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RESUMEN

Introduccidn: cerca del 5% de los pacientes con dengue hemorrdgico pueden presentar
manifestaciones neuroldgicas; sin embargo, existe poca informacién sobre la infeccion directa
por el virus dengue (DENV) en neuronas.

Objetivo: determinar el papel del fenotipo neuronal en la infeccidon por DENV en células de
neuroblastoma SH-SY5Y inducidas o no a la diferenciacion con acido retinoico (AR).

Materiales y métodos: células SH-SY5Y fueron inducidas con AR a diferenciarse e infectadas
con DENV. Posteriormente se cuantificd la expresion de antigeno viral y de dos marcadores
de diferenciacion (GAP43 y sinaptofisina). También se evalud la viabilidad postinfecciéon por
la técnica de MTT.

Resultados: se encontré que las células diferenciadas son mas susceptibles a la infeccion por
DENV. pues se detectd en ellas mayor cantidad de antigeno viral que en las indiferenciadas.
A pesar de que el virus indujo muerte celular en ambos tipos de células, la proporcion fue
mayor en las indiferenciadas (40,3% frente a 21,5%). La infeccion por DENV en células SH-SY5Y
diferenciadas indujo una disminucion significativa en la expresiéon de GAP-43 y sinaptofisina.

Conclusiones: [os resultados que se presentan permiten sugerir una relaciéon entre la infeccion
viral y la funcién neuronal, que podria ser importante para esclarecer la patogénesis de las
manifestaciones neuroldgicas durante las formas graves de dengue.
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Dengue virus infection down-regulates differentiation markers in neuroblastoma cells
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Introduction: Approximately 5% of patients suffering
fromdenguehemorrhagicfevermayhaveneurological
manifestations. However, little information is available
about direct infection of neurones by dengue virus.

Objective: Todeterminetheroleofneuronalphenotype
during DENV infection in human neuroblastoma cell
line SH-SY5Y, either induced or not to differentiate by
treatment with retinoic acid (RA).

Materials and methods: Neuroblastoma cell line
SH-SY5Y was induced to differentiate with RA and
infected with DENV. The expression of viral antigen
and of two differentiation markers of neurones,
GAP-43 and synaptophysin, was evaluated quan-
titatively. Postinfection viability was also evaluated
by the MTT technique.

Results: [t was found that differentiated cells are more
susceptible to infection by dengue virus since more viral
antigen was found in them than in the undifferentiated
ones. DENVinfection caused death in both cell types, but
the rate was higher in the undifferentiated ones (40.3%
vs 21.5%). In addition, DENV infection in differentiated
SH-SY5Y cells induced a significant decrease in GAP-43
and synaptophysin expression.

Conclusions: These results allow us to suggest a
relationship between DENV infection and neuronal
function, which could be important to elucidate the
pathogenesis of neurological manifestations occurring
in severe dengue disease.

KEY WORDS

Tretinoin; GAD-43 Protein; Neuroblastoma; Synap-
tophysin; Dengue Virus; Neuroblastoma

INTRODUCCION

Se ha informado que el virus dengue (DENV, acronimo
oficial) puede infectar diferentes tipos celulares con
una susceptibilidad muy variable. Dependiendo del
tipo celular y de la cepa viral, la infeccién productiva
puede consistir en acumulacién de ARN wviral,
produccién de antigenos virales o empaquetamientoy
secrecion de virus infecciosos (1). Aunque la evidencia
acerca de la infeccién en neuronas humanas por
DENV es escasa, estd claro que la infeccidén por este
virus puede Illegar a producir patologia neuroldgica;

de hecho, cada vez maés se reportan manifestaciones
neuroldgicas, y existen trabajos segun los cuales
cerca de una cuarta parte de los pacientes con
manifestaciones inusuales presentan sintomatologia
neuroldgica (2,3). Ademas, hay evidencia de que el
virus cruza la barrera hematoencefdlica e invade el
tejido cerebral causando encefalitis. Sin embargo,
aun hay controversia sobre si dichas manifestaciones
neuroldgicas se deben a un efecto directo del virus
sobre las neuronas o son el resultado de todo el
fendmeno inmunoldgico y endotelial que caracteriza
a esta enfermedad (4,5). En estudios in vitro se ha
hallado que DENV es capaz de causar una infeccion
productiva en lineas celulares de neuroblastoma
murino y humano (6,7).

Infecciones experimentales in vivo han demostrado
queelvirusse replica en neuronas pero no en astrocitos
y que se produce una gran mortalidad celular en los
tejidos (8). En otros trabajos se encontré que el DENV
logra infectar y replicarse eficientemente tanto en
cultivos primarios de neuronas de ratbn como en
neuronas corticales in vivo (9,10). Recientemente
nuestro grupo describié un modelo murino de
infeccién sistémica y nerviosa, en el que se evidencia
infeccién tanto en neuronas como en linfocitos y
macroéfagos del parénquima cerebral (11).

Se han propuesto diferentes moléculas como posibles
receptores y correceptores para el DENV (12-15). Se
ha sugerido que una proteina de la membrana celular
de 65 RDa sensible a tripsina podria estar involucrada
en la union del virus a células de neuroblastoma (6).
Recientemente, mediante cromatografia de afinidad
usando la glicoproteina (E) recombinante de DENV, se
aisl6unamoléculade84kDaencélulasdeneuroblastoma
(SH-SY5Y) v en macréfagos humanos U937, que fue
identificada como la proteina de choque térmico 90
(HSP9O, por la sigla en inglés de heat shock protein)
que interactta con HSP-70 (74 RDa). HSP-90 y HSP-70
participan en la entrada del virus como un complejo
receptor en lineas celulares humanas y en monocitos/
macrofagos, en asociacion con microdominios lipidicos
en respuesta a la infeccion (16).

El acido retinoico (AR) induce un proceso de
diferenciacion neuronal de células de neuroblastoma
SH-SY5Y, que incluye cambios de tipo bioquimico,
electrofisiolégico y ultraestructural. Entre estos
cambios estan la atenuacion de la proliferacion
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celular, la extensidén de los procesos neuriticos, el
desarrollo de una poblacién homogénea de células
diferenciadas completamente neuronales y la
expresion de marcadores neuronales tipicos como
neurofilamento, enolasa especifica de neuronas, GAP-
43 (por la sigla en inglés de growth-associated protein)
y sinaptofisina, entre otros (17). La sinaptofisina es una
glicoproteina integral de membrana involucrada en la
exocitosis dependiente de calcio, y es el componente
mayor de vesiculas sindpticas pequefias en neuronas
(18,19). Por su lado, la proteina de 43 kRDa asociada
a crecimiento (GAP-43) es una fosfoproteina de
unién a calmodulina que se concentra en conos de
crecimiento y terminaciones presinapticas (20,21).

En este trabajo se encontré que aunque las células
diferenciadas con AR son mas susceptibles a la
infeccion por DENV, se produce menos muerte
celular y una disminucioén en los marcadores de
diferenciacién neuronal, loque podria estar sugiriendo
una disfuncién neuronal durante la infeccion.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de células SHSY-5Y y diferenciacion

Se utilizaron células de neuroblastoma SH-SY5Y
obtenidas de la ATCC (por la sigla en inglés de
American Type Culture Collection) (entre los pasajes
15-25), cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado
con suero fetal bovino (SFB) al 10% y antibidticos
(penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL).
Para los ensayos de viabilidad celular y la técnica
de Cell-ELISA fluorométrica se sembraron 15.000
células en cajas de 96 pozos tratadas con poli-L-lisina
(10 ug/mL). Los cultivos se mantuvieron a 37 °C con
5% de CO,. Para el grupo de células diferenciadas, 48
horas después de la siembra se reemplazo el medio
normal por medio de diferenciacién (RPMI, AR 10
uM, SFB 1%), cambiandolo cada dos dias, hasta los
seis dias de cultivo, de acuerdo con lo establecido
previamente en la literatura (17).

Virus e infeccion de los cultivos

Para los ensayos de infeccion se utilizd el DENV
serotipo 2, aislado COL-789 donado por el doctor Jairo
Méndez, del Grupo de Virologia del Instituto Nacional
de Salud y amplificado en células de mosquito C6/36.
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Se obtuvo el titulo viral en un ensayo de plaqueo,
segun el protocolo previamente publicado (22). Las
células indiferenciadas y las diferenciadas con AR se
infectaron con una multiplicidad de infeccién (MOI,
por la sigla en inglés de multiplicity of infection) de
1. Dos horas después se retird el indculo viral y los
cultivos se incubaron por 1, 2 y 3 dias adicionales en
medio de mantenimiento sin AR (RPMI-1640, SBF 10%
y antibiotico). Posteriormente las células se fijaron
con metanol y acetona (1:1) y se procesaron por la
técnica de Cell-ELISA fluorométrica.

Ensayos de viabilidad por el método de
MTT-formazan

Se adiciond el MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetil thiazol-
2-i)-2,5-difenil tetrazolium, 1 mg/mL) a las células
SH-SY5Y indiferenciadas y diferenciadas después
de 1, 2 y 3 dias postinfeccién con el DENV. Después
de 2 horas de incubacién a 37 °C, se removid el
medio y los cristales de formazan se solubilizaron en
dimetilsulféxido y se leyeron a 570 nm en un lector de
ELISA Stat Fax-2100. Los valores se expresaron como
porcentajes relativos a los valores de las células de
neuroblastoma no infectadas (que fueron tomados
como el 100%), provenientes de dos experimentos
independientes con ocho réplicas por condicién
(n = 16). Luego se realizd una prueba de +Student.

Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos para la técnica
de Cell-ELISA fluoromeétrica e inmunocitoquimica: un
anticuerpo monoclonal GAP-43 (Sigma, G-9264), en
una dilucién 1/200; un anticuerpo monoclonal contra
sinaptofisina (Sigma, S-5768), en una dilucion 1/100, y
por ultimo un anticuerpo monoclonal contra flavivirus
1/500 (St. Louis encephalitis, Chemicon, MAB8744).

Cell-ELISA fluorométrica

Se empled una técnica de Cell-ELISA fluorométrica
reportada previamente por nuestro grupo para la
deteccion de antigenos virales (23). Brevemente descrita,
los cultivos de las células SH-SY5Y indiferenciadas
y diferenciadas con AR en condiciones normales y
después de 1, 2 y 3 dias postinfeccion con DENV se
lavaron con TBS (por la sigla en inglés de Tris-buffered
saline). Después de bloquear sitios inespecificos con
SFB al 10%, se inactivaron las fosfatasas enddgenas
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con levamisol (20 mM), se adicionaron los anticuerpos
primarios en bufer de bloqueo (TBS 1X pH 8,0,
albumina sérica bovina 1%, leche descremada 1% y
Tween-20 0,01%) durante una hora a 37 °C. Después
de poner el anticuerpo secundario biotinilado, la
deteccion de los complejos se hizo con estreptavidina
conjugada a fosfatasa alcalina (SA5100 Vector Labs).
Por ultimo se agregd un sustrato fluorogénico, el
4-metilumbeliferilfosfato (MUP Molecular Probes,
M-6491) preparado en bufer de revelado (NaCI 0,1 M, Tris
100 mM y MgCI, 50mM, pH 9,5) y se hizo la medicion de
fluorescencia a diferentes tiempos en un fluorémetro
de PR-521 (TecnoSuma, Habana, Cuba) con filtros de
excitacion de 360 nm y emision de 450 nm. Los datos
se reportaron como una relacion entre las unidades de
fluorescencia sobre la concentraciéon de proteina total
en cada pozo (cuantificada mediante el método de
&cido bicinconinico, BCA Pierce) provenientes de dos
experimentos independientes con cuatro réplicas para
cada condicién (n = 8). Los datos se analizaron mediante
una prueba de t-Studenty pruebas de comparacion de
medias utilizando el programa SIMSTAT.

Inmunocitoquimica

Aproximadamente 10.000 células SH-SY5Y indiferen-
ciadas y diferenciadas se sembraron en cajas de
24 pozos sobre cubreobjetos redondos pretratados
con Matrigel (2 ug/cm?, Promega G-5171) y después
infectadas con DENV2. En cada tiempo postinfecciéon
las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al
4%. Luego de permeabilizar las células con Tritén
X-100 y de inactivar las peroxidasas enddgenas
con H2092 al 0,5%, las células inmunorreactivas
se detectaron usando los anticuerpos primarios
descritos anteriormente. La deteccidon se hizo con
estreptavidina acoplada a peroxidasa (1ug/uL, Vector
Labs) y se reveld usando diaminobenzidina al 0,01%.
Las células se contracolorearon con Haemalum de
Mayer, se deshidrataron y montaron con Poly-mount.

RESULTADOS

Elacidoretinoicoinducediferenciacion morfologica
en células de neuroblastoma SH-SY5Y

De acuerdo con lo reportado previamente (17,24,25).
se observo que el tratamiento de las células SH-SY5Y
por seis dias con acido retinoico 10 uM (SH-SY5Y Dif)

produjo cambios caracteristicos de diferenciacion
celular, incluyendo la reduccion de la tasa de crecimiento
y la adquisicion de un fenotipo neuronal caracteristico. A
su vez, las células SH-SY5Y Dif mostraron una poblacion
mds homogénea a lo largo del tiempo en cultivo con
un marcado incremento en las extensiones neuriticas
(figura n.° 1B) en contraste con las células SH-SY5Y
indiferenciadas (SH-SY5Y Indif) (figura n.° 1A) que no
mostraron cambios morfoldgicos aparentes.

Figura n.° 1. El AR induce diferenciacion morfoldgica en las
neuronas SH-SY5Y y aumento en la susceptibilidad a la infeccion
por DENV. A. Aspecto en contraste de fase de las células indiferenciadas. B.
Imagen representativa de las neuronas SH-SY5Y Dif; se observa un fenotipo neuronal
caracteristico. C. Inmunodeteccion para antigeno de DENV en neuronas indiferenciadas.
D. Deteccion del DENV en neuronas diferenciadas. E. Control de la inmunodeteccién,
cultivos no infectados procesados con el anticuerpo antiflavivirus. F. Control procesado
en el que se omitio el anticuerpo primario contra el virus. Barra =40 pM.

Las células SH-SY5Y inducidas a diferenciacion con
AR son mas susceptibles a la infecciéon con DENV

Después de efectuar una prueba inmunocitoquimica
para detectar el DENV se encontrd que las células de
neuroblastoma en los dos estadios son susceptibles
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a la infeccion (figura n.° 1C y 1D): se evidencia una
marcacioén citoplasmatica. No se encontrd marcacion
en los cultivos no infectados procesados con el
anticuerpo antiflavivirus (figura n.° 1E y 1F). Por otro
lado, la cuantificacién del antigeno viral demostrd que
en todos los tiempos postinfeccion la senal fue dos
veces mayor en las células diferenciadas (p < 0,05) con
respecto a las indiferenciadas, lo que sugiere mayor
susceptibilidad inducida por la diferenciacién o mayor
tasa de replicacion viral en estas células (figura n.° 2).
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Figuran.° 2. Las células SH-SY5Y inducidas a diferenciacion con AR son
mas susceptibles a la infeccion con DENV. En todos los tiempos evaluados
(1, 2'y 3 dias postinfeccion), se detectd tres veces mds cantidad de antigeno viral en
las células diferenciadas (cuadrados) que en las indiferenciadas (tridngulos). El antigeno
se cuantificd con una técnica de Cell-ELISA fluorométrica. Los valores corresponden al
promedio (= error estandar de la media, EEM). Diferencias significativas (p < 0,05) para
SH-SY5Y Indif y Dif (*). Diferencias significativas entre los dias 1y 3 postinfeccion para
SH-SY5Y Indif (+) después de realizar una ANOVA de un factor y un test de DMS.

La diferenciacion celular protege Ias células
SH-SY5Y del efecto citopatico inducido por el DENV

La prueba de viabilidad celular por MTT-formazan
permitié detectar que durante las primeras 48
horas de infeccién no se produjo muerte celular en
ningtin grupo de células. Al tercer dia de infeccién se
evidencié una pérdida significativa de la viabilidad
para ambos tipos celulares; fue significativamente
mayor la muerte en las células indiferenciadas
infectadas (40,3% frente a 21,5%) (figura n.° 3).
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Figura n.° 3. La muerte celular inducida por el DENV es menor en
las células SH-SY5Y diferenciadas. La supervivencia se cuantificé en células
indiferenciadas (barras claras) y en las diferenciadas (barras oscuras) infectadas con
DENV en un MOl de Talos 1, 2y 3 dias postinfeccion, mediante el ensayo de MTT-
formazan. Los valores son la media + EEM y se expresan como porcentajes relativos a
los valores de las células de neuroblastoma no infectadas (que fueron tomadas como
el 100%). *Diferencias significativas (p< 0,05) usando la prueba de t-Student con
respecto a células no infectadas.

La infeccion por DENV cambié la expresion de
marcadores de diferenciacion en ambos tipos celulares

La expresion de GAP-43 se evalué mediante
inmunocitoquimica en células SH-SY5Y Indif y Dif
en condiciones normales y después de 48 horas
de infecciéon con DENV. EI patrén de expresion se
detectd principalmente en el citoplasma y en las
extensiones neuriticas en ambos tipos celulares
(datos no mostrados). Al cuantificar los niveles de
GAP-43 se observd que la infeccién de las células
indiferenciadas (figura n.°® 4A) indujo un aumento
significativo en la expresién de GAP-43 al tercer dia,
comparados con los niveles obtenidos en células no
infectadas. Por otro lado, el tratamiento con AR en
las células diferenciadas aumentd mds de 10 veces la
expresion del GAP-43 (figura n.° 4B); sin embargo, su
expresion declind paulatinamente al retirar el medio
de diferenciacion. La infeccion con DENV causé una
disminucién significativa (p < 0,05) de GAP-43 con
respecto a los cultivos no infectados en los dias 2 y 3
postinfeccidén. Al detectar y cuantificar el marcador
sinaptofisina, el comportamiento fue similar. La
infeccién produjo un aumento significativo en Ia
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expresion en las células indiferenciadas, mientras
que en las diferenciadas la infeccién por DENV
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Figura n.° 4. Expresion de GAP-43 en células diferenciadas e
indiferenciadas, infectadas o no. A. Cuantificacion de GAP-43 en células
indiferenciadas no infectadas (barras blancas) e infectadas (barras negras).
La infeccion, al dia tercero, indujo un aumento significativo en la cantidad de
GAP-43. B. Cuantificacion de GAP-43 en células diferenciadas. El tratamiento con AR
aumentd mds de 10 veces la expresion del marcador y la infeccién con DENV (barras
negras) causé una disminucion significativa de GAP-43 con respecto a los cultivos
no infectados (barras blancas). Los valores corresponden a la media (+ EEM) de dos
experimentos independientes por cuadruplicado (n = 8). *Diferencias significativas
(p < 0,05) usando la prueba de t-Student con respecto a células no infectadas.

DISCUSION

El establecimiento de un modelo neuronal para
caracterizar la infeccion por DENV es una herramienta
que puede permitir el estudio y comprensién de las
bases moleculares de los mecanismos neuropatoldgicos
implicados en las manifestaciones neuroldgicas por
dengue. Por tanto, en este estudio se quiso determinar
el papel del fenotipo neuronal durante la infeccidon con
DENV2 de células SH-SY5Y Indif y Dif con AR.

Se sabe que las diferencias en el comportamiento
neurotropico asociadas con la infeccién por

causd una pérdida acelerada de la expresiéon de
sinaptofisina (p < 0,05) (figura n.° 5).
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Figuran.° 5. Expresion de sinaptofisina en neuronas tratadas o no con
AR e infectadas o0 no con DENV. Se cuantificd la expresién de sinaptofisina por
medio de una Cell-ELISA fluorométrica. A. La expresion de sinaptofisina se incrementd
en las células indiferenciadas infectadas (barras oscuras) con respecto a las no infectadas
(barras blancas). B. Por otro lado, en las células diferenciadas con AR aumentd 12 veces
la expresion de sinaptofisina. Se observd que la expresion del marcador se redujo en
los cultivos infectados a una cuarta parte (2 dia postinfeccion) o a la mitad (dia 3 post-
infeccion). Los valores son la media (+ EEM) de dos experimentos independientes
por cuadruplicado (n = 8). *Diferencias significativas (p < 0,05) usando la prueba de
t-Student con respecto a células no infectadas.

flavivirus podrian explicarse por la presencia de
receptores especificos expresados en la superficie
de las diferentes subpoblaciones neuronales (4). Se
ha reportado que HSP90 y HSP70 participan en la
entrada de DENV como complejo receptor en lineas
celulares de neuroblastoma humano (7,16).

Los dos tipos celulares empleados en este estudio
fueron susceptibles a la infeccién, aunque Ilas
células diferenciadas con AR mostraron una
mayor acumulacion intracelular de antigenos
virales, evidenciados por el ensayo de cell-ELISA
fluorométrico (dos veces mas que en las células
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indiferenciadas). Las células SH-SY5Y diferenciadas
con AR proveen un modelo de estudio similar al
de neuronas adultas in vivo de acuerdo con sus
caracteristicas funcionales y morfoldgicas, mientras
que las células indiferenciadas SH-SY5Y se comportan
en cultivos como neuronas inmaduras. Por tanto, las
diferencias en la susceptibilidad a la infeccién entre los
dos tipos celulares se pueden deber en parte al estado de
maduraciény expresidon de complejos de correceptores
asociados en la superficie neuronal involucrados
en la interacciéon con DENV Esta linea celular de
neuroblastoma humano ha sido anteriormente usada
para determinar susceptibilidad viral; en un trabajo
hecho por Gimenez-Cassina y colaboradores (26),
se evidencié que la linea celular SH-SY5Y Dif por
tratamiento con AR es mads susceptible a la infeccién
por diversas cepas del virus Herpes simplex tipo 1, al
parecer por la expresiéon en superficie de receptores
que facilitan la entrada del virus, lo que sustenta aun
mas la hipoétesis que el grado de maduracion neuronal
es un factor critico que modifica la susceptibilidad a la
infeccion por diversos tipos de virus.

En este trabajo, durante las primeras 48 horas
postinfeccidon no ocurrié muerte celular; sin embargo,
al tercer dia se evidenci6 una disminucion significativa
en la viabilidad que fue menor en las SH-SY5Y
diferenciadas. Se ha informado que el DENV y el AR
activan la via de supervivencia PI3-K/ARt (27,28) vy
se ha sugerido que la via PI3-K/ARt tiene un papel
antiapoptético en las infecciones con DENV para
proteger a las células infectadas de la muerte en etapas
tempranas postinfeccion (27). Por tanto, se podria
llegar a pensar que en el modelo empleado para las
células diferenciadas se haria una doble induccion de
la via de PI3-K/ARt que llevaria a proteger las células
infectadas de la muerte celular.

Se han documentado bien los efectos del AR para
inducir diferenciacién en células de neuroblastoma
SH-SY5Y (17,24,25). Estos incluyen: atenuacion de
la proliferacion celular, extensién de los procesos
neuriticos, desarrollo de una poblacién homogénea
de células diferenciadas completamente neuronales
y expresion de marcadores neuronales tipicos (17).
El protocolo reportado previamente (24) con AR 10
uM por seis dias consecutivos permitié diferenciar
morfolégica y bioquimicamente las células de
neuroblastoma SH-SY5Y, observando rasgos tipicos de
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diferenciacién. Ademas, se observd que los dos tipos
celulares expresaron constitutivamente sinaptofisina
y GAP-43. El mayor pico de expresién para estos dos
marcadores de sinaptogénesis se presentd durante
los seis primeros dias de diferenciacion y durante las
primeras 24 horas postinfeccion. Paulatinamente la
expresion de GAP-43 fue disminuyendo hasta alcanzar
niveles basales que se observaron a los siete y ocho
dias en las células en cultivo en condiciones normales
y después de los dos y tres dias postinfeccién en las
células infectadas.

Se sabe que GAP-43 esta involucrada en la fase inicial
y activa del crecimiento neuritico (29). En células
SH-SY5Y no tratadas se han encontrado niveles muy
bajos de transcritos de GAP-43, que se incrementan
durante la diferenciacion inducida por AR vy
alcanzan su maxima expresion después de 24 horas
de tratamiento (28). En este estudio se encontrd que
la expresiéon de GAP-43 fue diez veces mayor en las
células SH-SY5Y diferenciadas, lo que estd de acuerdo
con hallazgos previos (28,29). A su vez, en las células
indiferenciadas después de la infeccién se encontrd
una mayor expresion de GAP-43 con respecto a las
células no infectadas o cual indica que el DENV-2 podria
activar senales intracelulares mediando los procesos
de sinaptogénesis en el comienzo del crecimiento
neuritico.

Las neuronas en el sistema nervioso central son un
blanco para las infecciones persistentes por virus.
Estas infecciones pueden resultar en la alteraciéon de
la funcién neuronal, aunque las células infectadas
retengan su arquitectura anatdmica; ello sugiere que
las infecciones persistentes pueden llevar a trastornos
neuroldgicos de etiologia desconocida (30). Se ha
encontrado que la infeccién persistente por el virus
de la enfermedad de Borna en ratas recién nacidas
provoca una disminucién progresiva y marcada en la
expresion de sinaptofisina y GAP-43, con una pérdida
significativa de las neuronas corticales (31). De igual
forma, la expresiéon de GAP-43 es subregulada en
la infeccidn persistente en neuronas tanto in vivo
como in vitro por el virus de la coriomeningitis
linfocitica (LCMV). La infeccidon por LCMV en células
PC12 diferenciadas a neuronas disminuye la tasa de
transcripciéon de GAP-43 y aumenta la estabilidad del
mARN en respuesta al factor de crecimiento neuronal
(NGE por la sigla en inglés de nerve growth factor) (30).
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En este estudio se encontrd que en las células de neu-
roblastoma diferenciadas la infeccion por DENV-2
caus6 una disminucion significativa en la expresion
de GAP-43 y sinaptofisina. Nuestros resultados estan
de acuerdo con los hallazgos informados para infec-
ciones persistentes por virus, y sugieren que la infec-
cién interfiere con procesos de neuroplasticidad. La
merma en la expresion de estos dos marcadores de
sinaptogénesis podria estar relacionada con las mani-
festaciones neurologicas inusuales que se presentan
por la infeccidén con DENV.

Por otro lado, la infeccién con DENV-2 en las células
indiferenciadas provoc6 un aumento en la expresion
de sinaptofisina en comparacién con las células
no infectadas. Se ha informado que la infeccién en
neuronas inmaduras causa un aumento hasta de 25
veces en el nivel de sinaptofisina en el cerebro de
ratones en estado embrionario, con una distribucién
en los somas y en los procesos neuronales (6). Estos
resultados podrian sugerir una correlacidon entre
la infeccion viral y la neuropatologia de neuronas
inmaduras in vivo.

Mientras que en las células diferenciadas con AR se
encontrd que la expresion de sinaptofisina aumenté
12 veces en relacion con las células indiferenciadas, al
retirar el AR se presentd una disminucién que alcanzé
la mitad del valor al tercer dia, de manera similar a lo
ocurrido con la expresiéon de GAP-43. Es importante
aclarar que en este momento las células han estado
en cultivo durante nueve dias, en los cuales la
sinaptogénesis va disminuyendo gradualmente a
medida que las células envejecen y se da por ultimo
la muerte celular, aunque el descenso fue menos
drastico comparado con la expresidon de GAP-43. Este
fendmeno puede estar relacionado con el hecho de
que la sinaptofisina se expresa de preferencia en las
etapas tempranas del desarrollo.

Esteeselprimertrabajoenelquesehaestudiadoel papel
de la diferenciacion neuronal en la susceptibilidad a la
infecciéon por DENV-2 in vitro. Se requieren estudios
adicionales para definir el porqué de la mayor
susceptibilidad de las neuronas diferenciadas. Por
otro lado, se encontrd que la infeccién por DENV-2
induce disminucion de la expresion de proteinas que
son indispensables para la fisiologia nerviosa, lo cual
permite sugerir un posible papel directo del virus en

la fisiopatologia de las manifestaciones neuroldgicas
que se presentan ocasionalmente durante la infeccién
por dengue. El modelo de neuronas empleado puede
ser una herramienta importante para comprender
estos fendmenos.
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