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"Contrary to widely held belief, 
the goal of science is not truth. 
That arca ne and ancient sandbox 
is the playground of philosophers ... 
lf not truth, then what are scientists 
after'i' Predictability." 
W. Poter Trower. Nowowook 1992, 24 aug. 
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INTRODUCCION 

1.- El VÍRVS dENGVE. 

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 
aproximadamente 11 kilobases; el extremo 5' del genoma tiene un Cap de tipo 1 y una 
región no traducida de aproximadamente 100 bases después de la cual se encuentra un 
marco abierto de lectura (aproximadamente 1 O kilobases) que codifica para una 
poliproteína que es procesada por proteasas celulares y virales; la región 3' no traducida 
del genoma consta de aproximadamente 500 bases, en esta región no existe un cadena de 
poli A o esta es menor de 10 bases (1 ); la organización del genoma se muestra en la Figura 
la. 

El virión es esférico y la nucleocápside carece de simetría aparente (Figura 1 b); mide 
aproximadamente 50 nm y está constituido por tres proteínas estructurales C, E y M (2). Lo 
protelna C está asociado al RNA viral, tiene un peso molecular relativo (PMr) de 
aproximadamente 14 kílodoltones (kDa) (2). la proteína E es una proteína glicosilada que 
está integrado en la membrana de lípidos y tiene un PMr de 51 a 59 kDa, es uno pratelno 
superficial en la cual se encuentran los principales funciones biológicas y antigénicas del 
virus. Así, se ha demostrado que la protelna E es lo responsable de la unión a los células 
susceptibles; además en esta proteína se encuentran epítopes de neutralización, 
hemaglutinoción y los inductores de anticuerpos responsables del fenómeno de 11 facilifación 
inmunológica" (2·7). lo proteína M es altamente hidrofóbica y forma porte de la 
membrana del virus, tiene un PMr de 8 kDo y es uno de los productos de proteólisis del 
intermediario glicosilado preM, aparentemente se asocia con la proteína E para estabilizar 
lo estructura del virión y colaborara en lo unión al receptor celular (2). 

El virus dengue es transmitido al humano por la picadura del mosquito Aedos 
aegypli; la infección se asocia con un cuadro febril autolimitado que en ocasiones puede 
complicarse con un cuadro de fiebre hemorrágica/síndrome de choque por dengue 
(FHD/SCD) (2). Se estima que la incidencia anual en el mundo es de aproximadamente 100 
millones de cosos y de unos 33 mil casos mortales reconocidos desde mediados de los años 
50's (4). 

En los humanos la patología más importante es la de los casos de FHD/SCD, en los 
cuales los hallazgos clínicos y de laboratorio más relevantes son el aumento del hematocrito 
y la trombocitopenia (5). Para explicar esta patología se han propuesto dos hipótesis, a) lo 
"facilitación inmunológica" y b) el incremento de la virulencia (4,6). 

La hipótesis de la "facilitación inmunológica", tiene un mayor respaldo 
epidemiológico y de laboratorio. Así, se sabe que la probabilidad de desarrollar un cuadro 
hemorrágico es mayor en pacientes que tienen anticuerpos contra un serotipo y 
posteriormente se infectan con cualquiera de los otros serotipos; la hipótesis sostiene que 
durante la primera infección se generan anticuerpos no naulralizantes que "facilitan" la 
penetración del virus al macrófago; estos anticuerpos se han detectado en el suero de 
pacientes con fiebre hemorrágica y en infección experimental inducida en simios (7). la 
infe~ción del macrófago provoca, entre otros Fenómenos, la liberación de sustancias 
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vasoactivas, en particular la serotonina y el C3a, que promueven la extravasación de 
liquidas y, consecuentemente, la hemoconcentración. 

Por otro lado, la hiPótesis que apoya el incremento en la virulencia y su asociación 
con casos hemorrágicos propone que algunos virus poseen una elevado virulencia; esta 
hipótesis se basa en los reportes de casos de dengue hemorrágico asociados con infecciones 
primarias, sin embargo, a pesar del extenso estudio molecular de virus aislados de casos 
clínicos de varias regiones del mundo, no hay una clara correlación entre la cepa de virus y 
los casos hemorrágicos (8). 

En el ratón la infección por dengue causa un padecimiento neurológico cuya 
severidad depende de la edad y de la vio de inoculoción (9, 1 O). En este animal y en el 
humano, los virus dengue se replican principalmente en células del sistema retículo endotelial 
en las cuales la infección parece estar mediada por un receptor sensible a la tri psi na ( 11 ). 
No obstante, en el ratón lactante, el virus se replica preferentemente en neuronas del sistema 
nervioso central {SNC), los estudios inmunohistoquímicos de cortes de cerebro de ratones 
infectados demostraron la presencia del antígeno viral en el citoplasma de las neuronas, sin 
embargo, no se observó antígeno asociado a las células gliales ó al endotelio vascular; el 
examen histológico de las lesiones cerebrales causadas por la replicación del virus, muestra 
la necrosis de amplias zonas del cerebro con escaso infiltrado inAamatorio ( 12); estos datas 
contrastan con los observados en ratones infectados por JEV (13); sin embargo, ambos 
estudios sugieren que la infección de las neuronas está asociada a una alteración Funcional 
y la muerte de la neurona. 

Se cree que los Aavivirus pueden llegar al SNC por vía sanguínea ( 14); as!, luego de 
una ronda de replicación en los macrófagos se presenta una elevada viremia de tal Forma 
que los virus pueden alcanzar el cerebro o través de la barrero hematoencefálica 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 sería una limitanle pues se ha demostrado que 
otros virus que infectan al SNC (virus neurotrópicos). entre ellos algunos Aavivirus, pueden 
atravesar el endotelio sin infectarlo o causar daño al tejido ( 15). 

La infección del SNC del ratón 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 comporlomiento de otros Ravivirus (9). Algunos, de los factores del virus que inAuyen en 
la capacidad de infectar al sistema nervioso (neurotropismo) son la cepa del virus y el 
numero de pasajes in vivo e in vitro; así, los Ravivirus aumentan su neurotropismo cuando se 
pasan en cultivo de células o por inoculación ol cerebro del ratón lactante (2). El incremento 
en el neurotropismo está asociado a una mutación en la proteína E ( 15a). 

lmbert y colaboradores demostraron que varios serotipos y cepas de los virus 
dengue infectan principalmente neuronas en cultivos primarios de células del SNC de ratón 
(16); la infección es productiva ya que el virus se libera al medio en aproximadamente el 30 
% del inoculo inicial, lo cual quizás sea reflejo de\ número limitado de neuronas susceptibles; 
en ese sentido, menos del 1 O % de las neuronas presentes en el cultivo se infectan aún 
después de prolongados periodos de exposición al virus. La morfología de las neuronas 
infectadas es predominantemente bipolar aunque se pueden encontrar algunas neuronas 
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fripolares, por lo que es probable que haya una subpoblación neuronal sensible a la 
infección. Uno observación que apoya lo anterior es la susceptibilidad de diversos líneas 
celulares neurogénicas a la infección por JEV (17). Hase y colaboradores demostraron 
median fe microscopia electrónica que el virus infeda a las células NG 1OB·15 pero no a 
células híbridas (17); los autores sugieren que la susceptibilidad de esfas células puede 
deberse a que poseen el receptor para el virus, mientras que las células híbridas lo han 
perdido durante la Formación dol hererocarionfe. Se desconoce la identidad del receptor 
neuronal para el virus dengue, no obstante, se ha sugerido que puede ser un receptor para 
neurotransmisor (9). 

Existe controversia respecto a si los virus dengue se asocian con alteraciones 
neurológicas en humanos; en este sentido, se han documentado algunos casos de encefalitis 
asociada con infecciones primarias y secundarias por dengue, no obstante, estos casos 
parece ser mas la excepción que la regla (1 B, l Ba). 

2.- TnopisMo viRAl 
El tropismo viral es la capacidad que rienen los virus para inlecrar poblaciones 

diocrefas de células ( 1 9). Desde un punto de vista reduccionisfa, el tropismo viral depende 
de la expresión de lacrares del virus que al inferacruar con factores celulares establecen una 
relación que determina en gran parte, la patología de las infecciones causadas por virus. 
Actualmente el tropismo viral es un campo de intenso estudio, tanto por sus aplicaciones 
inmediatas en la profilaxis y terapia de las enfermedades virales, como por los aportes en el 
conocimiento de las funciones celulares. 

En principio, si un virus infecta o un órgano específico se puede establecer la 
relación causal que provoca el padecimiento. El hecho de que un virus produzca un cuadro 
patol6gico es resultado de la conjunción de una serie de factores tanto virales como de 
susceptibilidad del hospedero. Los factores que influyen en la suscepribilidad del hospedero 
a la infección viral son: la edad, el contexto genético, la vía de entrada y de diseminación y 
la participación de componentes celulares que intervienen en la replicación viral (19); la 
participación de receptores celulares para virus se discutirá mas adelante. Por otro lado, los 
lacrares virales que determinan el tropismo son las proteínas virales de unión (PVU) y los 
lacrares cis- y lrans-<Jcrivadores de la replicación virol ( 19). 
2.1 ... FACTORES dd JtospEdEno QUE iNfluyEN EN lA suscEpTibilidAd A IA iNfEccióN \liRAl. 

En el ratón existe información que documenta la dependencia de la inÍección con la 
edad; por ejemplo, la mayoría de los Aavivirus inoculados por vía intracerebral provocan 
encelalifis mortal en el rafón lacranfe pero muy pocos en el rafón adulto (9); se desconocen 
las bases moleculares de esta restricción, sin embargo en un reporte reciente Ogata y 
colaboradores utilizando un modelo de infección experimental en rata, consistente en 
fransplanfar tejido cerebral inmaduro a animales adultos que posferiormenfe fueron 
inlecfados con JEV, observaron que solo el !ejido inmaduro era sensible a la infección (20); 
esta diferencia se atribuye a la presencia en el tejido inmaduro de un receptor para el virus 
JE, el cual se expresa diferencialmenfe según la edad del animal. 

Los Aavivirus infectan solo a algunas cepas singénicas murinas (21 ); aparentemente 
la habilidad para resistir la infección está relacionada con una disminución en la replicación 
viral en los tejidos de estos animales y los ralones resistentes a la infección son mós 
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susceptibles a la acción an!iviral del interfer6n (22). Por airo lado, se sobe que los ratones 
A2G son resistentes a la infección por el virus de la influenza A; esla resistencia se hereda 
de manera aulo•6mica dominante asociada al alelo Mx del cromosoma 16 del rat6n; la 
resistencia esl6 mediada por la acci6n del interferón alfa y beta, yo que cuando los ratones 
wn inoculados con anticuerpos ontHnterfer6n, la resistencia se pierde; asi mismo, si se 
lronsfetlan células con el tONA que codifica para la proteina Mx en animales sensibles, 
éstos se convierten en resistentes, además, es común encontrar dates.iones en el gene Mx que 
lo welven defectuoso en ratonas sensibles (23·25). La limitací6n en la replicación del virus 
asociado con el contexto genético se ha observado en infecciones por herpesvirus, poxvirus, 
papovavirus, rhabdovirus, coronavirus, retrovirus y arenavirus (26·32). En la mayoría de los 
casos los genes que determinan la resistencia aparentemente se segregan 
independientemente, lo que sugiere que lo resistencia es el resultado de una variedad de 
mecanismos (19). 

El sitio de entrada es importante en las infecciones por virus neurotrópicos; éstos 
pueden invadir el SNC al ser transportados da manara retrógrada al cerebro luego de la 
infección de las placas neuromusculores (vio neural) o bien a lrovés de la barrera 
hemoloencefálico (vfa sanguínea) (14). Los estudios clásicos con poliovirus demostraron que 
hay áreas del cerebro del rolón que siempre son infectadas independientemente de la vio de 
inoculación, mientras que hoy olros que dependen del sitio de inoculación; por ejemplo, el 
núcleo seplol y los bulbos olfalorios solo se infectan cuando el virus se inocula por vía 
transnasal (19); el VSV, HSV, herpes suis, reovirus tipo 3 y rabia muestran un 
comportamienlo análogo (33-37). No están bien caracterizados los mecanismos que 
utilizan los virus qua llegan al cerebro por vía sanguínea ( 14); un ejemplo que ilustra lo 
anterior es la selectividad que mueslra el endotelio vascular cerebral a la infección por 
arbovirus naurotrópicos (15); aparentemente, no existe necesidad alguna de replicación 
viral on las células endotolioles para que diversos arbovirus puedan •er liberados a la 
región basolaleral del tejido endotolial; por ello se especula que el nivel de la viremio es un 
factor de mayor importancia en la neuroinvasión (14). No obstante, un fenómeno 
relacionado y aún poco claro es el conocido por 'efecto de provocación"; por ejemplo, sf a 
un simio se le inocula el virus de la polio serolipo 1 por vio intracardioca precedido de una 
inoculación intramuscular, la parálisis tiende a ocurrir más frecuentemente en el miembro 
inoculado intromusculorrnente ( 19). 
2.2 FACTORES vlRAIES QUE dnrn11tiNAN d TRDpisMO. 

Una forma de entender al tropismo viral es como un fenómeno concertado entre 
faclores virales y celulares (38), la presencia o ausencia de alguno de estos componentes, 
así como la expresión dependiente del ciclo de replicación viral y celular determinaran el 
destino de la infección, a sobar: estado refractario de la célula a la infección, 
establecimíenlo de la infección y muerte celular o establecimiento de una infección 
persistente. 

Aunque históricamente se ha prestado mayor atenci6n al aislamiento y 
caracterización de protelnas virales de unión, no es menos importante la participación de 
elementos virales e intracelulares que permiten la expresión y replicación viral; asf por 
ejemplo, se han descrito elementos potenciadores (enhancers) que están compuestos por 
secuencias genámicos virales cortas (50· 100 pares de bases), que frecuentemente se 
encuentran repetidas en 'tandem' y que estimulan lo transcripción viral, por ejemplo en los 
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papovavirus, relrovirus, herpe.virus y hepadnavirus !39·43). Estas secuencias determinan la 
infección viral en células específicos, pero además actúan de manera dependiente del 
estado de maduración, así por ejemplo, en el caso de la infección por poliomavirus de 
células embrionarias de ratón se sobe que el elemento potenciador es una secuencia de 245 
pares de bases que tiene dos dominios funcionales los cuales modulan la actividad 
lranscripcional del virus según el estado de diferenciación celular (44). Por otro lado, el 
patrón del padecimiento causado por la infección viral también asió influenciado por estas 
secuencias; por ejemplo, los retrovirus F·MuLV y M·MulV producen eritroleucemia y 
linfomos de línea T, respectivamente y poseen elementos potencíadores en sus regiones 
repetidas invertidas terminales (LTR); cuando se producen recombinantes de estos virus de tal 
formo que la región del elemento potenciador de uno se encuentre en el contexto genético 
del otro, el patrón de enfermedad corresponde con la secuencia reguladora contenida en el 
LTR (45), En cierto sentido, estas regiones son esenciales para la actividad transcripcional, 
pero se han definido elementos no esenciales para la transcripción viral y que modifican la 
virulencia y el tropismo viral; se sabe que hay una base en la región 5' no traducida ( UJ72) 
que confiere la neurovirulencia en poliovirus (46), hallazgos similares se han reportado con 
el TMEV y Sindbis (47,AS); aparentemente, en estos casos, la capacidad de infectar 
neuronas y causar un padecimiento neurológico, depende de la estructura secundaria que 
adquiere el genoma de RNA y que permite la expresión virol en esos células (49). Otro 
ejemplo relevante es el caso de los HSV 1 y 2; en éstos existen por lo menos dos segmentos 
no esenciales para el crecimiento en cultivo de células que son factores de neurovirulencia y 
los cuales se encuentran en lo región promotora tardía 'Yl; no obstante, se desconoce el 
mecanismo molecular por el que estos genes modulan la expresión viral (50,51 ). En los 
reovirus la neurovirulencío está asociada al gen 51 {hemaglulinina viral), sin embargo, no 
está claro si el producto de e>:presión de este gen es la proteína viral de unión o si existe 
otro mecanismo por el que este gen confiera el neurotropismo (52}. 

En muchos casos fas actividades intracelulares que actúan de manera trans 
actívadora son desconocidos pero, como en el coso del HIV, los factores trans actívodores 
pueden ser estimulados por substancias como los ésteres de forbol, lo que sugiere que éstos 
factores trans pueden ser factores da transcripción (53). 

La interacción virus-membrana plasmática es el primer paso importante en el 
tropismo viral (38). la interacción del virus con la célula está mediada por las proteínas 
virales de unión (PVU) y los sitios celulares de unión; es importante enfatizar que las PVU 
pueden estor constituidas por más de una proleina del viríón, como en el caso de los 
herpesvirus y plcornovirus o por uno sola proteína como es el caso de los virus dengue 
(3,54,55). En algunos casos se han definido los dominios de unión en las PVU mediante 
técnicas de mutagénesis dirigido o a través de mopeo de epitopes neutralizantes con 
anticuerpos monoclonales (56,57,58). Es evidente que los elementos que confieren el 
tropismo celular se encuentran en regiones discretos da las PVU; en el caso del virus de la 
inffuenzo, los estudios de cristalografía de rayos X demuestran que el dominio de uníón a la 
célula se encuentra en el extremo distal de la cabeza globular de la hemaglutinina viral (59). 
En otros casos, lo región de unión est6 definida por uno superestructura formada por varias 
proteínas del virión; algunos picomavirus muestran una topologfa similor en la superficie 
externa caracterizada por grandes protuberancias rodeadas por depresiones por debajo 
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del plano superficial que están distribuidas, cada cinco veces, alrededor de un eje de 
simetría icosahédrico; estas depresiones están Formadas por una parte de la.proteína de la 
cápside (VPl) y del exlremo carboxilo terminal de la proteína VP3 (55). Un ejemplo notable 
de como las PVU participan en el tropismo, es mediante su modificación por cambios 
inducidos; Nada y colaboradores. (60), modificaron por medios químicos la PVU de un 
retrovirus murino, en los cuales la actividad glucolitica de la PVU permite la absorción a la 
membrana; por esta metodología demostraron que el cambio de la especificidad en la 
actividad glucolítica de lo PVU, cambia la especificidad celular; se han reportado 
observaciones similares con el virus de la influenza, el cual se une a residuos de ácido 
siálico en la membrana de las células blanco; el cambio de un aminoácido en la PVU 
modifica la especificidad por el carbohidrato al que se une en la membrana plasmática 
(61). 

'J •' RecepTORes pARA vi Rus 
La primera interacción que se establece entre el virus y su célula blanco es la unión a 

la membrana, esta primera interacción está mediada por receptores celulares para el virus 
siendo la naturaleza de estos receptores la que determinará la forma en que el virus (su 
genoma) será internalizado (38); por ejemplo, dependiendo del origen y tipo de célula 
blanco algunos virus pueden llevar a cabo diversos tipos de internalización lo cual es reAejo 
de diferencias intrínsecas de los receptores en las membranas de esas células; así, los 
Ravivirus infectan a células de mosquito principalmente mediante la interacción de sus 
membranas, mientras quo en células de mamífero la intemalizadón parece estar mediada 
por un receptor celular (62). Aunque está claro que la presencio de receptores celulares es 
uno de los elementos que determinan el tropismo de algunos virus, su distribución en los 
tejidos no siempre correlaciona con la localización de los sitios de replicación del virus 
(38,63); 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 coso de algunos rotravirus 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 unión a una célula 
puede establecer una relación evolutiva conservada (38,70). 

La naturaleza química de los receptores celulares es diversa e incluye azúcares 
simples o complejos, glicolípidos, fosfolípidos y glicoproteínas (71-76). Aunque la 
caracterización estructural y fisicoquimica de la interacción virus-receptor se ha hecho en 
gran parte, utilizando sistemas virus-azúcar, actualmente se considera que los fenómenos 
relacionados con la unión de los virus a las proteínas celulares explican mejor la 
patogénesis viral, basicamenle por dos razonas; a) la expresión do una proteina de 
membrana plasmática está regulada a varios niveles y este hecho podría inAuir en el efecto 
que ejercen sobre el tropismo viral los factores del huésped (19,38) y b) algunos receptores 
realizan Funciones de comunicación celular y si éstos son susceptibles de "activarse" por la 
unión del virus, entonces se podrian explicar algunos fenómenos donde la rcplicaci6n viral o 
la respuesta inmune del huésped parece no ser el aventa principal en la patogónesis (77), 
por ejemplo, una cepa defectiva del f·Mul V provoca eritroleucemia en el ratón, la unión de 
este virus e eritroblostos se lleva a cabo a través de receptores para eritropoyctina y se sabe 
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que la uni6n del virus promueve la prolileraci6n de eritroblastos de la misma monera en que 
lo hace la eritropoyetina, por lo que es posible que la uni6n promueva la eritroleucemia 
(78). Por esto, es importante aislar y caracterizar las protelnas celulares que especilicamente 
unen virus; en la Tabla 1 se muestran los receptores celulares conocidos para algunos virus, 
asl como las funciones que naturalmente tienen estas protelnas en las células. 

T AblA 1.- RECEPTORES PARA vi Rus PRESENTES (PROTEÍNAS} EN IA MEMbRANA cdulAn. 

Virus ·--- PMrlkDal Función Celuku 
Poliovirus PVR 100 desconocida 
Rhinovirus ICAM·l 95 Adhosi6n inlercolulor 
Semliki foros! H·2IK.Dl/HIA{A,BI M Reconocimionlo celular 
LDHV la 30·33 Roconocimlcnto celular 
HIV CD4/C026 SB/120 Roconodmienlo celular 
Epstoin·Barr CD21 140 Receator oara C3d 
"ilomORolovirus 1 P2·Mi=olobolina 12 Reconocimiento celuar 
Visna la 30·33 Reconocimiento ·celular 
Sarampi6n C046 58·68 Activación de complemento 
~HV Antígeno 110 Antlgono do diferonciad6n 

carcinoombrionario 
Rabia R---lor nicotínico 280 Recector oara ocotilcolino 
Reovi11Js tipo 3 Receptor P·adrenorgico 67 Rocoplor para nor 

adrenalina 
IVaccinia EGF·R lBO Receptor para el Íodor do 

crecimiento del ooidonno. 
F·MulV EPO·R 62·64 Receptor paro 

oritronnvntina 
Hepa~tis B" lgA·R BO Recoptor pa.a lgA 

IPDlimérica 
MulV·E/GAlV T ronsportodor y+ 67 Translocador do 

aminoácidos cati6nicos 
ECH0-1 lntcgrino VLA·2 120·210y Receptor paro matriz 

13nlRI extracolular 
Sindbis.J Receptor de alta afinidad 67 Receptor para matriz 

para laminina extrocolular 
ITGEV/HCV Aminopeptidasa N 150 Edo·enzima 
lCMV desconocido 120·140 desconocida 
ITMEV desconocido 3d desconocida 
FelV·A desconocido 135·140 desconocida 
[Adenovirus desconocido 3d·42 y78 desconocida 
Coxsakie4 Ro· a 50 desconocida 
Palvoma desconocido 50·95 desconocida 
BVDV desconocido 50 desconocida 
HTlV·l desconocido 31·70 desconocida 

l• Tamb1én se ha roportodo un rocoplor do 30/3.d kDa en fibroblaslos humanos (109). 
2• También so ha reportado un receptor de 35 kDa en hopalocitos humanos (11 O). 
3• También,. ha reportada un roceplor do 74/100 kDa en c6lulas NG108· 15 1111). 
4• También sa ha reportado un roceplar do 275 kDa en clilula, HoUi 11121. 

Relerondos 
BO,Bl 
8283 
84 
as 
66,67,86 
87 
8B 
89 
90 
91 

92 
93 

94 

78 

95 

96,97 

98 

99 

100,101 
102 
103 79------
104 
105 
106 
107 
108 
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vi.u1 
las estrategias metodológicas m6s frecuentemente utilizadas para la caracterización 

de receptores celulares parten de la demostración de que exista una molécula presente en la 
membrana de las células sensibles a la infección viral y que este ausente en las células no 
sensibles, la cual se puede realizar par tres enfoques: 

1) Primero se realizan experimentos de unión del virus (ó PVU) con la célula blanco, 
seguidos de la recuperación del complejo virus-receptor por inmunoprecipitación (77); esta 
metodología presenta dos problemas, en primer lugar no siempre la unión virus receptor es 
estable en las condiciones de concentración do detergente y fuerza iónioo del amortiguador 
de precipitación; para solventar este problema se han utilizado reactivos entrecruzadores 
que estabilizan la interacción al formar enlaces covalentes intermoleculares, sin embargo, 
esta modificación introduce otro tipo de problema como es la especificidad del complejo 
formado o lo posterior disociación del complejo con objeto de caracterizar la proleina 
entrecruzada (79). En segundo lugar, el rendimiento de las reacciones de 
inmunoprecipitación es relativamente bajo y complica la purificación del receptor. 

2) Se han utilizado anticuerpos antHdiotipo generados contra anticuerpos 
neutralizantes anti-virus como ligandos del receptor celular en una cramalografia de 
afinidad (93,99, 11O,111 ); ya que el epílope de neutralización es el sitio de la PVU que 
interactúa con el receptor celular, los anticuerpos contra el idiotipo del anticuerpo 
neutralizante representan la imagen del sitio de unión al receptor celular, por lo que estos 
anticuerpos se pueden acoplar a un soporte de cromatografía. De esta forma la elución del 
receptor de la columna es relativamente sencilla y el rendimiento en la purificación del 
receptor se incrementa; sin embargo, esta metodologia esló limitada por el hecho de que no 
siempre el epitope de neutralización es el sitio de unión al receptor celular (58, 113). 

Cuando se sobe que la PVU es solo una proteína del virión, una variante del 
procedimiento descrito anteriormente es la utilización de la proleina viral como ligando en 
la cromalografia ( 104); el problema es la obtención de PVU en una cantidad suficiente 
para acoplarla a una columna, no obstante, actualmente por medio de técnicas de DNA 
recombina!~ se pueden obtener cantidades suficientes de una protefna expresada en 
sistemas eucariotes. 

3) El enfoque utilizado con mayor éxito en el aislamiento de receptores virales se 
basa en la obtención de anticuerpos monoclonales contra protefnas de membrana 
plasmática celular que tengan la habilidad de bloquear la unión del virus a la célula blanco 
(90,98-101); se asume que cualquier anticuerpo que bloquee la infección viral, será un 
anticuerpo contra el receptor viral (aunque esto último puede ser discutible). Estos 
anticuerpos son utilizados en la purificación del receptor celular y en ensayos do 
inmunohistoqulmica tendientes a establecer la correlación entre la distribución de receptores 
y los hallazgos patológioos asociados en infecciones in vivo (76). 

Existen otras metodologfas enfocadas a proporcionar evidencias de la existencia de 
receptores protefnicos sin que ello implique el aislamiento de la molécula; por ejemplo, el 
virus de la polio infecta exclusivamente células de primales así que se puede localizar el sitio 
del cromosoma en donde reside la sensibilidad por medio de la generación de 
heterocarionles entre células de ratón y humanas; si se sigue mapeando, se puede tener una 
idea bastante apraximada de la identidad del gen, de hecho, de esta manera se definió el 
primer receptor celular para un virus, el receptor para polio (113, 114). 
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El ensayo de unión en fase sólida conocido por 'virus overlay protein blof assay, 
VOPBA" (89, 1O1, 102, 108) utiliza proteinas que se extraen de tejidos o células sensibles y 
se soparan por SDS-PAGE, posteriormente son transferidas a un soporte do nitrocelulosa, el 
cual se incuba con el virus y la unión del virus al receptor se puede evidenciar por medio de 
anticuerpos dirigidos contra el virus. Una objeción a esta técnica es que la preservación del 
sitio de unión en la proteína celular en las condiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE es 
bastante cuestionable, sin embargo uno de los receptores para virus mejor caracterizados, 
el del virus de la hepatitis murina, fue detectado precisamente por esta metodología ( 115). 

Uno de los objetivos al aislar y caracterizar el receptor celular es el de clonar y 
expresar el gen que lo codifica en sistemas eucariotes (96, 97, 116); con este material se 
pueden realizar experimentos de transfección en células resistentes con el fin de conferi~es 
sensibilidad a la infección. No obstante, aún con toda esta información el análisis del 
tropismo viral mediado por receptores celulares está lejos de ser concluyente; por ejemplo, 
mediante el uso de diversas metodologías, se estableció que una molécula relacionada con 
la familia del antigeno corcino-embrionario es el receptor celular para el MHV (116); sin 
embargo, recientemente se ha reportado que otros factores puaden estar involucrados en el 
tropismo ya que los animales resistentes o la infección por MHV, expresan funcionalmente al 
receptor (117) y por otro lado, algunas células sensibles a la infección no lo expresan 
( 118); perlo que se ha postulado la existencia de un segundo receptor (119); no obstante, 
es posible que modificaciones post-traduccionales en la molécula del receptor influencien la 
especificidad. 
J.2 ... AspecTos ciNÉTicos dE IA. iNTERA.ccióN viRus-RECEpTOR 

Desde el punto do vista fisicoquímico la interacción virus· receptor es poco conocida 
por lo que no se ha podido desarrollar un modelo cinético general (62,77, 120, 121 J. Antes 
de describir los modelos descritos a la fecha, es conveniente precisar algunos conceptos; 
como ya se mencionó la molécula en el viri6n que sirve de enlace con el receptor celular 
(Unidad del Receptor Celular, URCJ es la PVU y la estructura que contiene uno o m6s URC y 
que une e~tivamente al virión se llama Sitio Receptor Celular (SRCJ; es pertinente hacer la 
distinción entre URC y SRC pues ambos conceptos surgen de supuestos cinéticos diferentes, a 
'saber: a) Existen más URC que SRC en la célula; bJ la avidez de SRC para un virus es mayor 
que la afinidad del URC y cJ El reclutamiento de URC en SRC provoca cambios en el 
movimiento y tal vez, en la composición lipídica local de la membrana celular. De hecho, se 
considera que mientras la unión del virus a la URC es monovalente, fa formación del SRC es 
resultado de interacciones multivolenlos (62). Existen tres modelos cinéticos que representan 
la unión del virus a la célula, éstos se presentan en la figura 2 (121 J. 

El primer modelo (fig.2a) tiene como reacción de equilibrio: 

k 1 k2 
F a....__~ 1 

k.1 -............. 
A 

donde F, es la fracción de virus libre; 8, es la fracción de virus unido; l, la fracción de virus 
internalizado; A, la fracción de virus que se inactiva durante la unión y k representa la 
constante de equilibrio de cada reacción, con el subíndice menos para cada reacción 
reversa. la constante de afinidad (Ka) se expresa en los siguientes términos: 
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Ka = k.1 /(k1 )(k2) 

esta ecuación es valida suponiendo que solo una pequeña porci6n del virus se inactiva y 
que la reacción de intemalización es un proceso irreversible (62,120,121). la cinética 
muestra un proceso de seudo·primer orden comparable con la reacci6n enzima·sustrato 
(62). Este modelo predice una alta dependencia con la densidad de receptores, y se lleva a 
cabo cuando el número de receptores es relativamente pequeño. Esto tiene implicaciones 
biológicas importantes ya que en este caso la Ka debe de sor alta para sostener la infección 
en un medio diluido, por ejemplo, la circulaci6n sistémica en un organismo vivo (ver el caso 
de rhinovirus y HIV, Tabla 2); in vitro, donde la concentraci6n de virus puede llegar a ser 
alta (de más de 300 particulas virales por célula), la reacción solo se ve limitada por la 
difusión de la par!icula viral a la membrana celular. 

~~~ 

~L ~~ ~~ 
a - b - e .... 
·S6kllrA~~ -~~ -~,,........... 

•f'enciwll•~ -~~ ·~CICnllltlee 

FiqURA 2 ... Moddos dE iNTERAccióN vinus-dlulA. lnloracci6n monovalente (o); inleracci6n multivalenlo 
(b) o inlcracci6n multiva\cnle con rostricci6n csl6rica. En las gráficos so muestra lo unido (U) contra la fracción 
unido/libre (U/l). Modificado do lo referencia 121. 

El segundo y tercer modelos (fig.2b y 2c respectivamente) parlen del hecho de que 
los virones poseen múltiples copias de la PVU en su superficie y ello promueve la formación 
de enlaces multivalentes con los receptores celulares; la ecuación de estado que define el 
equilibrio, en ambos casos, es lo siguiente: 

kJ k2 kn+l 

Frs1-k s2 ..... a" - t 
·1 -2 ~ 

A 

donde B 1, 82 ... y Bn son los estados de unión del virus a la membrana celular y que 
corresponden a la unión de una molécula (B 1 ), a dos moléculas (B2) hasta n moléculas del 
receptor (Bn). El segundo modelo propone una saturación de receptores por la formación de 
enlaces multivalentes, en este caso la Ka se calcula suponiendo prácticamente nulos los 
electos de difusión lateral de los receptores en la membrana y su estado de fluidez 
(62, 120, 121 ); la cinética muestra una cooperatividad negativa, sin embargo, ésta se debe 
tomar con precaución ya que otros mecanismos como la unión monovalente combinada con 
la unión inespecífico o la presencia de dos poblaciones de receptores en la membrana, 
pueden provocar el electo de cooperatividad negativa (121 ). la expresión matemótica de la 
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'Ka en estos casos es compleja. El tercer modelo supone uno saturaci6n espacial de los 
receptores por unión multivalente; la diferencia con al anterior modelo es que mientras en el 
segundo la limitante as el número de receptores, en este la limitante es el número de enlaces 
posibles entre los receptores y las PVU en la partícula viral; como es evidente en este caso, la 
afinidad de la interacción, depende únicamente del área afectiva de unión a la membrana, 
la cual se define tanto por el número de PVU que se encuentran en el plano apropiado de 
interacción con los receptores celulares como por la propia superficie de la membrana 
celular ( 1 21). En ambos modelos la formación de enlaces multivalentes provoca un ligero 
aumento de la afinidad, sin embargo, en estos casos la unión se ve favorecida por el alto 
número de receptores celulares (ver el caso de baculovirus y SFV en la Tablo 2); esto podría 
explicar la idea de que los virus que se unen con una relativamente ba¡a afinidad a sus 
células blanco, tienen una alta densidad de receptores celulares y si osto es asl, los 
receptores en estas células deben de ser moléculas ubicuas y simples como los azúcares o 
lípidos (38, 121). 

En general la afinidad de la interacción virus-receptor celular es alta. Esto se debe en 
gran medida a la capacidad de los virus de formar enlaces muhivalentes con sus receptores 
celulares; la Tabla 2 muestra una comparación de las constantes de afinidad de diversos 
sistemas biológicos. El hecho de que la interacción virus-célula tenga una afinidad de por lo 

TAblA 11.- CoMpARACÍÓN de IA CONSTANTE de AfiNidAd (KA) y LA deNsidAd 
d d'f ' b' 1 • • I' d / E SITIOS RECEPTORES EN 1 ERENTES SISTEMAS 10 oq1cos 1qAN o RECEPTOR. 

Sistema Kaª Kaib Densidad< Rofenencia 

Ligando/roccotor (M-1) (Ka/cel) (rc/cell 

lisozima/ sustrato 103 .. .. 122 

Anticuerpo/ antígeno 105.¡olO .. .. 123 

Toxina cólera/célula 109 .. -- 12A 

lg E/mastocito 109 1016 Ax104 125 

FMDV /célula 5x1012 >1016 .. 126 

Rinovirus 1 A/ célula Ax108 2x1010 104 121 

Adenovirus 2/ célula 107.108 .. 1o4 121 

Baculovirus/ célula 10A-105 106 105-107 121 

VSV/célula 106 .. 3xlo5 121 

SFV/célula 107 >107 106 SA,121 

HIV/célula 109 .. 3x103 127 
.. 

a= Constante de afinidad expresada en 1 /mol. 
b= Constante de afinidad total, debida a interacción multivolente, expresada como lo 
Ka/célula. 
c= Densidad de sitios receptores, expresada como número de sitios receptoras/célula. 

menos tres órdenes de magnitud mayor que la afinidad de la interacción ligando·recaptor 
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eslablece una limitante metodológica en la caracterización de los receptores para virus, pues 
cualquier ensayo en el que se pretenda competir un ligando monovalente contra un virus 
fallará por el hecho de que no se podrán establecer las condiciones de equilibrio necesarias 
para detectar la unión especifico; en otras palabras, la interacción virus-célula es, en 
comparación a la del ligando monovalente· receptor, prácticamente irreversible. 

La unión del virus a la membrana es un fenómeno relativamente insensible a la 
temperatura; la cual, en todo caso, inRuye en la difusión del virus al modificar ligeramente 
la viscosidad del medio de cultivo (62, 1 211. No obstanto, la unión se puede llevar a cabo a 
4ºC y se estima que la tasa do unión se incrementa entre 1.3 y 2 veces por cado 1 OºC en el 
rango de 10° a 40ºC según el tipo de virus (62); asl mismo, el pH del medio puede 
influenciar la interacción en dos formas; varios grupos han reportado que cuando el pH del 
medio extracelular es ácido, la interacción virus·célula que se Favorece es la fusión de 
membranas y esto ha pennitido proponer que los virus que son internalizados por 
endocitosis mediada por receptores se desnudan fusionando su membrana con la del 
endosoma cuando en esta vesícula disminuye el pH (128); por otro lado, el pH puede 
modificar la conformación de la PVU, uno de los ejemplos más conocidos es la 
hemaglutinación por Ravivirus, los cuales aglutinan eritrocitos de ganso en el rango de pH 6 
a 7.5, siendo una característica de cada serotipo el pH óptimo de hemaglutinación (5). 

Finalmente , se ha debatido mucho el papel que juegan los lípidos en la unión del 
virus a la célula; aunque no hay una posición de consenso, parece que la composición local 
de lípidos tiene una iníluencia más determinante on los eventos posteriores a la unión que en 
la unión misma (129). 

4.- EFEcro dE los viRus EN IA sÍNTEsis dE pnoTEÍNAS cdul..RES. 
Después de la uni6n e intemalización del virus éste compile con el aparato de 

transcripción y traducción celular para formar nuevos viriones, lo que puede provocar 
cambios sutiles en la expresión de genes celulares y fenómenos de supresión de algunas 
funciones celulares (síntesis de proteínas celulares, DNA, ele.). A continuación se describen 
algunos de estos fenómenos 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 transcripción de sus genomas (130). En este contexto se han 
descrito los siguiente fenómenos: 1} Inhibición de la transcripción celular, ya sea por 
inhibición de la RNA polimerasa ti o porque la RNA polimerasa viral sea más eficiente en 
utilizar los abastos celulores de ribonucleótidos trifosfato; otra forma de inhibir la 
lranscripción celular es la generación de un intermediario viral que bloquee la elongación 
de las cadenas nacientes de RNA heteronuclear como se ha descrito en el caso de VSV 
( 131 ); 2) Estimulación de la actividad transcripcional celular por factores virales contenidos 
en el virión; algunos virus, como el HSV, tienen una proteína estructural que interactua con 
factores do transcripción como el OTF-1 que aumenta la transcripción de los genes 
tempranos et virales (132); 31 Modificacíón en lo actividad de los factores de transcripción 
celulares, ya sea porque los productos virales modulen el estado de fosforilación de factores 
de transcripción celulares • y con ello modulen la actividad del factor de transcripción - o 
porque actúen en conjunto con factores celulares que transactiven genes virales o 
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transrepriman genes celulares ( 132); 4) lnducci6n o expresión de factores que se unen a 
DNA; se hon descrito diversos factores virolas que se unen al DNA celular ya sea como 
productos de oncogenes, o bien análogos no oncogénicos de factores de transcripción como 
El A en el caso de adenovirus (133). 

Estos fenómenos provocan en la célula infectada, cambios estructurales y 
metabólicos 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 
utilizar las actividades celulares de traducción para la expresión de sus proteínas; sin 
embargo, el hecho de que el RNA viral se encuentre en una proporción extremadamente 
pequeña con respecto al total de mensajeros celulares ha obligado a los virus a desarrollar 
mecanismos que permitan la traducci6n preferencial de sus genomas (130, 135). la 
consecuencia del fenómeno anterior es la supresión de la síntesis de las proteínas de la 
célula hospedera (Shut Off) (136). Aunque no se conoce con certeza el mecanismo por el 
cual la infección viral establece el shut off se ha observado que algunos virus inhiben a la 
RNA polimerasa 11 a través de un producto viral (131 ); por otro lado, se sabe que durante la 
infección viral se altera el equilibrio osmótico de la célula (137), esto ha llevado a proponer 
que el cambio en la concentración iónica del citoplasma induce una disminución en la 
traducción de mensajeros al disminuir la vida media de éstos (137, 138). 

En algunos casos la supresión de la sintesis de proteinos no es total; se piensa que 
asi como el RNA viral es mas resistente a los cambios ionices, ciertos RNA mensajeros 
celulares pueden resistir y potenciar su expresión (137). Desde luego, el estudio de estos 
fenómenos tienen mayor relevancia en células excitables en donde la transducción de 
señales y la expresión selectiva de proteinas no asociada a factores de transcripción virales, 
pueden modificar sustancialmente el comportamiento celular. 

Un tema poco estudiado es la modificaci6n del patrón de transcripción celular 
asociado con la unión del virus a la célula. En el caso del virus Epstein·Barr, la unión a su 
receptor (CD.211 en linfocitos B inmaduros promueve su diferenciación in vitro ( 139); el 
retrovirus F·Mul V promueve la expresi6n de hemoglobina en mioblastos al unirse a su 
receptor (78). Aparentemente la unión del virus a su receptor transduce una señal que 
induce una cascada de segundos mensajeros que promueve cambios celulares. A este 
respecto, el HSV provoca la activaci6n especifica de la proteína cinasa dependiente de 
diacilglicerol/Ca++ (PKC) y el HCMV induce la activaci6n de los proto·oncogenes fos y jun, 
por un mecanismo en el cual pueden intervenir la PKC y la proteína cinasa dependiente de 
Ca"/Calmodulina (PKA) (140,141). 
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HIPOTESIS 

los virus que pertenecen a la Familia Flaviviridae tienen diversos patrones de 

neurovirulencia que se ha observado en humanos y en animales de experimentación. Esta 

diversidad puede depender de la presencia de factores de la célula, tales como los 

receptores para virus o factores que regulan la expresión o estabilidad del RNA viral. Hoy 

evidencias experimentales que sugieren la participación de receptores para virus en células 

neuronales de ratón; sin embargo, no se tiene evidencia directa de este fenómeno. La 

hipótesis del presento trabajo se 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 inmunocitoquímica no sólo por su 

contenido en neurotransmisores sino por la expresión de algunas profeinas cuya sintesis 

depende del estado de maduración celular; los ensayos de inmunoAuorescencia con doble 

Auorocromo pcrmitirón delimitar el tipo de neuronas sensibles a la infección. Ademós, si la 

infección está mediada por un receptor en la membrana, el tratamiento de las células con 

enzimas que destruyan al receptor, impedirá la infección; por otro lado, los ensayos de 

unión en fase sólida permitirón conocer la naturaleza del receptor que une al virus. 

OBJETIVOS 

los objetivos de este trabajo son los siguientes: 

1.- Caracterizar las células susceptibles a la infección por el virus dengue serotipo 2 
NGC en cultivos primarios de cerobro do ratón. 

2.- Analizar la infección por el virus en células de neuroblasloma de ratón. 

3.- Analizar la posibilidad de que la infección por el virus dengue en células de 
neuroblasloma de rat6n sea mediac;la por un receptor en la membrana celular. 
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MATERIALES Y METODOS 

VIRUS.· En todos los experimentos se utilizó la cepa prototipo Nueva Guinea C del 
serotipo 2 del virus dengue (DEN 2 NGC), la cual se aisló del suero de un paciente con 
diagnóstico de dengue clásico 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 tiene 
por lo menos 37 pases en cerebro de ratón lactante y 6 en células de mosquito TRA·284. 
Antes de usarlo, el stock de virus se pasó 2 veces en cerebro de ratón recién nacido y se 
expandió en células TRA·284 una voz. las células infectadas se lisoron, por 1 O ciclos de 
congelación y descongelación; el lisado se clarificó por centrifugación a 1 O,OOOxg a 4°C 
por 30 min. Al sobrenadante se agregó suero de ternera a una concentración final de 30 % 
(v/v) y se conservó en congelación a ·70°C. El virus se tituló mediante la técnica de placa 
lítica en células LLC·MK2 (142). En algunos experimentos el lisado celular infectado se 
concentró con el sistema Ultrafree LGC (Millipore Bedlord, MA) o bien por precipitación con 
polietilenglicol (PEG) de acuerdo al método descrito por Gould & Clegg (143), de la 
siguiente manera: el virus so precipitó con NaCI y PEG 6000 (Sigma PM 6,000) hasta una 
concentración de 0.5 M y 7% (p/v) respectivamente, con agitación en frío durante 2 h a 4° 
C en la obscuridad y el virus so obtuvo por centrifugación a 10,000xg por 30 min a 4°C ; 
el paquete se resuspendió en amortiguador TGEN (Tris·HCI 50 mM pH 7.5, Glicina 0.2 M, 
EDTA lmM, NaCI 0.1 M) y se volvió a centrifugar o 10,000xg por 5 mino 4ºC, el 
sobrenodonte se colocó en un gradiente discontinuo de sacarosa (20 y 50 %) en TGEN y se 
centrifugó a 100,000xg por 3 h o 4°C; el virus se recuperó de la interlose del gradiente; lo 
sacarosa se eliminó por diálisis contra el amortiguador TGEN y al concentrado viral se le 
agregó albúmina serico bovina (ASB) o una concentración final de 1 O % (p/v) y se 
almacenó a ·70°C hasta su uso. 

CULTIVO PRIMARIO DE CHULAS DE CEREBRO DE EMBRION DE 
RATON.· Ei cultivo se realizó según lo técnico descrito por Sotclo y cols, (1 M). A 
embriones de 12 días se les amputó lo región cefálica, los cuales se colocaron en medio # 1 
de cultivo (DMEM suplementado con 10% de suero letal bovino, 10% de suero de caballo 
inoctivodo o 56°C por 30 min., dextrosa 1 %, Insulina cristalino 80 U/mi, NoHC03 1.5 g/I, 
L·glutomino 0.2 mM y mezcla de antibióticos) el cual se preincubó o 37°C en atmósfera de 
5% de C02. El tejido se disgregó suavemente posándolo o través de agujas de diferentes 
calibres; las células se resuspondieron en medio de cultivo # 1 o una densidad de 105 

células/mi y se sembraron en placas de 6 pozos los cuales so incubaron o 37ºC en 
atmósfera de 5% de C02. Después de 7 dias de cultivo, el medio se reemplazó por medio 
de cultivo # 2 (medio de cultivo # 1 sin suero fetal bovino, con 20% de suero de caballo y 
10 mg/ml citosil arobinosido, este último de Sigma) y se continuó lo incubación por tres 

·días más. 

LINEAS CELULARES.· Lo Tablo 111 muestra el tipo y los corocteristicos de los células 
utilizados en este trabajo. las células 3T3 Bolb \c, Neuro 2a, PCl 2 y C6 se obtuvieron del 
American Type Culture Collection (Rockville, MD) y los células Nl E· 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 glucoso/HEPES 20 mM (GIBCO, Gaithersburg,MD) suplementado con 
10% de suero letal bovino (GIBCO, Gailhersburg,MD) o 5% de suero de ternera (IN VITRO, 
México D.F.) para las células 3T3 Balb\c y Penicilina·Estreplomicina (100 Ul/ml y 100 µ 
g/ml respectivamente); al medio para las células NCB 20 se le adicionó mezcla de 
Hipoxantina, Aminoplerina y Timidina (0.1 mM, 0.4 µM y 0.1 mM respectivamente! y al 
medio de cultivo de las células N 1E·115 se añadió 10% de suero de caballo y 2.5% de 
suero de lomera (IN VITRO, México D.F.). 

TAblA 111.- LÍNEAS cdulARES UTiliZAdAS EN ESTE TRAhAjo. 

CELUlA ORIGEN ESPECIE COMENTARIOS 
Neurogénicas: 
Neuro 2A Neuroblaslo Ratón Clona no secretora del neuroblasloma 

C1300. 
N1E·115 Neuroblaslo Ratón Clona noradrenérgica del neuroblasloma 

Cl 300. Son estimuladas a diferenciación 
con DMSO o dbAMPc. 

NCB 20 Neuroblaslo R+Hl Htbrido de Fusión por virus SF de NG108· 
15 con cerebro de hamsler. 

PC 12 Neurablaslo Ratón Clona dopaminérgica de leocromociloma 
murino. Son estimuladas a diferenciaci6n 
con NGF. 

Otras: 
C6 Glia radial Ratón Clona de astrocitoma murino. 
3T3 Balb\c Fibroblaslo Ratón Se utiliza para ensayos de lranslección. 
LLC·MK2 Epitelio Simio Se utiliza para cuantificar virus en 

ensayos de placa litica. 
TRA 284 Epitelio Mosquito Aislamiento y amplificación del virus 

deni:1ue. 

1 Hibrido ralón·hamsler 

INFECCION DE CULTIVOS CELUlARES.· Se retiró el medio da cultivo y se lavó 2 
veces con solución HBSS (KCI 5 mM, KH2P04 0.3 mM, NaCI 138 mM, NaHP04 0.3 mM, 
CaCl2 1.3 mM, MgS04 0.4 mM, pH 7.5); el virus se diluyó en HBSS-ASB 1% (p/v) y se 
agregó a 1 O, 1 o 0.1 unidades formadoras de placa/célula (MOi) según fuera el caso, 
luego se incubó en atmósfera de 5% de C02 por 1 h a 37°C; finalmente, se retiró esta 
solución y se agregó medio de cultivo fresco. Las células se incubaron durante 3, 5 6 7 dios, 
según el experimento. Los cultivos primarios se infectaron con aproximadamente 106 

unidades Formadoras de placa/pozo. 

ANTICUERPOS.· Los anticuerpos que se utilizaron fueron los siguienles:anti-DBH 
(Dopamina Jl·hidroxilasaJ, anti·ChaT (Colina acetil lranslerasa), anli·Serolonina, anti· 
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Histamina, anti·GABA (ácido. gamma aminobutirico) y anti· NSE (Enolasa especifica de 
neurona) los cuales se obtuvieron de \NCSTAR (Syllwater.MN); anti· Sinaptofisina Clona SY 
38 y anti· p Tubulina (Boehringer· Mannheim, Mannhein,RFA); anti· Actina y anti· NFH 
(Neurofilamentos de alto peso molecular) (Sigma, St.Louis,MO); anti· rblg·FITC (anti· 
\nmunoglobulina de conejo conjugada con isotiocianao de Auoresceina). anti· rblg·TxR 
(antHnmunoglobulina de conejo conjugada con rojo Texas), anti· molg·FITC (anti· 
lnmunoglobulina de ratón conjugada con isotiocianao de Auoresceina), anti· mo\g·TxR (anti· 
lnmunoglobulina de ratón conjugada con rojo Texas), anti· molg·HRP (antHnmunoglobulina 
de ratón conjugada con Peroxidasa de rábano), anthblg·HRP (antHnmunoglobulina de 
conejo conjugada con Peroxidasa de rábano), anti· mo\g·biotina (anti·lnmunoglobulina de 
ratón conjugada con biotina), S·B·HRP (complejo Streptavidina· Biotina· Peroxidasa de 
rábano), todos ellos de Amersham (Amersham UK). Los anticuorpos so utilizaron a las 
concentraciones recomendadas por los proveedores. El anticuerpo anti· PGFA (Proteína glial 
fibrilar ácida) fue proporcionado por el Dr. J. Sotelo (INNyN, México D.F.)(16). 

Se utilizaron tres tipos de anticuerpos contra el virus dengue; 1} suero humano 
hiperinmune contra dengue conjugado a isotiocianato de Auoresceina (conjugado directo), 
el cual es una mezcla de sueros con títulos altos (inhibición de la hemaglutinación) de 
anticuerpos contra el virus dengue ( 142); el título para inmunoAuorescencia del lote 
proporcionado por el Dr. G.Kuno (CDC San Juan Laboratorios, PR) fuá 1: 100; 2) anticuerpo 
policlonal anti·dengue obtenido de líquido de ascitis hiperinmuno de ratón inmunizado con 
una mezcla de suspensiones virales de los serotipos 1 y 2 del virus dengue, el título por 
EL\SA fue mayor a l :4,000 y fue proporcionado por J.L.lmbert (Centro de Investigaciones 
Microbiológicas,UAP. Puebla, México); 3) anticuerpo monoclonal 3H5 contra el serotipo 2 
que fue proporcionado por el Dr. D. Gubler (CDC, Fort Collins,CO) la dilución de trabajo 
recomendada para inmunoAuorescencia indirecta fue de 1: 1 O. 

INMUNOFLOURESCENCIA.· Las células se fijaron en acetona por l O mina ·20°C; en 
algunos experimentos las células se fijaron con p·formaldehído (Sigma) al 4% en Solución 
balanceada de fosfatos (PBS) 10 mM pH 7.4 y se permeabilizaron con metano! absoluto 
durante 1 O min a ·20"C. Las preparaciones se incubaron por 15 min a temperatura 
ambiente con una solución al 10% de suero de ternera en PBS ; posteriormente se agregó el 
primer.anticuerpo diluido en ASB 0.1 % (p/v)·Triton X l OO(Bio·Rad)·PBS y se incubó por l h 
a 37ºC en cámara húmeda. Las muestras se lavaron 4 veces con ASB 0.1 %·PBS, se agregó 
el segundo anticuerpo y se incubó por 1 ha 37°C. Cuando se realizó la inmunoíluorescencia 
con doble Auorocromo 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/ratón); los anticuerpos anti-especie acoplados a lsotiocianato de 
Fluoresceina ó Rojo Texas también se agregaron al mismo tiempo, en ambos casos 
respetando las concentraciones de anticuerpo optimas para el ensayo. Cuando ambos 
"primeros" anticuerpos procedían de ratón se siguio el siguiente protocolo: el anticuerpo 
contra el virus se agregó primero, posteriormente se agregó el anticuerpo antHg de ratón 
conjugado a lsotiocinato de Auoresceina concentrado 3 veces, a continuación se agregó el 
anticuerpo contra el marcador de la neurona, seguido de un anticuerpo anti-\g de ratón 
acoplado a biotina y finalmente se añadio estreptavidina conjugada a Sulforodamina l 00 
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{Boehringer·Mannhein). Las preparaciones se montaron en Elvanol {Elvanol 51-05 13% p/v· 
Glicerol 33% p/v·Tris·HCI 24 mM pH B.5). los experimentos control se realizaron con suero 
no inmune de ratón o de conejo. 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.· los cultivos primarios de neuronas se 
cosecharon después de 3 dios de infección y los células se solubilizaron en frie en 
amortiguador de lisis {Tris·HCI 1.25 mM pH 6.B, SOS 1% p/v, PMSF 1 mM, Aprotinina 100 
KIU/ml); la cantidad de protelna se determinó por el método de lowry {145). Las muestras 
se separaron en geles de SDS·PAGE de 12% o 7.5% de acrilamida según el sistema 
discontinuo de Laemmli {146). Las protelnas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 
siguiendo la técnica descrita por Towbin {1.47). Las membranas de nitrocelulosa se 
bloqueron durante 2 ha 37°C con ASB 30% p/v· Tween 20 0.2% v/v· PBS 10 mM pH 7.4 
se lavaron 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 1 Oh a 4°C con anti·p3B, anti·NfH ó anti·P Tubulina diluidos en 
Tween·PBS; después de lavar 3 veces se incubaron por 2 h a 37°C con el segundo 
anticuerpo y se lavaron con Tween·PBS 3 veces 1 O min y 2 veces con PBS 1 O mM pH 7.4 
durante 1 O min cada vez. Las membranas de nitrocelulosa se rovelaron utilizando el sistema 
de quimioluminisencia ECL (Amersham UK.) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

TRATAMIENTO ENZIMATICO DE CELUlAS Nl E-1 H.· Se crecieron células 
NlE· 115 en placas de 24 pozos y se trataron con Tripsina (Sigma) al 0.075% (p/v) en 
HBSS durante 15 mina 37°C, con 150 mU/ml de Neurcminidasa tipo V {de C. perfringens, 
Sigma) por 1 ha 37ºC y con 1 O mU/ml de Endo H (Boehringer·Mannhein) durante 12 ha 
37°C en atmósfera de 5% de C02; después las células se lavaron 3 veces con HBSS frio y se 
infectaron con el virus a una MOi de 1. El virus se diluyó en una solución de ASB 0.1% p/v· 
HEPES 25 mM· HBSS pH 7.2; después de 1 h de incubación en frio las células se lavaron 3 
veces con HBSS frie, se agregó medio de cultivo completo procalentado a 37°C y se 
incubaron durante 3 y 5 dios a 37°C en atmósfera de 5% do C02. Los cultivos control no se 
frotaron con las enzimas correspondientes. La tripsina so seleccionó porque en el macrófago 
existe un receptor para el virus el cual es sensible a la tripsina (11 ); la neuraminidasa, que 
hidroliza residuos de ácido siálico de N·glicoprotelnas complejas, se utilizó ya que algunos 
virus se unen a receptores que contienen residuos de ácido siálico (61) y, finalmente, a la 
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 absorción a la célula, la monocapa de células tratadas con tripsina o 
células control se dejaron en contacto con el virus según se describió hasta el momento en 
que se agrega el medio a 37°C y las células se cosecharon y homogenizaron en el mismo 
medio; una alicuota de este lisado celular se inoculó a cultivos de células TRA·284 y después 
de 7 dios se detectó al virus por inmunoAuoroscencia. 

ENSAYO DE UNION EN FASE SOLIDA.· Se obtuvieron proteinas de membrana 
plasmática de células NlE-115 y de células 3T3 Balb\c que no son permisibles a la 
infección por el virus dengue, de acuerdo a la t~nica descrita por Takacs & Staehelin (149); 
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aproximadamente 108 células se lavaron en D·PBS fr(o (CaCl2 O. 9 mM, KCI 2.7 mM, 
KH2P04 1.2 mM, MgCl2 0.5 mM, NaCI 138 mM, Na2HP04 B.1 mM, pH 7.2), las células 
se centrifugaron a 1 ,500 rpm por 15 min a 4°C; se midi6 el volúmen del paquete celular y 
se agregó un volúmen igual de los detergentes no iónicos Tween 20 y NP 40 en proporción 
de 7:3 (v/v) esta mezcla se utiliz6 ol 5% en amortiguador TNM (Tris·HCI 20 mM pH 7.3, 
NaCI 145 mM, MgCl2 1.5 mM, Aprotinina 100 KIU/ml, PMSF 1 mMJ. la mezcla se dejó 
reposar en hielo por 15 min, después se agregó sacarosa (50% p/v en TNM) hasta tener 
una concentración final de 3% p/v; la mezcla se trató en frío con un homogenizador de 
vidrio·teAón; la muestra se aplicó a un gradiente discontinuo de sacarosa (32 % y 1 O % p/v 
en TNM), después de centrifugación a 81 ,OOOxg por 1 h a 4°C, las membranas se 
obtuvieron de la interfase del gradiente; la sacarosa se eliminó por dilución en 20 
volúmenes de TNM y por centrifugaci6n a 100,000xg por 1 h a 4°C. las membranas se 
examinaron al microscopio de contraste de fase para verificar que lo preparación no 
estuviera contaminada con núcleos o mitocondrias. Las proteínas de las membranas se 
extrajeron por incubación en una solución do Tritón X· 100 1 % v/v en TNM por 15 mina 4° 
C; la solución se centrifugó a 14,000 rpm en una centrífuga Eppendorf. Se determinó la 
concentración de proteína por el método de Bio·Rad, de acuerdo con las instrucciones del 
proveedor. las protelnas se separaron por electroforésis en SDS·PAGE (laemmli) y se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa según la técnica descrita por Towbin (147). 
la membrana se bloque6 2 ha 37°C con ASB 30% p/v· Tween 20 0.2% v/v· PBS 1 O mM 
pH 7.4 y se lavó 1 O min 3 veces con Tweon 20 0.2% v/v· PBS 1 O mM pH 7.4 (Tween·PBSJ; 
la membrana de nitrocelulosa se incubo con 105 UFP/mm2 por aproximadamente 10 ha 4° 
C con una preparación semipurificada de virus diluido en ABS 1 % p/v· HEPES 20 mM· D 
PBS; después se lavó 3 veces 1 O min cada vez con la misma solución de dilución y 3 veces 
1 O min con Tween·PBS; el anticuerpo contra el virus se agregó diluido 1: 1 O en ABS 0.1 % 
p/v· Tween·PBS (AT·PBSJ y se incubó por 4 h a temperatura ambiente, en algunos 
experimentos se utilizó liquido ascítico hiperinmune y en otros casos se usó anticuerpo 
monoclonal contra el serotipo 2; las membranas de nitrocelulosa se lavaron 3 veces 1 O min 
con Tween·PBS, y se incubaron por 1 h a 37°C con anticuerpo anti-ratón conjugado o 
biotina (Amersham, UK); se lav6 3 veces 1 O min con soluciónTween·PBS y se incubaron 
durante 1 h con [1 251]·Streptavidina (actividad específica 20·40 µCi/mg, Amersham,UKJ a 
una concentración de 0.5 µCi/ml en Tween·PBS; finalmente, se lavaron 5 veces 1 O min con 
Tween·PBS y 2 veces 1 O min con PBS, la membrana se secó al aire en una campana de 
seguridad y se expuse durante 48 ha una película X·Omat (Kodak) a ·70°C. 
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RESULTADOS 

CARACTERiZAcióN de subpoblAcioNE5 NEURONALES 5ENsibles A IA iNfeccióN pon el 
vinus dENGUE senoripo 2 NGC. 

lmbert y colaboradores sugirieron que en los cultivos primarios de cerebro de 
embrión de ratón, habia una subpoblación de neuronas susceptible a la infección por el 
virus dengue (16). Nuestros resultados muestran que los cultivos primarios tienen el máximo 
de neuronas infectadas al séptimo día después de la inoculación, lo que correlaciona con el 
estudio ya citado, las neuronas sensibles a la infección por el virus muestran una 
citoarquitectura similar a la reportada (16). En la figura 3 mostramos que las células que 
expresan el antígeno viral son neuronas ya que este (Auorescencia roja) ya que esta señal se 
colocaliza en células que expresan Neurofilamentos de alto peso molecular (NFH) que son 
marcadores específicos de neuronas (Auorescencia verde), (Figura 3b) y no en aquellas que 
expresan la Proteína Glia Fibrilar Acida (PGFA) que es un marcador especifico de 
astrocitos(figura 3c). 

Un primer enfoque utilizado, fue tratar de definir a la subpoblación neuronal 
sensible a la infección utilizando como marcadoreslos neurotransmisores contenidos en las 
neuronas del cultivo primario (150) , sin embargo estos ensayos proporcionaron poca 
información sobre el tipo de neurona susceptible; en un enfoque alternativo, decidimos 
utilizar algunos marcadores especificas de neurona que a su vez pudieran dar información 
sobre el estado de maduración neuronal ya que está bien documentada la dependencia de 
la infección neurotropica de los ílavivirus con la edad del animal (2,5,9, 10,20). Para lograr 
esto se utilizaron anticuerpos anti-NFH y anti-Sinaptofisina (p3B); estas proteínas tienen un 
patrón característico de expresión dependiente de la sinaptogénesis (152, 153); los NFH se 
expresan principalmente al final de este proceso, mientras que la p38 cambia su patrón de 
distribución celular de predominantemente citoplasmática a predominantemente vesicular al 
final de la sinaptogénesis. 

Los onsayos do inmunocitoquímica con doble Auorocromo, mostraron que el 
anticuerpo marcado con Ruoresceina contra NFH correspondió con la del anticuerpo 
morcado con rojo laxos contra el virus {Figura 3b), sin embargo, no ocurrió lo mismo 
cuando se utilizó el anticuerpo contra anti·p38 (no mostrado) 
ExpnesióN de NFH y pJ8 EN culrivos pnÍMAnios de dlulAs dd SNC de eMhRÍÓN 
de RATÓN ÍNfecrAdos CON d vinus deNque senoripo 2 NGC. 

Las células infectadas mostraron un aumento en la señal Ruorescente con anticuerpos 
anti·NFH y anti·p38. La Figura 4 muestra los patrones de distribución y expresión de ambas 
proteinas en las células no infectadas (Figuras 4a y 4c) y en células infectadas durante tres 
dios (Figuras 4b y 4d). La distribución de los NFH en los cultivos sin infectar es similar a la 
que se observa en células en proceso de maduración, las cuales muestran escosas fibras de 
diámetro pequeño, mientras que en los cultivos infectados su distribución es semejante a la 
de cultivos diferenciados (Figuras 4a y 4b) (153). Por otro lado, en los cultivos sin infectar la 
p38 se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma {Figura Ac) mientras que en los 
infectados se distribuye a lo largo de las prolongaciones celulares (Figura 4d); este patrón es 
característico de las neuronas inmaduras y maduras, respectivamente {152). 
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Figura 3.- lnmunofluorescencia de cultivos g, 
primarios de neuronas infectados con DEN 2 NGC. g.. 

Cultivos primarios de neuronas fueron infectados como se 
describe en materiales y métodos; después de 5 días de 
infección, muestras de estos cultivos se procesaron para 
inmuno fluorescencia con: (a) anti-dengue; (b) 
anti-dengue (rojo) y anti-NFH (verde) ó (c) anti-dengue 
(rojo) y anti-PGFA (verde). Las fotografias fueron 
tomadas a 40X (a) y 64X (b y c). 
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fiGURA 4 ... ExpnesióN de pJB y NFH EN NEURONAS dE cuhivo pRiMARio dE cEREbRo 
dE RATÓN. los neuronas do cultivos primorios no infectados {a y b) e infectados con ol scrolipa 2 {NGC) dal 
virus dc.,guc (5 dios p i ) (e y dJ se procesaron para inmunoAuorcsccnda con anlicucrpos contra NFH (o y e} 
contra p38 (1: y dJ. las fologroÍias se tomaron o un aumc!llo do 40X. 
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La estimaci6n del aumento en la expresi6n de NFH y p38 se realiz6 mediante 
ensayos de electrotransfarencia con proteinas de cultivos control e infectados (figura 5). La 
densitometria de las autorradiografias de los cultivos infectados mostraron un incremento de 
20 a 30 veces en la expresión de la p38, mientras que la de NFH fue de 1 O a 15 veces; este 
incremento no se observ6 en la expresión de p·Tubulina (Figura 5). 

Sinaptofisina lp38) 

Neurofilamentos de alto 
peso molecular (NFHI 

B-Tubulina 

Cultivos 

CONTROL INFECTADOS 

: . -~ - . ''f 

',jhl 

""""' 

•• 
FiquRA :'j., ExpRESÍÓN dE p}8, NFH y (3-TubuliNA EN culTivos pRÍMARÍos dE 
CEREbRo dE RATÓN iNfECTAdos CON d VÍRUS dENGUE. Cultivos primarios de cerebro do embrión 
de rol6n fueren iníectados en los condiciones descritos on Materiales y Métodos con el serolipo 2 (NGC) del 
virus dengue . luego de 5 días dB infueci6n, a los cultivos sin inf.octar {Control) y los infododos (lnfoctado) so 
los agregó solución de lisis; se determinó la concentrcción de protolnos y 10 )Jg de proletna de cada condición 
fueron cargados on gelos de SOS-PAGE y transferidos a membranas do nitrocelulosa. la inmunode!eccíón s.o 
realizó utilizando .segundos anticuerpos con¡ugados a Peroxidasa de r6bano y la rcacci6n se rovcl6 con un kil 
comercia\ de quimioluminisconda (Amersham, UK).So muestran las aulorradiogrofios do las banda$ relevantes. 
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SENsibilidAd dE divERSAS líNEAS cdulAnEs A IA iNF.ccióN pon d vinus dENGUE 
sEnoTipo 2 NCC. 

El estudio de la infección por el virus dengue en cultivos primarios de células 
neuronales es complicado debido principalmente a la heterogeneidad de los tipos 
neuronales y a la variabilidad de cultivo a cultivo. Por esta razón, diversas lineas 
neurogénicas de ratón fueron analizadas para determinar la susceptibilidad a la infección 
por el virus dengue. 

En la Tabla IV se muestran las líneas celulares utilizadas y la detección del virus por 
inmunoRuorescencia; se consideró una célula infectada cuando se observó una franca 
Auorescencia independientemente de su distribución; se estimó el número de células 
infectados, contando 100 células por campo en 1 O campos diferentes. 

TAblA IV.• SENsibilidAd dE IÍNEAS cdulAREs NEUROGÉNÍCAs A IA iNfEccióN pon d 
vinus dENGUE SEROTipo 2 (NCC) 
Dias• 3 5 7 
MOi"" 0.1 1.0 10 0.1 1.0 10 0.1 1.0 10 

C6 N.D N.D N.D N.O N.O N.O N.O N.O N.O 

PC12 N.D N.O N.O N.O N.O N.O N.O N.O N.O 

NCB 20 N.D N.O N.O N.O N.O N.O N.O N.O N.O 

Neuro 2o N.O N.D N.O N.O N.D N.D N.D N.O N.O 

NlE-115 15±2.3ª 35±3.6 4B±A.4 23±A.4 45±9.7 71±10.1 52±A.3 83±13.7 ,90b 

•Oías después de la 1nfecc16n. 
••Multiplicidad de infocd6n (MOi), partículas virolos infecciosas/número do células. 
N.O.• No so dotoct6 fluorescencia. 
a .. Promedio del porcionlo do células Auoresconlos por campo, más/menos (±) la dosviad6n oslándor do cuatro 
oxporimontos indopondionlos. 

las células NlE-115 fueron las únicas sensibles a la infección. Estas células derivan 
de una clona adrenérgica del neuroblostoma Cl 300 y expresan receptores para 
noradrenalina, dopamina, y serotonina (154); las células en fusa exponencial de 
crecimiento, tienen una apariencia esférico mientras que las de cultivos 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 6a). 

Generalmente el antlgeno viral se detectó desde el tercer día de infección; sin 
embargo a los 5 días post-infección (p.i.) éste se distribuyó finamente en el citoplasma, 
principalmente en la región perinuclear (Figura 6b); a los 7 días p.i. la inmunoAuorescencia 
se observó en el cuerpo celular y en sus prolongaciones celulares (Figura 6c); además el 
antígeno viral se encontró asociado con vesículas que se localizan en las terminaciones de 
las prolongaciones celulares (Figura 6c, Recha). El patrón de la infección en esta linea 
celular es similar al quo se observa en las neuronas de los cultivos primarios. 
ANÁiisis dd RECEptoR PARA d vinus dENGUE SERoTipo 2 NGC EN IAs cHulAs Nl E· 
115'. 

La infección de las células N 1 E-115 puede estar mediado por un receptor específico 
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a 

b 

e 

FiGURA 6 ... INfEccÍÓN de célulAs N 1 e .. 11 ~ co~ El vinus dENGUE. la} Cé!uas Nl E-' 15 na 
infectadas (centraste de fase, aumento JOXJ. lb y c) células Nl E· l 15 infcdodas car",:) 1 MOi por 5 (b) y 7 !el 
días pi., las fotomicrografias de ll"'munofl1Jorcscencia utilizando on!icuerpcs contra c:iengue acoplados o 
ilatiocionato do f!uorcKcinc de los anlcriorcs c•. '~ivos st! tomorol"' o un avmcnlo de .dOX lb} y 6.dX je; 
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en la membrana; para analizar la naturaleza quimica del receptor, las células se trataron 
con una proteasa (tripsina) y dos glicosilasas (neuraminidasa y endoglicosilasa H). La Tabla 
V muestra los resultados de tres ensayos cuyo coeficiente de variación fue menor del 10%. 
La disminución de la Ruorescencia en células tratadas con tripsina (p <0.001 ), sugiere que 
el receptor es de naturaleza proteínica. En todos los casos las células tratadas tuvieron una 
viabilidad comparable con las células control. Se realizaron experimentos para excluir la 
posible inactivación del virus por tripsina residual; en ninguno de los experimentos 
realizados con este fin se observaron diferencias entre las células no tratadas y las tratadas 
con tripsina por lo que la disminución en el número de células fluorescentes en los cultivos 
tratados con tripsina se debe a la degradación, por la acción de la tripsina, de proteínas 
de membrana de las células N 1 E-115. 

T AhlA V •• Ef EcTo dd TRATAMiENTO ENZiMÁTico • célulAs N 1 E-11 ~ EN L. iNÍEcCÍÓN 
CON d viRUS dENGUE SEROTipo 2 (NCC) 

Días• 5 7 
Enzima %C.F.C."" % Viabilidad % C.F.C. % Viabilidad 

Tripsina 37 ±14.8 82 ±5.2 51 ±21.2 73 ±9.7 

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 

ºD1as dospues do la 1nfecc16n. 
ººPorcionto do células íluorcsconles (C.F.) respecto del control, m6s/monos {:t) la dosviaci6n ost6ndar de 3 
experimentos indcpendienlos. El cálculo se rooliz6 según la formula: 

% C.F .C.= 100 (# C.F. en la muestra !ralada/ #C.f. en la muestra no tratado) 
Las células se infectaron a uno MOi .. l. La viabilidad so determinó por oxdusi6n do coloronle !azul tripona 4% 
en PBS). 

ANÁiisis dd RECEPTOR p•RA d viRus dENGUE EN cÉlulAs N 1 E· 11 ~ MEdiANTE d 
ENsAyo dE UNÍÓN EN fASE sólidA. 

Para obtener mayor información sobre el receptor para el virus en las células Nl E· 
115, se realizaron los ensayos de unión en fase sólida (virus ovar/ay protein blot assay, 
VOPBA), el cual permite conocer el número y peso molecular de las proteinas que unen al 
virus; si el sitio de unión para el virus se conserva durante el proceso de desnaturalización, 
las proteínas fijas en la membrana de nitrocelulosa se unirán al virus lo cual puede revelarse 
con anticuerpos dirigidos contra el virus (90). 

La Figura 7 muestra los resultados del ensayo de VOPBA utilizando proteínas de 
membrana obtenidas de células N 1 E· 115 (líneas 2, 4 y 5) y de células 3T3 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 proteínas de membrana. Cuando las proteínas de membrana de las 
células N l E-115 se incubaron con el virus y después con un anticuerpo monoclonal contra 
el serotipo 2, se reveló una banda de aproximadamente 80 kDa (Figura 7, lineas 2 y 4), la 
cual no se encontró en las proteínas extraídas de células 3T3 8alb \c (líneas 1 y 3); esta 
proteína aparentemente es especifica ye que cuando se omitió la incubación con el virus, no 
se observó señal (líneas 1 y 2), ni cuando se omitió el anticuerpo contra el virus (línea 5). En 
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los experimentos donde se utilizaron anticuerpos polidonales se obtuvieron resultados 
similares. 

PMr 1 2 3 4 5 
(kDa) ~ - - - ~ 

! 1 
'r' 

> 

80 
-~ 

;; . 
. il. ;Y.) ¡ 1 i": 
!? ~ 

n ·ti 1 y 3 COul11 3T3 Botb/c 
'---- L.-- L.-- '--- "- 2.4 y 5 CélulH N1 E-115 

VIRUS - - + + + 
ANTICUERPO + + + + anti-virus -

FiquRA 7 ·' ENsAyo de uNióN EN fAsE solidA A pRoTEÍNAS de MEMbRAN• cdulAR dd 
viRUS dENGUE SEROTipo 2 (NGC). Proloinao de membrona de célula• 3T3 Balb\c (Hnoao 1y3) y de 
células NJE·l 15 (lineas 2,4 y 5) fuoron obtenidas según sa describo on Materiales y Métodos; 10 !J9 de 
prololna total por carril fueron separadas por SDS·PAGE y lronsfeñdas a membranas de nilrocolulosa; los 
carriles se cortaron y se procesaron como ya so describió. 
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DISCUSION 

El trabajo que aquí se presento se basa en las observaciones realizadas por lmbert y 
colaboradores !as cuales, como ya se ha dicho, sugieren que el virus dengue infecta 
preferentemente alguna subpoblación de neuronas y en la hipótesis de Thomas Monath 
sobre la existencia de receplores protefnicos en la membrana neurona! para los diversos 
Flavivirus (9, 16). Asi, intentamos analizar la posible asociación de la infección de células 
neuronales de ratón por el virus dengue con el tipo de neurotransmisor contenido en las 
células infectadas. los ensayos de inmunoíluoresccncio con doble íluorocromo no mostraron 
colocalización de los señales del anligeno viral y el marcador de neurona. Pensamos que 
este resultado posiblemente se explique debido a la muerte de las células. Una interpretación 
alternativa surge de las observaciones de Schilter y Marchand; ellos demostraron que 
cuando las células PCl 2 son infectadas con el virus herpes suie, estas muestran una 
disminución en la síntesis de neurotransmisores como l·DOPA, dopamina y noradrenalina 
( 156). Por otro lado, es posible que durante la infección de las neuronas por el virus dengue 
haya una depo!arización de la membrana que resulte en liberación constante del 
neurotransmisor ( 136). Tanto si la infección viral conduce a la muerte celular como si la 
infección afecta alguna función específica de la célula, el ensayo de inmunocitoquimico 
podría ser muy limilado. Una alternativa es lo detección del genoma viral a tiempos cortos 
de infección, esto es, antes de que la infección altere el metabolismo celular, utilizando una 
técnica que combina la hibridación in situ con lo detección de antígenos por 
inmunoffuorescencio. 

Ogata y colaboradores habían demostrado que la infección del ratón por JEV 
depende del grado de madurez del tejido neuronal (20), por ello decidimos utilizar algunos 
marcadores de maduración neuronal y tratar de hacer una correlación entre lo expresión de 
estos marcadores y la sensibilidad a la infección. No obstante, los resultados por 
inmunocitoquímico no proporcionaron información adicional a la que ya se tenia, esto es 
las células blanco en estos tipos de cultivos expresan los marcadores de neurona madura, 
pero no estamos muy seguros de que la infección sea resultado del estado de madurez 
neuronal o si la infección es lo responsable de la maduración, esto último porque en los 
cultivos primarios infectados •e observó un aumento en la expresión de p3B y NFH (Figuras 
4 y 5). Estas proteínas están asociadas con lo sinaplogénesis, la p38 es una proteína de la 
membrana do vesículas sinópticas cuyo expresión es mínima en los neuroblostos y se 
incrementa en la neurona que ya ha formado sinópsis (157), aparentemente la p38 es 
necesario paro el reconocimiento entre lo vesícula sináplico y lo membrana presináptica 
(157); por otro lado, los NFH aunque se expresan desde el inicio de la maduración 
neuronal, la formo fosfori!ado se detecta casi exclusivamenfe al final de la sinaptogénesis 
(158, 159); la fosforilación de estas proteínas afecta su antigenicidod ya que lo mayoría de 
los anticuerpos dirigidos contra NFH solo reconocen lo forma fosforilada (159). 

Se ha reportado que los neuronas de los cultivos primarios que se utilizaron en este 
trobajo son células totalmente diferenciadas ya que son electrofisiológicamente activas y 
liberan diversos neurotransmisores al medio de cultivo (151), sin embargo, nosotros no 
tenemos ninguna evidencia de que este sea el caso, yo que on las condiciones del cultivo 
primario sin infectar, la expresión de NFH y p38 debería ser alta y con el patrón de 
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distribuci6n característico de las células maduras, aunque no podemos excluir la posibilidad 
de que los experimentos se hayan realizado fuera de la ventana de tiempo en la que la 
expresi6n de las citadas protelnas sea máxima. No obstante, el Fenómeno descrito en los 
cultivos infectados es reproducible aún en las células N 1E·115 indiferenciadas e infectadas 
con el virus dengue (Ramos·Castañeda, J. lmbert, J.L. Ortega, A. y Ramos, C. resultados 
preliminares). Es posible que el aumento en la síntesis de estas proteínas seo la consecuencia 
de la activación de sus genes inducido por la infección viral, un resultado preliminar que 
apunta en este sentido es la activación de factores de transcripción inducida por la infección 
viral en células NlE·l 15 (RamoS'Castañeda, J. tmbert, J.L. Ortega, A. y Romos, C.l. 
Observaciones análogas se han reportado en las infecciones causadas por p y 1 Herpesvirus 
( 140, 141 ). Por otro lado es posible que la in lección viral provoque cambios en el estado de 
losforilación de NFH, p38 de tal forma que el aumento observado sea el de la forma 
losforilada y no haya un aumento real de la slntesis; en otros sistemas se han observado 
cambios en los patrones de fosforilación de proteínas o activación de diversas cinasas 
durante la infección viral, ejemplos de lo anterior se han reportado con HIV y Adenovirus 
( 164, 165). El aumento en la transcripción de los genes de estas proteínas y la activación do 
cinasas no son eventos excluyentes, sin embargo para determinar cuál es el evento principal, 
se requeriría una combinación de ensayos de northcm blot y de determinación de la 
actividad de fosforilación de diversas cinasas. 

Aun cuando en las cultivos infectados se observó un aumento on la expresión de 
NFH y p38, no hubo una clara co·localización de estas y el virus. Este fenómeno se ha 
observado en la infección neurotrópica del virus de la linlocoriomeningitis (LCMVl en el 
ratón, donde se observó, en muestras de tejido cerebral de animales infectados, un aumento 
del mRNA para la somatostatina; sin embargo, se detenninó que solo el 20 % de las células 
productoras del neuropéptido estaban infectadas por el virus, lo cual no era su~ciente para 
explicar el aumento en el transcrito, lo cual sugiere que dicho aumento puede ser 
consecuencia indirecta de la infección (160). 

En el presente trabajo, únicamente las células Nl E· 115 fueron susceptibles a la 
infección por el virus dengue (Tabla 111). Estas células se caracterizan por su excitabilidad, la 
producción de catecolaminas y la capacidad para desarrollar una citoarquitectura 
característica de la estirpe neuronal; por ejemplo, a pesar de que las células Nl E· 115 y las 
Neuro 2a se derivan del neuroblastoma Cl 300; las células Nl E· 115 son excitables 
mientras que las Neuro 2a no lo son. Por otro lado las células Nl E· 115 difícilmente 
desarrollan neuritas de manera espontánea, mientras que las Neuro 2a forman largas 
prolongaciones espontáneamente (154, 155, 166). La susceptibilidad de las células Nl E· 115 
se puede explicar por la existencia de receptores específicos para el virus; sin embargo, 
estos receptores no necesariamente tienen que ser receptores para neurotransmisores como 
lo ha propuesto Thomas Monath (9), ya que la composicián de los receptores para 
neurotransmisores en la membrana de las células Nl E· 115 es similar al de las células PCl 2 
( 152) y estas últimas no son susceptibles a la infecci6n viral (Tabla IV), por tanto es posible 
que las moléculas involucradas en la interacci6n virus·célula no sean receptores para los 
neurotransmisores. 

El estudio del receptor para el virus en las células Nl E· 115 se abordó mediante el 
uso de diferentes estrategias: 
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a) Tratamiento de las células con proteasas; en las células N 1E·115 tratadas 
previamente con tripsina disminuyó considerablemente el grado de la infección (60%, Tabla 
V); por el contrario, el tratamiento con neuraminidasa no disminuyó significativamente la 
infección. Esta observación coincide con el trabajo de Daughaday y colaboradores 
utilizando a macrófagos como célula blanco de la infección por el virus dengue (11 ). los 
macrófagos son las células susceptibles a la infección más importantes tanto en humanos 
como en ratones infectados y, según Scott Halstead (4), la infección del macrófago en el 
humano está relacionada a la patología hemorrágica. Se piensa que la infección del 
macrófago, en presencia de anticuerpos no neutralizantes y heterolfpicos, promovería la 
liberación de sustancias vasooctivas y de mediadores de la coagulación; esta liberación 
estaria relacionada al aumento en la entrada del virus o la célula mediado por dos 
receptores; un de estos receptores seria, por llamarlo de alguna manera, el receptor natural, 
esta molécula tendría naturaleza proteínica ya que es sensible al tratamiento con T ripsina 
(11). El segundo receptor seria el receptor para Fe de inmunoglobu/inas, este receptor seria 
utilizado cuando el virus se encontrara unido a anticuerpos no neutralizantes (4). 

b) El ensayo de unión en fose sólida se utilizó para el estudio del receptor para el 
virus de lo hepatitis murina (90). Mediante esta tecnología determinamos que el virus 
dengue se une a una proteína de aproximadamente 80 kDa (Figuro 7). En este rango de 
peso molecular se encuentra el transportador de la serotonina y receptores para la 
histamina, la noradrenalina, la bradiquinina, la angiotensina, y el receptor para el factor 
neurotrófico ciliar CNTF (166· 168). Es posible que la unión del virus a alguno de estos 
receptores pueda activar cascadas de transducción de señales como la cascada del ANiP 
ciclico, la del inositol triíosfato y diacilglicerol o aumentos en la concentración citoplasmática 
de Ca++, Nuestros experimentos preliminares sugieren que a tiempos cortos de infección 
{menores a 30 minutos), en los que solo es posible la unión del virus al receptor celular, se 
activan la proteína cinasa dependiente de Ca++ y diacilglicerol (PKC) y la fosfolipasa A2 
{PlA2), sin que !.e observen aumentos en la concentración de AM.P cíclico o aumentos en el 
inRujo de ca++. 

las perspectivas que se abren con el estudio del neurotropismo de los virus dengue 
podrían contribuir a la comprensión de la patogénesis de la fiebre hemorrágica en el 
contexto de las interacciones del virus con las plaquetas ya que estas poseen receptores para 
diversas moléculas c¡ue a su vez tienen actividad en células del SNC (167, 168). Una 
observación poco referida es el hecho de que se puede encontrar antígeno de dengue en las 
plaquetas de los pacientes con fiebre hemorrcígica ( 169), entonces ¿ es posible que el virus 
pueda fijarse a la membrana de la plaqueta y activarla de tal forma que su disminución sea 
debida al consumo de plaquetas ?; luego, si el neurotropismo del virus dengue, observada 
en el ratón, está mediado por un receptor, ¿ este mismo receptor pudiera estar también 
presente en las plaquetas ? El trabajo que aquí se presenta pretende contribuir con 
evidencias de que en efecto existe un receptor en células neurogénicas para el virus dengue. 

CONCLUSIONES 
1 .• la infección por el virus dengue de cultivos primarios de células de SNC de embrión de 
ratón promueve el aumento en la síntesis de algunas protefnas específicas de neuronas. Sin 
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embargo, la trascendencia de este fen6meno en la neurovirulencia del virus dengue no es 
clara. 
2.· El virus dengue se une a una protelna de membrana de células Nl E· 115; esta protelna 
tiene un peso molecular aparente de 80 kDa y se encuentra ausente en la ltnea de 
fibroblastos murinos 3T3 Balb \c no susceptible a la infecci6n por dengue. 
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