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1. RESUMEN.

El Virus Herpes Simple Tipo 1 (HSV-1) es ubicuo, infectando aproximadamente a un
90% de la poblaciéon. HSV-1 invade y establece latencia en el sistema nervioso del huésped,
constituyendo la causa mds comun de encefalitis aguda esporddica. La Encefalitis por Herpes
Simple (HSE) estd asociada a una elevada taza de mortalidad y significativas secuelas
neuroldgicas relacionadas con alteraciones cognitivas, de memoria y personalidad. Recientes
estudios sustentan la hipdtesis de que HSV-1 podria ser un factor de riesgo de padecer la
enfermedad de Alzheimer; sin embargo, no existe evidencia acerca de una posible induccion de
procesos neurodegenerativos. En esta tesis se analizé el daio causado sobre cultivos neuronales
durante la infeccién productiva con HSV-1, compardndolo con lo ocurrido en un modelo
epitelial. Nuestros resultados obtenidos a partir de la infeccion sobre el modelo epitelial VERO,
muestran alteraciones similares a las previamente descritas, observandose claras modificaciones
del citoesqueleto. La cinética de infeccion realizada sobre cultivos neuronales, nos permitio
advertir una alteracion progresiva en la viabilidad y en los procesos neuronales. Asimismo, se
logré demostrar que HSV-1 induce modificaciones en la dindmica microtubular en las distintas
etapas de la infeccion, ademds de la alteracion de los filamentos de actina, sugiriendo un rol

modulador importante de HSV-1 en el citoesqueleto neuronal.



1.1. SUMMARY.

Herpes Simplex Virus Type 1 (HSV-1) is ubiquitous, infecting approximately 90% of the
population. HSV-1 invades and it establishes latency in the host nervous system, constituting the
most common cause of sporadic acute encephalitis. Herpes Simplex Encephalitis (HSE) is
associated with a high mortality rate and significant neurological sequels related to cognitive,
memory and personality alterations. Recent studies support the hypothesis that HSV-1 could be a
risk factor for Alzheimer’s disease; however, there is no evidence about the probable induction of
neurodegenerative processes. In this thesis we analyzed the damage caused on neuronal cultures
during productive HSV-1 infection, comparing it with that occurred in an epithelial model. Our
results obtained from the epithelial VERO model infection, showed similar alterations to those
previously described, revealing evident cytoskeletal modifications. The infections carried out on
neuronal cultures, allowed us to notice a progressive alteration in the viability and in the neuronal
processes. Also, it was possible to demonstrate that HSV-1 induces microtubular dynamic
modifications in the different stages of the infection, besides the alteration of the actin filaments,

suggesting an important modulatory role of HSV-1 on the neuronal cytoskeleton.



2. INTRODUCCION.

2.1. VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1.

La familia Herpesviridae, se encuentra ampliamente diseminada en la naturaleza. Existen
mds de 100 tipos diferentes de Herpesvirus, todos los cuales comparten la misma estructura,
DNA lineal de doble hebra, el cual se encuentra dentro de una capside de simetria icosaédrica,
rodeada por un tegumento proteico que separa la cara externa de la capside, de la cara interna de
una envoltura lipidica. Su didmetro varia desde los 120 a los 300 nm (Figura 1). Una
caracteristica que define a los Herpesvirus, es su capacidad para establecer latencia en el huésped
infectado, estado en el cual el genoma viral se encuentra en forma episomal (Arthur et al., 2001)
y con una expresion limitada de genes especificos para el mantenimiento del estado de latencia.
La infeccidon latente es definida como la presencia del genoma viral como episoma en el nicleo,
con ausencia de la produccién de particulas virales infecciosas (Wagner et al., 1997). Este tipo de
infeccién constituye un mecanismo de evasion del sistema inmunoldgico. Bajo ciertas
condiciones, distintos factores -incluyendo la exposicion a radiacion UV, estrés emocional,
alteraciéon del balance hormonal, depresion del sistema inmunoldgico, entre otros- pueden
interrumpir el estado de latencia, induciendo una reactivacidn, con la consecuente produccion de
nuevas particulas virales infecciosas. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales ocurre el

proceso de reactivacion, aiin no se conocen.



Figura 1. Morfologia del virion de los Herpesvirus. Es posible diferenciar cuatro estructuras: el
core, que contiene el DNA lineal de doble hebra, una cdpside icosaédrica rodeada por un

tegumento proteico y la envoltura lipidica que contiene -insertas- proteinas glicosiladas

(Mettenleiter, 2003).



En base a sus propiedades bioldgicas -tales como el tipo de célula en que establecen
latencia- los herpesvirus humanos han sido clasificados en distintas subfamilias. Los Virus
Herpes Simple Tipo 1 (HSV-1) y Tipo 2 (HSV-2) pertenecen a la subfamilia Alfaherpesvirinae,
cuyos miembros se caracterizan por presentar un mecanismo de dafio litico y por ser
neurotrépicos. HSV-1 y HSV-2 son patégenos humanos comunes, infectando aproximadamente a
un 90% y 22% respectivamente, de la poblacién en Estados Unidos (Morrison, 2004). La
infeccién primaria o primoinfeccion con HSV-1 ocurre -generalmente- a temprana edad, la
mayoria de los nifios entre 1 y 2 afios ya han sido infectados. El sitio inicial de infeccién es la
mucosa oral, epitelio corneal o heridas en la piel, en donde la replicacién viral causa lesiones
vesiculares. En el caso de la infecciéon por HSV-2, éste es adquirido por transmisién sexual y
resulta en la generacion de lesiones ulcerosas en la zona genital. En ambos casos, el estado de
latencia es establecido en neuronas sensoriales que se encuentran inervando el sitio de infeccion
inicial (Morrison, 2004; Efstathiou et al., 2005). Una vez que HSV-1 alcanza los terminales de
nervios sensoriales periféricos, la nucleocdpside viaja por transporte axonal retrogrado hacia los
cuerpos neuronales alcanzando el nucleo, un ciclo de replicacion del virus es seguido por el
establecimiento de una infeccién latente, la cual persiste durante toda la vida del individuo. El
proceso de reactivacion, conlleva al transporte axonal anter6grado de nueva progenie viral hacia
el sitio inicial de infeccién, conduciendo a una potencial manifestacion recurrente de los sintomas

clinicos y a la posibilidad de transmision (Khanna et al., 2004).



2.2. ETIOLOGIA VIRAL DE LA NEURODEGENERACION.

A pesar de los afios de estudio y un claro conocimiento de cudles son las regiones del
cerebro involucradas, las causas de la mayoria de los desérdenes neurolégicos y psiquidtricos ain
no se conocen. Los sintomas y caracteristicas especificas de las diferentes enfermedades del
Sistema Nervioso Central (SNC) son determinados, en su mayoria, por el tipo de célula o via que
ha sido dafiada (van den Pol, 2006).

Durante el envejecimiento fisioldgico, es posible observar una serie de alteraciones que
conllevan a una deficiencia de la actividad cerebral, la cual es mas evidente en los casos de
enfermedades neurodegenerativas, en donde circuitos nerviosos responsables del mantenimiento
de los procesos cerebrales cognitivos, se ven afectados (Peinado et al., 2000).

Debido a la normal alteracion de las funciones del sistema inmunoldgico -producto del
envejecimiento- la vulnerabilidad del SNC a la invasién por diferentes tipos de agentes
infecciosos, se ve aumentada con la edad (Mattson, 2004), ya que la capacidad de un virus de
alcanzar el cerebro, depende -en gran parte- de cuan eficiente es el sistema inmunolégico en
eliminarlo del organismo.

Por otra parte, existen estudios que demuestran que la vulnerabilidad a una infeccion viral,
ademds de estar ligada a un deterioro inmunoldgico inherente a la senectud, depende de una
potencial sensibilidad genética a tales infecciones. Lee et al. (2001), utilizaron un modelo de
infeccion experimental en distintas cepas de raton y demostraron que la susceptibilidad de los
ratones BXD-8, a la infeccion con Cytomegalovirus -un virus perteneciente a la familia
Herpesviridae- capaz de invadir y producir un dafio considerable en el cerebro, estd asociada con

una delecion en el gen Klra8, el cual se relaciona con la regulacién de las células Natural Killer.



Un gran nimero de virus capaces de infectar el SNC ha sido descrito, cada uno de ellos
con un mecanismo de entrada, replicacion, defensa contra el sistema inmune y diseminacién
especificos. Las alteraciones neuroldgicas inducidas por los diferentes tipos de virus, no sélo son
causadas por una accion citolitica sobre las células del sistema nervioso, sino también por la
activacion de vias apoptéticas, dafiando la barrera hematoencefélica, iniciando un ataque
autoinmune en células especificas, expresando genes virales y reprimiendo genes celulares, entre
otras (van den Pol, 2006). Gautier et al. (2003), demostraron que la infecciéon de células ND7
(fusién de células de neuroblastoma murino y células nerviosas primarias de ganglio de la raiz
dorsal de rata) con HSV-1, induce alteraciones fisiolégicas asociadas con etapas tempranas de
apoptosis, tales como: exposicion de fosfatidil serina, cambios morfolégicos de las mitocondrias,

activacion de caspasa 8, condensacién de la cromatina, entre otras.

2.2.1. INFECCION DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL POR HSV-1.

Las primeras evidencias de que HSV-1 podia ser transportado hasta el SNC, desde el
sistema nervioso periférico, fueron obtenidas a partir de estudios acerca de la Encefalitis
(Norgren et al., 1998).

Terminales de nervios sensoriales periféricos, que se encuentran inervando el sitio inicial
de infeccion son rapidamente invadidos y el virus es transportado a través de los axones hacia el
ganglio periférico, donde establece una infeccion latente. Perturbaciones esporadicas de la
homeostasis neuronal, resultan en la reactivacion del virus, provocando la recurrente aparicion de

vesiculas ulcerosas en el epitelio y mucosas.



En casos mads aislados, el virus contintia su diseminacién centripetamente, hacia y dentro
del SNC, alcanzando el cerebro y causando encefalitis (Morrison, 2004). HSV es la causa maés
comun de encefalitis aguda no epidémica en Estados Unidos, con una frecuencia estimada de un
caso por 250 000 a 500 000 habitantes, anualmente. La mortalidad asociada a la Encefalitis por
Herpes Simple (HSE) es >70% en ausencia de un tratamiento antiviral efectivo, y los
sobrevivientes presentan secuelas neuroldgicas relacionadas con alteraciones cognitivas, memoria
y personalidad (Levitz et al., 1998; Tyler, 2004). Aciclovir es el tratamiento de eleccién en caso
de HSE, pero ain bajo medicacién, la mortalidad continta siendo alta (50-60%).

Sobre la base de estudios seroldgicos, cerca de un tercio de los casos de HSE son
causados por infeccioén primaria con HSV-1, mientras que dos tercios resultan de la reactivacion
viral (Whitley et al., 2002; Whitley, 2006).

Existen dos vias propuestas para la entrada del virus al cerebro. En una de éstas se sugiere
la entrada a través del nervio trigémino y posterior transporte hacia la meninges que recubre el
I6bulo temporal. La otra hipétesis involucra el flujo intraneuronal a través del nervio olfatorio
hasta el bulbo olfatorio, desde donde podria alcanzar la amigdala, insula, y sustancia perforada
anterior (Figura 2). El posterior transporte transneuronal podria conducir al virus hacia
estructuras del sistema limbico. Esta hipétesis es consistente con el patrén especifico de
distribucién de lesiones observados en pacientes con HSE y la diseminacién transneuronal de
HSYV en el sistema limbico y olfatorio, observada en modelos animales (Norgren et al., 1998).

Estudios acerca de los mecanismos moleculares de infeccién neuronal de los herpesvirus,
han demostrado la particular capacidad de diseminacién direccional transneuronal de HSV, a
través de las sinapsis (Figura 3). De hecho, existe evidencia de la participaciéon de varias

glicoproteinas de la envoltura viral en la propagacion transsindptica del virus, tales como gD, gB



(@)

peripheral cell body via offactory nerve
e.qg. VSV, HSV, influenza

Anterograde transport into brain from I

(b) Axon terminal uptake and transport

DRG neuron
e.g. VZV, HSV

Figura 2. Entrada del virus al SNC. (a) Varios virus (VSV, HSV, etc.) alcanzan el cerebro por
transporte anterdgrado a través del nervio olfatorio. (b) Herpesvirus, tales como varicela-zdster
(VZV) y herpes simple (HSV), infectan el cerebro via nervio trigémino o nervios sensoriales del

ganglio de la raiz dorsal (van den Pol, 2006).
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(a)

Retrograde trans-synaptic transmission
T €
I '?"_-___,../f_:r_
i

Anterograde trans-synaptic transmission

Figura 3. Diseminacion de los Herpesvirus dentro del sistema nervioso (a) Las particulas
virales son transportadas retrogradamente a través del axén y posteriormente son liberadas por el
cuerpo celular y dendritas para ser subsecuentemente alcanzados y transportados por neuronas
acopladas sindpticamente. (b) Transporte anterégrado desde el cuerpo celular, hacia el terminal

axonico, desde donde el virus es liberado (van den Pol., 2006)



11

y gE. De este modo el virus puede ganar acceso a circuitos neuronales ligados sindpticamente

(Mettenleiter, 2003).

2.3. CITOESQUELETO.

El citoesqueleto celular es una red tridimensional de filamentos proteicos, que mantienen
la integridad de las células. Es una estructura altamente dindmica, encontrdndose bajo un
constante ensamblaje y desensamblaje. Los principales componentes del citoesqueleto son los
filamentos de actina, filamentos intermedios y microtibulos (Figura 4), que en conjunto
participan en un gran numero de procesos bioldgicos esenciales, tales como transporte
intracelular, movimiento celular, brinda soporte estructural a la célula, media procesos de
endocitosis y exocitosis y tiene un importante rol durante la division celular (Kasas et al., 2005).

Los filamentos de actina (F-actina) o microfilamentos, estdn formados a partir del
polipéptido glomerular de 375 residuos G-actina, el cual forma polimeros helicoidales de
aproximadamente 5 a 9 nm de didmetro, proceso dependiente de ATP. Estos filamentos se
organizan en forma de ases paralelos y estdn distribuidos en todo el citoplasma, participando
en procesos de desplazamiento y adhesién celular. Sin embargo, se encuentran mayormente
concentrados en el cortex celular, el cual se encuentra situado bajo la membrana plasmitica,
desde donde controla las propiedades mecanicas de la superficie celular (Magalhaes et al., 2002).
La dindmica y configuracién del citoesqueleto de actina estdn regulados, en gran parte, por
proteinas especificas que se unen a ésta, tales como la gelsolina, la tropomiosina, la severina, la

fimbrina, la vellosina, etc. (Lodish et al., 2000).
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Filamento intermedio

[3-monémero de ™ C-monémero de
Dimero de tubulina tubulina tubulina

Figura 4. Principales estructuras del citoesqueleto. (Figura obtenida de:

http://fai.unne.edu.ar/biologia/cel_euca/celula3.htm#E1%?20citoesqueleto).
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Los filamentos intermedios son fibras proteicas de aproximadamente 8-12 nm de
didmetro, cuya composicion proteica varia y es especifica para cada tipo celular. Estas fibras,
desempefian un papel estructural en la célula y proporcionan estabilidad mecanica a éstas, debido
a su elevada resistencia a la tensién. Dependiendo del tipo de polipéptido que los conforman,
varia el tipo de filamento. Asi, se encuentran los filamentos de desmina en las células musculares,
filamentos de queratina en las células epiteliales, filamentos de proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) en astrocitos, neurofilamentos en tejido nervioso, etc. (Magalhaes et al., 2002).

Los microtibulos (MTs) -por su parte- son cilindros largos y huecos, de aproximadamente
25 nm de didmetro, que se componen por la asociacion longitudinal de trece protofilamentos, los
cuales se forman a su vez, por el ensamblaje alternativo de subunidades de o y P tubulina. Lay
tubulina se encuentra en el centrosoma o centro organizador de MTs (COMTs), formando anillos
a los cuales se asocian los heterodimeros off para nuclear los MTs (Joshi, 1994).

Los MTs tienen un importante rol en varios procesos bioldgicos tales como la migracion
de los cromosomas durante la mitosis, motilidad, transporte de vesiculas, morfogénesis, etc.

El ensamblaje de estas estructuras altamente dindmicas depende de varios factores
fisiol6gicos tales como la presencia de GTP, temperatura, concentracion de iones Mg2+, etc. Los
MTs polimerizados no son estructuras estdticas sino que estidn en constante crecimiento y
depolimerizacidn, habilidad conocida como inestabilidad dindmica (Chang et al., 2002).

Otro factor determinante en la modulacién de la dindmica microtubular, son las
modificaciones postraduccionales que sufre la tubulina. La o tubulina es susceptible a la
acetilacion, que ocurre en el grupo € amino de la Lys 40 -la cual neutraliza la carga positiva de
este grupo- estabilizando los microtibulos. Por otra parte, este mismo isotipo de la tubulina

puede sufrir la eliminacién y readicion del residuo de tirosina en su extremo carboxilo terminal.
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Se ha descrito que MTs detirosinados, constituyen una poblaciéon més estable (Luduena, 1998;

Chang et al., 2002).

2.3.1. CITOESQUELETO NEURONAL.

El citoesqueleto es la estructura interna principal que define la forma y polaridad de las
neuronas, y asi como en los demads tipos celulares, organiza el citoplasma para llevar a cabo
procesos metabdlicos esenciales. Su composicion no difiere mayormente del citoesqueleto de
otros tipos de células, encontrandose principalmente microtibulos, neurofilamentos (equivalentes
a los filamentos intermedios) y filamentos de actina (Georgiev et al., 2004).

Ademads de los procesos ya mencionados, las estructuras del citoesqueleto tienen un rol
central en el proceso de ramificacién y funciones neuronales més especializadas incluyendo la
memoria y el procesamiento de informacién dentro de las neuronas. Sin embargo, los
mecanismos mediante los cuales el citoesqueleto controla la plasticidad neuronal, permanecen
desconocidos. Se ha propuesto que el citoesqueleto contiene un sistema para la conduccién del
impulso nervioso, sugiriéndose la existencia de una interaccion entre MTs y canales i6nicos, la
cual regularia la plasticidad sindptica mediante la capacidad de los MTs de permitir la conexién
de sefales eléctricas intracelulares -orientadas espacialmente- con filamentos de actina, capaces
también de transmitir informacién eléctrica (Lin ef al., 1993; Azmitia, 2002; Priel et al., 2006).

La estructura del citoesqueleto neuronal posee una composicion y organizacion distinta en el
axon y dendritas, lo cual contribuye a su diferenciacién estructural y metabdlica. Estudios han
demostrado una distribucion diferencial de las distintas modificaciones de la tubulina en ambas

estructuras, encontrandose tubulina acetilada y tubulina detirosinada preferencialmente en axones
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en comparacion con las dendritas, lo cual mantendria la estabilidad de los microtibulos axonales
(Cambray-Deakin et al., 1987).

Debido a la inexistencia de una maquinaria de sintesis adecuada en el axén y dendritas, es
necesaria la exportacion de muchas sustancias desde el cuerpo neuronal. El transporte de
moléculas desde el soma al axén y viceversa se denomina transporte axonal o flujo axoplasmico.
El transporte en direccion a la terminal axonal se denomina anterégrado, y en direccién al soma
se denomina retrogrado.

El citoesqueleto microtubular participa activamente en este proceso, de hecho, el
desensamblaje de los MTs mediante el uso de agentes despolimerizantes -en modelos neuronales-
para el estudio de anormalidades del citoesqueleto y neurodegeneracion, ha demostrado un
impedimento del transporte axonal (Steward et al., 1984). Por otra parte, estudios demuestran que
la exposiciéon de colchicina (droga despolimerizante) a células del granulo cerebelar, causa
alteraciones en los MTs e induce apoptosis caracterizada por condensacién de la cromatina,
fragmentacion del DNA, liberacion de citocromo c y activacidén de caspasa 3 (Bonfoco et al.,
1995; Gorman et al., 1999).

Varias investigaciones argumentan la posibilidad de que alteraciones del citoesqueleto
podrian participar en la patogénesis de lesiones traumdticas del cerebro (Fitzpatrick et al., 1998).
Desoérdenes neurodegenerativos tales como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson, evidencian una disfuncién del citoesqueleto a nivel molecular y de citoarquitectura.
Cambios en la morfologia neuronal, pérdida de neuritas y acumulaciéon de proteinas del
citoesqueleto resultan en una serie de alteraciones tales como la pérdida de sinapsis y una

disminucién en la conductividad sinéptica (Li ef al., 2007), demostrandose asi la importancia de
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las estructuras del citoesqueleto en la conservacion de la integridad neuronal y por lo tanto en el

desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso.

2.3.2. INFECCION POR HSV-1Y CITOESQUELETO.

Como se mencion6 anteriormente, son diversos los mecanismos mediante los cuales la
infeccion de un virus induce alteraciones en las células, como resultado de la utilizacion de la
maquinaria celular -por parte del virus- para su propio beneficio y tales alteraciones no sélo son
producto de una accion citolitica de éste.

Luego de la fusion de la envoltura viral con la membrana plasmaética de la célula huésped,
la cépside debe ser transportada a través de los MTs, desde la periferia celular hasta el nicleo
para su replicacion, etapa particularmente critica cuando se trata de largas distancias como en el
caso de las neuronas. Dicho transporte, es un proceso activo mediado por la ATPasa dineina, la
cual se desplaza sobre los MTs hacia el extremo negativo, acercindose al centrosoma (Dohner et
al., 2002; Marozin et al., 2004). Por otra parte, el transporte anterégrado de las particulas virales,
es importante para su diseminacion.

Estudios realizados para determinar el rol de los MTs en el transporte del virus HSV-1, en
varias lineas celulares, demostraron que éstos sufrieron cambios en su organizacion,
observidndose una fragmentacion y posterior redistribuciéon alrededor del nucleo, luego de la
infeccion productiva del virus (Avitabile et al., 1995). Yedowitz et al. (2005), sugieren que en
etapas tardias de la infeccion, dicha reorganizacion de los MTs es dependiente de la proteina del

tegumento viral, VP22. Investigaciones acerca del rol de esta proteina en la infeccion del HSV-1,
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han demostrado que su expresion en distintas lineas celulares induce la estabilidad de los MTs,
los cuales sufren una hiperacetilacion (Elliott et al., 1998).

En modelos neuronales también se ha descrito la participaciéon de los MTs como
mediadores del transporte axonal bidireccional de HSV-1 (Topp et al., 1994). El transporte
anterégrado del virus en el nervio 6ptico es inhibido por drogas despolimerizantes de los MTs
(Bosem et al., 1990); a su vez, el transporte retrogrado también es inhibido en estas condiciones,
previniéndose la infeccion del ganglio de la raiz dorsal al inyectar colchicina en el nervio cidtico
(Openshaw et al., 1978).

Todos los fendmenos asociados al ciclo replicativo del virus, incluyendo los que
constituyen modificaciones del citoesqueleto celular, contribuyen a la alteracién del normal

funcionamiento de la célula infectada.

24. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Basado en la informacion anteriormente expuesta y sobretodo en el hecho de que, no
obstante entre un 20 y un 40% de la poblacidn infectada con el Virus Herpes Simple Tipo 1 sufre
la reactivacion recurrente -evidenciada por la aparicién de vesiculas ulcerosas en la piel- la
entrada y posterior reactivacion localizada del virus en el SNC, podria contribuir con el desarrollo
de alteraciones neuroldgicas a largo plazo, lo cual estaria siendo subdimencionado. Por otra parte,
considerando el hecho de que afio a ano las expectativas de vida son mayores, lo cual genera un
incremento en la poblaciéon de personas ancianas con riesgo de padecer algin tipo de desorden

neurodegenerativo, resulta interesante estudiar la posible induccion de procesos
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neurodegenerativos por parte de un virus tan comun en el hombre como lo es HSV-1, por lo que
se planted la siguiente hipdtesis:
“La infeccion productiva del Virus Herpes Simple Tipo 1 induce alteraciones sobre

el citoesqueleto neuronal”.

2.5. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar los cambios en la dindmica del citoesqueleto neuronal durante la infeccion

productiva por HSV-1, comparandolo con lo ocurrido en un modelo epitelial.

2.5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Establecer el modelo de infeccién productiva por HSV-1 en células epiteliales de rifién de

mono verde africano -VERO- y en cultivos neuronales de corteza de raton.

2. Determinar los cambios en la dindmica microtubular durante una cinética de infeccién por

HSV-1 sobre células VERO y sobre cultivos neuronales.

3. Analizar las modificaciones de los filamentos de actina en ambos modelos.
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3. MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron dos modelos de trabajo. El primero se llevé a cabo en la linea epitelial de
mono verde africano -VERO- debido a que el Virus Herpes Simple Tipo 1, ademds de ser
neurotrépico, es epiteliotrépico, por lo que este modelo es ampliamente utilizado en el estudio del
virus, ademads de sus interacciones con componentes celulares. El segundo modelo de trabajo se
realizé en neuronas corticales de embriones de rata, los cuales fueron proporcionados por el

vivero de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile.

3.1. MATERIAL BIOLOGICO.

3.1.1. VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1.

Para llevar a cabo las infecciones, se utiliz6 la cepa F del Virus Herpes Simple tipo 1, la

cual es utilizada como cepa de referencia en estudios a nivel mundial. Esta fue donada por la Dra.

Maria José Martinez del Programa de Virologia, Universidad de Chile. El virus fue conservado a

-70° C.

3.1.2. CULTIVO DE CELULAS VERO.

La linea epitelial VERO, se usé como modelo de experimentacion, estandarizando

previamente en éste, multiplicidad de infeccion (MOI), tiempos de infeccion, diluciones 6ptimas
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de anticuerpos, etc. Ademads, fue utilizada sistematicamente para la propagacién y titulacién del
virus.

Las células fueron cultivadas y mantenidas en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) e incubadas a 37° C en atmosfera

al 5% de CO,.

3.1.3. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS CORTICALES.

Para generar los cultivos primarios de neuronas, se sacrificé ratas prefiadas, de 18 dias
de gestacion y se procedid segin lo descrito por Alvarez y col., (1999). Se realizé la diseccion de
las cortezas de los embriones, se colocaron en solucién salina balanceada Hank (HBSS) y se
eliminé las meninges; se lavé el tejido 3 veces por decantaciéon en HBSS y luego fue incubado
con tripsina por 10 minutos a 37° C. Posteriormente fue lavado en Medio Eagle Minimo
suplementado con 10% SBF (MEM 10) y se procedi6 a la disgregacion del tejido. Las células
fueron sembradas en placas cubiertas con poli-lisina e incubadas durante 30 minutos en medio
MEM 10, posterior a lo cual se reemplazé el medio por Neurobasal suplementado con B27 y L-

glutamina. Los cultivos se mantuvieron a 37° C con 5% CO..

3.2. REACTIVOS QUIMICOS.

De la marca Sigma se obtuvo: Anticuerpos Monoclonales Anti-Tubulina Acetilada y
Anti-Tubulina Tirosinada; sonda Phalloidina, Ioduro de propidio, Protease inhibitor coktail y NP-

40.
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De Gibco Laboratories Life Technologies, Inc.: tripsina, medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), medio Eagle Minimo (MEM), Neurobasal, suplemento B27, suero
bovino fetal (FBS).

Reactivo quimioluminiscente ECL Western blotting analysis system y membranas de
PVDF Hybond-p se obtuvieron de Amersham Pharmacia Biotech.

Tween 20, Persulfato de amonio, glicerol, Triton X100, dodecilo sulfato de sodio
(SDS), azul de bromofenol, NaCl, 2-Mercaptoetanol, acrilamida y bisacrilamida fueron
adquiridos de Merck. De BioRad: agarosa, Reactivo de Bradford, Temed y glicina.

Anticuerpos anti-IgG de ratéon conjugados a peroxidasa, a fluoresceina y a
tetrametilrodamina; policlonal anti-GFAP, monoclonal anti-glicoproteina D de HSV-1 y Kit de
deteccion de HSV-1 se obtuvieron de Chemicon Internacional.

El estandar de peso molecular pretefiido rango 20-120 kDa para geles de poliacrilamida-
SDS se obtuvo de BioAxis.

EDTA se obtuvo de Mallinckrodt Baker. De Winkler se obtuvo albiimina sérica de
bovino (BSA). De Cellgro se obtuvo L-glutamina, de Dako, medio de montaje; de Calbiochem
se obtuvo Tris Base.

Los anticuerpos 2H3 y CD68 fueron donados por el Dr. Esteban Rodriguez del Instituto
de Histologia, Facultad de Medicina, Universidad Austral de Chile. Tau 5, fue donado por el Dr.
Lester Binder del Departamento de Biologia Celular y Molecular de Northwestern University

Medical School, Chicago, U.S.A.
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3.3. METODOLOGIA.

3.3.1. PROPAGACION VIRAL.

La propagacion del virus se realizé sistematicamente, para ello se crecié células VERO
en botellas de 450 ml hasta alcanzar un 95% de confluencia. Se inocul6 con 2 ml de sobrenadante
infectado con HSV-1 y se incubd a 37° C durante 1 hora, moviendo la placa cada 10 minutos.
Posteriormente se aspir6 el indculo y se adicion6 medio DMEM suplementado con 5% de SFB.
Se incubd a 37° C con 5% CO, hasta observar ECP (efecto citopético) en un 95% de las células,
aproximadamente 24 horas. Para lisar las células se congel6 y descongeld 3 veces consecutivas,
se recolectd el lisado en un tubo falcon estéril y se centrifugé a 2000 g por 10 minutos. El

sobrenadante fue recuperado, alicuotado y conservado a -20° C.

3.3.2. TITULACION VIRAL.

Para titular el virus, se prepard diluciones en base 10 de la alicuota de sobrenadante
infectado con virus. Para ello, se adicion6 100 pl de sobrenadante a 900 pul de DMEM 0.5 % SFB
(dilucién 10™), luego se tom6 100 pl de esta dilucién y se adiciond a un nuevo tubo con 900 ul de
DMEM 0.5 % SFB (dilucién 10'2), lo mismo se repitid, hasta obtener una dilucién de 107.
Posteriormente, se inocul6 con 500 pl de cada dilucién, células VERO crecidas en confluencia
sobre placas de 6 pocillos (1x10° células por pocillo), previa aspiraciéon del medio, dejando uno
de los pocillos como control, adicionando a éste s6lo medio. Se descartd las diluciones 10! y

102 Se incubé la placa durante 1 hora a 37° C, con agitacion cada 10 minutos. Pasado el tiempo
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de incubacidn, se aspiré el indculo y se adiciond a cada pocillo, 1 ml de una mezcla de agarosa
1,2% en agua y medio DMEM 2X 0.5 % SFB, en una proporcién de 1:1. Nuevamente se incubd
la placa, a 37° C en ambiente al 5 % de CO,, durante 72 horas. Transcurrida la incubacion, se
eliminé la agarosa por inversion y se cubrié cada pocillo con cristal violeta, luego de 30 minutos
se eliminé el colorante, se lavo los pocillos con agua destilada y se cont6 el nimero de placas de
lisis formadas, en el pocillo inoculado con la alicuota mds diluida en el que haya ocurrido la
formacion de placas.

Posteriormente, se procedié al cdlculo de la concentracion viral, en unidades formadoras

de placa (pfu) por ml segin la siguiente férmula:

Concentracion (pfu/ml) = N° Placas de Lisis

V. Inoculo (ml) x Dilucién
Luego se determiné el volumen necesario para infectar placas del tamafio requerido, con

una multiplicidad de infeccién (MOI) especifica. Por ejemplo, para infectar placas de 50 mm

(3x10° células), con un MOI de 10 (10 pfu por célula):

10 pfu—»1 célula

x —» 3x10°células / x = 3x107 pfu

Si por ejemplo, la concentracién obtenida anteriormente hubiese sido 3.8x10’ pfu/ml:
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3.8x10" pfu —» 1 ml

3x10’ pfu—» x / x = 0.789 ml

Por lo tanto, para infectar placas de 50 mm (3x10° células), con un MOI de 10, se

requeriria de 789 pl de la alicuota titulada anteriormente.
3.3.3. CINETICA DE INFECCION.

Para el andlisis de las alteraciones inducidas por HSV-1 -en ambos modelos de trabajo- se
procedié a la realizacion de cinéticas de infeccion, es decir, se sometieron los cultivos a
diferentes tiempos de infeccion.

Las células utilizadas para extraccion de proteinas fueron crecidas en placas de 50 mm
(3x10° células), en confluencia, a diferencia de las utilizadas para andlisis por
inmunofluorescencia, las cuales fueron crecidas sobre cubreobjetos circulares de 13 mm de
didmetro en placas de distinto tamano, dependiendo del nimero de cubreobjetos requeridos, y a
un 50 % de confluencia.

El virus se adicion6 sobre el medio y se incubd por una hora a 37° C, en ambiente al 5 %
de CO,, con agitacién cada 10 minutos, permitiendo asi la adsorcion homogénea del virus.
Posteriormente, se cambié el medio por DMEM suplementado con 5% de SFB en el caso de
células VERO o Neurobasal suplementado con B27 y L-glutamina, en el caso de los cultivos
primarios y se incubd durante los distintos tiempos de infeccion, previamente establecidos. El

volumen de inoculacién dependié del MOI con el cual se infectd.
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Para detener la infeccion de los cultivos destinados a extraccién proteica, se aspird el
medio y se lavé cuidadosamente con PBS 1X (15 mM NaH,PO, [pH 7,4], 150 mM NaCl),
inmediatamente se procedid a la extraccion. En el caso de los cultivos destinados a anélisis por
inmunofluorescencia, la infeccién se detuvo eliminando el medio, luego se lavé con PBS 1X, y se
fij6 con paraformaldehido (PFA) 4%, cubriendo toda la placa, durante 15 minutos; luego, se
elimin6 el PFA y se cubri6 la placa con PBS 1X. Los cultivos fijados se mantuvieron a 4° C

hasta su analisis.

3.3.4. EXTRACCION DE PROTEINAS.

Luego de ser lavados, los cultivos celulares destinados a extraccion proteica fueron
lisados con 100 pl de solucién de lisis por placa de 50 mm (Tris/HCI 50 mM [pH 7,5], NaCl 150
mM, NP-40 1%, deoxicolato 0.5%, SDS 0.1%, EDTA 5 mM e inhibidores de proteasas: 100
pg/ml PMSF, 0.08 mM Aprotinin, 2.00 mM Leupeptin, 4.00 mM Bestatin, 1.50 mM Pestatin y
1.40 mM E-64). Los lisados fueron posteriormente centrifugados a 14800 g por 15 minutos a 4°

C; se recolect6 el sobrenadante y se cuantifico proteinas por el método de Bradford.

3.3.5. SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS.

Los extractos proteicos obtenidos, fueron sometidos a separacion electroforética en
condiciones denaturantes (SDS-PAGE), en geles de poliacrilamida al 12%. Los geles espaciador
y separador fueron preparados a partir de una solucién de acrilamida/bisacrilamida 30:08. El gel

espaciador se preparé con 125 mM de Tris [pH 6,8], persulfato de amonio 0,01%, SDS 0.1%,
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TEMED 0,04% y a una concentracién final de poliacrilamida de 3.8%. El separador se prepar6
adicionando 375 mM de Tris [pH 8,8], SDS 0,1%, persulfato de amonio 0,04% y TEMED
0,03%, a una concentracién final de poliacrilamida de 12%. Las muestras fueron preparadas con
un volumen equivalente a 20 pug de proteina, a las cuales se les adiciond solucién de muestra
consistente en Tris 0.313 M [pH 6,8], SDS 5%, glicerol 25%, azul de bromofenol 0.025% y 2-
mercaptoetanol 0,7 M; posteriormente se calentaron a bafio maria por 5 minutos y se cargaron en
el gel. Ademas de las muestras, se cargd paralelamente en el gel un estdndar de peso molecular,
para poder determinar posteriormente el peso de las muestras. La electroforesis se realiz6 a 32
mA por una hora, en soluciéon Tris 0.1 M, glicina 0.768 M y SDS 0.1%, en el sistema Mini

Protean® Il de BIO RAD.

3.3.6. ELECTROTRANSFERENCIA A MEMBRANAS.

Posterior a la electroforesis, las proteinas fueron transferidas desde el gel a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF), las cuales fueron previamente activadas con metanol. La
transferencia se llevé a cabo en el sistema de Cleaver Scientific Ltd.. Se us6 como tampé6n de
transferencia 25 mM Tris [pH 8,3], 190 mM glicina, 0,1% SDS y 20% metanol. Entre el anodo y
el catodo se dispusieron secuencialmente y embebidos en tampén de transferencia: esponja, papel
de filtro (Whatman n° 1), gel a transferir, membrana de PVDF activada, papel filtro y otra
esponja. La transferencia se efectué a 400 mA durante 2 horas 6 35 mA durante 15 horas,

posterior a lo cual las membranas se secaron y almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.



27

3.3.7. INMUNODETECCION.

Para la deteccion especifica de proteinas en las membranas de PVDF, éstas fueron
incubadas durante una hora con solucién de bloqueo (PBS 1X; 0,3% Tween-20; 1% BSA y 5%
leche descremada) a temperatura ambiente y agitacion constante. Luego, las membranas se
incubaron con 5 ml de solucién de anticuerpo especifico, en una dilucién de 1:1000 para anti-
tubulina acetilada y anti-tubulina tirosinada y 1:10000 para anti-actina, durante 15 horas en
agitacion, a temperatura ambiente. Los anticuerpos fueron diluidos con solucién de bloqueo.
Posteriormente las membranas fueron lavadas 4 veces durante 5 minutos con PBS-Tween-20
(PBS 1X, 0,3% Tween-20) e incubadas de 2 a 4 horas con una solucién de anti-IgG de ratén
conjugado con peroxidasa -diluida 1:10000- en agitacién, a temperatura ambiente. Por dltimo, las
membranas fueron nuevamente lavadas 4 veces durante 5 minutos con PBS-Tween-20 e
incubadas durante un minuto con una solucién obtenida mezclando partes iguales de los reactivos
1 y 2 del sistema de deteccion quimioluminiscente ECL. Luego de eliminar el exceso de reactivo,
las membranas se pusieron en contacto con un film, en el cual quedé impresa la luminiscencia
liberada en la reaccién y que fue revelada con el reactivo D7,, finalmente se fij6 con el reactivo
Us. Todos los pasos realizados posteriores al tltimo lavado de las membranas, fueron llevados a
cabo en oscuridad. Se realizé un analisis densitométrico de las bandas obtenidas, utilizando el
programa Adobe Photoshop 7.0, los datos fueron normalizados con la densitometria de las bandas
correspondientes a actina y graficados como porcentaje del control. Se realizé el andlisis

estadistico t-student (P<0.05, n=3)
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3.3.8. INMUNOFLUORESCENCIA.

Los andlisis por inmunofluorescencia se realizaron en células fijadas sobre covers; para
ello, las células fueron primero bloqueadas con solucién de bloqueo-0.3 % tritén X100 durante
30 minutos, luego se procedié a la incubacién con los primeros anticuerpos a una dilucion de
1:100 para anti-tubulina acetilada, anti-tubulina tirosinada, anti-gD, faloidina, tau 5, GFAP y 1:50
para 2H3 y CD68, durante toda la noche, en cdimara humeda a 4° C. Se lavo los covers 4 veces
por 3 minutos con PBS 1X y se incubé con los segundos anticuerpos, raton-FITC, ratén-TRITC y
conejo-FITC en una dilucién de 1:100, durante 4 horas, en cdmara himeda a 4° C. Para la
deteccion del Virus Herpes Simple Tipo 1 se utilizé el kit de Chemicon Internacional. Luego de
lavar nuevamente -en las mismas condiciones del primer lavado- se monté los covers en
portaobjetos, sobre 10 pl de medio de montaje y se procedié al andlisis en microscopio confocal y
en microscopio de fluorescencia, ambos marca Zeiss. Las imdgenes fueron procesadas utilizando

los programas Olympus Micro Fluoview, Image J. y Adobe Photoshop 7.0.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los resultados, son representativos de al menos tres experimentos separados. A los
resultados se les realiz6 el andlisis estadistico 7-student y los datos fueron expresados como la
media + el error estindar de la media. El valor de p se indica en cada caso, p<0.05 fue

considerado como estadisticamente significativo.
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4. RESULTADOS.

El Herpes Simple Tipo 1, es un virus comun en el hombre, por lo cual sus propiedades
bioldgicas e interacciones con componentes celulares han sido ampliamente estudiadas en
distintas lineas celulares. Se ha demostrado que este virus es capaz de inducir distintos tipos de
alteraciones, incluyendo modificaciones del citoesqueleto y la activacién de procesos
apoptoticos.

Debido a la capacidad de HSV-1 de infectar y establecer latencia en células del sistema
nervioso, es de interés el estudio del daio inducido por este patdgeno en neuronas.

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este trabajo, se utilizaron dos
modelos de estudio. El primero se llevé a cabo en cultivos de células VERO, las cuales han sido
ampliamente utilizadas en el estudio de HSV-1. El segundo modelo, correspondié a cultivos

primarios neuronales de corteza de rata.

4.1. MODELO EPITELIAL.

El modelo epitelial de mono verde africano -VERO- se utilizé preliminarmente con el
objeto de acercarnos a lo ya descrito en la literatura. Ademas, se usé como modelo epiteliotrépico
de referencia, para posteriormente llevar a cabo de modo similar, el modelo neurotrépico.

Asimismo, el cultivo de células VERO fue utilizado sistematicamente para la propagacion

y titulacion del virus.
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4.1.1. TITULACION DEL VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1.

La titulacion o calculo de la concentracion del virus, en nimero de unidades formadoras
de placa por ml (pfu/ml), se realizé6 mediante el método de formacion de placas de lisis, segin lo
descrito en Materiales y Métodos. Este procedimiento se llevd a cabo para efectuar las
infecciones con una multiplicidad de infecciéon (MOI) determinada, que en la mayoria de los
experimentos fue de 10, es decir, la infeccidon de 10 particulas virales por cada célula. La figura 5
muestra el resultado de un ensayo, en donde se pueden observar las placas de lisis formadas. Se
observa que a medida en que disminuye la concentracién del in6culo, disminuye también el
nimero de placas de lisis formadas, las cuales fueron contadas en el pocillo N° 4, el cual fue
infectado con la alicuota mds diluida de virus que presenté la formaciéon de placas.

Posteriormente se procedi al clculo del pfu/ml, tal como se describe en Materiales y Métodos.

4.1.2. CONTROL DE INFECCION.

Para cerciorar la correcta infeccion de los cultivos celulares, se realizé infecciones de
distintos tiempos, los cuales estdn indicados en la figura 6, en donde se muestra el resultado de
una inmunofluorescencia realizada con anticuerpos especificos contra proteinas de HSV-1. Se
observa que a las 4 hrs. de infeccidn, el virus ya se encuentra en el citoplasma y nicleo de las
células, haciéndose mds intensa la inmunodeteccion en el nicleo, a medida que aumentan las

horas de infeccidn.
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Figura 5. Ensayo de formacion de placas.
Alicuotas de distinta concentracién viral fueron
inoculadas sobre células VERO. El pocillo 1 se
infecté6 con la alicuota mdas concentrada y el
pocillo 5 con la més diluida. C corresponde al

control (células libres de infeccion).

20 pm

cC

Figura 6. Control de infeccion celular. Inmunofluorescencia realizada con el Kit de deteccion
especifico para HSV-1 de Chemicon Internacional, el cual contiene anticuerpos anti-gC y anti-
ICP35 de HSV-1 (fluorescencia verde). En A se observa el control (células libres de infeccién).
Los tiempos de infeccion fueron: 4 h (B), 8 h (C) y 18 h (D). Las células se aprecian de color rojo

debido a la presencia de azul de ébano en el reactivo.
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4.1.3. ALTERACIONES DEL CITOESQUELETO CELULAR INDUCIDAS POR LA

INFECCION DEL VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1.

Establecido el modelo de infeccién productiva, se procedi a la realizaciéon de una cinética
de infeccién sobre los cultivos celulares y posterior andlisis de las modificaciones inducidas en el
citoesqueleto, mediante inmunofluorescencia y ensayos de western blot de extractos proteicos
totales, de células sometidas a los distintos tiempos de infeccidon. Los protocolos se llevaron a
cabo segun se describe en Materiales y Métodos.

En la figura 7 se muestra el efecto citopatico inducido por HSV-1 sobre células VERO.
Se observa un claro cambio en la morfologia de la célula, la cual se torna notablemente mas

redondeada y de un mayor volumen.

4.1.3.1. CAMBIOS EN LA DINAMICA MICROTUBULAR.

Para el estudio de las modificaciones ocurridas en el citoesqueleto microtubular
provocadas por la infeccién con el virus, se realizd inmunodetecciones con anticuerpos
especificos contra dos tipos de tubulina modificada postraduccionalmente: tubulina acetilada y
tubulina tirosinada, las cuales estan involucradas en la estabilizacion y aumento de la dindmica de
los microtibulos, respectivamente. La figura 8A, muestra el resultado de los anélisis de western
blot de las distintas modificaciones de tubulina. Los graficos (B y C), indican una disminucién de
la tubulina acetilada en las primeras horas de infeccidn, siendo estadisticamente significativa a las
8 h, y un posterior aumento de esta modificacion, maximo a las 24 horas de infeccién. En cuanto

a la tirosinacion de la tubulina, un significativo aumento se observa a las primeras 4 horas de
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CONTROL 24 H.P.I.

Figura 7. Efecto citopatico inducido por HSV-1 sobre células VERO. Micrografia tomada a
través de microscopio invertido, que permite observar el cambio morfolégico sufrido por células

VERO infectadas durante 24 horas por HSV-1, con un MOI de 10.
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Figura 8. HSV-1 induce cambios en la dindmica microtubular de células VERO. (A)
Inmunodeteccion de tubulina acetilada, tubulina tirosinada y actina realizada a extractos proteicos
totales de células VERO infectadas durante distintos tiempos, (MOI: 10). (B y C) Graficos

representando el anélisis densitométrico de los datos de A, normalizados con actina.
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infecciéon, con una posterior disminucién en las etapas siguientes. EIl andlisis por
inmunofluorescencia (Figura 9), nos permite visualizar los cambios en la distribucién de las
distintas modificaciones de tubulina en la célula, en donde podemos notar la disminucién de
acetilacion a las 8 horas post infeccién (C) y una posterior inmunodeteccion -mayoritariamente-
en la zona perinuclear (D y E). La tubulina tirosinada se observa distribuida en toda la célula
hasta las 8 horas de infeccion, en etapas més tardias, ésta se encuentra preferentemente cercana al
nucleo.

Estos resultados sugieren un aumento de la dindmica microtubular en las primeras etapas
de la infeccion (primeras 8 horas), lo cual podria tener relacién con la reorganizacién del
citoesqueleto microtubular inducido por HSV-1 durante las primeras horas de infeccién. Estudios
anteriores han demostrado que la transfeccion de la proteina VP22 de HSV-1 en células VERO,
induce una reorganizacion y posterior estabilizacién de los microtibulos, los cuales presentan una
elevada acetilacion (Elliott ef al., 1998). En la figura 10, una mayor magnificacién nos permite
observar una reorganizacion en la distribucion de la tubulina tirosinada a las 8 horas de infeccion
(B) en forma de fibras entrecruzadas, en comparaciéon con el control (A), en donde se observa

formando ases, desde el centrosoma hacia la membrana plasmaética.

4.1.3.2. ALTERACION DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA.

Para determinar si la infeccion de HSV-1 induce algun tipo de alteracion visible sobre el
citoesqueleto de actina, células VERO sometidas a una cinética de infeccién con el virus, fueron
fijadas e incubadas con faloidina, sonda que se une a actina fibrilar. Los resultados se exponen en

la figura 11, en donde los microfilamentos se observan claramente y distribuidos en todo el
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,

Figura 9. Cambios de distribucién de la tubulina modificada en células infectadas con HSV-

G

1. Inmunofluorescencia realizada a células VERO infectadas y fijadas a distintos tiempos, usando
anticuerpos anti-tubulina acetilada y anti-tubulina tirosinada; nucleos tefiidos con Ioduro de

propidio.
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CONTROL S H.P.L

Figura 10. Redistribucion de la tubulina tirosinada en el citoesqueleto celular.
Inmunofluorescencia realizada a células VERO infectadas (B) o no (A) con HSV-1 (MOI 10),

usando el anticuerpo anti-tubulina tirosinada. (Magnificacién 100X).
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Figura 11. Alteracion de los filamentos de actina inducido por la infeccion con HSV-1.
Células VERO sometidas a una cinética de infeccién con HSV-1 (MOI 10), fueron fijadas y
posteriormente incubadas con la sonda faloidina, la cual permite la visualizacion de los

filamentos de actina (flechas).
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citoplasma de la célula en el control (A), lo cual se ve drasticamente afectado desde las 4 horas de
infeccion (B), en donde ain se observan algunos microfilamentos, pero de una longitud
considerablemente menor. Desde las 18 horas de infeccidén en adelante, los microfilamentos se

ven afectados en su totalidad (D).

4.2. MODELO NEURONAL.

Los cultivos primarios fueron generados a partir de neuronas corticales de embriones de
rata de 18 dias de gestacion y se procedié segtn lo descrito por Alvarez et al., (1999). Los

experimentos fueron llevados a cabo luego de cuatro dias de diferenciacién neuronal.

4.2.1. CARACTERIZACION DEL CULTIVO NEURONAL.

Realizados los cultivos primarios, se procedié a su caracterizaciéon por medio de
inmunofluorescencia, usando distintos marcadores, tanto neuronales como de astrocitos. En la
figura 12A -utilizando el anticuerpo Tau 5- el cual se une a todas las isoformas de la proteina
Tau, siendo -por lo tanto- marcador neuronal especifico, es posible visualizar las prolongaciones
nerviosas y las conexiones neuronales formadas en los cultivos. En B, el anticuerpo utilizado fue
2H3 -el cual detecta neurofilamentos- permitiendo la observacion definida del axén y dendritas.
CD68, marcador de macréfagos, permite la inmunodeteccion de la microglia (C). El porcentaje
de astrocitos en los cultivos, fue calculado contando el nimero de éstos y el nimero total de
nicleos -tefiiddos con ioduro de propidio- en varias micrografias de inmunofluorescencias

realizadas utilizando el anticuerpo GFAP, el cual se une a la proteina dcida de los filamentos
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Figura 12. Caracterizacion del cultivo primario. La figura muestra el resultado de una
inmunofluorescencia -realizada a las células del cultivo primario neuronal- fijadas luego de 4 dias
de diferenciacion, utilizando los anticuerpos Tau 5 (A), 2H3 (B) y CD68 (C). Los nticleos fueron

tefiidos con ioduro de propidio.
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gliales de los astrocitos (Figura 13A). El porcentaje de astrocitos, resultd ser de

aproximadamente un 5% (B).

4.2.2. CONTROL DE INFECCION.

Al igual que en el modelo de trabajo anterior, se llevo a cabo un control de infeccion -esta
vez- utilizando el anticuerpo anti-glicoproteina D de HSV-1. Los diferentes tiempos de infeccién
se sefialan en la figura 14. El virus comienza a ser inmunodetectado luego de una hora de
adsorcion (fluorescencia verde), haciéndose mds profusa la seflal a medida que aumentan las

horas de infeccidn.

4.2.3. EVENTOS NEURODEGENERATIVOS INDUCIDOS POR LA INFECCION

CON VIRUS HERPES SIMPLE TIPO 1.

4.2.3.1. ALTERACION DE LOS PROCESOS NEURITICOS.

Para el estudio del dafio general provocado por HSV-1 sobre los cultivos neuronales
corticales, se efectué una cinética de infeccion sobre éstos y un posterior andlisis por
inmunofluorescencia, mediante el cual se logré observar que la infeccién con el virus induce
claros signos de neurodegeneracion, incluyendo la disminucién de las prolongaciones nerviosas,

la formacién de procesos tortuosos y la retraccion de los procesos neuriticos.
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Figura 13. Determinacion del porcentaje de astrocitos. Inmunofluorescencia realizada al
cultivo primario neuronal, con el anticuerpo GFAP, el cual se une a la proteina 4cida de los
filamentos gliales de astrocitos; los nucleos fueron tefiidos con ioduro de propidio (A). Grafico

representando el porcentaje de astrocitos en el cultivo primario neuronal (B).
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8 H.P.L 18 H.P.L. 24 H.P.I.

Figura 14. Control de infecciéon neuronal. Inmunofluorescencia realizada a cultivos primarios
neuronales sometidos a una cinética de infeccién con HSV-1 (MOI 10), usando el anticuerpo

anti-glicoproteina D de HSV-1. Los nticleos fueron tefiidos con ioduro de propidio.
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La figura 15 resume los resultados obtenidos. En el panel A es posible observar que -en
comparacion con el control- existe una clara alteracion de los procesos neuronales en las células
infectadas, visualizdndose la retraccion de éstos y evidencidndose una pérdida de las conexiones
entre las neuritas. Por medio de microscopio invertido, fue posible registrar el efecto citopatico
inducido por HSV-1 en una neurona; las flechas en el panel B indican las alteraciones
morfolégicas ocurridas, en donde el soma se observa redondeado, y el ax6n, ademds de presentar
una menor longitud, exhibe una morfologia tortuosa.

La longitud de los axones, en los distintos tiempos de infeccién, fue medida en el
programa Olympus fluoview, y graficada como porcentaje de la longitud de los axones de
neuronas en el control, cuyo promedio se consider6 como un 100%; por otra parte, pudimos
advertir una disminucién en el nimero de neuronas, proporcional al tiempo de infeccién, por lo
que se realizé un conteo de los nicleos a las distintas horas de la cinética, lo cual fue graficado
como porcentaje del control (C). El grifico indica que ambos pardmetros disminuyen
considerablemente, encontrando aproximadamente un 36% de neuronas y un promedio
aproximado del 20% de la longitud -con respecto al control- a las 18 hrs. de infeccion.

Para determinar si las alteraciones observadas fueron inducidas, efectivamente por la
infeccion productiva de HSV-1, la replicacion viral fue inhibida mediante el uso de Aciclovir,
andlogo sintético de guanosina que actda inhibiendo a la DNA polimerasa viral (figura 16). En el
panel A, es posible apreciar los focos de infeccion formados en el cultivo infectado con HSV-1,
en los cuales las células presentan una alteracién morfoldgica que no se observa en los cultivos
tratados previamente con Aciclovir.

Como control adicional, cultivos primarios neuronales fueron infectados con alicuotas

de HSV-1 inactivado mediante temperatura y radiaciéon UV. En el panel B podemos visualizar
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Figura 15. Dafio neuronal inducido por la infeccion con HSV-1. Inmunofluorescencia
utilizando anticuerpo anti-tubulina acetilada, de cultivos neuronales sometidos a diferentes
tiempos de infeccion con HSV-1 (MOI 10); los nicleos fueron tefiidos con ioduro de propidio;
las flechas indican una mayor inmunodeteccién en la zona perinuclear (A). Registro mediante
microscopio invertido, de una neurona infectada por HSV-1; las flechas indican el efecto
citopatico inducido por el virus (B). Grafico representando la longitud axonal y el nimero de

neuronas a distintas horas post infeccion, con respecto al control (C).
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CONTROL HSV-1T%UV HSV-1+ACI HSV-1

Figura 16. La inhibicion de la replicacion viral evita las alteraciones inducidas por la
infeccion de HSV-1. Cultivos primarios neuronales tratados (HSV-1+ACI) o no -previamente-
con aciclovir (50 puM), fueron infectados durante 18 hrs. con HSV-1 MOI 10 (A).
Inmunofluorescencia realizada utilizando anticuerpo anti a-tubulina, sobre cultivos primarios
neuronales infectados con HSV-1, inactivado mediante exposicién durante 30 min. a radiacién

UV, 30 min. a 56° C o tratados previamente con aciclovir (50 uM) (B).
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que los cultivos tratados con HSV-1 inactivo, al igual que los cultivos tratados previamente con
aciclovir, no sufrieron alteraciones visibles en los procesos neuronales, observandose éstos

integros -al igual que en el control- a diferencia de lo observado en las células infectadas.

4.2.3.2. DETECCION DE CELULAS APOPTOTICAS.

Un ensayo adicional para determinar la disminucién en la viabilidad de las neuronas
corticales, inducida por la infeccién con HSV-1, fue la deteccién de células con la cromatina
compactada. Se ha demostrado que la infeccion del Virus Herpes Simple induce apoptosis en
células humanas (Aubert et al., 2000; Perkins, 2002; Goodkin et al., 2004); mas aun, debido al
hallazgo de células apoptdticas en cerebros de pacientes que sufrieron encefalitis por
Herpes Simple, se ha sugerido que la apoptosis inducida por el virus en el SNC, podria tener
relacion con la patogénesis molecular de la enfermedad (Athmanathan et al., 2001).

Un método comuin para la determinaciéon de apoptosis, es el uso de sondas
fluorescentes, en nuestro caso se utiliz6 el colorante Hoechst 33342, el cual permite visualizar la
morfologia nuclear y los cambios en la compactacién de la cromatina, proceso inducido por la
activacion de apoptosis. El resultado de este ensayo se expone en la figura 17, en donde las
flechas indican los nicleos que muestran la cromatina condensada, los cuales fueron indicativos
de apoptosis. Se observa que el porcentaje de células apoptéticas aumenta a medida en que

aumentan las horas de infeccion.
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Figura 17. Apoptosis inducida por la infeccion con HSV-1. Cultivos primarios neuronales
sometidos a infeccion fueron fijados y luego incubados durante 2 minutos con la sonda Hoechst
33342, a una dilucién de 1:1000. Las flechas indican los niicleos que presentan la cromatina

condensada. Se muestra el porcentaje de células apoptdticas en los distintos tratamientos.
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4.2.33. CAMBIOS EN LA DINAMICA MICROTUBULAR DE NEURONAS

INFECTADAS CON HSV-1.

Los microtibulos son estructuras que presentan inestabilidad dindmica dentro de la
célula, sufriendo alternativamente etapas de crecimiento y despolimerizacion. En modelos
distintos al neuronal, se ha demostrado que la infeccién con Virus Herpes Simple Tipo 1 induce
modificaciones en esta dindmica. Para determinar si la infeccién del virus induce modificaciones
similares en neuronales corticales, cultivos primarios fueron sometidos a una cinética de
infecciéon y posterior andlisis por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra
tubulina acetilada (microtibulos estables) y tubulina tirosinada (microtibulos dindmicos). En la
figura 18 se presenta el resultado de un ensayo de inmunodeteccion, de extractos proteicos
totales provenientes de cultivos primarios sometidos a una cinética de infeccion, durante los
tiempos que alli se indican. El grafico -panel A- indica que en las primeras horas de infeccién
existe una disminucién de la tubulina acetilada, que continda hasta las 8 horas de infecciodn;
posteriormente, la estabilidad de los microtibulos comienza a aumentar, lo cual estd denotado por
el aumento de este marcador. El mismo experimento se realiz6 con una multiplicidad de
infeccion menor -panel B- en donde podemos observar que los resultados son similares.

La disminucién de la dindmica microtubular, también se vio manifestada por la progresiva
disminucién de la tubulina tirosinada a medida en que se aumentaron las horas de infeccion, y
que fue estadisticamente significativa a las 18 horas post infeccién (figura 19, panel A).

Para darle un enfoque mdas real a la problemadtica planteada y acercarnos mas a las
condiciones fisiolégicas de infeccion, se llevaron a cabo ensayos similares, pero con una

multiplicidad de infeccion menor. Cultivos neuronales fueron sometidos a infeccion durante 18
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Figura 18. Cambios en la acetilacion de la tubulina inducidos por la infeccion de HSV-1 en

neuronas. Inmunodeteccion de tubulina acetilada, de extractos proteicos totales de cultivos

primarios neuronales sometidos a una cinética de infeccién con HSV-1, utilizando un MOI de 10

(A) oun MOI de 5 (B).
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Figura 19. Cambios en la tirosinacion de la tubulina inducidos por la infeccion de HSV-1 en
neuronas. Inmunodeteccion de tubulina tirosinada, de extractos proteicos totales de cultivos
primarios neuronales sometidos a una cinética de infeccién con HSV-1, utilizando un MOI de 10
(A). Inmunodeteccién de tubulina tirosinada, de extractos proteicos totales de cultivos infectados

conun MOI de 1, 5 y 10, durante 18 horas con HSV-1 (B).
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horas, utilizando un MOI de 1, 5 y 10; en el panel B, el grafico indica que en los tres casos ocurre
una disminucién similar, pudiendo concluir que aun con una multiplicidad de infeccién
considerablemente menor, el virus es capaz de inducir las alteraciones observadas al infectar con
un MOI de 10, que es el cual se utiliza normalmente en los estudios de infeccién con HSV-1.

El siguiente andlisis, se realizé con el objeto de determinar las modificaciones en la
distribucién de los marcadores de tubulina, inducidas por la infeccién del virus. En la figura 20,
se expone el resultado de una inmunofluorescencia que nos permite visualizar los cambios de
distribucién de la tubulina tirosinada. La poblacién de MTs dindmicos se observa distribuida de
forma homogénea en el control y en las neuronas infectadas durante 4 horas, visualizdndose una
mayor inmunorreaccion en el soma, a las 8 horas de infeccion. Luego de este tiempo, se observa
una disminucion en general de la sefial, la cual es mds notoria desde las 18 horas de infeccion.

En cuanto a la tubulina acetilada (figura 21) se observa que -en el control- la proteina se
encuentra distribuida uniformemente en las prolongaciones neuronales, y a medida en que
aumentan las horas de infeccidn, la sefal se hace menos intensa en las neuritas, concentrandose
mayormente en la zona perinuclear, entre las 16 y 18 horas de infeccion.

Estos resultados sugieren un aumento de la dindmica microtubular en la zona
perinuclear en las primeras 8 horas de infeccion. Posterior a este tiempo, comienza una
disminucion de esta dindmica y un aumento en la estabilidad de los MTs, mayormente en el soma

de las neuronas que atin sobreviven en el cultivo.
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Figura 20. Cambios en la distribucion de la tubulina tirosinada en cultivos neuronales

infectados con HSV-1. Inmunofluorescencia realizada a cultivos primarios neuronales sometidos
a una cinética de infeccion con HSV-1, utilizando el anticuerpo anti-tubulina tirosinada. Las

flechas indican zonas de mayor inmunodeteccidn.
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Figura 21. Cambios en la distribucion de la tubulina acetilada en cultivos neuronales

infectados con HSV-1. Inmunofluorescencia realizada a cultivos primarios neuronales sometidos
a una cinética de infecciéon con HSV-1, utilizando el anticuerpo anti-tubulina acetilada. Las

flechas indican zonas de mayor inmunodeteccion.
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4.2.3.4. ALTERACION DEL CITOESQUELETO NEURONAL DE ACTINA.

El andlisis de las alteraciones del citoesqueleto de actina inducidas por la infeccion de
HSV-1 se llev6 a cabo, al igual que en el modelo de trabajo anterior, mediante el uso de la sonda
faloidina, la cual detecta la actina fibrilar. En la figura 22 se expone el resultado de la
inmunofluorescencia, en donde es posible observar claramente los filamentos de actina que
forman parte de las prolongaciones neuronales, los cuales ademds se muestran interconectados
unos con otros en el control. Dichas conexiones se ven alteradas debido al acortamiento de los
microfilamentos luego de la exposicion de los cultivos neuronales a 4 horas de infeccion. A las 8
horas post infeccidn, el nimero de filamentos ha disminuido notablemente y se observan difusos.

Posterior a este tiempo, existe una completa alteracion del citoesqueleto de actina.
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Figura 22. Alteracion del citoesqueleto neuronal de actina inducido por la infeccion de
HSV-1. Inmunofluorescencia realizada a cultivos primarios neuronales sometidos a una cinética

de infeccion con HSV-1 utilizando la sonda faloidina, la cual detecta la actina fibrilar (flechas).



TABLA RESUMEN

VERO

NEURONAS

Efecto Citopatico

e redondeamiento celular
® aumento de volumen

¢ pérdida de adherencia

e redondeamiento del soma
¢ disminucién de longitud
del ax6n

¢ morfologia tortuosa

Acetilacion de Tubulina

4-8 h: disminucion

16-24 h: aumento

4-8 h: disminucion

18 h: aumento

Tirosinacion de Tubulina

4 h: aumento

16 h: disminucién

16-24 h: disminucioén

progresiva

Filamentos de Actina

4-8 h: alteracion drastica,
acortamiento y
disminucién de filamentos.
18 h: no se observan

filamentos.

4 h: acortamiento

8 h: disminucion

24 h: no se observan

filamentos.
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5. DISCUSION.

El Virus Herpes Simple tipo 1 se encuentra ampliamente diseminado en la naturaleza y es
un patégeno muy comun en el hombre, encontrdndose en un 90% de la poblacién adulta. Entre un
20 y un 40% de los individuos seropositivos sufren la reactivacion recurrente del virus, la cual se
manifiesta cominmente por la aparicion de vesiculas ulcerosas en la piel y mucosas, en la zona
de la cara (Khanna et al., 2004).

HSV-1 es capaz de invadir y establecer latencia en el sistema nervioso del huésped,
pudiendo -en algunos casos- producir encefalitis, patologia que presenta una elevada mortalidad y
secuelas neuroldgicas que afectan al paciente de por vida (Levitz, 1998; Tyler, 2004).

Teniendo en cuenta que sélo un 20-40% de los individuos seropositivos sufren la
recurrencia de vesiculas ulcerosas, a pesar de que un 90% de la poblacién es portadora del virus
en el sistema nervioso periférico, es valido pensar que los factores que influyen en la reactivacién
recurrente del virus, podrian intervenir de la misma forma en la reactivacion localizada del virus
en el SNC, contribuyendo asi con el desarrollo de alteraciones neuroldgicas a largo plazo. Por
ello, en este trabajo se planted la hipédtesis de que “La infeccion productiva del Virus Herpes
Simple Tipo 1 sobre cultivos neuronales induce alteraciones neurodegenerativas sobre el
citoesqueleto”.

Los resultados obtenidos de este trabajo, demuestran que HSV-1 no sélo es capaz de
llevar a cabo una infeccién productiva sobre cultivos primarios neuronales -lo cual se expone en
la figura 14- sino que ademads, andlogo a lo ocurrido al infectar células epiteliales, las neuronas

sufren alteraciones significativas en el citoesqueleto.
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La utilizacién de los marcadores tubulina acetilada y tubulina tirosinada, dan cuenta del
grado de estabilidad y dindmica del citoesqueleto, respectivamente. Investigaciones realizadas,
han demostrado que la infeccién por HSV-1 induce una reorganizacién y posterior estabilizacion
del citoesqueleto microtubular en varias lineas celulares (Avitabile er al., 1995; Elliott and
O’hare, 1998). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos de nuestro modelo epitelial
VERO, en donde pudimos corroborar la induccién de una redistribucién de la tubulina tirosinada
(figura 10) y posterior estabilizacion de los microtibulos, lo cual se denota por el aumento de la
acetilacion en horas més tardias de la infeccion (figura 8).

Por otra parte, estudios en distintas lineas celulares han demostrado que los Herepesvirus
interactian con el citoesqueleto de actina durante todo el curso de su ciclo reproductivo (Favoreel
et al., 2007), lo cual podria explicar las alteraciones observadas en la actina-F, desde las primeras
horas de infeccion (figura 11).

Para el cumplimiento de los objetivos planteados, y poder estudiar posibles eventos
neurodegenerativos inducidos por la infeccion de HSV-1 “in vitro”, se realizaron cinéticas de
infeccion sobre cultivos primarios de neuronas corticales, los cuales presentaron una pureza de
alrededor de un 95% en células neuronales, siendo muy bajo el porcentaje de células gliales en
dichos cultivos (figura 13).

Mediante inmunofluorescencia y observacion directa por microscopio invertido, pudimos
observar una disminucion de las prolongaciones nerviosas y una pérdida de la conexién entre
éstas debida a la retraccién de los procesos neuriticos en los cultivos infectados (figura 15). FEl
dafio axonal y la pérdida de sinapsis son claros signos de neurodegeneraciéon y esta
desarticulacion de las redes neuronales es parte del proceso que conlleva a la pérdida de

funciones cerebrales.
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Los microtibulos que forman parte del citoesqueleto neuronal, participan activamente en
procesos de transporte de moléculas, comunicacion intercelular, transmisién de sefales, etc.
Dicho transporte estd mediado principalmente por dos familias de motores proteicos que se
desplazan sobre los microtibulos en forma dependiente de ATP, las kinesinas, que median el
transporte anterégrado -y las dineinas- las cuales participan en el transporte retrégrado, desde el
extremo positivo hacia el extremo negativo, cercano al nicleo.

Los microtibulos presentes en las neuritas sufren constantemente de modificaciones post-
traduccionales. Estudios recientes han demostrado que dichas modificaciones actian como
importantes marcadores de diferentes poblaciones de microtibulos, y que ademds participan en el
control del trafico intracelular mediado por los motores proteicos anteriormente mencionados.
Reed et al. (2006), demostraron que neuritas ricas en microtibulos acetilados, promueven
selectivamente el transporte de la proteina JIP-1, mediado por kinesina-1. Por el contrario, al
disminuir mediante manipulacion genética dicha modificacion de la tubulina, la unién y
motilidad de kinesina-1 a través de los MTs se vio afectada.

No obstante estudios han demostrado que el elevado nivel de tubulina destirosinada no es
responsable directo del incremento de la estabilizacién de los MTs, esta modificacion de la
tubulina se encuentra en poblaciones estables de MTs y por lo tanto puede servir como marcador
de estabilidad. Los elevados niveles de tubulina destirosinada y tubulina acetilada, observados en
MTs estables, se han visto pronunciados mayormente en células sufriendo eventos tales como la
formacién de miotubos (Gundersen ef al., 1989) o el crecimiento de las neuritas (Baas and Black,
1990), lo cual sugiere que las modificaciones post-traduccionales relacionadas con la
estabilizacion de los MTs podrian ser elementos importantes en los procesos morfogenéticos en

general.
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El aumento de la dindmica microtubular en el soma, manifestado por la disminucién de la
tubulina acetilada (figura 18) y redistribuciéon de la tubulina tirosinada hacia esta zona (figura
20), en las primeras 8 horas de infeccién, podria tener relaciéon con una reorganizacion de los
MTs inducida por la infeccién del virus, similar a lo ocurrido en el modelo epitelial. Sin embargo
-en etapas mds avanzadas de la infeccion- la dindmica de los MTs comienza a disminuir y la
estabilidad, denotada por el aumento de la tubulina acetilada y disminucién de la tubulina
tirosinada, comienza desde las 16 horas de infeccién (figuras 18 y 19).

Entre las 8 y 18 horas post infeccion, la tasa de replicaciéon del DNA viral se encuentra
significativamente aumentada, por lo cual es predecible que el ensamblaje y egreso del virus esté
en un nivel elevado. La poblaciéon de MTs estables, observada en algunas prolongaciones y
mayormente en el soma de las neuronas que atn sobreviven en el cultivo desde las 16 hrs. post
infeccién (figura 21), probablemente tenga relaciéon con el transporte del gran nimero de
particulas virales que conforman la nueva progenie viral que debe ser liberada, la cual requeriria
de MTs mds estables para un transporte ptimo.

La utilizaciéon de la maquinaria del citoesqueleto por parte del virus y sobre todo la
induccién de las modificaciones de tubulina mencionadas, sugieren un dafo en la funcién
neuronal relativo a la disminucién o pérdida del transporte intraneuronal de sustancias a través de
los MTs, lo cual -se ha demostrado- tiene un importante rol en el desarrollo de enfermedades
neuroldgicas tales como la enfermedad de Alzheimer (Stokin et al., 2006; Smith et al., 2007).

Por otra parte, recientes estudios indican que, ademds del trafico vesicular, los MTs
participan en importantes funciones neuronales relacionadas con procesos cognitivos tales como
la memoria; Priel et al. (2006) demostraron que los MTs son capaces de procesar informacién

eléctrica, actuando como transistores biomoleculares capaces de amplificar tales sefiales, por lo
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cual es vélido sugerir que modificaciones de la dindmica microtubular podrian alterar el
procesamiento de informacién eléctrica durante la conductividad sindptica.

Similar a lo ocurrido sobre el citoesqueleto microtubular, la infeccién del virus induce
claras alteraciones sobre el citoesqueleto neuronal de actina (figura 22), el cual constituye un
importante componente estructural de las sinapsis. F-actina se encuentra altamente concentrada
en las terminales presindpticas asi como en estructuras postsindpticas, tales como las espinas
dendriticas. Estudios realizados en cultivos neuronales hipocampales demostraron la dependencia
de la dindmica del citoesqueleto de actina durante la formacién de sinapsis en cultivos jévenes, el
cual tiene ademds un importante rol fisioldgico en la transmisién y plasticidad sindptica (Zhang et
al., 2001; Dillon et al., 2005). El daiio observado sobre estas estructuras constituye parte de la
evidencia que demuestra que la utilizaciéon del citoesqueleto neuronal, durante el ciclo
reproductivo de HSV-1, conlleva a la pérdida de la integridad de sus componentes, lo cual podria
contribuir al inicio de procesos neurodegenerativos.

La informacién presentada anteriormente sugiere fuertemente que la infeccién del virus
Herpes Simple Tipo 1 en el SNC, podria alterar ciertos procesos neuronales e inducir una
progresiva pérdida de la integridad de funciones cognitivas, lo cual se manifestaria a largo plazo,
y afectaria a individuos predispuestos genéticamente a la reactivacion recurrente del virus.

Dada la elevada seroprevalencia para HSV-1 en la poblacién general y considerando el
cambio demogréfico que estd ocurriendo, que conlleva -afio a afio- al envejecimiento de la
poblacién y por lo tanto al aumento de las enfermedades neurodegenerativas, entre ellas las
asociadas con infecciones virales, los hallazgos presentados en este trabajo, que aportan
evidencia respecto de la conexion entre HSV-1 y la induccién de eventos neurodegenerativos del

citoesqueleto, permiten tener mayor claridad sobre la posibilidad de que este virus constituya un
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factor de riesgo para este tipo de patologias, ademds de permitir el establecimiento de nuevos
planteamientos de diagndstico y estrategias terapéuticas, considerando que HSV-1 es un

patégeno que en la actualidad tiene prevencion.

6. CONCLUSIONES.

El Virus Herpes Simple Tipo 1 es capaz de llevar a cabo la infecciéon productiva de
cultivos primarios neuronales, al igual que en el modelo epitelial VERO, disminuyendo la

viabilidad celular en ambos modelos.

La infeccion de HSV-1 induce claras alteraciones morfolégicas en los dos modelos
estudiados, observandose una disminucién y retraccién progresiva de los procesos neuronales a

medida en que la infeccién avanza.

El citoesqueleto neuronal sufre modificaciones en la dindmica de sus componentes
(microtibulos y filamentos de actina), inducidas por la infecciéon de HSV-1, similar a lo ocurrido

en el modelo epitelial.
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