ha utilizado al ratdbn como modelo experimental ya que es el mas
ampliamente trabajado puesto que existe una gran cantidad de informacioén en la
bibliografia que permite comparar los resultados obtenidos. EI modelo murino
utilizado y el numero de animales fue suficiente para aportar valores estadisticos

significativos a los resultados.

En el modelo experimental murino de queratoconjuntivitis encontramos cepas
virulentas para VHS-1 en base a la cepa de referencia. Siendo estadisticamente
significativas las cepas de aislados clinicos utilizadas y la infeccién clinica

reportada.
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Ademas se encontraron 4 cepas de VHS-1 altamente virulentas mostrando las
mayores escalas de severidad clinica. Se encontr6 una correlacion

estadisticamente significativa entre estas cepas y la mortalidad de los murinos.

Es importante resaltar que aunque estas cepas de aislados clinicos fueron
virulentas, se demostré en estudios anteriores de Garza V. y Torres E. que estas
cepas aun son sensibles a Aciclovir, lo que representa una ventaja en el tratamiento

de esta infeccion.

En el modelo experimental de infeccidn herpética vaginal no encontramos cepas de
aislados clinicos virulentas en base a la cepa de referencia. Siendo
estadisticamente significativas las cepas de aislados clinicos utilizadas y la

infeccion clinica reportada.

Todas las cepas de aislados clinicos para VHS-2 también fueron sensibles a

Aciclovir.

Un tema fascinante dentro de la investigacion del herpes virus tipo 2 es la relacion
estrecha que se ha encontrado entre este y el VIH, aumentado significativamente el
riesgo de transmision del virus por inmunodeficiencia en aquellos pacientes con
infecciones herpéticas. Esto ha llevado a multiples investigaciones por su potencial

efecto en la reduccion de la susceptibilidad y consecuente transmision del SIDA.

Existe una gran necesidad de una vacuna para herpes genital que prevenga esta
infeccién especialmente en regiones como Africa en donde existe una co-epidemia

de herpes genital y VIH.
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En un estudio reciente se muestra que las cepas de aislados Africanos son mas
virulentas que las cepas aisladas en los Estados Unidos. Mostrando menor
proteccion contra las vacunas experimentales, que las cepas de los Estados
Unidos, lo cual indica que existen diferencias entre los determinantes antigénicos

protectores de las cepas virales a nivel mundial.

De la misma manera podemos observar que los aislados del noreste de México
presentan titulos virales mas altos que la cepa SD90, sin embargo en el modelo
experimental murino no desarrollaron lesiones clinicamente evaluables. Mientras
que la cepa SD90 a titulos mas bajos incluso que la cepa de referencia G fue

altamente virulenta en los modelos murinos (27).

Esto confirma lo antes reportado de la gran variedad entre las cepas de virus
herpes a nivel mundial, siendo imprescindible su investigacion y reporte para valorar

el adecuado uso y funcionamiento de las vacunas contra herpes.

Los resultados de este trabajo aportan a nivel nacional valiosa informacion sobre el
comportamiento del herpes virus en nuestra regién y exhorta la necesidad de
estudios mas detallados sobre la patogénesis, diversidad genética y determinantes

antigénicos del herpes virus a nivel mundial.
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CAPITULO Vil

CONCLUSION

Los aislados clinicos del noreste de Meéxico de VHS-1 evaluados son

virulentos en un modelo experimental murino de queratoconjuntivitis.

Los aislados clinicos del noreste de México de VHS-2 evaluados no son

virulentos en un modelo herpético vaginal.

Los aislados clinicos del noreste de México de VHS-2 evaluados son igual
de virulentos que las cepas de Estados Unidos pero mucho menos virulentas

que las cepas Africanas.

Esta investigacion es la primera en su clase que abre la pauta a estudios en

otras zonas regionales en el pais.

Nuestras cepas de VHS-2 al no ser virulentas podrian ser buenos candidatos
para desarrollar una vacuna recombinante y que esta disminuya la co-

infeccion de VIH.
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e Cepas de VHS-1 son altamente virulentas pero sensibles a Aciclovir.

e Al visualizar los patrones de virulencia se podra encontrar una vacuna

adecuada contra esta enfermedad.
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CAPITULO IX

ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMEINTO INFORMADO

“Estudio de virulencia de aislados clinicos de pacientes con infeccién activa por

Herpes Simplex Virus, en dos modelos experimentales

Este documento de asentimiento informado va dirigido a los nifios participantes del
Estudio de virulencia de aislados clinicos de pacientes con infeccion activa por
Herpes Simplex Virus, en dos modelos experimentales, para que conozcan su
patologia y tengan capacidad de juicio para comprender los fines de la investigacion
biomédica. La legislacion nacional vigente, en materia de autonomia del paciente,

reconoce dicha capacidad de juicio a los nifios de 12 o mas afnos.

YO, [nombre y

apellidos]

Declaro que:

1. Me han explicado el estudio que se llevara a cabo y mi participacion en el,

ademas de darme la Informacion y he entendido todo.

2. Mi médico ha contestado a todas las dudas que tenia sobre el estudio.
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3. Sé que puedo decidir no participar en este estudio y que no pasa nada.

4. Sé que si decido participar me sacaran sangre en una sola ocasion, ademas de
tomar muestra por medio de raspado de mis ampollas y que esto me puede doler

un poco.

5. Sé que si cuando empiece el estudio tengo alguna duda, puedo preguntar a mi

meédico las veces que necesite.

6. Sé que cuando empiece el estudio y en cualquier momento puedo decir que ya

no quiero seguir participando y nadie me refira por ello.

7. Sé que si decido dejar el estudio puedo pedir que mi sangre se elimine del banco

de muestras.

8. He decidido participar en el estudio.
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CAPITULO XI

RESUMEN AUTOBIOGRAFICO

La Dra. Cynthia Mendoza realiz6 sus estudios de medicina en el Instituto Tecnologico y
de Estudios Superiores de Monterrey (ITESM), donde se gradué con mencién
honorifica en 2007. Realizé su estancia académica rotatoria en el Hospital de la Santa
Creu | Sant Pau, Barcelona, Espafa en el Departamento de Medicina Interna y
Dermatologia. Posteriormente realizé la especialidad de Dermatologia en el Hospital
Universitario de Monterrey, N.L. donde se entren6 en la aplicaciéon de laser y otras
tecnologias aplicadas a la piel. Ademas de realizar el Doctorado en Medicina
trabajando de la mano del Dr. Ernesto Torres-Lopez investigador del BioMedical
Imaging Laboratory de la Universidad de Harvard. Ganadora del premio nacional para
autores de articulos de revisién en Dermatologia en el 2012. Siendo muy joven la Dra.
Cynthia ha mostrado interés en temas sociales siendo moderadora de la Asamblea
General Plenaria y directora de la UNICEF del Modelo de las Naciones Unidas en

México y como delegada en el Harvard National Model United Nations.

Su inquietud por la medicina se despierta desde muy temprano en su carrera asistiendo
a congresos y cursos a nivel nacional e internacional: « 17 Congreso Internacional de
Medicina ITESM “Endocrinologia”. ITESM Campus Monterrey, N.L. Abril 2001 « Primer
Congreso Internacional de Estudiantes de Medicina. UANL. Monterrey N.L. 2001 « 1er.
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Congreso Internacional de Bioética “Medicina Entre la Ciencia y la Conciencia” UDEM,
Monterrey N.L. Agosto 2001 < 18 Congreso Internacional de Medicina ITESM
“‘Reproduccion Humana”. ITESM Campus Monterrey, N.L. Abril 2002 « 19 Congreso
Internacional de Medicina ITESM “Trasplantes”. ITESM Campus Monterrey N.L. Abril
2003 -« “Actualizacion en Dermatologia” del XXXIV Semestre de actualizacion para el
Médico Cirujano. UANL. Monterrey N.L. Enero 2004 + Curso de formaciéon sobre
dermatitis de contacto, seccion catalana de la sociedad espafola de dermatologia y
venereologia. Barcelona, Espafa. Noviembre 2005 =+ IV  Converses
Dermatopediatriques. Serveis de pediatria | dermatologia. Hospital del Mar. Barcelona,
Espafa. * Asistencia a las reuniones de la Sociedad Catalana de Dermatologia durante
los meses de Septiembre — Diciembre 2005. Barcelona Espana. * Congreso de
Micologia Médica. Monterrey N.L. del 24 al 26 de Mayo 2007. « Curso de programacion
Neuro-linguistica. Monterrey N.L. 2 y 3 de Junio 2007 « 4to Simposium Internacional de
Neurocirugia Cerebrovascular. Monterrey N.L. 7 y 8 de Marzo 2008. « Curso de
Actualizacién en Dermatologia. Facultad de Medicina UANL. Monterrey 19 de marzo
2010 « LVI Congreso Anual de Terapéutica Dermatoldgica. Ciudad de México 14-17 de
Abril 2010. - Taller de aplicacion de toxina botulinica. Facultad de Medicina UANL y
Sociedad de Dermatologia de Nuevo Ledn. Monterrey 19 de Mayo 2011. « Foro:
Abordaje Integral del paciente con Melanoma. Facultad de Medicina UANL y Sociedad
de Dermatologia de Nuevo Ledn. Monterrey 18 de Febrero 2012. < XVI Curso
internacional de Dermatoscopia. Guadalajara 1-3 de Marzo 2012. « LVIII Congreso
Anual de Terapéutica Dermatoldgica. Ciudad de México 18-21 de Abril 2012. « Tercer

encuentro de Residentes de Dermatologia. Veracruz, México 1-3 de Febrero 2013.
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La Dra. Cynthia ha participado en proyectos de mejora institucionales y de comunidades,
ademas de ser ponente de casos clinico a nivel nacional e internacional: « Participacion
como auditora hospitalaria en el Hospital San José Tec de Monterrey. Enero 2005-
Diciembre 2005 - Participacion en el proyecto de mejora en sa- Participacion en el
proyecto de mejora en salud para comunidades rurales, en conjunto con la universidad
de Stanford y el ITESM. Agosto 2006 — Julio 2007 - Participacion como congresista en el
XXIII Con Participacion como congresista en el XXIlII Congreso Mexicano de
Dermatologia, Guadalajara Jalisco del 19 al 23 de Agosto 2008. « Participacion como
ponente de casos clinicos interesantes en la Sociedad de Dermatologia de Nuevo Ledn.
Marzo 2010-2012 - Participacion con poster: Pigmentacion macu Participacion con
poster: Pigmentacion macular eruptiva idiopatica: Un reto diagndstico. En VII Congreso
Nacional de Dermatologia Pediatrica. 26-29 de Mayo 2010. < Participacion con poster:
Monilethrix: Thera Participacion con poster: Monilethrix: Therapeutic Option with
Minoxidil 2%. En 21st European Academy of Dermatology and Venereology Congress in
Prague, Czech Republic from 27-30 September 2012. < Participacion con poster:
Sindrome de KlippelTrenaunay: A propoésito de un caso asociado a angioqueratomas
cutaneos. En XIX Congreso Ibero Latinoamericano de Dermatologia. CILAD 19 al 22 de

septiembre de 2012, Sevilla Espaia.

Dentro de su formacién doctoral la Dra. Cynthia Mendoza realiz6 investigacion en el
campo de la virologia con el estudio del patron de virulencia de aislados clinicos de
pacientes con infeccién activa por Herpes Virus, en dos modelos experimentales. Esta
investigacién fue llevada a cabo en conjunto con el Dr. Ernesto Torres Lopez del
BioMedical Imaging Laboratory de la Universidad de Harvard. Ademas de ser parte del

equipo de investigadores de la Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud del
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Tecnoldgico de Monterrey en la investigacion de las células madre para la Esclerosis

Lateral Amiotroéfica.
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