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Virus distemper canino regula fosforilacion de proteina cinasalll
dependiente de calcio calmodulina en cultivos neuronales

Canine distemper virus regulates calcium-calmodulin -dependent protein kinase I1
phosphorylation in neuronal cultures

Roxana Mamani AM."**, Lizbet Huanacuni Q.%, Jhonatan I. Cotrado F.?, Danuska G.
Flores E.2, Luis F. Cuba D.2, Vicente F. Chambilla Q.?, Telmo A. Mejia G.!*

RESUMEN

Los cultivos de células neuronales in vitro, como sistemas bioldgicos, proveen un
material molecular valioso en la comprension y visualizacion de interacciones proteicas y
bioquimicas de las diversas rutas de sefalizacion en el SNC y del neurotropismo de
diversos patdgenos tales como los virus. A esto, el Virus del Distemper Canino (VDC) se
transmite entre caninos domésticos susceptibles y es reconocido como un patdégeno que
afecta el SNC de multiples huéspedes. La presente investigacion tuvo por objetivo deter-
minar el efecto del VDC en promover la regulacion de la fosforilacion de la proteina
citoplasmatica de la CaMKII en cultivo de células neuronales de retina embrionaria de
gallina. Se evalu¢ la viabilidad celular y citotoxicidad de células neuronales incubadas y
homogenizados de VDC 10* por 48 h a través del ensayo de MTT, microscopia de con-
traste de fase y marcacion nuclear por DAPI. Se determind la fosforilacion de la proteina
citoplasmatica CaMKII en cultivos neuronales de retina E8C2 por la técnica de western
blot e inmunofluorescencia. Los resultados obtenidos indican que VDC con 10* en 48 h
induce una citotoxicidad neuronal excitotoxica de tipo apoptotica, reaccion inflamatoria

! Area de Cultivo Celular, Centro de Investigacién en Neurobiologia Celular RoxTel-AQP (CINC-
RoxTel-AQP), Arequipa, Peru

2 Area de Biologia Celular, Escuela de Microbiologia —Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann (UNJBG), Tacna, Peru

3 Area de Biotecnologia, Centro de Investigacion e-HEALTH, Direccién de Investigacién, Universidad
de Ciencias y Humanidades - UCH, Lima, Peru

* Autor correspondiente: Roxana Mamani Anccasi de Mejia; roxita0100@gmail.com

Financiado por Fondos de Canon y Sobre Canon y Regalia Minera UNJBG

Recibido: 24 de abril de 2024
Aceptado para publicacion: 5 de diciembre de 2024
Publicado: 28 de febrero de 2025

©Los autores. Este articulo es publicado por la Rev Inv Vet Pert de la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los
términos de la licencia Creative Commons Atribucioén 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite el uso, distribucion y reproduccion en cual-
quier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original



R. Mamani et al.

glial, asi como la fosforilacion de CamKII™?2% de tipo citoplasmatica. Se concluye que VDC
con TCID50 10*utiliza un mecanismo regulatorio a través de la fosforilacion de CaMKII (P-
CamKII™2%) a nivel glial/neuronal en la induccion de muerte neuronal apoptotica.
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ABSTRACT

In vitro neuronal cell cultures, as biological systems, provide valuable molecular ma-
terial for understanding and visualizing protein and biochemical interactions of the various
signalling pathways in the CNS and the neurotropism of various pathogens such as viruses.
In addition, Canine Distemper Virus (CDV) is transmitted among susceptible domestic
canines and is recognized as a pathogen that affects the CNS of multiple hosts. The
present investigation aimed to determine the effect of CDV in promoting the regulation of
phosphorylation of the cytoplasmic protein CaMKII in neuronal cell cultures from embryonic
hen retina. Cell viability and cytotoxicity of incubated neuronal cells and CDV 10*
homogenates for 48 h were evaluated through the MTT assay, phase contrast microscopy
and nuclear labelling by DAPI. The phosphorylation of the cytoplasmic protein CaMKII
was determined in E8C2 retinal neuronal cultures by western blot and immunofluorescence
techniques. The results obtained indicate that CDV with 10* in 48 h induces an apoptotic
type excitotoxic neuronal cytotoxicity, glial inflammatory reaction, as well as the cytoplasmic
phosphorylation of CamKII™?%, 1t is concluded that CDV with TCID50 10* uses a regulatory
mechanism through the phosphorylation of CaMKII (P-CamKII™?28) at the glial/neuronal
level in the induction of apoptotic neuronal death.

Keywords: canine distemper virus, P-CamKII™2¢ apoptosis, neuronal cells

presado en el epitelio traqueobronquial de
células linfaticas y epiteliales (Pratakpiriya et
al.,2017). Para el caso de las células gliales
del Sistema Nervioso Central, se ha descrito
que el receptor denominado GliaR estaria
presente en la transmision del VDC y
astrocitos (Zhao y Ren, 2022). Adicional-

INTRODUCCION

El Virus Distemper Canino (VDC), per-
teneciente al género Morbillivirus, posee un
genoma con un ARN monocatenario de sen-
tido negativo no segmentado, con 15 960
nucleotidos, codificando seis proteinas estruc-

turales: nucleocéapside (N), fosfoproteina (P),
de matriz (M), proteina grande (L), de fusion
(F), y hemaglutinina (H) (Karki ez a/., 2022).
Las proteinas H y F son glicoproteinas espe-
cificas de la envoltura viral, participando en
el reconocimiento de los receptores celula-
res para VDC y en la entrada hacia las célu-
las del huésped. La molécula de activacion
linfocitaria de sefializacion (SLAM o CD150),
es un receptor propio de células B, T activa-
das, de memoria, monocitos activados y cé-
lulas dendriticas (Tatsuo et al., 2000). Asi-
mismo, la proteina de union adherente nectina-
4 (PVRLA4), corresponde a un receptor ex-

mente, la nucleoproteina viral se une como
factor soluble al receptor CD32 de los linfo-
citos B y el sulfato de heparina presente en
la superficie de las células epiteliales actua
como receptor para la hemaglutinina (Cés-
pedes et al., 2010).

Esta virosis, a pesar de ser especifica
de caninos, ha sido asociada con brotes se-
veros en macacos, mostrando un alto poten-
cial para atravesar barreras interespecificas.
Asi, Rohowsky-Kochan ez al. (1995) demos-
trarian que la Esclerosis Multiple (EM) po-
dria deberse a una infeccidén zoondtica y por
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tanto VDC seria un candidato probable en la
causa de este trastorno. Entonces, la eviden-
cia de que el humano podria infectarse con
este virus neurotrdpico no es utdpico. Suma-
do a estas consideraciones, hoy se conocen
cepas de VDC que crecen eficientemente
en células de varias especies, caracteristica
que mantienen los virus recombinantes (Zhao
y Ren, 2022). Entonces, proteina H como
determinante del tropismo viral, sugiere re-
conocimiento-adhesion a un componente de
la superficie celular conservado/ubicuo o pro-
teinas diferentes.

La proteina cinasa II (CaMKII) es una
holoenzima compuesta por 12 subunidades,
las cuales poseen un dominio catalitico y re-
gulador, que incluye una region autoinhibitoria
y un sitio de unién al Ca?*/CaM. Las subuni-
dades se ensamblan a través de un dominio
asociativo en el extremo carboxiterminal
(Gaertner et al., 2004; Myers et al., 2017,
Zalcman et al., 2018; Bhattacharyya et al.,
2020). La CaMKII se activa dependiente de
Ca”? mediante su incremento a nivel intrace-
lular a través de receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) tras interactuar con el
glutamato y CaMKII se fosforila en serina o
treonina (Strack et al., 2000; Mao et al.,
2014). Esta fosforilacion le permite mante-
nerse activa en una subunidad después de
autofosforilarse en T286 (en la subunidad a
en T286 o en B en T287) independiente del
aumento de calcio (Lisman et al.,2012). Por
lo tanto, actia como memoria sinaptica a lar-
go plazo en la densidad postsindptica
(Thalhammer et al., 2006).

La autofosforilacion de CamKIl en T253
esta implicada en la muerte celular neuronal
inducida por isquemia (Rostas et al., 2017;
Rumian et al., 2021). CaMKII también pue-
de causar la muerte celular programada al
sensibilizar a poblaciones neuronales vulne-
rables a la sefializacion de glutamato excito-
toxico (Rostas et al., 2017). La disminucion
de CaMKII en diversas circunstancias pato-
logicas de la corteza cerebral puede impedir
el funcionamiento sinaptico en las fases ini-
ciales de los mecanismos neurode-generativos
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cronicos, provocando una muerte celular pro-
gramada al aumentar la vulnerabilidad de las
neuronas susceptibles a la sefializacion del
glutamato y fomentar la agresion excitotoxica
(Guptaetal.,2010; Ashpole et al.,2012). La
CaMKII es una proteina quinasa que tiene cua-
tro isoformas (o, B, y, 6). Las formas alfa y
beta se encuentran principalmente en el cere-
bro (Zalcman et al., 2018). Saha et al. (2006)
estudiaron la regulacion de CaMKIIN4/4 en el
sistema nervioso central (SNC),mostrando que
el gen CaMKIINa de raton codifica a una trans-
cripcion especifica de cerebro de 2.9 kb cuya
expresion esta regulada negativamente du-
rante la infeccion por el virus de la encefalitis
japonesa (JEV) y el virus de la rabia, obser-
vandose cambios en la fosforilacion, asi como
en la localizacion subcelular de CaMKlIla que
conducen a un aumento de la actividad
citosolica de CaMKII en el cerebro del raton
infectado.

La regulacion diferencial de CaMKlIla
y CaMKIINa durante la infeccion por JEV
sugiere un posible papel de estas proteinas
en la infeccion viral y/o en la neuropatogenia
inducida por virus en el SNC. Es asi que se
considera relevante investigar sobre la regu-
lacién de la CaMKII citoplasmatica en la
comprension de la neurovirulencia del Virus
Distemper Canino y en la posible produccion
de antivirales exitosos.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos e Insumos

Glicina (SC-29096A), Azul de Bromo-
fenol (SC-24971), DAPI (4',6-Diamidino-2-
fenilindol) (SC-3598) de Santa Cruz
Biotechnology USA., Suero fetal bovino de
Life Technologies (USA), Penicilina y
Estreptomicina (Sima-Aldrich, USA). MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio),
Tritén X-100, BSA (Albimina Sérica Bovi-
na), Amersham ECL Rainbow Marker
(GERPN80OOE), DMEM de alta glucosa
(D6429) (Sigma Aldrich, USA), Anticuerpo
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primario P-CamKII (Thr 286) anticonejo
mAb Anti-Chicken IgG (H+L), F(ab)
fragment -Texas Red®, Anti-Chicken IgG
(H+L), F(ab#)2 de Cell Signaling.

Muestra Nasal de VDC y Homogenizados

Se recolectaron muestras de secrecion
nasal de perros con sintomatologia de infec-
cion por el VDC siguiendo las pautas de
bioseguridad que incluyeron el uso de equipo
de proteccion personal, desinfeccion adecua-
da de las manos y uso de hisopos nasales
estériles conteniendo suero fisiologico hela-
do. Las muestras fueron transportadas bajo
congelamiento y almacenadas a -80 °C.

La preparacion de homogenizados po-
sitivos (Inmunocromatografia VDC) para el
VDC se hizo a partir de muestras de secre-
cion nasal de perros infectados. Para ello, las
muestras fueron sometidas a un lavado ini-
cial con DMEM de alta glucosa (D6429)
(Sigma Aldrich), centrifugadas por 15 min a
3500 rpm. Se separo el sobrenadante, el cual
contiene las particulas virales. Se adiciond
penicilina U/mL y estreptomicina 1 pg/mL
(Sigma-Aldrich) para evitar contaminaciones
indeseadas. El sobrenadante se utilizo para
preparar un stock viral de 1:100 en DMEM,
mantenido a una temperatura de 4 °C duran-
te 20 min para estabilizar las particulas virales
antes de su almacenamiento. Finalmente, los
homogenizados de VDC resultantes fueron
almacenados a -80 °C para su conservacion
a largo plazo.

Cultivo in vitro de Células Neuronales
de Retina

El desarrollo de los cultivos primarios
embrionarios se llevo a cabo utilizando hue-
vos fertilizados de gallina White Leghorn,
obtenidos de una granja avicola de la region
de Arequipa, Pert. Los huevos se incubaron
auna temperatura constante de 37 °C en una
atmosfera humidificada (5%) adecuada para
su viabilidad. A los 8 dias de incubacion (ER),
los embriones fueron extraidos en condicio-
nes estériles. Se realiz6 la remocion de los
ojos mediante enucleacion y se transfirieron

auna solucion salina sin Ca™ y Mg*? (CMF),
suplementada con antibioticos como penicili-
na (100 U/mL) y estreptomicina (100 ig/mL).
Las retinas fueron aisladas de los globos ocu-
lares y transferidas a un tubo de ensayo es-
téril con CMF y Tripsina 0.2% en 1:1.

Las retinas se incubaron a 37 °C du-
rante 20 min. Luego se procedio a inactivar
la enzima y lavar tres veces con medio de
cultivo DMEM. Se procedio a la disociacion
mecanica con DMEM en golpeteos contra la
pared del tubo. La suspension celular fue di-
luida en DMEM 1:10, para luego realizar el
conteo en placa de Neubauer. Para el plaqueo
se aplico una densidad de 4x10°y 107 célu-
las. Las placas fueron incubadas a 37 °C en
una atmosfera de 95% de oxigeno y 5% de
CO, Todo el proceso de diseccion, disocia-
cion y cultivo de células se llevo a cabo si-
guiendo estrictas medidas de bioseguridad y
esterilidad para garantizar la integridad de los
cultivos primarios embrionarios.

Viabilidad Celular por Ensayo de MTT

La viabilidad celular de las células de
retina expuestas al Virus Distemper Canino
se evaluo a través del ensayo de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio),
ensayo colorimétrico para evaluar la activi-
dad metabolica celular. Las células fueron
incubadas con VDC con TCID50 de 10* du-
rante 48 h. El reactivo MTT fue afiadido a
una concentracion de 1.5 mg/mL incubado
por 4 h. Después de la incubacion, los culti-
vos fueron lavados con una solucion salina
de Hank (NaCl 128 mM, KCI 4 mM,
Na HPO, 1 mM, KH, PO, 0.5 mM, MgCl, 1
mM, CaCl, 3 mM, HEPES 20 mM y glucosa
12 mM, con un pH de 7.4). Para la lisis celu-
lar, se utiliz6 la solucion de Isopropanol y HC1
(0.6:1). Para cuantificar la viabilidad celular se
midieron las absorbancias de las muestras utili-
zando un espectrofotometro (Ultrospec 1000)
a una longitud de onda de 570 nm. La absor-
bancia a esta longitud de onda se correlaciona
directamente con la cantidad de formazan
producida por las células viables expresada
en porcentaje con respecto al control.
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Las proteinas solubilizadas se separa-
ron en geles de poliacrilamida SDS al 10%, lo
que permitié su separacioén segun tamarfio y
peso molecular. Estos geles fueron utilizados
para la electrotransferencia de las proteinas
a membranas de fluoruro de polivinilideno
(PVDF), asegurando una transferencia efi-
ciente para la deteccion de proteinas especi-
ficas. Para evitar la union de anticuerpos a
regiones inespecificas en las membranas, se
bloquearon con una solucién de leche en pol-
vo desnatado al 5% durante 1 h a temperatu-
ra ambiente, utilizando TBS mas 0.1% de
Tween-20 (TBST) como disolvente. Luego,
se incubaron las membranas en TBST con
leche desnatada al 5% y el anticuerpo prima-
rio especifico, en este caso, el anticuerpo anti-
P-CaMKII (1:1000) Thr 286. Posteriormen-
te, las membranas se incubaron con el anti-
cuerpo secundario Anti-Chicken IgG (H+L)
durante 1 h diluido a 1:1500 en el tamp6n ade-
cuado. Las bandas de proteinas inmuno-
rreactivas se detectaron mediante quimiolu-
miniscencia con el sistema de sustrato Super
Signal ECL-HRP, permitiendo la deteccion de
proteinas especificas en las membranas. Fi-
nalmente, se utilizé el anticuerpo anti-ERK
como control de carga de proteinas para ase-
gurar cantidades similares de esta proteina
en todas las muestras del gel.

Marcacion por DAPI para la Deteccion
de Nucleos Apoptoticos

Para la marcacion nuclear de los culti-
vos neuronales, se procedio a utilizar el mar-
cador fluorescente DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol) en cultivos tratados o no con VDC
10*por 1 h, fijados con paraformaldehido 4%
por 24 h. Posteriormente, se realiz6 lavados
con PBS 1x por 3 veces por 5 min. Los nt-
cleos de los cultivos neuronales fueron mar-
cados con DAPI 0.5 pg/ml durante 1 min en
una camara htimeda, protegido de la luz y la-
vado (2x) con PBS 1x durante 2 veces de 5
min cada vez. Finalmente, se montaron las
laminulas redondas invertidas con aceite de
inmersion en laminas portaobjetos, se sella-
ron y se llevaron al microscopio de fluores-
cencia.
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Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para
evaluar la significancia de las diferencias ob-
servadas entre los grupos de tratamiento y
control en los experimentos de viabilidad ce-
lular por MTT, utilizando pruebas estadisti-
cas de Analisis de Varianza (ANOVA) con
Test de Comparacion Multiple de Bonferroni
(p<0.05; p<0.01). Los datos obtenidos se so-
metieron a un analisis estadistico detallado
utilizando el programa GraphPad Prism 9.0.

RESULTADOS

Efecto citotoxico del VDC TCID50 10*
sobre cultivo de células neuronales de re-
tina embrionaria de gallina

El neurotropismo del VDC se caracte-
riza por la interaccion proteica de las
glicoproteinas monoméricas Hy F del virion
con el receptor celular del hospedero neuronal
(no definido). Esta interaccion dispara una
respuesta celular que fue evaluada a través
de la incubacion de homogenizados de VDC
apartir de una dilucion de 10* (TCID50) por
48 h aplicadas sobre cultivos neuronales de
retina con una densidad de 5x10° células/pla-
ca por el ensayo de MTT. El analisis de la
determinacion del porcentaje de actividad
metabodlica del succinato dehidrogenasa
mitocondrial por la técnica de MTT mostro
el efecto citotoxico del VDC con 49.16% de
viabilidad celular comparado con el control
(p<0.01) (Figura 1).

Lamorfologia de las células neuronales
cultivadas in vitro a partir de retina
embrionaria de gallina ESC2, infectadas o no
infectadas con homogenizados de VDC con
un TCID50 10* fueron observados por
microscopia de contraste de fase. Alas 48 h
de exposicion se observo una diferencia im-
portante en cuanto a la alteracion morfologica
neuronal y glial de laretina de gallina, donde
aquellas tratadas con VDC evidenciaron un
disgregamiento celular, pérdida de procesos
de axones y dendritas, asi como un aparente
proceso de muerte celular (Figura 2).
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Figura 1. Efecto citotoxico del Virus Distem-
per Canino 10*incubado por 48 h sobre culti-
vos neuronales de retina de gallina ESC2. En
la parte superior de la tabla se muestra el
porcentaje promedio de los tratamientos. En
el grafico de barras se observa que el VDC a
las 48 h provoca una pérdida de la viabilidad
celular (p<0.01). SE (Error Standard). Re-
sultado de tres experimentos

Asimismo, para confirmar el efecto
neurotoxico del VDC y tipo de muerte celu-
lar sobre cultivos neuronales de retinas de
embrion de gallina se realizo la deteccion con
el marcador nuclear DAPI. En la Figura 3 se
observan microfotografias comparadas de
cultivos tratados y no tratados con VDC. Se
sefialan los nucleos picnéticos caracterizados
como evento tardio de un proceso apoptotico.

Respuesta inflamatoria glial y excito-
xicidad en cultivos de células neuronales
de retina embrionario de gallina ESC?2 in-
fectados con VDC 10°

La infectividad viral se caracteriza por
una respuesta inflamatoria inmediata del hos-
pedero, siendo que en un modelo del SNC, la
glia seria una de las principales c¢lulas acti-
vadas. En la Figura 4 se muestran los cam-
bios morfoldgicos observables por micros-
copia de contraste de fase, tal como hiper-
plasia e hipertrofia glial inducidos por trata-
miento con VDC en 1 h de incubacion.

A través de estos datos y sabiendo que
una reaccion inflamatoria glial podria ser re-
lacionada a eventos excitotdxicos la pregun-
ta seria si el modelo neuronal con estimulo de
Glutamato tendria una respuesta de pérdida
celular similar al VDC 10* en 48 h. De este
modo, en la Figura 5 se muestra que Glutamato
1 mM induce una pérdida de alrededor de
51% similar al homogenizado de VDC 10%, 1o
cual indicaria la posibilidad de una muerte
neuronal a través de un proceso excitotoxico.

VDC induce fosforilacion de CamKII (P-
CamKII™2%) en cultivos neuronales de
retina

De acuerdo con los resultados anterio-
res y considerando que todo proceso infla-
matorio conlleva a la demanda de calcio
intracelular ([Ca®]i) se sugiere que existe
dependencia de este cation intracelular para
los efectos de infectividad del VDC en las
células neuronales. Ante ello, se evalud la
regulacion de una proteina dependiente de
Ca?" tal como la P-CamKII. La Figura 6
muestra el analisis densitométrico de las ban-
das de cultivos neuronales de retina tratados
o no con VDC marcados con el anticuerpo
primario P-CamKII Thr?¢ (1:1000). Los re-
sultados indican un incremento de la
fosforilacion de CamKII en los cultivos
neuronales tratados con VDC 10* con una
diferencia significativa con respecto al con-
trol (p<<0.05), confirmando su activacién con
el control positivo de KCI 1.5 mM en el mo-
delo biologico empleado.

DiScUSsION

La presente investigacion se centra en
el estudio del neurotropismo molecular del
VDC en la infectividad de células neuronales
y gliales del SNC a través de la regulacion de
proteinas intracelulares como la CamKII. La
infeccion de VDC como todo virus, depende
de una interaccion proteica inicial con un re-
ceptor especifico, siendo que para este mo-
delo de cultivo de células neuronales de reti-
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Figura 2. Microfotografias de cultivos de células neuronales retina embrionaria de gallina 4x10°
células/placa (E8C2) incubados con homogenizados de Virus Distemper Canino - VDC
(stock 1:300 MEM) con TCID50 10%. (A) Cultivos no infectados (B) Cultivos infecta-
dos con VDC, 10* por 48 h. Flecha negra: Cé¢lulas aisladas sin dendritas y axones,
entrando en un proceso de muerte celular. 10X

Figura 3. Microfotografias de cultivos de células neuronales de retina de embrion de gallina
marcadas con DAPI detectadas por microscopia de fluorescencia. Se observan nicleos contra
teflidos con DAPI (1:1000) por 30 s. (A) Cultivos retinales de embrion de gallina ESC2 sin
tratamiento (B) Cultivos tratados con Virus Distemper Canino 10*por 1 h. Flechas blancas:
Nucleos picnoticos de células en apoptosis. 37.8X

na embrionaria existe una definicion inexac-
ta del tipo de receptor que se encuentra en
estas células. Se sabe que VDC reconoce al
receptor SLAM (CD105) importante en cé-
lulas B, T activadas, macréfagos, células
dendriticas y una via independiente o depen-
diente de Nectina-4 (PVRL4) para células
de epitelio traqueobronquial, linfaticas y
epiteliales (Pratakpiriya et al., 2017).
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Investigaciones recientes de Zhao y Ren
(2022) mostraron que el receptor GliaR esta-
ria presente en cé¢lulas gliales, permitiendo la
infectividad y transmisién del virus y
astrocitos. Por tanto, al incubar cultivos neuro-
nales de retina con homogenizados de VDC
con un TCID50 de 10* en 48 h alcanzando
una citotoxicidad de 54% (con respecto al
control) permitid establecer que existe un
efecto de pérdida celular, siendo ademas con-
firmada a través de microfotografias por
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Figura 4. Reaccion inflamatoria glial por Virus Distemper Canino — VDC en cultivos de células
neuronales de retina embrionaria de gallina 4x10° células/placa E8C2. (A) Cultivos no infecta-
dos. (B) Cultivos tratados con VDC 10*por 1 h. Flecha: Glia activada por proceso inflamatorio

con hiperplasia e hipertrofia. 37.8X
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Figura 5. Virus Distemper Canino — VDC
TCID50 10* induce efecto excitotoxico so-
bre cultivos retinales de embrion de gallina
E8C2. Grafico de barras mostrando el por-
centaje de viabilidad celular con respecto al
control. Se observa comparativamente el efec-
to de pérdida celular por VDC y glutamato 1
mM. Medias+ SEM, n=3. *** p<(0.001 en com-
paracion con el grupo control. ANOVA con
prueba de comparacion multiple de Bonferroni

microscopia de contraste de fase, donde se
visualiza un claro efecto del deterioro morfolo-
gico de células neuronales y gliales con VDC.
Asimismo la marcacion con DAPI evidencio
un efecto importante del tipo de muerte celu-
lar caracterizado por niicleos apoptoticos con
cromatina condensada y picnosis.

El efecto neurotoxico registrado por
VDC en cultivos de células neuronales de
retina embrionaria podria ser asociado a
reactividad glial inflamatoria caracterizada
por el cambio morfologico, tal y como se ob-
serva en microfotografias de contraste de fase
donde se detecta glia con citoplasma agran-
dado comparado con el control. El glutamato
es una molécula endégena crucial que des-
encadena excitoneurotoxicidad (Choi, 1994;
Jiang et al., 2001). La toxicidad del glutamato
es una causa importante de pérdida neuronal,
asimismo del mal funcionamiento y/o la re-
gulacion negativa de los transportadores de
glutamato glial contribuyendo al aumento de
la actividad extracelular del glutamato hacia
niveles excitotoxicos.

Chen et al. (2012) investigaron la aso-
ciacion entre la excitoneurotoxicidad y el JEV
encontrando una significativa acumulacion de
glutamato en los sobrenadantes de cultivos
de microglia infectados con JEV. Asimismo,
Brunner et al. (2007) muestran que cultivos
en monocapa de células hipocampales de rata
tratados con VDC desencadenan un contun-
dente incremento de «glutamato», asi como
la expresion del transportador de glutamato
— EAAT3 — facilitando de esta forma una
mayor liberacion de este aminoacido al me-

Rev Inv Vet Peru 2025; 36(1): 27951
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Figura 6. P-CamKIlI es regulada por el Virus Distemper Canino — VDC en cultivos neuronales
de retina de gallina. Los cultivos mantenidos por 1 h con solucién salina de Hank fueron tratados
con VDC 10* y KCI 1.5 mM. y procesadas por la técnica de Western Blot. En la parte superior
se observa una imagen representativa de los Blots que muestra la fosforilacion de la Treonina
286 de la proteina P-CamKII como sitio especifico. En el grafico de barras se observa el analisis
densitométrico de las bandas. Los datos representan la media de dos experimentos realizados
por separado (n=3). El asterisco representa **, *p<0.05 con respecto al control

dio extracelular. Con esta informacion, en el
presente estudio se evalud el porcentaje de
pérdida celular en cultivos de retina incubada
con glutamato 1 mM, encontrando un efecto
similar al VDC 10 en 48 h. Es asi que existe
una posibilidad que la muerte neuronal por
VDC seria a través de una via excitotoxica.

Nie et al. (2020), utilizando el modelo
de cardiomiocitos H9¢2 infectado con el vi-
rus coxsackie B3 (CVB3) muestra que la
apoptosis de los cardiomiocitos contribuye al
desarrollo de miocarditis inducida a través de

Rev Inv Vet Peru 2025; 36(1): €27951

la sobrecarga de Ca** intracelular dependiente
del estrés del Reticulo Endoplasmico (RE)
activando a la quinasa dependiente de Calcio
y Calmodulina II (CaMKII). A pesar de que
este modelo difiere completamente del SNC,
se sabe que la mayoria de las infecciones
virales producen cambios en la concentra-
cion de Ca** intracelular. Sumado a ello, el Ca?*
juega un papel vital en el proceso de formacion
de la estructura del virion, entrada del virus,
expresion, traduccion de proteinas virales, ma-
duracion y liberacion de particulas virales (Zhou
et al., 2009). Los mecanismos mas conocidos
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indican que los virus interfieren con la estabili-
dad del Ca*"y facilitan la replicacion del virus
al interferir con el Ca?* y las proteinas de union
a Ca?" (van Kuppeveld et al., 2005).

Para vivir en la célula hospedera, el vi-
rus secuestra Ca?" importante en las vias de
sefalizacion, y también acelera o induce
apoptosis celular al interferir con la via del
Ca?", por lo que promueve la liberacion de
particulas virales y propaga el virus en ma-
yor medida (Wenzhong y Hualan, 2021). In-
vestigaciones adicionales in vivo de cardio-
miocitos revelaron que el bloqueo de CaMKII
con KN-93 evit6 la apoptosis de los cardio-
miocitos y mejoro6 la funcion contractil car-
diaca en el corazon de un raton infectado con
CVB3. Estos hallazgos proporcionan una
nueva evidencia de que CaMKII desempeiia
un papel vital en la promocion de cardio-
miocitos inducidos por CVB3 en la apoptosis,
que vincula el estrés del RE y la absorcion de
Ca?" mitocondrial (Nie et al., 2020).

La CaMKII (cinasa II dependiente de
calcio/calmodulina), es una proteina serina
treonina proteasa que posee funciones en la
potenciacion sinaptica y el almacenamiento
de memoria en neuronas; sin embargo, tam-
bién se le atribuye funciones inmuno
moduladoras. En este sentido, Gupta et al.
(2010) muestran cultivos neuronales de hipo-
campo de rata tratados con sobrenadantes
de cultivos de macrofagos derivados de
monocitos humanos infectados con VIH-1
(VIH/MDM) presentaron inhibicion de la
fosforilacion de CaMKII. Asimismo, cultivos
de hipocampo y de corteza frontal de
macacos infectados por el Virus de Inmuno-
deficiencia de Simio (SIV) en comparacion
con los animales no infectados, mostraron una
disminucion significativa en la activacion de
CaMKII.

La proteina S del SARS-CoV-2 posee
actividad CaMKII que media la fusion del
virus con la membrana celular (Wenzhong y
Hualan, 2021). La infeccion por el virus de la
peste porcina africana (PPA) provoca la re-
organizacion de la vimentina en una jaula
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«cage» que rodea al virus. El reordenamiento
de vimentina en las células generalmente impli-
ca la fosforilacion del dominio N-terminal
quinasas celulares para facilitar el desmontaje
y transporte de los filamentos de vimen-tina en
los microtubulos. Curiosamente, la replicacion
del ADN viral también resulto en la activacion
de la proteina quinasa Il dependiente de
calmodulina célcica (CaM quinasa II) y
fosforilacion del dominio N-terminal de
vimentina en serina 82. Asimismo, la
fosforilacion fue bloqueada por KN93, un
inhibidor de la CaM quinasa I, lo que sugiere
un vinculo entre la CamKII, la replicacion del
ADN y expresion genética tardia. La vimen-
tina también se redistribuye en células que ex-
presan proteinas mal plegadas y durante infec-
ciones virales. Una jaula viral «cage» también
puede facilitar la replicacion del virus y ensam-
blaje evitando la difusién de componentes virales
en el citoplasma (Stefanovic ef al., 2005).

Finalmente, se ha demostrado in vitro
que la sobreactivacion del receptor NMDA
inhibe la actividad CaMKII en neuronas; por
tanto, la activacion de CaMKII podria surgir
de una accioén glutamatérgica excitotoxica
(Churn et al. 1995; Zhou et al. 2007). Estos
resultados son consistentes con estudios pre-
vios que han destacado un papel emergente
para CaMKII en enfermedades neurode-
generativas. Los estudios han demostrado in
vivo que una pérdida de actividad CaMKII
se correlaciona con el dafio neuronal durante
la isquemia. Otros experimentos han utiliza-
do ratones con genes knockout que carecen
de CaMKII para proporcionar evidencia de
que la alteracion de esta Uinica proteina
quinasa produce dafio a las dendritas neuro-
nales después de la isquemia (Shackelford ez
al., 1995; Hudmon et al., 1996).
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