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igura 5. Procesamientc cel polipéptido que codifica pers prM-B-NSi~. La membrana del reticulo endeclésmico (RE) s

acuose ¥ 2l exiremo amino fenminal (N} de la sefial permanece ni se

1

micia la trenslocacidn de orbi 2 través de: canal acuose formando un dot

secuencia schal de pri (), liverando N de iz protelne nroceseda en la memorana nceumen. 3. 81 eclodominio nrincinal de
o3 se transioce v diglicosile (Y3 y el néptido ssfal prbl sz ineorsorz 2 o2 membranz lipfdics, o, 30 domind

ransmembranal {im) de ord interrumpe ansiioriamente la iramslocacidn de oold, 2l ponsrse e COnIECIC eon o) canal
acuoso (iateraccidn poco estzble que impide iz infegracién e prld a la membrane), <. La secuensia sefal de 3 en esic
momento es reconocido llevandose a cabo Iz integracién estable de pri Markoff y cols.2® proponen gue sc requiere la
apertura de un segundo canal acuoso para gue se efectue 1z translocacidn a través del mismo canal formando un doblez e la

protefna & naciente. El extremo carboxilo terminal de privl es incorporado a le mabrane con orienwecidn azcia el .aco

citoplésmico (J indica e siio de corte de lz enzima sefial-zentidasa on la secuencia sefizl de I3, 2. Términe de 1z
transiccacidn del ectodominio principal de 5. Z! extremo cerboxuo terminel &e prM se gite haciz =i ambizntz Bpidico de la
membrana, 5 es diglicosilada [Y) v el corle de E-83 se lava 2 cabo Hoerando el exwemo amnino wermina: as 2. 2. 31 deminio

iransmembranal en B mterrumpe trensitoriemnente la trasaslocacibn de 3. Bl reconocimienio subsscusnie de iz sefial N3i~

L

Fa - oy e e Pty 1
Yiz un iercer cenal acucso, al

corie en la secuencia sefial NSi* v la gheosilacién de ls proteina N31% como carece del dominio de enclaje o ia membrens,

H ~

runcads cer amincdeide o

N3

05 en edsienis, Tomeads e e mzl 25,

se crcuenira [jore en el lumén cel 32, N3ives la proieing
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Japonesa, 0trc miembro e la familia Flaviviridoee gue rok
que aigunos faciores de maduracin del SNC tenen un papel >n o susceptinilidad; asf misme
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virales cambien con sa edad 79. Bsudios de infeccién con L3N en céivles de neurcblzsioms de
ratén MiE-~115 han mosirado gue una protefna de 65 kJa presenie en 12 membrana de esias células
es el recepior viral 12, Asf mismo se ha observado que la interaccidn DENM-receptor neuronal
provaca un incremento en la expresién de las protefnas sinzptofisina y nevrofilamentos de 2lto peso

molecular 80 y mocificacion en la exoresidn i’Si’Ié'ﬁC&a consecuenciz de ia ectivacion de cascadas de

seflalizacién por la unibn cel virus al recepior neurcneal. Lo anierior nece pensar que el DEN sue
actuar como un ligandao dpo hormonz, uéﬁ :do ¢ neurotransraisor. Ensayos de infeccidn del DI
¢n ncuronas, realizados por nusiro grupo, han mostrado la presencia de segundos mensaeros
(Ca?+, 1?4 y DAG) gque activan 2 1z P°KC, lo que sugiere fuerlemenie que el DEN 2] unirse a su
recepior neurona! inducs cascafas ¢ segu:zdss mensajercs gue activen Cicha cinasa v es prodasie
cue active al factor de transcripcidn AP-1 a nivel nuclear, ya que SXC activa genes ‘emorencs
como c-fos (comunicecién personal).

I presenie rabajo areliza la infeccién del DEN 2 en nevronas de raidn duren'e 2 desarolio del
SNCy pretende: 1) demosar que 12 susceptibilidad 2 ia infeccidn iz confiars un PECETION NENTONAL,
2) gar une explicacién de por qué exisie mayor severidad de ia infeccidn en etapas ternpranas el
GesarrQllc y 3 svidenciar .a aciivacibn dei factor de renserineidn AZ-D & aivel nuclear, como

consecuencia de iz unibn del DEN a su receptor neuronal,
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VOP3 A} v ensayos de retarcamiento de entrada 2i ge: (Elecirophoreric idobilicy Shifi Assays,

21 primer acercamiento se lievd 2 cabo con proteinas membrznales de neuronas extrafdas de cersbro
de ratones de la cepa Balb/c de 5, 3 y 1 dias prenatzles y de 1, 3-10, 12, 14, 17 y 76 dias

posinataies, separadas electroforéticamente en condiciones desnaturalizenies vy iransferidas 2

. Ly - PN 0.1 — . . 3.1 . - T3 [ .
mempranas e nufroceluiosa, ol Cnsays o unién del virus en {ase Séilﬂ&, consisiioen CADOnCr 188
amm e Tt A A e B e BT T P N . PR . gy N Y T VL

mSmoranas con b 2, anliniy, antiigs aC0piada a Deroxiass; 14 inmunorreaccion anterior fue

p.mu

detectada empleando un sisicma de guimioluminiscencia que se regisiré sobre pelicula Kodak X-
Omat. A ios polipéptidos inmunopositives de nuestro interds se les hizo un anéiisis densitoméirico.
Dicho ensayo nos permitié determinar la expresidn de la protelna receptor neuroral narzs ef Virgs
Dengue 2 durante el desarrolilo del SNC, aunque nos faltaba esizblecer un correlato funcional dei
Para Geterminar si durante el desarrolic del SNC el receptor neuronal, ransduce sefiges que Hegan

oomenmaIINTan 1o nrnn-». rﬂ T‘\T/’\ Aa Fartnr Aot r?ﬂﬂf‘?!ﬂf\{({\ﬁ AT 1 anm al miirlen imn une mne al Wiene
& orOuCYeh g uniot % o4 allUl GO WTdLLlIpUlinh Mo -1 Cal L DUliCU, Uil i SL YV ATUS

Zengue 2 interactua con €l se dlevaron a cabo ensayos de recardamienio de cntrada al gel. Zn estos
ensayos s2 uiilizaron extracics crudos nucleares de celuizs neuronales de ratores de 1, 3-8y 76
¢fas posinaiaies infeciadas con 2. Virus ue 2 v un cligonuciedt:de de Coble cadens con tna

couenciz consenso del facior fe ranscs pcién AP-T marcado con [v32PILATE, Bl comoliein

41

DNA-proteine formado en el gel de poliacrilamida no desnamralizanie fué detectado sobre pelifcula

Zodak X-Cmait. A lzs bandss correspondienies 2 los comdleios se les hize un anélisis

densiioméirico.
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Z5

reciente Jdentificacitn de dos glicoproteinas de 40 y 45 kDa nara el serotipo 4 v pare el serotipo 2

en células C630 y de intestino de mosquito Aedes albopicius , respectivamente un polipeptido de

Py

Y
&Jy 67 kDa 5. Y hacen pensar en la existencia de diferentes recepiorss para el virus o en que se
traie Cer mismo pero presentzdo en ciferenies ambientes en la sunerficie celuler como ma sido
sugerico por Marianneay 27,
Niestros ensayos tambidn han mesirado 12 sefial incremeniads ¢
kDz 2 la gue se une el Virus Dengue los dias 3, 3
manersa reievanie el dfa 1 prenatal (Figure [3A), datos gue apoyas ‘vertements o

u
susceptivilidad a ls infeccidn esta mediada por la presenciz del receptor neuroral y que dicha

cxpresidn cepence del estado de desarrolio de ias neuronas ya que va decreciende conform
aumenta is ecac (Figurz 13A). La gran mayorfe de cambios fisiclgicos dentro det SNC del ratdn
aue incluyen axonogénesis, sinaptogémesis v mielinizacién progresan repidamenie durante Iz

primera semana y generalmente concluyen hacia finales de la segunda semana de vida 93. 94, Bl

lz infeccion porel Virus Dengue 2, segiin los resuka

periddo critico nara
corresponde &l e la sinadtogdnesis va que se evidenci6 una schresxoresidn e las prolefnas
siraptoiising y la forma fosforilada e los nevrcfilamenios de alio peso moleculiar ¢
lleva a cabo la infeccidn 84, Estos daios nos permiten sugerir gue el receptor protéico de 65 kDa

tiene una participacién importante durante ia sinaptogénesis en este lapso se encuentrn
a

sobreexpresada y que conforine se va concluyando esta etap » del desarrolle se van disminuyende
sus miveles haste que Hegen 2 ser no detectadles por nuesi sisicma. Bstos resuliados corroporarn
fo sugeride por Ogata y cols. sobre la infeccidn dei virus de la encefalitds iasonesa ¢ células
neurcneles inmacuras guienes referfen que la alieracisn en la expresién de las moldculas de iz

Lo}

supez‘ﬁcie neuronal gue actuan como recepiorss para el virus, cambpian con Ia edad 83,
~a presencia del recepior condiriendole a las neuronas suscentibilidad a la infeccidn por e Virus
Sengue 2 Curante esie lapso puede ser un modelo cue sermite explicar 'z desendenciz de L2 edad e

los animeles susceplibles a encelatitis letales por Flavivirus. De este comporiamienio se puede

establecer una correlacion entre la cdad y 1z expresida de 1z proteina 2 la que se une especificamente
el Virus Dengue 2; ya que conforme avanza 12 edad y sor ende se va madurando ¢! SNC del maidn,
el virus va perdiendo la capacidad de uni6n e lo protefna de membrarz de 55 kDa, el posible
[eCenton que media iz Infecciln de neuronas, misma gue parece nerderse & nartir cel iz 8 posinatal,
Viide 2 Activided ce umién 2 DNA del Tactor ce ‘ranscrineidn AD-I

Se ha meoswrado gue Iz unidn de alguncs virus 2l receptor del hospedador que e ¢onliere 1a
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