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“Contrary to widely held belief,

the goal of science is not truth.

That arcane and ancient sandbox

is the playground of philosophers...

If not truth, then what are scientists

after? Predictability.”
W. Peter Trower. Newsweck 1992, 24 aug.
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ABREVIATURAS

JEV Virus de la encefalitis japonesa
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ysy Yirus de |la estomatitis vesicular
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HCMY Citomegalovirus humano

HBY - . Virus de |a hepatitis B

SFY Virus del bosque Semliki

GALY Virus de la leucemia del mono gibon

HCY Viru de la hepatitis C

BYDY Yirus de la diarrea bovina

HTLY-  Virus de la leucemia de células T humana, tipo 1
MHY Yirus de la hepatitis murina



INTRODUCCION

1.- El virus dengue.

Los virus dengue (serolipos 1 al 4) pertenecen a la familia Flaviviridae, éstos son
virus envueltos y poseen un genoma de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva de
apreximadamente 11 kilobases; el exiremo 5 del genoma tiene un Cap de tipo I y una
regién no traducida de aproximadamente 100 bases después de la cual se encuentra un
marco abierto de lectura {aproximadamente 10 kilobases) que codifica para una
poliproteina que es procesada por profeasas celulares y virales; la regién 3 no traducida
del genoma consta de aproximadamenta 500 bases, en esta regién no existe un cadena de
poli A o esta es menor de 10 bases {1); la organizacién del genoma se muestra en la Figura
lTa.

€l virian es esférico y la nucleocdpside carece de simetric aparente {Figura 1b); mide
aproximadamente 50 nm y esta constituido por fres proteinas estructurales C, E y M (2). La
proteina C esté asociada al RNA viral, liene un peso molecular relativo {PMr) de
aproximadamente 14 kilodaltones (kDa} (2). La proteina E es una proteina glicosilada que
estd integrada en la membrana de lipidos y fiene un PMr de 51 a 59 kDa, es una proteina
superficial en la cual se encuentran las principales funciones biclégicas y antigénicas del
virus. Asi, se ha demostrado que la profeina E es la responsable de la unién a las células
susceptibles; ademas en esta profeina se encuentran epitopes de neutralizacion,
hemaglutinacién y los inductores de anticuerpos responsables del fenémeno de “facilitacién
inmunolégica®  (2-7). la proteina M es altamente hidrofébica y forma parte de la
membrana def virus, tiene un PMr de 8 kDa y es uno de los productos de protedlisis del
intermediario glicosilado preM, aparentemente se asocia con lua protefna E para estabilizar
la estructura del virién y coleborara en la unién al receptor celular {2).

El virus dengue es transmitido al humano por la picadura del mosquito Aedes
aegypli; la infeccion se asocia con un cuadro febril autolimitade que en ocasiones puede
complicarse con un cuadro de fiebre hemorragica/sindrome de choque por dengue
[FHD/SCD} (2). Se estima que la incidencia anual en el mundo es de aproximadamente 100
millones de casos y de unos 33 mil casos mortales reconocidos desde mediaclos de los aiios
50°s {4),

En fos humanos la patologia més importante es ia de los casos de FHD/SCD, en los
cuales los hallazges clinicos y de laboratorio més relevantes son el aumento del hematocrito
y la trombocitopenia (5). Para explicar esta patologia se han propuesto dos hipatesis, a} la
"facilitacion inmunclégica" y b} el incremento de la virulencia {4,6).

la hipétesis de la "facilitacién inmunclégica®, tiene un mayor respalde
epidemiolégico y do laboratorio, Asi, se sabe que la probabilidad de desarrollar un cuadro
hemorragico es mayor en pacientes que fienen anticuerpos contra un serolipo y
posteriormente se infectan con cualquiera de los ofros serotipos; la hipétesis sostiene que
durante la primera infeccion se generan anticverpos no neutralizantes que "facilitan” la
penetracion del virus al macréfago; estos anlicuerpos se han defectado en el suero de
pacientes con fiebre hemorragica y en infeccion experimental inducida en simios (7). La
infeccion del macréfago provoca, entre otros fenémenos, la  liberacién de sustancias
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vasoactivas, en particular la serotonina y el C3a, que promueven la extravasacion de
liquidos y, consecuentemente, la h \centracién.

Por otro lado, lu hipstesis que apoya el incremento en la virulencia y su asociacion
con casos hemorrégicos propone que algunos virus poseen una elevada virulencia; esta
hipétesis se basa en los reportes de casos de dengue hemorrégico asociados con infecciones
primarias, sin embargo, a pesar del extenso estudio molecular de virus aislados de casos
clinicos de varias regiones del mundo, no hay una clara correlacién entre la cepa de virus y
los casos hemorrégicos (8).

En el ratén la infeccion por dengue causa un padecimiento neurolégico cuya
saveridad depende de la edad y de la via de inoculacion {9,10). En este animal y en el
humano, los virus dengue se replican principalmente en células del sistema reticulo endotelial
en las cuales la infeccién parece estar mediada por un receplor sensible a la tripsina (11).
No obstante, en el ratén lactante, el virus se replica preferentemente en neuronas def sistema
nervioso cenlral {SNC), los estudios inmunchistoquimicos de cortes de cerebro de ratones
infectados demostraron la presencia del antigeno viral en el citoplasma de las nevronas, sin
embargo, no se observé antigeno asociado a las células gliales & al endotelio vascular; el
examen histolégico de las lesiones cerebrales causadas por la replicacién del virus, muestra
la necrosis de amplias zonas del cerebro con escaso infilrado inflamatorio {12); estos datos
contrastan con los observados en ratones infeclados por JEV (13); sin embargo, ambos
estudios sugieren que la infeccion de las neuronas esta asociada a una alteracion funcional
y la muerte de la neurona.

Se cree que los flavivirus pueden llegar al SNC por via sanguinea (14}; asi, luego de
una ronda de replicacién en los macréfagos se presenta una elevada viremia de tal forma
que los virus pueden alcanzar el cerebro a traves de la barrera hematoencefdlica o de los
plexos coroideos. No se ha encontrado evidencia de que el virus se replique en las células
del endotelio vascular, no obstante, esto no seria una fimitante pues se ha demostrado que
ofros virus que infectan al SNC {virus neurolrépicos), enire ellos algunos flavivirus, pueden
alravesar el endotelio sin infectarlo o causar dafio al tejido (15).

ta infeccidn del SNC del raton por los virus dengue es dependiente de la edad del
animal (5), sin embargo, parece no estar restringida por el contexto genético, lo cual difiere
del comportamiento de otros favivirus (9], Algunos, de los factores del virus que influyen en
la capacidad de infeclar ol sistema nervioso {neurotropismo} son la cepa del virus y el
numero de pasaijes in vive e in vitro; asi, los flavivirus aumentan su neurotropismo cuando se
pasan en cultivo de células o por inoculacién al cerebro del ratén factante (2}. El incremento
en el neurotropismo esta asociado @ una mutacién en la proteina E {15a).

Imbert y colaboradores demostraron que varios serofipos y cepas de los virus
dengue infectan principalmente neuronas en cultives primarios de calulas del SNC de ratén
{16); la infeccién es productiva ya que el virus se libera al medio en aproximadamente el 30
% del inoculo inicial, lo cual quizés sea reflejo del numere limitado de neuronas suscepfibles;
en ese sentido, menos del 10 % de las neuronas presentes en el cultivo se infeclan adn
despuss de prolongados periodos de exposicién al virus, La morfolegia de las neuronas
infectadas es predominantemente bipolar aunque se pueden encontrar algunas neuronas
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tripolares, por lo que es probable que haya una subpoblacién neuronal sensible a ta
infeccién. Una observacisn que apoya lo anterior es la susceptibilidad de diversas lineas
celulares neurogénicas a la infeccién por JEV (17). Hase y colaboraderes demostraron
mediante microscopia eleciranica que el virus infecta a las células NG108-15 pero no «a
células hibridas (17); los autores sugieren que la susceptibilidad de estas células puede
deberse a que poseen el receptor para el virus, mientras que las células hibridas lo han
perdido durante lu formacion del heterocarionte. Se desconoce la identidad del receptor
neuranal para el virus dengue, no obstante, se ha sugerido que puede ser un receptor para
nevrotransmisor {?).

Existe controversia respecto a si los virus dengue se asocion con alteraciones
neurolégicas en humanos; en este sentido, se han documentado algunos casos de encekalitis
asociada con infecciones primarias y secundarias por dengue, no obstante, estos casos
parece ser mas la excepcion que la regla {18,18a).

2.- Tropismo viral

El tropismo viral es la capacidad que tienen los virus para infectar poblaciones
discrelas de células {19). Desde un punto de vista reduccionista, e trapismo viral depende
de la expresion de factores del virus que al interactuar con factores celulares establecen una
relacién que determina en gran parte, la patologia de lus infecciones causadas por virus,
Actualmente e! fropismo viral es un campo de intenso estudio, fanto por sus aplicaciones
inmediatas en la profilaxis y terapia de las enfermedades virales, come por los aportes en el
conocimiento de las funciones celulares.

En principio, si un virus infecta @ un érgano especifico se puede establecer la
relacién causal que provoca el padecimiento. El hecho de que un virus produzea un cuadro
patoldgico es resullado de la conjuncién de una serie de factores tanto virales como de
susceptibilidad del hospedero. Los factores que influyen en la susceptibilidad del hospedero
a la infeccion viral son: la edad, el contexto genético, la via de entrada y de diseminacion y
la participacion de componentes celulares que intarvienen en la replicacién viral (19); la
parficipacién de receptores celulares para virus se discutird mas adelante. Por otro lado, los
factores virales que determinan el tropismo son las proteinas virales de unién {PVU) y los
factores cis- y trans-activadores de la replicacion viral {19).

2.1.- F del hospedeno oue influyen en La suscepribilidad a la infeccion vinal.

En el ratén existe informacién que documenta la dependencia de la infeccién con la
edad; por ejsmplo, la mayoria de los flavivirus inoculados por via intracerebral provocan
encefalitis mortal en el ratén lactante pero muy pocos en el ratén adulte {9); se desconocen
las bases moleculares de esta resiriccién, sin embargo en un reporte reciente Ogato y
colaboradores ulilizando un modelo de infeccién experimental en rata, consistente en
transplantar tejide cerebral inmaduro a animales adullos que posteriormente fueron
infectados con JEV, observaron que salo el tejido inmaduro era sensible a la infeccién (20);
esta diferencia se airibuye a la presencia en el tejido inmaduro de un receptor para el virus
JE, el cual se expresa diferenciatmente segin la edad del animal.

Los flavivirus infectan solo a algunas cepas singénicas murinas (21); aparentemente
la habilidad para resistir la infeccién esté relacionada con una disminucién en la replicacién
viral en los lejidos de estos animales y los ralones resistentes a lu infeccidn son més
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suscaptibles a la accién antiviral del interfersn (22). Par alro lado, se sabe que fos ratones
A2G son resistentes a la infeccidn por ol virus de la influenza A; esta r se hereda
da manera aulosémica dominante asociada al alelo Mx del cromosoma 16 del ratén; la
resistencia esté mediada por la accién del interfersn alfa y beta, ya qua cuando los ratones
son inoculados con anficuerpos anti-interferén, la resistencia se pierde; asi mismo, si se
transfectan células con el <ONA que codifica para la proteina Mx en animales sensibles,
éstos se convierten en resistentes, ademds, es comn encontrar delesiones en of gene Mx que
lo vuelven defectuoso en ratones sensibles (23-25). La fimitacién en la replicacién del virus
asociada con el confexto genético se ha observado en infecciones por herpesvirus, poxvirus,
papovavirus, thabdovirus, coronavisus, retrovirus y arenavirus (26-32}. En la mayoria de los
casos  los genes que deferminan  lo  resistencia aparentemenie  se  segregan
independientements, lo que sugiere que la resistencia es el resultado de una variedad de
mecanismos {19},

El sitic de entrada es imporfante en las infecciones par virus neuratrdpicos; éstos
pueden invadir e} SNC al ser transporiados de manera refrégrada al cerebro juego de la
infeccion de las placas neuromuscularas (via neural] o bien o fravés de lo barrero
hematoancefélica {via sanguinea} {14). Los estudios clasicos con poliovirus demostraron que
hay areas del cerebro del ratén que siempre son infectadas independientemente de fa via de
inoculacidn, mienlras que hay ofras que dependen del sitio de inoculacién; por ejemplo, el
niicleo sepial y los bulbos offatorios solo se infectan cuando el virus se inocula por via
transnasal {19); e VSV, HSV, herpes suis, reovirus lipo 3 y robia muestran un
comportamiento andlogo (33-37). No estan bien caracterizados los mecanismos que
utifizan los virus que flegan ol cerebro por via sanguinea {14); un ejemplo que ilusira lo
anterior es la selectividad que muestra of endotelio vascular cerebral o la infeccion por
arbavirus neurolrépicos (15); aparenfemente, no existe necesidad alguna de replicacion
viral en las célulos endotelinles para que diversos arbovirus puedan ser fiberados a la
regién basolateral det tejido endoteliol; por ello se especula que el nivel de la viremia es un
factor de mayor imporfancia en la neuroinvasian {14). No ebstante, un fenémeno
relacionade y atn poco claro es e} conocido por "efecto de provocacion; por ejemplo, sf o
un simiio se le inoculet ol virus de fa polio seretipo 1 por via intracardiaca precedido de una
inoculacién intramuscular, la pardlisis Hende o ocurrir mas frecuentements sn el miembro
inoculado intramuscularmente {19).

2.2 F, virales que deveami el Trop

Una forma de enlfender al tropismo viral es como un fendémeno concerfado entre
factores virales y celulares {38}, la presencia o ausencia de alguno de estos componentes,
asi como la expresién dependiente del ciclo de replicacion viral y celular deferminaran el
destino de lo infeccidn, a saber: estado refractario de la célula o lo infeccion,
sstablecimiento de la infeccion y muerte celular o eslablecimiento de una infeccidn
persistente.

Aunque histéricaments se ha prestade mayor afencion ol aislamienfo y
coracterizacién de profeinas virales de unién, no es menos importante la parficipacion de
elemanlos virales e intracelulares que permiten la expresién y replicacién viral; asf por
ejemplo, se han descrito elementos polenciadores {enhancers) que estén compuesfos por
secuencias genémicas virales cortas (50-100 pares de bases), que frecuentementa se
encuentran repetidas an “tandem® y que estimulan la transcripcién viral, por ejemplo en los
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papovavirus, refrovirus, harpesvirus y hepadnavirus {39-43). Eslas secuencias determinan la
infeccion viral en célulos especificas, pero ademas aciian de manera dependiente del
estado de maduracian, asi por ejemplo, en el caso de la infeccion por poliomavirus de
célulos embrionarias de ratén se sabe que el elemento potenciader es una secuencia de 245
pares de bases que tene dos dominios funcionales fos cuales modulan lu actividad
transcripcional def virus segin el estado de diferenciacion celular {44). Par otro lado, el
palrén del padecimiento causade por la infeccian viral tombién estd influenciado por estas
secuancias; por ejemplo, fos refrovirus F-MulV y M-MulV producen eritroleucemia y
linfomas de linea T, respectivamente y poseen elementos palenciadores en sus regiones
repetidas invertidas terminales (LTR); cvando se producen recombinantes de esfos virus de tal
formo que la regidn del elemento pofenciador de uno se encuentre en el contexto genético
del atro, e patrén de enfermedad corresponde con la secuencia reguladora contenida en el
LIR {45}, En cierfo sentido, estas regiones son esenciales para la actividad transcripciondl,
pero se hun definido elementos no esenciales para la franscripcién viral y que modifican la
virulencia y el fropismo viral; se sabe que hay una base en la regidn 5 o traducida { Ugzz)
que confiere la nevrovirulencia en poliovirus (46), hallazgos similares se han reperiado con
el TMEV y Sindbis {47,48); aparentemente, en estos casos, la capacidod de infeciar
nevronas y causar un padecimiento neuralégico, depende de lo estructura secundaria que
adquiere of genoma de RNA y que permife la expresién viral en esas células {49). Otro
ejemplo relevante es el caso de fos HSV 1 y 2; en ésios existen por lo menos dos segmentos
no esencicles para ef crecimiento en culfive de células que son factores de neurovirulencia y
fos cuales se encuentran en lo regidn promotora tardia vy; no obstante, se desconoce e
mecanismo molecular por el que estos genes medulun la expresion viral {50,51). En las
reovirus fa neurovirulencio esta asaciada ol gen S1 {themaglutining virdl), sin embargo, ne
esté claro si el producto de expresidn de este gen es la proleing viral de unidn o si existe
ofro meconismo por el que este gen confiera el neurotropismo {52).

En muchos casos las actividades infracelulares que actian de manera trans
activadora son desconocidas pero, como en &l caso del HIV, los factores irans activadores
pueden ser esfimulados por substancias como los ésteres de forbol, lo que sugiere que astos
factores trans pueden ser factares de franscripcion (53},

La inferaccién virus-membrana plasmdtica es el primer paso importante en of
tropismo viral {38). La interaccibn del virus con la célula esta mediada por lus proteinas
virales de unién {PYU)} y los sitios celulares de unign; es importante enfatizar que las PYU
pueden estar constitvidas por mas de una profeina del virién, como en el caso de los
herpesvirus y picornavirus o por una solu proteing como es el caso de los virus dengue
{3,54,55). En algunos casos se han definido los dominios de unién en las PYU mediante
tacnicas de mutagénesis dirigido o a través de mapeo de epilopes neutralizantes con
anticuerpos monaclonales {56,57,58). Es evidente que los elamenlos que conkieren ef
tropismo celular se encuentran en regiones discrefas da lus PYU; en el caso def virus de la
influenza, los estudios de cristalografia de rayos X demuesiran que ef dominio de unién ala
célula se encuentra en el extremo distal de la cabeza globulor de la hemaglvtinina viral {59},
En ofros casos, la region de unién estd definida por una superestructura formada por varias
proteinas del viridn; algunos picornavirus muestran una topologia similor en la superficie
externa caracterizada por grandes protuberancios rodeadas por depresiones por debajo
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del plano superficial que estén distribuidas, cada cinco veces, alrededor de un eje de
simetria icosahédrico; estas depresiones estan formadas por una parte de la, proteina de la
céapside (YP1) y del extremo carboxilo terminal de la profeina VP3 (55). Un gjemplo notable
de como las PVU participan en el tropismo, es mediante su modificacién por cambios
inducides; Neda y colaboraderes. [60), modificaron por medios quimicos la PYU de un
rerovirus murino, en los cuales la actividad glucelitica de la PVU permite la absorcién a la
membrana; por esta metodologfa demostraron que el cambio de la especificidad en la
aclividad glucolitica de la PYU, cambia la especificidad celular; se han reportado
observaciones similares con el virus de la influenza, el cual se une a residuos de &cido
siélico en la membrana de las células blanco; el cambio de un aminodcido en la PYU
modifica la especificidad por el carbohidrato al que se une en la membrana plasmética

{61).

7.- RECEPTORES pARA ViRUS

La primera inferaccion que se establece entre el virus y su célula blanco es la unién a
la membrana, esta primera inferaccién estd mediada por receptores celulares para el virus
siendo la naturaleza de estos receptores la que determinaré la forma en que el virus {su
genoma) serd internalizado (38); por ejemplo, dependiendo del origen y tipo de célula
blance algunos virus pueden lievar a cabo diversos tipas de internalizacién lo cual es reflejo
de diferencias intrinsecas de los receptores en las membranas de esas células; asi, los
flavivirus infectan a células de mosquito principalmente mediante la interaccion de sus
membranas, mientras que en células de mamifero la interalizacién parece ostar mediada
por un receplor celular {62). Aunque esté clara que la presencia de receptores celulares es
uno de los elementos que determinan el tropismo de algunos virus, su distribucién en los
tejidos no siempre correlaciona con la localizacién de los sitios de replicacian del virus
{38,43); por ejemplo, el receptor para poliovirus es una molécula ubicua, sin embargo, el
virus solo se replica en algunos tejidos del huésped {64). Algunos virus pueden utilizar
diversos receptores como es el caso de algunos retrovirus murinos y del HIV (65-69,86).
Otros virus, relacionados o no, pueden compartir receptores celulares, por ejemplo el virus
Visna, SFV y LDHV {ver Tabla 1) lo que sugiere que la propiedad de unién a una célule
puede establecer una relacién evolutiva conservada {38,70).

La naturaleza quimica de los receplores celulares es diversa e incluye azicares
simples o complejos, glicolipidos, fosfolipidos y glicoproteinas {71-76}. Aunque la
caraclerizacion estructural y fisicoquimica de la interaccién virus-receptor se ha hecho en
gran parte, utilizando sistemas virus-azicar, aclualmente se considera que los fenémenos
relacionados con la unién de los virus a las proteinas celulares explican mejor la
patogénesis viral, basicamente por dos razones; a) la expresién de una proteina de
membrana plasmdtica estd regulada a varios niveles y este hecho podria influir en el efecto
que ejercen sobre el tropismo viral los factores del huasped (19,38) y b) algunos receptores
realizan Funciones de comunicacién celular y si éstos son suscepfibles de "activarse" por la
unién del virus, entonces se podrian explicar algunos fenémenos donde la replicacién viral o
la respuesta inmune del huésped parece no ser el evento principal en la patogénesis {77),
por ejemplo, una cepa defectiva del F-MulV provoca eritralsucemia en ¢l ratén, la unién de
este virus a eritroblastos se lleva a cabo a través de receptores para eritropoyelina y se sabe
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que la unién del virus promueve la proliferacisn de eritroblastos de la misma manera en que
lo hace la eritropoyefing, por lo que es posible que la unién promueva la eritroleucemia
(78). Por esto, es importante aislar y caracterizar las proteinas celulares que especificamente
unen virus; en la Tabla | se muesiran los receptores celulares conocidos para algunos virus,
asf como las funciones que naturalmente tienen estas protefnas en las células.

Tabla I.- Receprores para virus presentes (proveinas) en La membrana celulan.

Recepior PMr {kDa) Funcién Celular Referencias
PVR 100 d id 80,81
ICAM -1 95 Adhesidn_intercelular 82,83
H-2{K,D}/HLAJA,B] 44 Reconocimiento calular 84
a 30-33 Reconocimiento celular 85
CD4/CD26 58/120 Reconocimiento celular 64,67 86
cp2) 40 Receptor para C€3d 7
B2-Microglobulina 2 Reconocimiento caluar 8
la 0-33 Reconocimianto celular 9
CD4é 58-68 Activacién de ph 20
Antigeno 1o Antigeno de diferenciacién |91
carcinoembrionario
| Roceplor nicotinico 280 Recaptor para acelilcolina {92
Recepter B-adrenergico &7 Receptor para nor 93
- _ladrenalina
EGF-R 180 Recoptor para el foctor de |94
crecimiento de} epidermo.
EPO-R 62:64 Recoptor para 78
eriiropoystina
IgA-R 80 Receplor para IgA 95
polimérica
Transpotiador Y+ 67 Translocador de 96,97
aminod4cidos catibnicos
Integrina VLA-2 120-210y Receplor para matriz 98
130{8) exiracalular
Receplor de alta afinidad |67 Receptor para matriz 99
para laminina exiracelular
Aminopeptidasa N 50 Eclo-enzima 00,101
desconocido 20-140 desconocida 02
) i, A o , 03
desconocido 35-140 d d 79
desconocido 4-42 y78 [ desconocida 04
Rp-o 0 desconacida 05
desconocido 0-95 desconocida 06
dasconocido 50 dasconocida . 07
desconocido 31-70 desconocida 08

Y= También se ha reportado un receptor de 30/34 kDa en fibroblasios humanos (109).
2= También se ha reportado un receplor de 35 kDa an hepatocitos humanos {110}.

3= También se ha reportado un receplor de 74/100 kDa en células NG108-15 (111).
A=También se ha reportado un receplor de 275 kDa en células Hela {112).

¥.1.- Estaategias merodolégicas utilizadas en el dio y fzacion de p PARA
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vinus

Las estrategias metodolégicas més frecuentemente ulilizadas para la caracterizacién
de receplores celulares parten de la demostracién de que exista una molécula presante en lo
membrana de las células sensibles a la infeccion viral y que esfe ausente en las células no
sensibles, la cual se puede realizar por tres enfoques:

1} Primero s relizan experimentos de unién del virus (6 PYU) con la célula blanco,
seguidos de la recuperacién del complejo virus-receptor por inmunoprecipitacién (77); esta
metodologia presenta dos problemas, en primer lugar no siempre la unién virus receplor es
estable en las condiciones de concentracién de detergente y fuerza iénica del amortiguador
de precipitacién; para solventar este problema se han utilizado reactivos entrecruzadores
que estabilizan la interaccién al formar enlaces covalentes intermoleculares, sin embargo,
esta modificacién introduce ofro tipo de problema como es la especificidad del complejo
formado o la posterior disociacion del complsjo con obijeto de caradterizar la profeina
entrecrizada  (79). En segundo lugar, el rendimiento de las reacciones de
inmunoprecipitacion es relativamente bajo y complica la purificacisn del receptor.

2) Se han utilizado anticvarpos anti-idiofipo generados contra  anticuerpos
neufralizantes  anti-virus como ligandos del receptor celular en una cromatografia de
afinidad {93,99,110,111}); ya que el epitope de neutralizacién es el sitio de la PYU que
intoractoa con el receptor celular, los anticverpos contra el idiotipo del anticverpo
neutralizante representan la imagen de! sitio de unién al recaptor celular, por lo que estos
anticuerpos se pueden acoplar a un soporte de cromatografia. De esta forma ta elucién del
receptor de la columna es relativamente sencilla y el rendimiento en la purificacion del
receplor se incrementa; sin embargo, esta metodologia esté limitada por el hecho de que no
siempre el epitope de neutralizacién es ef sitio de unién al receptor celular (58,113).

Cuando se sabe que la PVU es solo una proteina del virion, una variante del
procedimiento descrito anteriormente es la utilizacién de la profeina viral como ligando en
la cromatografia (104); el problema es la obtencién de PYU en una cantidad suficiente
para acoplarla a una columna, no obstante, acualmente por medio de técnicas de DNA
recombinate se pueden cbtener cantidades suficientes de una profeina expresada en
sisternas eucariotes,

3) El enfoque ulilizado con mayor éxito en el aislamiento de receplores virales se
basa en la obtencién de anticuerpos monoclonales contra proteinas de membrana
plasmética celular que tengan la habilidad de bloguear la unién del virus a la célula blance
{90,98-101); se asume que cualquier anticuerpo que bloquee la infeccién viral, sera un
anticuerpo contra el receptor viral [aunque esto Glimo puede ser discutible). Estos
anticuerpos son utilizados en la purificacién del receptor celular y en ensayos de
inmunchistoquimica tendi a establecer la correlacion entre la distribucién de receptores
y los hallazgos patolégicos asociados en infecciones in vivo (76).

Existen otras metodologfas enfocadas a proporcionar evidencias de la existencia de
receptores profefnicos sin que ello implique el aislamiento de la molécula; por ejemplo, el
virus de la polio infecta exclusivamenta células de primates asi que se puede locdlizar el sitio
del cromosoma en donde reside la sensibilidad por medio de la generacién de
heterocariontes entre células de ratén y humanas; si se sigue mapeando, se puede tener una
idea bastante aproximada de la identidad del gen, de hecho, de esta manera se definié el
primer receptor celular para un virus, el receptor para polio (113,114},
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El ensayo de unién en fase sélida conocido por "virus overlay protein blot assay,
VOPBA" {89,101,102,108) utiliza proteinas que se exiraen de tejidos o cslulas sensibles y
se separan por SDS-PAGE, posteriormente son fransferidas a un soporte de nitrocelulesa, el
cual se incuba con el virus y la unién del virus ol receptor se puede evidenciar por medio de
anticverpos dirigidos contra el virus. Una objecién a esla técnica es que la preservacién del
sitio de unién en la proteina celular en las condiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE es
bastante cuestionable, sin embargo uno de los receplores para virus mejor caracterizados,
el del virus de la hepatilis murina, fue detectado precisamente por esta metodologia (115).

Uno de los objetivos al aislar y caracterizar el receptar celular es el de clonar y
expresar el gen que lo codifica en sistemas eucariotes {96,97,1 16}; con este material se
pueden realizar experimentos de transfeccion en células resistentes con el fin de conferides
sensibilidad a la infeccién. No obstante, atn con toda esta informacién el andlisis del
tropismo viral mediado por receptores celulares esté lejos de ser concluyente; por ejemplo,
mediante el uso de diversas metodologias, se establecis que una molécula relacionada con
la familia del antigenc carcino-embricnario es el receptor celular para el MHV (116); sin
embargo, recientemente se ha reportado que ofros factores pueden estar involucrados en el
tropismo ya que los animales resistentes a la infeccidn por MHY, expresan funcionalmente f
receptor {117} y por ofro lado, algunas células sensibles a {a infeccién no lo expresan
(118); por lo que se ha postulado la existencia da un segundo receptor (119); no obstante,
es posible que madificaciones post-traduccionales en la molécula del receptor influencien la
especificidad.

3.2.. Aspecros cinéricos de la inTeraceién virus-receptor

Desde el punto de vista fisicoquimico la interaccién virus- receptor es poco conocida
por lo que no se ha podido desarrollar un modelo cinético general (62,77,120,121}. Antes
de describir los modelos descrilos a la fecha, es conveniente precisar algunos concepios;
como ya se menciond la molacula en el virién que sirve de enlace con el raceptor celular
{Unidad del Receptor Celular, URC) es la PVU y la estructura que contiene uno o més URC y
que une efectivamente al virién se llama Sitio Receptor Celular {SRC); es perfinente hacer l
distincién entre URC y SRC pues ambos conceplos surgen de supuestos cinéticos diferentes, a
‘saber: a) Existen mas URC que SRC en la célula; b) La avidez de SRC para un virus es mayor
que la afinidad del URC y c) El reclutamiento de URC en SRC proveca cambios en el
movimiento y tal vez, en la composicién lipidica local de fa membrana celular. De hecho, se
considera que mientras Ja unién del virus a la URC es monovalente, la formacion del SRC es
resultado de interacciones mulfivalentes (62). Existen tres modelos cinéticos que representan
la unidn del virus a la célula, éstos se presentan en la figura 2 {121).

El primer modelo {fig.2a) tiene como reaccién de equilibrio:

L3 k2

Fe=—=8R |
k.] \-
A
donda F, es la fraccién de virus libre; B, es fa fraccién de virus unido; 1, la fraccién de virus
internalizado; A, la fraccién de virus que se inactiva durante la unién y k representa la

constante de equilibrio de cada reaccién, con el subindice menos para cada reaccién
reversa. La constante de dfinidad (Ka) se expresa en los siguientes l&rminos:
10




Joth Ramas Coslofieda/Tasis de Moestria

Ka = k.1 /tk1)iko)

esta ecvacién es valida suponiendo que solo una pequefia porcién del virus se inactiva y
qua la reaccién de intemalizacién es un proceso irreversible {62,120,121). La cinética
muestra un proceso de seudo-primer orden comparable con la reaccién enzima-sustrate
{62). Este modelo predice una alta dependencia con la densidad de receplores, y se lleva a
cabo cuando el nimero de receplores es relativamente pequefio. Esto fiene implicaciones
bioldgicas importantes ya que en ests caso la Ka debe de ser alta para sostener la infeccion
en un medio diluide, por ejemplo, la circulacion sistémica en un organismo vivo (ver el caso
de rhinovirus y HIV, Tabla 2); in vitro, donde la concentracién de virus puede llegar a ser
alta {de més de 300 particulas virales por célula), la reaccién solo se ve limitada por la
difusién de la particula viral a la membrana celular.

AN AN

« Pandants conalaie - Cooparativamants negatva « Patichants conalants

Figura 2.- Modelos de in ToN vi Elula, | i6 ! {a); i i6 Hival
{b) e interaccién mullivalente con reslriccion estérica. En los gréficas se muestra lo unido {U) contra la fraccién

unido/libre {U/L). Modificado de la referencia 121.

El segundo y tercer modelos {fig.2b y 2c respectivamente) parten de! hecho de que
los virones poseen molliples copias de la PYU en su superficie y ello promueve la formacion
de enlaces multivalentes con los recaptores celulares; la ecuacién de estado que define el
equilibric, en ambos casos, es la siguiente:

k1 ko kpt
F0—“':‘B 1'—"'_—7‘5 2 we. Bp—+"1
A

donde B1, B2... y Bn son los estados de unién del virus a la membrana celular y que
corresponden a la unién de una molécula (B1), a dos moléculas (B2} haste n moléculas del
receptor (Bn). El segundo modelo propene una saturacién de receptores por la formacisn de
enlaces multivalentes, en este caso la Ka se calcula suponiendo préclicamente nulos los
efectos de difusion lateral de los receptores en la membrana y su estado de fluidez
162,120,121); la cindtica muestra una cooperatividad negativa, sin embargo, ésta se debe
foinar con precaucién ya que ofros mecanismos como la unién monovalente combinada con
la unién inespecifica o la presencia de dos poblaciones de receptores en la membrana,
pueden provocar el efecto de cooperatividud negativa (121). La expresién matemdtica de la
11
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‘Ko en estos casos es compleja. El tercer modelo supone una saturacién espacial de los
raceptores por unién muliivalente; la diferencia con el anterior modelo es que mientras en el
segundo la limitante es ¢l nimero de receplores, en este la limitante es el nimero de enlaces
posibles entre los receptores y las PYU en la particula viral; como es evidente en este caso, la
dfinidad de la interaccion, dependa Gnicamente del drea efectiva de unién a la membrana,
la cual se defina tanto por el nimero de PVU que se encuentran en el plano apropiade de
interaccion con los receptores celulares como por la propia superficie de la membrana
celular (121). En ambos modelos la formacion de enlaces multivalentes provoca un ligero
aumento de la afinidad, sin embargo, en estos casos la unién se ve favorecida por ¢ dlto
nimero de receptores celulares {ver el caso de baculovirus y SFV en la Tabla 2); este podria
explicar la idea de que los virus que se unen con una relafivamente baja afinidad o sus
células blanco, fienen vna alta densidad de receptores celulares y si esto es asi, los
receplores en estas células deben de ser moléculas ubicuas y simples como los azdcares o
lipidos {38,121}.

En general la afinidad de la interaccién virus-receptor celular es alta. Esto se debe en
gran medida a la capacidad de los virus de formar enlaces multivalentes con sus receploras
celulares; la Tabla 2 muestra una comparacién de las constantes de afinidad de diversos
sistemas biolégicos. E} hecho de que la inferaccion virus-célula tenga una dfinidad de por lo

Tabla ll.- Companacion de la constante de afinidad (Ka) y La densidad

de sitios receprores en diferentes sistemas biolégicos ligando/recepror.
Sistema Ka® Katb Densidad® Referencia
Ligando/receptor M1y {Ka/cel) {rc/cel)
lisozima/sustrato 103 - - 122
Anticuerpo/antigeno 105-1010 - - 123
Toxina céle[o/céh}la 10° - - 124
Ig E/mastocito 109 1016 4x104 125
FMDV/célula 5x1012 >1016 - 126
Rinovitus 14/célula Ax108 21010 104 121
Adenovirus 2/célula 107-108 - 104 121
Baculovirus/célula 104-105 106 105107 121
V5V/calula 106 - 3x105 121
SFV/célula 107 >107 106 84,121
HIV/célula 109 - x103 127

a= Constante de afinidad expresada en 1/mol.

b= Constante de afinidad total, debida a interaccién mullivalente, expresada como fa
Ka/célula.

c= Densidad de sitios receptores, expresada como niimero de sitios receptores/célula.

menos fres érdenes da magnitud mayor que la afinidad de la interaccién ligando-receptor
12
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establece una fimitante metodolégica en la caracterizacién de los receptores para virus, pues
cualquier ensayo en el que se pretenda competir un ligando monovalente contra un virus
fallaré por el hecho de que no se podrén establecer las condiciones de equilibrio necesarias
para detectar fa unién especifica; en otras palabras, la interaccion virus-célula es, en
comparacién a la del ligando monovalente- recaptor, précticamente irreversible.

La unién del virus a la membrana es un fendmeno relativamente insensible a fa
temperatura; la cual, en todo caso, influye en la difusién del virus al modificar figeramente
la viscosidad del medio de cullivo {62,121]. No obstante, Ja unién se puede llevar a cabo a
4°C y se estima que la tasa de unién se incrementa entre 1.3 y 2 veces por cada 10°C en ef
rango de 10° a 40°C segin el tipo de virus {62}; asi mismo, el pH del medio puede
influenciar la interaccién en dos formas; varios grupos han repertado que cuando el pH del
medio extracelular es dcido, la interaccién virus-célula que se favorece es la fusion de
membranas y esto ha permitido proponer que los virus que son infernalizados por
endocitosis mediada por receptores se desnudan fusionando su membrana con la del
endosoma cuando en esta vesicula disminuye el pH {128); por ofro lado, el pH puede
medificar la conformacién de la PVU, uno de los ejemplos mas conocidos es la
hemaglutinacién por Ravivirus, los cuales aglutinan eritrocitos de ganso en el rango de pH 6
a7.5, siendo una caracteristica de cadla serotipo el pH éptimo de hemaglutinacién {5}.

Finalmente , se ha debatido mucho el papel que juegan los lipidos en la union de
virus a {a calula; aunque no hay una posicién de consenso, parece que la compoasicion local
de lipidos tiene una influencia méas determinante en los eventos posteriores a la unién que en
la unién misma (129).

4.- Efecro de los virus en 1A sintesis de proteinas celulares.

Despubs de la unién e internalizacion del virus éste compite con el aparato de
transcripcién y traduccién celular para formar nuevos viriones, lo que puede provocar
cambios suliles en la expresién de genes celulares y fandmenos de supresién de algunas
funciones celulares (sintesis de proteinas celulares, DNA, efc.}. A continuacién se describen
algunos de estos fanémenos con énfasis en aquellos causados por virus RNA.

Los virus cuyo genoma es de DNA y los de RNA que forman un intermediario de
DNA para transcribir sus mensajeros [familia Retroviridae] compiten con las actividades
celulares que permiten la transcripcién de sus genomas {130). En este contexto se han
descrito los siguiente fendémenos: 1} Inhibicion de fa transcripcion celular, ya sea por
inhibicién de la RNA polimerasa 1] o porque fa RNA polimerasa viral sea mas eficiente en
utilizar los abastos celulares de ribonucledtidos trifosfato; otra forma de inhibir la
transcripcion celular es la generacién de un intermediario viral que bloquee la elongacién
de las cadenas nacientes de RNA heleronuclear como se ha descrito en el caso de VSV
{131}; 2) Estimulacién de lo actividad transcripeional celular por factores virales contenidos
en el virién; algunos virus, como el HSV, tienen una proteina estructural que interactua con
factoras de transeripcién como el OTF-1 que aumenta la transcripeidn de los genes
tempranes o virales (132); 3) Modificacién en la actividad de los factores de transcripcién
celulares, ya sea porque los productos virales modulen el estado de fosforilacién de factores
de transripcién celulares - y con ello modulen la actividad def factor de transcripcion - o
porgque actlen en conjunto con factores celulares que transactiven genes virales o
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transrepriman genes celulares (132); 4) Induccién o expresién ds factores que se unen a
DNA; se han descrito diversos factores virales que se unen al DNA celular ya sea como
productos de ancogenes, o bien andlogos no oncogénicos de factores de franscripcién como
E1Aen al caso de adenovirus {133},

Estos fenomenos provocan en lo célula infectada, cambios estructurales y
metabélicos tales que en muchas ocasiones modifican el fenotipo celular de normal a
transformado y son considerados uno de los elementos iniciales en la oncogénesis {134).

En el caso de los virus RNA de cadena positiva, pareciera que solo fuera necesario
ulilizar las actividades celulares de traduccién para la expresién de sus proteinas; sin
embargo, e} hecho de que el RNA viral se encuentre en una proporcién extremadamente
pequefia con respecto al total de mensajeros celulares ha obligado a los virus a desarrollar
mecanismos que permitan la traduccién preferencial de sus genomas (130,135). la
consecuencia del fendmeno anterior es la supresidn de la sintesis de las proteinas de la
célula hospedera (Shut Off} {136). Aunque no se conoce con certeza el mecanismo por el
cval la infeccion viral establece el shut off se ha obsarvado que algunos virus inhiben a la
RNA polimerasa Il a fravés da un producto viral {131); por ofro lade, se sabe que durante la
infeccion viral se altera el equilibrio osmético de la célula {137}, esto ha llevado a propener
que el cambio en la concentracién iénica del citoplasma induce una disminucién en la
traduccién de mensajeros al disminuir la vida media de éstos {137,138).

En algunos casos la supresion de la sintesis de proteinas no es fotal; se piensa que
asi como el RNA viral es mas resistente a los cambios ionicos, ciertos RNA mensajeros
celulares pueden resistir y potenciar su expresién (137). Desde luego, el estudio de estos
fenémenos tienen mayor relevancia en células excitables en donde la transduccién de
sefiales y la expresion selectiva de proteinas no asociada a factores de transcripcién virales,
pueden modificar sustancialmente el comportamiento celular.

Un tema poco estudiado es la modificacion del patrén de transcripcion celular
asociado con la unién del virus a la célula. En el caso del virus Epstein-Barr, la unién a su
receptor {CD21} en linfociles B inmaduros promueve su diferenciacion in vitro {139); el
retrovirus F-MulV promueve la expresién de hemoglobina en mioblastos al unirse a su
receptor {78). Aparentements la unién del virus a su receplor transduce una sefial que
induce una cascada de segundos mensajeros que promueve cambios celulares. A este
respacto, el HSY provaca la activacién especifica de la proteina cinasa dependiente de
diacilglicerol /Ca** (PKC) y el HCMYV induce la activacién de los prote-oncogenes fos y jun,
por un mecanismo en el cual pueden intervenir la PKC y la proteina cinasa dependiente de
Ca**{Calmodulina (PKA) (140,141].
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HIPOTESIS

los virus que pertenecen a la familia Flaviviridae fienen diversos patrones de
neurovirulencia que se ha observado en humanos y en animales de experimentacién. Esta
diversidad puede depender de la presencia de factores de fa célulo, tales como los
receplores para virus o faclores que regulan la expresién o estabilidad del RNA viral. Hay
evidencias experimentales que sugieren la participacién de receplores para virus en células
neurondles de ratén; sin embargo, no se fiene evidencia directa de este fendmeno. La

hipétesis del presente trabajo sa fundamenta en lo siguiente:

Si los virus dengue infectan a las neuronas a través de un receptor en la membrana,

estas células se pueden caracterizar por ensayos de inmunocitoquimica no sélo por su
eriel

en neurolr isores sino por la expresién de algunas protefnas cuya sintesis
depende del estado de maduracién cslular; los ensayos de inmunofluorescencia con doble
flucroeromo permitiran delimilar el tipo de neuronas sensibles a la infeccién. Adems, si la
infeccion esta mediada por un receptor en la membrana, el tratamiento de las células con
enzimas que destruyan al receptor, impedira la infeccién; por ofro lado, los ensayos de

unién en fase sélida permitiran conocer la naturaleza del receplor que une al virus.

OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1.- Caradterizar las células susceptibles a la infeccién por el virus dengue sercfipo 2
NGC en cultivos primarios de cercbro de ratén.

2.- Andlizar la infeccion por el virus en células de neuroblastoma de ratén.

3.- Andlizar la posibilidad de que la infoccién por el virus dengue en célukas de
neuroblastoma de ratén sea mediada por un receptor en la membrana celular.
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MATERIALES Y METODOS

VIRUS.- En fodos los experimentos se ufilizé la cepa prototipo Nueva Guinea C del
serotipo 2 del virus dengue {DEN 2 NGC), la cual se aislé del suero de un paciente con
diagnéstico de dengue clésico durante una epidemia en Nueva Guinea en 1944 (5), El
stock viral fue proporcionado por el Dr. D. Gubler {CDC.Fort Collins, CO). Este virus liene
por lo menos 37 pases en cerebro de ratén lactanta y 6 en células de mosquite TRA-284.
Antes de usarlo, el stock de virus se pasé 2 veces en cerebro de ratén recién nacido y se
expandié en células TRA-284 una vez. Las células infectadas se fisaron, por 10 ciclos de
congelacion y descongelacion; el lisade se clarifics por centrifugacion a 10,000xg a 4°C
por 30 min. Al sobrenadante se agregé suero de ternera a una concentracién final de 30 %
{v/v} ¥ se conservé en congelacion a -70°C. El virus se tituldo mediante la técnica de placa
litica en células LLC-MK2 (342). En algunos experimentos el lisado celular infectado se
concentré con el sistama Ultrafree LGC (Millipore Bedford, MA) o bien por precipitacion con
polietilenglicol (PEG) de acverdo al método descrito por Gould & Clegg (143), de la
siguiente manera: el virus se precipité con NaCl y PEG 6000 {Sigma PM 6,000} hasta una
concentracién de 0.5 My 7% {p/v) respectivamente, con agitacién en frio durante 2 h a 4°
Cenla obscuridad y el virus se obtuvo por centrifugacion a 10,000xg por 30 min a 4°C ;
el paquete se resuspendié en amorfiguador TGEN {Tris-HCl 50 mM pH 7.5, Glicina 0.2 M,
EDTA 1mM, NaCl 0.1 M) y se volvid a centrifugar @ 10,000xg por 5 min a 4°C, el
sobrenadante se colocs en un gradiente discontinuo de sacarosa {20 y 50 %) en TGEN y se
centrifugé a 100,000xg por 3 h a 4°C; el virus se recuperé de la interfase del gradiente; la
sacarosa se eliminé por didlisis contra el amortiguador TGEN y al concentrado viral se le
agregd albimina serica bovina {ASB} a una concentracién final de 10 % (p/v} y se
almacené a -70°C hasta su uso.

CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE CEREBRO DE EMBRION DE
RATON.- El cultivo se realizé segin la técnica descrita por Sotelo y cols, (144). A
embriones de 12 dias se les amputé la regiéon cefdlica, las cuales se colocaron en medio # 1
de cultivo [(DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovine, 10% de suerc de caballo
inactivado a 56°C por 30 min., dextrasa 1%, Insulina cristalina 80 U/ml, NaHCO3 1.5 g/l,
L-glutamina 0.2 mM y mezcla de antibiéticos) el cual se preincubd a 37°C en atmésfera de
5% de CO2. El tejido se disgregd suavemente pasandolo a través de agujas de diferentes
calibres; las células se resuspendieron en medio de cullivo # 1 a una densidad de 10°
células/ml y se sembraron en placas de é pozos las cudles se incubdron a 37°C en
almésfera de 5% de CO2. Daspués de 7 dias de cultivo, el medio se reemplazé por medio
de cultivo # 2 {medio de cullivo # 1 sin suero fetal bovino, con 20% de suero de caballo y
10 mg/ml citosil arabinosido, este Gltimo de Sigma) y se continué la incubacion por tres
“dias més.

LINEAS CELULARES .- la Tabla Il muestra el tipo y las caracteristicas de las células
ulilizadas en este trabajo. las células 373 Balb\c, Neuro 2a, PC12 y C6 se obluvieron del
American Type Culture Collection (Rockvills, MD) y las células N1E-115 y NCB 20 fueron
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proporcionadas por el Dr. M. Niremberg (NIH,Bethesda MA). Las células se cultivaron en
medio DMEM-alta glucosa/HEPES 20 mM (GIBCO, Gaithersburg,MD} suplementado con
10% de suero fetal bovino {GIBCO, Gaithersburg,MD} o 5% de suero de temera {IN VITRO,
México D.F.) para las células 3T3 Balb\c y Penicilina-Estreptomicina (100 Ul/miy 100
g/ml respectivamente); al medio para las células NCB 20 se le adiciond mezcla de
Hipoxantina, Aminopterina y Timidina {0.1 mM, 0.4 M y 0.1 mM respectivamente) y dl
medio de cultivo de las células N1E-115 se afiadié 10% de svero de caballo y 2.5% de
suero de ternera (IN VITRO, México D.F.).

Tabla 1. Lingas celulares urilizadas en este yrabajo.

CELULA ORIGEN ESPECIE | COMENTARIOS

Neurogénicas:

Neuro 2A Nauroblasto | Ratén Clona no secretora del neuroblastoma
C1300.

NI1E-115 Neuroblasto | Ratén Clona noradrenérgica del neuroblastoma
C1300. Son estimuladas a diferenciacién
con DMSO o dbAMPc.

NCB 20 Neuroblasto | R+H! Hibrido de fusién por virus SF de NG 108-
15 con cerebro de hamster.

PC12 Neuroblasto | Ratén Clona dopaminérgica de feocromocitoma
murino. Son estimuladas a diferenciacién
con NGF.

Otras:

cé Glia radial Ratén Clona de astrocitoma murino.

313 Balb\¢ Fibroblasto Ratén Se utiliza para ensayos de transfeccion,

LLC-MK2 Epitelio Simio Se uliliza para cuantificar virus en
ensayos de placa litica.

TRA 284 Epilelic Mosquito | Aislamiento y amplificacién del  virus
dengue.

THibrido ratén-hamster

INFECCION DE CULTIVOS CELULARES.- Se relird el medio de cultivo y se lavé 2
veces con solucién HBSS (KCl 5 mM, KHaPO4 0.3 mM, NaCl 138 mM, NaHPO4 0.3 mM,
CaClp 1.3 mM, MgS04 0.4 mM, pH 7.5); el virus se diluyd en HBSS-ASB 1% (p/v} y se
agregd a 10, 1 o 0.1 unidades formadoras da placa/calula (MO} segin fuera el caso,
luego se incubt en atmésfera de 5% de CO7 por 1 h a 37°C; finalmente, se relfiré esta
solucién y se agregé medio de cultivo fresco. Las células se incubaron durante 3, 5 6 7 dias,
segin el experimento. Los culfivos primarios se infectaron con aproximadamente 10%
unidades formadoras de placa/pozo.

ANTICUERPOS.- los anticuerpos que se utilizaron fueron los siguientesianti-DBH
{Dopamina p-hidroxilasa), anti-ChaT {Colina acetil transferasa), anti-Serotonina, anti-
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Histamina, anti-GABA (acido gamma aminobutirico) y anti- NSE {Enclasa especifica de
neurona) los cuales se obtuvieron de INCSTAR (Syllwater, MN}; anti- Sinaptofisina Clona SY
38 y anti- p Tubulina (Boehringer- Mannheim, Mannhein,RFA); anfi- Actina y anti- NFH
{Neurofilamenios de alto peso molecular) {Sigma, St.louis,MO}; anti- rbig-FITC (anti-
Inmunoglobuling de conejo conjugada con isotiocianao de fluoresceinal, anti- rblg-TxR
{anti-lnmunoglobulina de conejo conjugada con rojo Texas), anti- molg-FITC {anti-
‘Inmunoglobulina de ratén conjugada con isoliocianao de fluoresceina), anti- molg-TxR {anti-
Inmunoglobulina de ratdn conjugada con rojo Texas), anti- molg-HRP {anti-inmuncglobulina
de ralén conjugada con Peroxidasa de rabano), anti-rblg-HRP (anfiinmunoglobulina de
conejo conjugada con Peroxidasa de rébano), anfi- molg-biotina [anti-inmuncglobulina de
ratén conjugada con biotina), S-B-HRP (complejo Streptavidina- Biotina- Peroxidasa de
rdbano), todos ellos de Amersham (Amersham UK). Los anticuerpos se utilizaron a las
concentraciones recomendadas por los proveedores. El anticuerpo anti- PGFA (Proteina glial
fibrilar acida) fue proporcionado por el Dr. J. Sotelo {INNy!N, México D.F.J{16).

Se utilizaron fres tipos de anficuerpos contra el virus dengue; 1) suero humanc
hiperinmune contra dengue conjugado a isoliocianato de fluoresceina (conjugado directo),
el cual es una mezcla de sueros con filulos dltos (inhibicion de la hemaglutinacién) de
anticverpos contra el virus dengue (142); el fitulo para inmunofuorescencia del lote
proporcionado por el Dr. G.Kuno [CDC San Juan Laboratories, PR) fué 1:100; 2} anticuerpo
policlonal anti-dengue obtenido de liquido de ascitis hiperinmune de raton inmunizade con
una mezcla de suspensiones virales de los serotipos 1 y 2 del virus dengue, el titulo por
ELISA fue mayor a 1:4,000 y fue proporcionado por J.LImbert (Centro de Investigaciones
Microbiolégicas UAP. Pusbla, México); 3) anticuerpo monoclonal 3H5 contra el serofipo 2
que fue proporcionado por el Dr. D. Gubler {CDC, Fort Collins,CO) la dilucién de trabajo
recomendada para inmunofluorescencia indirecta fue de 1:10.

INMUNOFLOURESCENCIA. .- Las células se fijaron en acetona por 10 min a -20°C; en
algunos experimentos las células se fijaron con p-formaldehido (Sigma) ol 4% en Solucién
balanceada de fosfatos (PBS) 10 mM pH 7.4 y se permeabilizaron con metanol absoluto
durante 10 min a -20°C. Las preparaciones se incubaron por 15 min a temperatura
ambiente con una solucién al 10% de suero de fernera en PBS ; posteriormente se agregé el
primer, anticuerpo diluido en ASB 0.1% {p/v)-Triton X 100(Bio-Rad)-PBS y se incubé por 1 h
a 37°C en camara homeda. Las muestras se lavaron 4 veces con ASB 0.1%-PBS, se agregd
el segundo anticuerpo y se incubé por 1h a 37°C. Cuando se redlizé la inmunofluorescencia
con doble fuorocromo los anticuerpos contra el virus y contra marcador de neurona se
agregaron al mismo tiempo siempre y cuando estos hubieran sido generados en diferente
especie animal {i.e. conejo/ratén); los anticuerpos anti-especie acoplados a lsatiocianato de
Fluoresceina 6 Rojo Texas también se agregaron al mismo fiempo, en ambos casos
respelando las concentraciones de anficuerpo optimas para el ensayo. Cuando ambos
"primeros" anficverpos procedian de ratén se siguio el siguiente protocolo: el anticuerpo
contra el virus se agregé primero, posteriormente se agregé el anticuerpo anti-lg de ratén
conjugado a Isotiocinato de fluoresceina concentrado 3 veces, a continuacién se agregs el
anticuerpo contra el marcador de la neurona, seguido de un anticverpo antilg de ratén
acoplado a bicfina y finalmente se afiadio estreptavidina conjugada a Sulforodamina 100
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{Boehringer-Mannhein). Las preparaciones se mentaron en Elvanol {Efvancl 51-05 13% p/v-
Glicerol 33% p/v-Tris-HCl 24 mM pH 8.5). Los experimentos control se realizaron con suero
ne inmune de ratén o de conejo.

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.- los cultivos primarios de neuronas se
cosecharon después de 3 dias de infeccién y las células se solubilizaron en frio en
amorliguador de lisis {Tris-HCI 1.25 mM pH 6.8, SDS 1% p/v, PMSF 1 mM, Aprotinina 100
KIU/mi); la canfidad de proteina se determiné por ef método de Lowry (145). Las muestras
se sopararon en geles de SDS-PAGE de 12% o 7.5% de acrilamida segin el sistama
discontinuo de Laammili {1.46). Las protefnas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
siguiendo la técnica descrita por Towbin (147). Las membranas de nifrocelulosa se
blogueron durante 2 h a 37°C con ASB 30% p/v- Tween 20 0,2% v/v- PBS 10 mM pH 7.4
se favaron 3 veces con Tween 20 0.2% v/v- PBS 10 mM pH 7.4 (Tween-PBS) durante 10 min
cada una y se incubaron 10 h a 4°C con anti-p38, anti-NFH & anti-p Tubulina dilvidos en
Tween-PBS; después de lavar 3 veces se incubaron por 2 h a 37°C con el segundo
anficuerpo y se lavaron con Tween-PBS 3 veces 10 min y 2 veces con PBS 10 mM pH 7.4
durante 10 min cada vez. Las membranas de nitrocelulosa se revelaron utilizando el sistema
de quimioluminisencia ECL [Amersham UK.} siguiendo las instrucciones def proveedor.

TRATAMIENTO ENZIMATICO DE CELULAS NIE-115.- Se crecieron células
NI1E-115 en placas de 24 pozos y se irataron con Tripsina {Sigmal ol 0.075% (p/v) en
HBSS durante 15 min a 37°C, con 150 mU/ml de Neuraminidasa tipo V (de C. perfringens,
Sigma) por 1 ha 37°C y con 10 mU/mi de Endo H {Boshringer-Mannhein} durante 12 h a
37°C en atmésfera de 5% de CO2; después las células se Javaron 3 veces con HBSS frio y se
infectaron con el virus a una MO de 1. E virus se diluyb en una solucion de ASB 0.1% p/v-
HEPES 25 mM- HBSS pH 7.2; después de 1 h de incubacisn en frio las células se lavaron 3
veces con HASS frio, se agregd medio de cultivo completo precalentado o 37°C y se
incubaron durante 3 y 5 dias a 37°C en atméstera da 5% do CO2. Los cultivos control no se
trataron con las enzimas correspondientes. La tripsina se seleccions porque en &l macréfago
existe un receptor para el virus el cual es sensible a la tripsina (11}; la neuraminidasa, que
hidroliza residuos de écido sidlico de N-glicoproteinas complejas, se utilizé ya que algunos
virus se unen a receplores que contienen residuos de acido sidlico {61} y, finalmente, a o
endoglicosilasa H ya que esta enzima hidroliza las manosas de N-glicoproteinas con alta
manosa (148).

Para excluir la posibilidad de que el virus sea inactivado por la tripsina residual
durante el periodo de absorcion a fa célula, la monocapa de células tratadas con tripsina o
células control se dejaron en contacto con el virus segin se describié hasta ef momento en
que se agrega el medio a 37°C y las células se cosecharon y homogenizaren en el mismo
medio; una alicucta de este lisado celular se inoculb a cultivos de células TRA-284 y después
de 7 dias se detecté al virus por inmunoflucrescencia.

ENSAYO DE UNION EN FASE SOLIDA.- Se obtuvieron proteinas de membrana

plasmética de céfulas NIE-115 y de céfulas 373 Balb\c que no son permisibles a fa

infeccion por el virus dengue, de acuerdo a la técnica descrita por Takacs & Staehelin [149);
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aproximadamente 10° células se lavaron en D-PBS frio (CaClz 0.9 mM, KCI 2.7 mM,
KH2PO4 1.2 mM, MgCl2 0.5 mM, NaCl 138 mM, NagHPO4 8.1 mM, pH 7.2), las células
se cenltrifugaren a 1,500 rpm por 15 min a 4°C; se midi6 el volomen del paquete celular y
se agregd un volimen igual de los detergentes no iénicos Tween 20 y NP 40 en proporcién
de 7:3 (v/v) esla mezcla se ulilizé al 5% en amortiguador TNM (Tris-HCl 20 mM pH 7.3,
NaCl 145 mM, MgCl2 1.5 mM, Aprotinina 100 KIU/ml, PMSF 1 mM). La mezdla se dejé
reposar en hielo por 15 min, después se agregd sacarosa (50% p/v en TNM) hasta tener
una concentracién final de 3% p/v; la mezcla se iraté en fric con un homegenizador de
vidrio-teflén; la muestra se aplicé a un gradiente discontinuo de sacaresa (32 % y 10 % p/v
an TNM), después de centrifugacion a 81,000xg por 1 h a 4°C, las membranas se
obtuvieron de la interfase del gradiente; la sacarosa se elimind por dilucion en 20
volomenes de TNM y por cenfrifugacién a 100,000xg por 1 h a 4°C. Las membranas se
examinaron al microscopio de contraste de fase para verificar que la preparacién no
estuviera contaminada con nicleos o milocondrias. Las proteinas de las membranas se
extrajeron por incubacién en una solucién de Tritén X-100 1% v/v en TNM por 15 min a 4°
C; la solucién se centrifugé a 14,000 rpm en una centrifuga Eppendorf. Se determiné la
concentracién de proteina por el método de Bio-Rad, de acuerdo con las instrucciones de!
proveedor. Las protainas se separaron por electroforésis en SDS-PAGE (Laemmli) y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa segin la téenica descrita por Towbin (147).
La membrana se bloqued 2 h a 37°C con ASB 30% p/v- Tween 20 0.2% v/v- PBS 10 mM
pH 7.4 y se lavé 10 min 3 veces con Tween 20 0.2% v/v- PBS 10 mM pH 7.4 {Tween-PBS);
la membrana de nitrocelulosa se incubo con 10° UFP/mm? por aproximadamente 10 h a 4°
C con una preparacién semipurificada de virus dilvido en ABS 1% p/v- HEPES 20 mM- D
PBS; después se lavd 3 veces10 min cada vez con la misma solucién de dilucién y 3 veces
10 min con Tween-PBS; el anticuerpo contra el virus se agregé diluido 1:10 en ABS 0.1%
p/v- Tween-PBS [AT-PBS) y se incubb por 4 h a temperatura ambiente, en algunos
experimentos se utilizdé liquido ascilico hiperinmune y en ofros casos se usé anficuerpo
monoclonal conlra el serotipo 2; las membranas de nitrocelulosa se favaron 3 veces 10 min
con Tween-PBS, y se incubaron por 1 h a 37°C con anficuerpo anfi-ratén conjugado a
biolina {Amersham, UK); se lavé 3 veces 10 min con soluciénTween-PBS y se incubaren
durante 1 h con ['ZI]-Streplavidina {actividad especifica 20-40 1Ci/mg, Amersham,UK} a
una concentracién de 0.5 pCi/ml en Tween-PBS; finalments, se lavaron 5 veces 10 min con
Tween-PBS y 2 veces 10 min con PBS, o membrana se secé al aire en una campana de
seguridad y se expusa durante 48 h a una pelicula X-Omat (Kedak} a -70°C.
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RESULTADOS

Caractenizacion de subpobl
virus dengue serotipo 2 NGC.

Imbert y colaboradores sugirieron que en los cultives primarios de cerebro de
embrién de ratén, habia una subpoblacién de neuronas susceplible a la infeccién por el
virus dengue {16}. Nuestros resullades muestran que los cullivos primarios tienen el maximo
de neuronas infectadas al séptimo dia despus de la inoculacin, lo que correlaciona con el
estudio ya citado, las neuronas sensibles a la infeccion por el virus muesiran una
citoarquitectura similar a la reportada {16). En la figura 3 mostramos que las células que
expresan el antigeno viral son neuronas ya que este {fluorescencia roja) ya que esta sefial se
colocaliza en células que expresan Neurofilamentos de alto peso molecular (NFH) que son
marcadores aspecificos de neuronas (luorescencia verda), (Figura 3b)y no en aquellas que
expresan la Proteina Glia Fibrilar Acida [PGFA) que es un marcador especifico de
astrocitos{figura 3c).

Un primer enfoque utilizado, fue tratar de definir o la subpoblacién neuronal
sensible a la infeccion utilizando como marcadoreslos neurotransmisores contenidos en las
nauronas del cultivo primario {150) , sin embargo estos ensayos proporcionaron poca
informacién sobre el tipo de neurona susceptible; en un enfoque allernativo, decidimos
utilizar algunos marcadores especificos de neurona que a su vez pudieran dar informacian
sobre el estado de muduracién neuronal ya que estd bien documentada la dependencia de
la infeccién neurotropica de los flavivirus con la edad del animal {2,5,9,10,20). Para lograr
esto se utilizaron anticuerpos anti-NFH y anti-Sinaptofisina (p38); estas proleinas fienen un
palrén caracterisfico de expresion dependiente de la sinaplogénesis {152,153); los NFH se
expresan principalmente al final de este proceso, mientras que la p38 cambia su patrén de
distribucién celular de predominantemente citoplasmatica a predominantemente vesicular al
final de la sinaptogénesis.

Los ensayos de inmunocitoquimica con doble fAuorocromo, mostraron que el
anficuerpo marcado con fluoresceina contra NFH correspondid con la del anticuerpo
marcade con rojo texas conlra el virus {Figura 3b), sin embargo, no ocurrié lo mismo
cuando se utilizé e anticuerpo contra anti-p38 {no mostrado}

Expresion de NFH y p¥8 en culrivos primarios de células del SNC de embrion
de raton infecrados con el virus dengue serotipo 2 NGC.

Las células infectadas mostraron un aumento en la sefial Ruorescente con anficuerpos
anti-NFH y anti-p38. La Figura 4 muestra los patrones de distribucién y expresion de ambas
proteinas en las células no infectadas (Figuras 4a y 4c) y en células infectadas durante tres
dias (Figuras 4b y 4d). La distribucién de los NFH en los cultivos sin infectar es similar a la
que se observa en células en proceso de maduracién, las cuales muestran escasas fibras de
didmelro pequeiio, mientras que en los cultivos infectados su distribucion es semejante a la
de cultivos diferenciados (Figuras 4a y 4b) {153). Por otro lado, en los cultives sin infectar la
p38 se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma {Figura 4c) mientras que en los
infectados se distribuye a lo largo de las prolongaciones celulares {Figura 4d); este patrén es
caraclerisfico de las neuronas inmaduras y maduras, respectivamente (152).

les sensibles a La infeccién por el
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Figura 3.— Inmunofluorescencia de cultivos
primarios de neuronas infectados con DEN 2 NGC.

Cultivos primarios de neuronas fueron infectados como se
describe en materiales y métodos; después de 5 dias de
infeccion, muestras de estos cultivos se procesaron para
inmuno fluorescencia con: (a) anti-dengue; (b)
anti—dengue (rojo) y anti—NFH (verde) 6 (c) anti—dengue
(rojo) y anti-PGFA (verde). Las fotografias fueron
tomadas a 40X (a) y 64X (b y c).
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de culrivo primario de |
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Fiqura 4.- Expresion de p38 y NFH en
dE RATON. las de cultivos pril no inf as {a y b) ¢ inf
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la estimacién del aumento en la expresion de NFH y p38 se realizé mediante
ensayos de elecirotransferencia con proteinas de cultivos control e infectados (Figura 5} La
densitometria de las autorradiografias de los cultives infectados mostraron un incremento de
20 @ 30 veces en la expresién de la p38, mientras que la de NFH fue de 10 o 15 veces; este
incremento no se observé an la exprasion de p-Tubulina (Figura 5).

Cultivos
CONTROL  INFECTADOS

Sinaptofisina {p38)

Neurofilamentos de alto
peso molecular (NFH)

R-Tubulina ' w

Fiqura %.- Expresion de p38, NFH y B-Tubuliva ex culvives primarios de
cenebro de rAToN iNFectados con el virus dengue. Culivos primarios de cerebro do embrion
de ralén fueron infectados en las condici doscritas en Malerialss y Métodos con el serolipo 2 (NGC) dol
virus dengue . luego de 5 dias ds infeccién, a los culivos sin infectar {Control) y los infectados {Infectado) so
los agregé solucitn de lisis; se deferminé la concentracién de proteinas y 10 pg de proleina de cada condicion
fuoron corgados en gelos da SDS-PAGE y transferidos o memt do nif losa. La inmunodateccitn so
realizé utilizando segundos anticuerpos conjugados a Peroxidasa de rébane y la reaccién so reveld con un kit

ialde quimiolumini ia (A hom, UK).Se r las diografias de las bondas relevantes.
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Sensibilidad de diversas lineas celulares a la infeccion por el vinus denque
serotipo 2 NGC,

El estudio de la infeccién por el virus dengue en cullivos primarios de células
neurongles es complicado debido principalmente a la heterogeneidad de los fipos
neurondles y a la variabilidad de cullivo a cultivo. Por esta razén, diversas lineas
neurogénicas de ratén fueron analizadas para determinar la ptibilidad a lo infeccion
por el virus dangue.

En la Tabla IV se muestran las lineas celulares utilizadas y la deteccion del virus por
inmunofluorescencia; se considers una célula infectada cvando se observé una franca
flvorescencia independientemente de su distribucién; se estimé el nimero de células
infectadas, contando 100 células por campo en 10 campos diferentes.

Tabla 1V.- Sensibilidad de lineas celulares neurogénicas a La infeccion por el
virus denque serotipo 2 (NGC)

Dias* 3 5 7

MO 0.1 1.0 10 0.1 1.0 10 0.1 1.0 10
Cs N.D N.D ND ND N.O N.D N.D ND N.D
PCi12 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D

NCB 20 ND N.D ND N.D ND N.D N.D ND N.D
Neuro 20 N.D N.D ND N.D ND ND N.D N.D N.D
NIE-115 | 15£2.39 | 35:3.6 | 4824.4 | 2324.4 | 45:9.7 | 71£10.1 | 52:4.3 | 83£13.7 | >90b

*Dias despuss de la infeccién.

**Multiplicidad de infoccién {MOI), particulas virales infecciosas/nimero de células.

N.D.= No se detecté fluoresconcia,

a = Promedio del porcionto de células fluorescentes por campo, més/menos () la desviacién esténdar do cuatro
experimentos independientes.

Las células N1E-115 fueron las Gnicas sensibles a la infeccion. Estas células derivan
de una clona adrenérgica del neuroblastoma C1300 y expresan receplores para
noradrenalina, dopomina, y serotonina {154); las células en fase exponencial de
crecimiento, tienen una apariencia esférica mientras que las de cullivos estacionarios tienden
a desarrollar neuritas que les dan un aspecto de neuronas bipolares {155). Los cultivos que
se utilizaron presentaban una mezcla de ambas poblaciones (Figura &a).

Generalmente el antigeno viral se detectd desde el tercer dia de infeccién; sin
embargo a los 5 dias postinfeccion (p.i.) éste se distribuyé finamenle en el citoplasma,
principalmente en la regién perinuclear (Figura 6b); a los 7 dias p.i. la inmunoflucrescencia
se observé en el cuerpo celular y en sus prolongaciones celulares (Figura 6c); ademas el
antigeno viral se encontré asociado con vesiculas que se localizan en las terminaciones de
las prolongaciones celulares (Figura 6c, Recha). El patrén de la infeccién en esta linea
celular es similar ol que se observa en las neuronas de los cultives primarios.

AnAlisis del recepronr panra €l virus dengue serotipo 2 NGC en las célubas NTE-
115.
La infeccién de las células N1E-115 puede estar mediado por un receptor especifico
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Fiqura 6.- Infeccion de células NTE-11% cos el vinus denque. fal Céluas NIE-*15 no

infectados (:unlvaslc de las- aumenlo dOX] by el calt us Nl E- 115 infectades cor 3 1 MOl por 5 {b} y 7 (c]

dios pi., los k de | a o anficuerpcs contra dangue acoplades
de fl de los anteriores ¢ tivos se tomaron a un aumento de 40X (b} y 64X (¢}
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en la membrana; para andlizar la naluraleza quimica del receptor, las células se trataron
con una proteasa {fripsina) y dos glicosilasas {nevraminidasa y endoglicosilasa H). La Tabla
V muestra los resultados de tres ensayos cuyo coeficiente de variacién fus menor def 10%.
La disminucién de la Auorescencia en células tratadas con tripsina (p <0.001), sugiere que
el receptor es de naturaleza proteinica. En todos los casos las células tratadas tuvieron una
viabilidad comparable con las células control. Se realizaron experimentos para excluir la
posible inactivacién del virus por fripsina residual; en ninguno de los experimentos
realizados con este fin se observaron diferencias entre las células no tratadas y las tratadas
con Iripsina por lo que la disminucion en el nomero de células fluorescentes en los cultivos
tratados con fripsina se debe a la degradacién, por la accién de la iripsina, de proteinas
de membrana de las células N1E-115,

Tabla V.- Efecto del tratamiento enzimatico a células NTE-115 en L infeccion
con el virus dengue serovipo 2 (NGC)

Dias® 5 7
Enzima % CFEC. % Viabilidad | % C.F.C. % Viabilidad
Tripsina 37 £14.8 82 15.2 51221.2 7319.7
Neuraminidasa | 95 2.4 87 +3.1 97 +0.2 72 +3.6
Endo H 98 £1.2 85 £1.5 93 +1.0 76 +2.9

*Dias después de la infaccién.
“*Parcicnto de calulas fluorescentes (C.F.) respecio del control, més/menos (2} la desviacién esténdar de 3
experimentos independientes. El caleulo se realizé segin la formula:
%CFC.= 100(#C.F.enla muostra lraludc/ # C F. en la muestra no tratada)
)

Las células se infectaron a una MOl=1. La viabilidad so d 6 por do coloranle {azul Iripane 4%
en PBS}.
Anilisis  del recepror para el virus denque env células NTE-115 mediante el

ensayo de union en Fase solida.

Para obtener mayor informacién sobre ef recoptor para el virus en las células N1E-
115, se redlizaron los ensayos de unién en fase sélida [virus overday protein blot assay,
VOPBA), el cual permite conocer el nimero y peso molecular de las protefnas que unen ol
virus; si el sitio de unién para el virus se conserva durante el proceso de desnaturalizacién,
las proteirias fijas en la membrana de nitrocelulosa se unirén al virus lo cual puede revelarse
con anticuerpos dirigidos contra el virus (90).

La Figura 7 muestra los resultados del ensayo de VOPBA utilizando proteinas de
membrana obtenidas de células N1E-115 (lineas 2, 4 y 5) y de células 313 Balb\c {lineas 1
y 3). Las células 3T3 no son susceptibles al virus y se escogieron por su facilidad de manejo
y por su rendimiento en proteinas de membrana. Cuando las proteinas de membrana de las
células N1E-115 se incubaron con el virus y después con un anticuerpo monoclonal contra
el serofipo 2, se reveld una banda de aproximadamente 80 kDa (Figura 7, lineas 2 y 4}, la
cual no se enconlrd en las proteinas extraidas de células 3T3 Balb\c {lineas 1 y 3); esta
profeina aparentemente es especifica ya que cuando se omitié la incubacion con el virus, no
sa observo sefial (lineas 1y 2), ni cuando se omitio el anficuerpo contra el virus (linea 5). En
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los experimentos donde se ufilizaron anticuerpos policlonales se obtuvieron resultados
similares.

PMr 4 5 _
(kDa) 2
80—
g‘s 1 y 3 Céules 3T3 Balb/c
I L L—J (] 2.4y5 Células N1E-116
VIRUS . . + + +
ANTICUERPO + + + " )
antl-virus

FiqunA 7.- Exsayo de unién en fase solida a proteinas de membrana celulan del
virus dengue serotipo 2 (NGC). Profsinas de membrana de células 313 Balb\c (lineas 1y 3}y de
células N1E-115 (lincas 2,4 y 5) fueron oblenidas sagin se describe en Malannles y Malodos, IO yg de
profoina fotal por carril fueren separadas por SDS-PAGE y feridas a de losa; fos
carriles se cortaron y se procesaron como ya so describié.
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DISCUSION

El trabajo que aqui se presenta se basa en las observaciones redlizadas por Imbert y
colaboradores las cuales, como ya se ha dicho, sugieren que el virus dengue infecta
preferentemente alguna subpoblacion de neuronas y en la hipdtesis de Thomas Monath
sobre la existencia de receplores proteinicos en la membrana neuronal para los diversos
Flavivirus {9,16). Asi, intentamos andlizar la posible asociacién de la infeccién de células
neuronales de ratén por el virus dengue con el tipo de neurotransmisor contenido en las
células infectadas. Los ensayos de inmunofluorescencia con doble Auorocromo no mosiraron
colocalizacion de las sefiales del antigeno viral y el marcador de neurona. Pansamos que
este resultado posiblemente se explique debido a la muerte de las células. Una interpretacion
alternativa surge de las ohservaciones de Schiller y Marchand; ellos demostraron que
cuando las células PC12 son infectadas con el virus herpes suie, estas muestran una
disminucién en la sinfesis de neurotransmisores como L-DOPA, dopamina y noradrendlina
{156). Por otro lado, es posible que durante la infeccién de las neuronas por el virus dengue
haya una depolarizacién de la membrana que resulle en likeracion constante del
neurotransmisor {136). Tanto si fa infeccién viral conduce a la muere celular como si la
infeccion afecta alguna funcién especifica de la célula, el ensayo de inmunociloquimica
podria ser muy limitado. Una dlternativa es la deteccion del genoma viral a tiempos coras
de infeccion, esto es, antes de que la infeccién altere el metabolismo celular, utilizando una
técnica que comhbina la hibridacién in sitv con la deleccién de antigenos por
inmunofluorescencia.

Ogata y colaboradores habian demostrado que la infeccién del raton por  JEV
depende del grado de madurez del tejido neuronal {20, por ello decidimos utilizar algunos
marcadores de maduracién neuronal y tratar de hacer una correlacion entre la expresién de
estos marcadores y la sensibilidad a fa infeccidn. No obstante, fos resultados por
inmunocitoquimica no proporcionaron informacién adicional a la que ya se tenia, esto es
las célulus blanco en estos fipos de cultivos expresan los marcadores de neurona madura,
pero no estamos muy seguros de que la infeccidn sea resultado del estado de madurez
neurondl o si la infeccién es fa responsable de la maduracion, esto ltimo porque en los
cultivos primarios infectados se observé un aumento en la expresién de p38 y NFH (Figuras
4 y 5). Estas proteinas estan asociadas con la sinaptogénesis, la p38 es una proteina de la
membrana da vesiculas sinapticas cuya expresién es minima en los neurchlastes y se
incrementa en la neurona que ya ha formado sindpsis {157), aparentemente la p38 es
necesaria para el reconocimiento entre la vesicula sinaplica y lo membrana presingptica
(157); por olro lado, los NFH aunque se expresan desde el inicio de lo maduracian
neurondl, la forma fosforilada se detecta casi exclusivamente al final de la sinaptogénesis
{158,159); la fosforilacion de estas proteinas afecta su antigenicidad ya que la mayoria de
los anticuerpos dirigidos contra NFH solo reconocen la forma fosforilada {159).

Se ha reportado que las neuronas de los cultivos primarios que se ulilizaron en este
trabajo son células totalmente diferenciadas ya que son eledrofisiolagicamente activas y
liberan diversos neurotransmisores af medio de cultivo {151}, sin embargo, nosotros no
lenemos ninguna evidencia de que este sca el caso, ya que en las condiciones del cultivo
primario sin infectar, la expresién de NFH y p38 deberia ser alta y con el patrén de
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distribucién caracteristico de las células maduras, aunque no podemas excluir la posibilidad
de que los experimentos se hayan realizado fuera de la ventana de tiempo en la que la
expresién de las citadas proteinas sea méxima. No cbstante, el fenémeno descrito en los
cultivos infectados es repreducible adn en las células N1E-115 indiferenciadas e infectadas
con el virus dengue {Ramos-Castafieda, J. Imbert, J.L. Ortega, A. y Ramos, C. resultados
preliminares). Es posible que el aumento en la sintesis de estas proteinas sea la consecuencia
de la activacién de sus genes inducida por la infeccién viral, un resultado preliminar que
apunta en este senfido es la activacién de factores de transcripcién inducida por la infeccion
viral en células N1E-115 (Ramos-Castafieda, J. Imbert, J.L. Orlega, A. y Ramos, C.).
Observaciones andlogas se han reportado en las infecciones causadas por B y v Herpesvirus
(140,141}, Por otro lado es posible que la infeccion viral provoque cambios en el estado de
fosforilacion de NFH, p38 de tal forma que el aumento observado sea el de la forma
fosforilada y no haya un aumento real de lu sintesis; en ofros sistemas se han chservado
cambios en los patrones de fosforilacién de proteinas o activacién de diversas cinasas
durante la infeccién viral, ejemplos de lo anterior se han reportado con HIV y Adenovirus
{164,165). El aumento en la transcripcién de los genes de estas proteinas y la activacion de
cinasas no son eventos excluyentes, sin embargo para determinar cudl es el evento principal,
se requeriria una combinacién de ensayos de northen blot y de determinacion de la
actividad de fosforilacién de diversas cinasas.

Aun cuando en las cultivos infectados se observd un aumento en la expresién de
NFH y p38, no hubo una clara co-locdlizacion de estas y el virus. Este fenémeno se ha
observado en la infeccién neurotrépica del virus de la linfocoriomeningitis {LCMV) en el
ratén, donde se observd, en muestras de tejido cerebral de animales infectados, un aumento
del mRNA para la somatostating; sin embargo, se determiné que salo el 20 % de las células
productoras del neuropéptido estaban infectadas por el virus, lo cual no era suficiente para
explicar el aumento en el franscrito, lo cual sugiere que dicho aumento puede ser
consecuencia indirecta de la infeccion (160).

En el presente trabajo, Unicamente las células N1E-115 fueron susceptibles a la
infeccién por el virus dengue (Tabla lll). Estas células se caracterizan por su excitabilidad, la
produccién de catecolaminas y la capacidad para desarrollar una citoarquitectura
caracteristica de la estirpe neuronal; por ejemplo, a pesar de que las células N1E-115 y las
Neuro 2a se derivan del neuroblastoma C1300; las células N1E-115 son excitables
mientras que las Neuro 2a no lo son. Por ofro lado las células N1E-115 dificilmente
desarrollan neuritas de manera esponianea, mientras que las Neuro 2a forman largas
prolongaciones espontaneamente {154,155,166). La susceptibilidad de las células N1E-115
se pueds explicar por la existencia de receplores especificos para el virus; sin embargo,
estos recaplores no necesariamente tienen que ser recoplores para neurolransmisores como
lo ha propuesto Thomas Monath (9], ya que la composicién de los receptores para
neurotransmisores en la membrana de las células N1E-115 es similar al de las células PC12
(152) y estas dltimas no son susceplibles a la infeccién viral (Tabla 1V), por fanto es posible
que las moléculas involucradas en la interaccién virus-célula no sean receptores para los
neurotransmisores.

El estudio del receptor para el virus en tas células N1E-115 se abordé mediante e
uso de diferentes estrategias:
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a) Tralamiento de las calulas con proteasas; en las célulos NTE-115 tratadas
previamente con tripsina disminuyé considerablemente el grado de la infeccién (60%, Tabla
V}; por el contrario, el tratamienio con neuraminidasa no disminuyé significativamente la
infeccién. Esta observacion coincide con el trabajo de Daughaday y colaboradores
ulilizande a macréfagos come célula blanco de la infeccién por el virus dengue {11}, Los
macrafagos son las células susceptibles a la infeccién més importanies fanto en humanos
como en ratones infectados y, segin Scolt Halstead (4}, la infeccién del macréfago en el
humano estd relacionada a la patologia hemorrdgica. Se piensa que la infeccion del
macréfago, en presencia de anticuerpos no neulralizantes y heterotipicos, promoveria la
liberacién de sustancias vasoactivas y de mediadores de la coagulacion; esta liberacion
eslaria relacionada al aumento en la entrada del virus a la célulo mediado por dos
receptores; un de estos receplores seria, por llamarlo de alguna manera, el receptor natural,
esta molécula tendria naturaleza proteinica ya que es sensible al tratamiento con Tripsina
{11). El segundo receplor seria el recaptor para Fc de inmunoglobulinas, este receptor seria
ulilizado cvando el virus se encontrara unido a anticuerpos no neutralizantes (4).

b) El ensayo de unién en fase sélida se ulilizé para el estudio del recaptor para el
virus de la hepatitis murina (90). Mediante esta tecnologia  determinamos que el virus
dengue se une a una proteina de aproximadamente 80 kDa {Figura 7). En este rango de
peso molecular se encuentra el transportador de la serotonina y receptores para la
histamina, la noradrenaling, la bradiquining, la angiotensing, y el receptor para el factor
neurotréfico ciliar CNTF (166-168). Es posible que la unién del virus a alguno de estos
receptores pueda acfivar cascadas de transduccion de sefiales como la cascada del AMP
ciclico, la del inositol trifosfato y diacilgliceral o aumentos en la concentracién citoplasmética
de Ca**. Nuestros experimentos preliminares sugieren que a tiempos cortos de infeccién
{menores a 30 minutos), en los que solo es posible la unidn del virus al recoptor celular, se
activan la proteina cinasa dependiente de Ca*™* y diacilglicerol (PKC) y la fosfolipasa A2
{PLA2), sin que se observen aumentos en la concentracién de AMP ciclico o aumentos en el
influjo de Ca*™*.

Las perspectivas que se abren con el estudio del neurotropismo de los virus dengue
podrian contribuir @ la comprension de la patogénesis de la fiebre hemorragica en el
confexto de las interacciones del virus con las plaquetas ya que estas poseen recsplores para
diversas moléculas que a su vez fienen actividad en células del SNC {167,168). Una
observacién poco referida es el hecho de que se puede encontrar antigeno de dengue en las
plaquetas de los pacientes con fiebre hemorragica (169), entonces 3 es posible que el virus
pueda fijarse a la membrana de la plaqueta y activarla de fal forma que su disminucién sea
debida al consume de plaquetas 2; luego, si el neurotropismo del virus dengue, observado
en el raton, estd mediado por un receptor, 3 este mismo receptor pudiera estar también
presente en las plaquetas # E trabajo que aqui se presenta pretende contribuir con
evidencias de que en efeclo existe un receptor en células neurogénicas para el virus dengue.

CONCLUSIONES
1.- La infeccién por el virus dengue de cultivos primarios de células de SNC de embrién de

ratén promueve el aumento en la sintesis de algunas proteinas especificas de neuronas. Sin
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embargo, la trascendencia de este fenémeno en la neurovirulancia del virus dengue no es
clara.

2.- El virus dengue se une a una proteina de membrana de células N1E-115; esta profeina
tiene un peso molecular aparente de 80 kDa y se encuentra ausente en la linea de
fibroblastos murinos 373 Balb\c no susceptible a la infeccién por dengue.
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