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Resumen

El dengue, causado por el virus del dengue, es la enfermedad viral transmitida por
artrépodos mas importante a nivel mundial ya que presenta una elevada tasa de
incidencia y un cuadro clinico leve, o fiebre por dengue, que puede evolucionar
hacia dengue severo con un cuadro hemorragico grave que puede causar la
muerte. EIl colesterol y las balsas lipidicas han sido descritos como elementos
importantes para la entrada viral y sefalizacion en los macréfagos. Estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion e investigadores a nivel mundial,
sugieren que el colesterol celular desempefia un papel importante en los procesos
virales post-entrada (traduccién, replicacidon o ensamblaje) en diferentes modelos
celulares. Con base en estos datos, nos preguntamos si la infeccion por el virus
del dengue modula los niveles de colesterol y balsas lipidicas y cuales serian los
mecanismos involucrados en esta modulacion. Los resultados obtenidos sugieren
que el proceso de infeccion induce un incremento de las balsas lipidicas
membranales, del colesterol celular y del receptor LDL en la superficie celular,
Ademas de un incremento en la actividad de la enzima limitante en la sintesis de
colesterol o 3-hidroxi-3- metilglutaril-coenzima-A reductasa (HMGCR), mediada
por una reduccion en la fosforilacion de la enzima AMP proteina cinasa, principal
enzima involucrada en la fosforilacion de la HMGCR. Por otro lado, Dada la
importancia de los lipidos en la infeccion por dengue, decidimos evaluar el efecto
antiviral del acido nordihydroguaiaretico (NDGA), cuyo efecto hipolipidémico
produjo la reduccidon de la replicacidon del genoma y ensamblaje viral en la

infeccion por dengue en células hepaticas.



Abstract

Dengue fever caused by dengue virus, is the most important viral disease
transmitted by arthropods in the world, and present a high incidence rate and a
mild clinical dengue fever, which can progress to a severe form of dengue fever,
called hemorrhagic fever that can cause severe bleeding and death. Several
cellular molecules and components, specifically, cholesterol and lipid rafts have
been described as necessary elements for dengue virus entry and signaling in
several human cells. Thus, changes in lipid rafts formation and cholesterol levels
were evaluated. Here we report that the amount of total cholesterol and lipid rafts
formation increase early after infection of Huh-7 cells. This augment correlates with
an increase in the amount of low density lipoprotein receptor (LDLr) on the surface
of infected cells and also with a lower phosphorylation level of the 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase (HMGCR). None of the changes were observed in
Huh 7 cells infected with VSV used as a control. These results suggest that
dengue virus infection increases intracellular cholesterol levels at early times post
infection by triggering the modulation of LDL particles uptake and the increase in
the enzymatic activity of HMG-CoA reductase mediated by the reduction of AMPK
phosphorylation, main enzyme involved in the HMGCR activity. On the other hand,
regarding the importance of lipids in the DENV infection, we decided to evaluate
the antiviral effect of nordihidroguaiaretic acid (NDGA), which produced the
reduction of viral genome replication and viral assembly in the DENV infected
Huh7 cells.



1. Introduccion.

1.1.Dengue.

1.1.1. Generalidades.

El dengue es la enfermedad viral mas importante transmitida por artropodos a
nivel mundial. Se estima una tasa anual de infeccion de 50-100 millones de
personas que viven en areas urbanas, suburbanas y rurales (Gomez-Dantes and
Willoquet, 2009; Leyssen et al., 2000; Weaver and Vasilakis, 2009) El virus del
dengue (DENV) es el flavivirus mas ampliamente distribuido mundialmente y los 4
serotipos existentes pueden ser encontrados en regiones tropicales vy
subtropicales del mundo donde la presencia de su vector, el mosquito Aedes
aegypti, es abundante, poniendo en riesgo de infeccién a cerca de una tercera
parte de la poblacion mundial (2.5 billones de personas) (Tan and Alonso,
2009)(Figura 1). Las clinicas y los servicios de salud publica han sido incapaces
de disminuir la prevalencia de esta enfermedad ya que aun no existe algun
tratamiento médico que sea capaz de evitar el desarrollo de los sintomas severos
e igualmente no se cuenta con las medidas de control contra el vector que
garanticen proteccion a las poblaciones afectadas (Gomez-Dantes and Willoquet,
2009)

Datos de la Secretaria de Salud de nuestro pais obtenidos a través del Sistema
Especial de Vigilancia Epidemiolégica de Dengue, indican que en el 2014 se han
reportado un total de 28,109 casos de fiebre por dengue de los cuales 7,610
casos se presentaron como dengue severo, estas cifras son aproximadamente la
mitad de los casos reportados en el afio anterior, sin embargo, la tasa de letalidad
no presenta variacion (0.43 por cada 100 casos). Los estados con la mayor
incidencia son el estado de Baja California Sur (549.90 casos por cien mil
habitantes), Sonora, Sinaloa y Colima (81.10 — 108.09 casos por cien mil

habitantes).



1.1.2. Transmision.

El DENV se transmite al humano a través de la picadura de mosquitos del género
Aedes infectados, algunas especies de este género como A.aegypti, A.albopictus,
A.polynesiensis, entre otros, se han adaptado eficientemente a los ambientes
domeésticos en areas urbanizadas de las regiones tropicales, sirviendo como
vectores para la infeccion del DENV (Tolle, 2009; Weaver and Vasilakis, 2009). La
alta tasa de variacion génica que ha experimentado el virus, le ha permitido
adaptarse completamente a su vector A. aegypti, uno de los mas ampliamente
distribuidos a nivel mundial y cuyos programas de control han fracasado,

permitiendo al virus expandirse de una forma extraordinaria (Tolle, 2009).

Zonas de riesgo del DENGUE, 2009

Ve

I Paises o areas donde se ha reportado Dengue

Nota: las iineas definen el limite de supervivencia del mosquito Aedes aegypfi, Adaptado de World Health Organization
vector del dengue, y representan las areas donde es posible la transmision del

dengue

Figura 1. Distribucién mundial DENV. Las zonas de color azul muestran los sitios en donde se
encuentra el mosquito vector del dengue, el Aedes aegypti o se han presentado brotes de la
enfermedad (tomado de National Travel Health Network and Centre.
http://www.nathnac.org/ds/c_pages/country _page in.htm. Consultado 17 de Octubre 2010).

Las hembras del mosquito Aedes se infectan después de tomar sangre de una

persona durante la fase febril, es decir la fase de viremia. Una vez en el mosquito,
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el DENV se replica en el cuerpo graso y tiene un periodo de incubacién de 8 — 10
dias, a partir de los cuales se convierte en transmisor del virus a través de la
inyeccion del virus junto con el fluido salival durante su alimentacion con sangre
(Singhi et al., 2007).

1.1.3 Manifestaciones clinicas

Inicialmente, la infeccion con cualquier serotipo puede ser asintomatica o
desencadenar un amplio espectro de manifestaciones clinicas como son fiebre
intensa, acompafnada por dolor de cabeza, dolor retroocular, dolor de espalda,
mialgias y artralgias, las cuales en pocas ocasiones persisten por mas de 7 dias.
En el 50% de los pacientes, el dengue se presenta con problemas de la piel que
se caracterizan por cara enrojecida dentro de las 24-48 h, mientras que en la fase
de defervescencia se puede presentar un sarpullido petequial o maculopapular.
Los resultados de laboratorio en pacientes con dengue involucran
trombocitopenia, leucopenia y niveles incrementados de la aminotransferasa
hepatica (Oishi et al., 2007; Tan and Alonso, 2009).

En ocasiones el cuadro clinico puede evolucionar hacia dengue severo,
principalmente en pacientes con una segunda infeccién heter6loga (con un
serotipo diferente al causal de la primera infeccion). Las manifestaciones que
caracterizan al dengue severo son trombocitopenia, que promueve diatesis
hemorragica y el aumento de la permeabilidad vascular, que conlleva a una fuga
de plasma. Estos dos eventos pueden finalizar en un choque hipovolémico y
colapso vascular que afectan la funcionalidad de érganos como el higado, el bazo
y el cerebro. La evolucion a esta forma de la enfermedad ha sido objeto de
diversos estudios que concluyen que es producida por la exacerbacién de la
respuesta inmune innata, debido a diferentes factores tanto del huésped como del
virus (Tan and Alonso, 2009). El criterio de diagnéstico del dengue severo incluye
un conteo plaquetario menor de 100,000 plaquetas/uL, manifestaciones
hemorragicas y un incremento del hematocrito por arriba del 20% del valor de

referencia. (Singhi et al., 2007).

1.1.31 Dano hepatico
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El DENV es capaz de infectar varios tipos celulares y ocasionar diversos eventos
patolégicos, donde sus principales efectos son a nivel muscular, vascular, y del
sistema hematoldgico. Sin embargo, existe suficiente evidencia tanto clinica como
experimental que sugiere que el higado se encuentra afectado en la infeccion.
Esta disfuncion hepatica puede ser causada por un efecto directo del virus sobre
las células o una consecuencia de la respuesta inmune desregulada contra el virus
(Seneviratne et al., 2006). La evidencia clinica que soporta la afeccidn hepatica
durante la infeccion por DENV es la hepatomegalia y los niveles séricos
aumentados de las transaminasas. Ambos elementos son comunmente
observados en pacientes con dengue severo. Cambios histologicos como
esteatosis, necrosis hepatocelular, hiperplasia y destruccién de las células de
Kupffer también han sido reportados. Adicionalmente, existen varios reportes
donde han logrado detectar el genoma y antigenos virales en necropsias de
higado de casos fatales, indicando que el virus es capaz de replicarse en
hepatocitos, convirtiendo a éstas células en uno de las principales células blanco
del DENV, junto con los monocitos/macrofagos y las células dendriticas (Povoa et
al., 2014). Por otro lado, se ha reportado que los hepatocitos cuentan en su
superficie con algunas de las moléculas que DENV utiliza para el proceso de
entrada. Estas moléculas son el heparan sulfato, presente en las células HepG2 y
Huh7, involucrado en la unién del DENV a la superficie celular (Hilgard and
Stockert, 2000; Rosen et al., 1999; Thepparit and Smith, 2004), los receptores
como la proteina GRP78, reportada especificamente para la infeccién por DENV-2
(Jindadamrongwech et al., 2004), y el receptor de laminina para DENV-1, ambos

presentes en las células hepaticas (Thepparit and Smith, 2004).

1.1.4 Morfologia viral

El DENV, es un virus esférico de aproximadamente de 40 nM de diametro
quecontiene una bicapa lipidica que mide aproximadamente 10 nm de espesor.
Dicha membrana tiene anclada a dos de la proteinas estructurales, la de la
membrana (M) y la de la envoltura (E) y rodea la capside icosaédrica (30 nm) que

contiene el genoma viral cubierto por la proteina de la capside (C) (figura 3A)
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(Henchal and Putnak, 1990; Perera et al., 2008). El genoma es una cadena
sencilla de RNA con sentido positivo (en el mismo sentido que el RNA mensajero)
con una longitud de 11 Kb. En los extremos 5" y 3" tiene dos regiones no
codificantes (UTRs) con estructuras de tallos y burbujas que participan en la
traduccioén y replicacion del genoma. Se ha descrito que la polimerasa viral se une
a un elemento promotor, localizado en la UTR 5. Esta region esta aledafna a la
UTR 3’ después de la ciclizacion del RNA mediante interacciones RNA-RNA
(Alvarez et al., 2008). Por otro lado, el genoma viral tiene un solo marco de lectura
abierto que codifica para una poliproteina de 3411 aminoacidos que es
posteriormente procesada en tres proteinas estructurales y 7 proteinas no
estructurales (figura 3B) (Weaver and Vasilakis, 2009).

1.1.5 Ciclo replicativo de DENV

La entrada del virus a la célula ocurre a través de endocitosis mediada por
receptor y se han descrito como receptores, diversas moléculas que pueden
interactuar con el DENV. Estos receptores se dividen en receptores de primera
linea (empleados por otros virus, por ejemplo heparan-sulfato y DC-SIGN) (Chen
et al., 1997; Mukhopadhyay et al., 2005) y los de segunda linea (receptores
especificos para el DENV, por ejemplo, las proteinas de choque térmico HSP 90 y
HSP 70 (Reyes-Del Valle et al., 2005).

Una vez en el endosoma y como resultado del proceso de acidificacion de estas
estructuras, el virion sufre cambios estructurales que promueven su fusién con la
membrana endosomal y la liberacion del genoma viral al citoplasma.
Posteriormente, en el citosol, el RNA viral actia como un RNA mensajero (RNAm)
para la sinteisis de proteinas virales que son necesarias para la replicacion del
genoma viral. El genoma viral se replica a partir de una copia de RNA de sentido
negativo que sirve como molde para la sintesis de RNA de polaridad positiva, el
cual se asocia con las proteinas virales C, E y prM para formar viriones inmaduros
qgue viajan en vesiculas a través del aparato de Golgi, donde la proteina viral prM

es procesada por la proteasa furina para generar viriones maduros los cuales son
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liberados al medio extracelular a través de la ruta secretora (Mukhopadhyay et al.,

2005; Stiasny and Heinz, 2006).
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Figura 2. Esquema de la morfologia del DENV y de la estructura del genoma viral. (A) La
particula viral madura e inmadura difieren en la conformacion de las proteinas E y M sobre la
superficie. En la particula inmadura, con espiculas sobre la superficie, la proteina M se encuentra
en forma de precursor (prM) cubriendo a la proteina E. En la particula madura prM se procesa y
genera una particula de superficie lisa (tomado de Heinz et al., 2006); (B) EI genoma de DENV de
RNA de cadena sencilla y polaridad positiva contiene un marco abierto de lectura que codifica para
tres proteinas estructurales y siete no estructurales, franqueado por dos regiones no traducidas

(UTR) en los extremos 5’ y 3’ (tomado de Weaver and Vasilakis, 2009).

La replicacion del genoma ocurre en las membranas del reticulo endoplasmico

donde participan activamente las proteinas no estructurales maduras. El

ensamblaje viral se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico (RE), cuando las

proteinas estructurales y el RNA sintetizado se unen, geman a la luz del RE,

dando como resultado la formacidn de particulas virales no infecciosas

(inmaduras) que son transportadas a través de la via secretora del aparato de
Golgi donde la proteina prM es procesada para producir a la proteina M y formar
de esta manera viriones maduros, los cuales son liberados de la célula por
exocitosis (figura 4) (Mukhopadhyay et al., 2005; Perera et al., 2008; Stiasny and
Heinz, 2006). Evidencias recientes sugieren que distintas clases de lipidos y su
metabolismo, especificamente el del colesterol, participan de manera importante

en los procesos de entrada, replicacion y morfogénesis viral.
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Figura 3. Ciclo replicativo del DENV. El DENV es internalizado mediante endocitosis mediada
por receptor. Una vez fusionada la envoltura viral a la membrana endosomal se libera el RNA
genomico al citosol, en donde es traducido para producir a las proteinas virales maduras. Las
proteinas virales favorecen la replicacion del RNA para generar multiples cadenas de polaridad
positiva que son el genoma de la progenie viral, y que son encapsidadas y posteriormente
liberadas por exocitosis. (Tomado de Heinz et al., 2006).

1.2.Colesterol

El colesterol es una molécula esencial involucrada en el mantenimiento de la
permeabilidad y fluidez de la membrana, como precursor en la sintesis de vitamina
D y hormonas. En su mayoria, las células de los mamiferos son capaces de
sintetizar y captar el colesterol del medio extracelular en forma de lipoproteinas y
de secretarlo hacia el exterior, pero son escasas las células que pueden
catabolizarlo, todos estos procesos que involucra la regulacién de los niveles de
colesterol intracelular ocurren al mismo tiempo y estan perfectamente controlados
(Daniels et al., 2009). El colesterol es una molécula sumamente hidrofoba y por lo
tanto, para ser transportada en el plasma, debe estar asociada a proteinas, las
particulas que forman esta asociacion se les denomina lipoproteinas. Las
lipoproteinas se nombran de acuerdo a su densidad y se conocen 5 clases:
quilomicrones, VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad), IDL (lipoproteinas de

densidad intermedia), LDL (proteinas de baja densidad) y HDL (proteinas de alta
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densidad). De las anteriores, la particula LDL es la que contiene una mayor
cantidad de colesterol y la proteina que la forma es una sola molécula de
apoproteina B-100 (Mathews et al., 2002).

1.2.1. Entrada del colesterol circulante a la célula: papel del receptor a LDL

La entrada del colesterol a las células de los distintos tejidos incluyendo a las
células hepaticas ocurre principalmente por la internalizacion de las particulas LDL
circulantes por medio del receptor a LDL (LDLR) presente en la superficie celular.
Este receptor esta agrupado en invaginaciones membranales, donde la proteina
mas abundante es la clatrina, involucrada en los procesos de endocitosis. EI LDLR
es capaz de reconocer a la apoproteina B-100 que forma parte de estas
lipoproteinas, al unirse la particula LDL al receptor de la membrana citoplasmica
se fusiona en las cercanias del receptor y la invaginacion recubierta de clatrina se
convierte en una vesicula endocitica promoviendo la formacién de un endosoma,
que mas tarde se fusiona con un lisosoma. Ahi, la apoproteina B-100 es
hidrolizada a aminoacidos y los ésteres de colesterol hidrolizados para dar
colesterol libre que se emplea principalmente en la formacion de membranas. Por
su parte, el receptor es reciclado a la membrana para captar mas particulas. Este
ciclo requiere aproximadamente de 10 minutos. El colesterol, una vez dentro de la
célula, inhibe la sintesis de colesterol por parte de la HMGCR (hidroxi-metilglutaril-
Coenzima A reductasa), activa a la acil CoA:colesterol aciltransferasa (ACAT) con
la finalidad de sintetizar ésteres de colesterol, de almacenar el exceso de
colesterol y regula la sintesis del LDLR (Daniels et al., 2009; Mathews et al., 2002;

Soccio and Breslow, 2004).

1.2.2. Biosintesis del colesterol

La sintesis del colesterol se lleva a cabo en el RE en tres fases. La primera fase
es la condensacion de 2 moléculas de Acetil-CoA para generar acetoacetil-CoA,
después este compuesto reacciona con otra molécula de Acetil-CoA lo que da
como resultado 3-Hidroxi3-metilglutaril-CoA que es convertido a mevalonato por
accion de la enzima mas importante en este proceso, la HMGCR. Esta enzima es
la limitante en la biosintesis del colesterol y es el blanco farmacoldgico de las
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estatinas, compuestos empleados para disminuir los niveles de colesterol
plasmatico. La segunda fase consiste en la conversion del mevalonato de 6
carbonos a escualeno (30 carbonos) por medio de la adicidon de intermediarios de
5 carbonos. Por ultimo, el escualeno es ciclado y transformado a colesterol (27
carbonos) (Joven, 2001; Mathews et al., 2002).
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Figura 4. Implicaciéon de los receptores LDL en la captacion y metabolismo del
colesterol. El receptor LDL (LDLR) capta particulas LDL a través de la endocitosis
mediada por clatrina, la fusion de los endosomas con lisososmas permite la liberacién de
colesterol que regula a la HMG-CoA reductasa mientras el receptor se recicla (tomado de
Mathews 32 edicion, 2002).

1.2.3. Regulacion de los niveles de colesterol intracelular

El colesterol intracelular ejerce una retroalimentacion negativa sobre los niveles de
expresion del LDLR y de la enzima HMGCR. Los niveles de transcripcion de los
genes de estas dos proteinas, son controlados por SREs (del inglés: sterol
regulatory elements) que en los genes de la enzima y homdlogos. del receptor. En
ambos promotores se unen factores de transcripcion llamados SREBPs (del

inglés: SRE binding proteins) y son requeridos para la transcripcion efectiva de
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ambos genes. Los SREBPs estan insertados dentro de la membrana del RE
asociados a SCAP (del inglés: SREBP cleavage activating protein), que también
se encuentra unida a INSIG (insulin induced gene 1), otra proteina asociada al
reticulo endoplasmico. La interaccion entre SCAP e INSIG es sensible a colesterol
y mantiene al complejo proteico unido firmemente al RE funcionando como un
sensor de colesterol. Cuando existe abundante colesterol intracelular, el colesterol
se une a SCAP promoviendo un cambio estructural que finaliza en un incremento
en la afinidad por INSIG y mantiene el complejo en la membrana, cuando existe
ausencia de colesterol la proteina SCAP no es capaz de mantenerse unida a la
proteina INSIG, liberando el complejo SREBP/SCAP donde el dominio N terminal
que funciona como factor de transcripcion es escindido del resto de la proteina por
proteasas S1P y S2P, entonces la forma nuclear de SREBP migra hacia el nucleo
y activa los genes que codifican para HMG-CoA reductasa y el LDLR llevando a
un incremento en la concentracion del colesterol celular (Daniels et al., 2009;
Joven, 2001; Soccio and Breslow, 2004).

Otro mecanismo regulador importante en la sintesis del colesterol es la
fosforilacion de la HMGC. Se ha demostrado que la fosforilacion en la serina 872
lleva a una inactivacion de la enzima mientras que la desfosforilacion aumenta su
actividad. Las principales cinasas y fosfatasas que regulan la fosforilacion de la
HMGCR son AMPK (AMP-activated protein kinase) y PP2A (protein phosphatase-
2) respectivamente (Wu et al., 2011).

1.3 Importancia de las balsas lipidicas y el colesterol en el ciclo replicativo
del DENV

Los mecanismos virales de entrada, ensamblaje y salida de virus maduros son
procesos importantes para la replicacidén viral. Se ha reportado que las balsas
lipidicas, microdominios membranales ricos en colesterol y esfingolipidos,
desempefian un papel importante en estos procesos ya que concentran
componentes celulares y virales necesarios para cada paso del ciclo replicativo de
distintos virus (Chazal and Gerlier, 2003; Suzuki and Suzuki, 2006).
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1.3.1 Entrada viral.

El DENV utiliza las balsas lipidicas para entrar en la célula huésped en algunas
lineas celulares y en ellos, todos los receptores que interaccionan con el virus, y
que han sido descritos hasta la fecha, se encuentran asociados a las balsas
lipidicas o son reclutados a estas secciones de la membrana al momento de la
infeccion (Puerta-Guardo et al., 2010). La importancia del colesterol vy
especificamente de las balsas lipidicas en el proceso de entrada de DENV ha sido
reportado por varios autores, cuyos resultados sugieren que la integridad de las
balsas lipidicas es necesaria durante el proceso infeccioso del DENV en
monocitos/macréfagos en ausencia o presencia de anticuerpos facilitadores, asi
como también en células de neuroblastoma de ratén N18 (Lee et al., 2005; Puerta-
Guardo et al., 2010; Reyes-Del Valle et al.,, 2005). De manera consistente, en
nuestro laboratorio hemos obtenido una reduccién significativa en la infeccion por
DENV en la linea celular hepatica Huh7 cuando se realiza un pre—tratamiento con
farmacos capaces de impedir la formacidén de estos microdominios membranales
(Soto-Acosta et al., 2013). En conjunto, estos resultados sugieren que el colesterol
y las balsas lipidicas en membrana juegan un papel importante en el proceso de
entrada del DENV. Uno de los mecanismos que posiblemente explique los
resultados anteriores, es que la alteracion de la integridad de las balsas lipidicas
disminuye la unién del virus, ya que todos los receptores que se han identificado
para el DENV son residentes de balsas lipidicas o son reclutados hacia estas
estructuras al momento de la infeccion (Lee et al., 2008), de modo que, al alterar
estas estructuras se reduciria la cantidad de receptores disponibles para la union
del DENV. Por otra parte, dado que las balsas lipidicas concentran moléculas
asociadas a estos receptores que median la entrada viral, su disrupcion impediria
la asociacion de dichas moléculas al receptor evitando asi la coordinacion de los

procesos de union y entrada viral.

1.3.2 Replicacion viral.
El DENV vy otros virus con genoma de RNA de polaridad positiva modifican las

membranas del reticulo endoplasmico con el fin de concentrar todos los factores
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necesarios para la replicacion del genoma viral (complejos replicativos) (Apte-
Sengupta et al., 2014; Mukhopadhyay et al., 2005; Perera et al., 2008; Stiasny and
Heinz, 2006). Perera et al., (2012) demostraron, en células derivadas de mosquito,
diferencias significativas en el perfil lipidico intracelular de las células infectadas
con DENV en comparaciéon con células no infectadas. Los tipos de lipidos
enriquecidos en las células infectadas tienen la capacidad de alterar la membrana
estructural y funcionalmente, confirmando la idea que la infeccion con DENV
promueve importantes rearreglos membranales a través de la alteracién en el
metabolismo lipidico(Junjhon et al., 2014; Perera et al., 2012).

A este respecto, Heaton y colaboradores en el 2010, demostraron que la proteina
NS3 de DENV es capaz de reclutar a la enzima necesaria para la sintesis de
acidos grasos hacia los complejos replicativos, incrementando su actividad. Dicho
incremento en la sintesis de acidos grasos podria estar coordinado con la sintesis
del colesterol para incrementar la sintesis de membranas de los complejos
replicativos (Heaton et al., 2010). Aunado a esto, se ha observado en la infeccidn
con distintos flavivirus que si la cantidad de colesterol presente en estos complejos
se reduce, la replicacion del genoma viral se ve afectada (Uchil and
Satchidanandam, 2003). Especificamente, se sabe que el virus de la hepatitis C
(HCV), promueve la formacion de redes membranosas derivadas de las
membranas del RE en las cuales el virus se replica, y segun lo reportado por Lyn y
colaboradores (2009), la replicacion del HCV se ve afectada por el tratamiento con
lovastatina, la cual es capaz de promover la dispersion del genoma viral de los
complejos replicativos (Lyn et al., 2009). Todo esto sugiere que el colesterol puede
tener la funcion de contener el genoma viral durante los procesos replicativos.
Ademas, se ha demostrado que si se inhibe la via biosintética de colesterol
(mediante el uso de estatinas o de siRNA contra proteinas de la via de sintesis de
colesterol), o si se impide la captura del colesterol del medio, la replicacion viral en
las lineas celulares A549 (de carcinoma de pulmén) y K562 (hematopoyéticas)
disminuye considerablemente, demostrando que el colesterol participa de manera

importante en este proceso (Rothwell et al., 2009).
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Igualmente, se ha reportado que la infeccion con DENV induce un incremento de
estructuras lipidicas formadas por esfingolipidos y ésteres de colesterol que se
derivan del RE, denominadas “lipid droplets” (LD) a las que la maquinaria de
ensamblaje viral se encuentra asociada, indicando que el proceso de ensamblaje
requiere de estas estructuras (Carvalho et al., 2012; Faustino et al., 2014a;
Faustino et al., 2014b; Martins et al., 2012; Samsa et al., 2009). Estos hallazgos
son congruentes con el hecho de que la inhibicidn farmacoldgica de la sintasa de
acidos grasos (FASN) mediada por el farmaco C75 promueva una inhibicion
significativa de la morfogénesis del DENV (Poh et al., 2012; Samsa et al., 2009).
Tomando en cuenta que estas estructuras estan formadas por esfingolipidos y
moléculas de colesterol esterificado se podria pensar que el colesterol se
encuentra también involucrado en el proceso de ensamblaje.

En nuestro laboratorio, hemos observado que el tratamiento de células hepaticas
Huh7 con farmacos capaces de reducir la concentracién de colesterol (estatinas y
NDGA) durante 24 y 48 horas reduce la cantidad de particulas virales y proteina
NS1 secretadas al medio, sugiriendo una reduccion en el proceso infeccioso. No
obstante, estos resultados no dejan claro si la reduccion del colesterol afecta
especificamente la replicacion, por inhibicion de la formacién de los complejos
replicativos, o el ensamblaje viral por reduccion en la cantidad de “lipid droplets”.
Por lo anterior, un estudio mas detallado de las distintas fases del ciclo replicativo
seria importante para dilucidar en cuales de estos procesos es importante el

colesterol.

1.3.3 Salida viral

Con la finalidad de definir si el colesterol es necesario para el proceso de salida
del DENV, en nuestro laboratorio evaluamos el efecto del tratamiento con
farmacos disruptores de balsas lipidicas en la salida viral. Asi encontramos que el
tratamiento con 2 de los 3 farmacos empleados (MBCD Yy filipina) reducen la salida
del virus, sugiriendo que el proceso de salida del DENV es dependiente de
colesterol. Recientemente, se ha reportado por otros autores que el colesterol es

importante para el proceso de salida del DENV en la linea celular HMEC-1
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(Martinez-Gutierrez et al., 2011; Martinez-Gutierrez et al., 2014). Estos datos
indican que DENV emplea como puerta de salida estructuras ricas en colesterol;
esta idea también esta apoyada con la evidencia que existe de que el colesterol y
las balsas lipidicas son importantes para el proceso de salida de otros virus
envueltos como el virus de la Influenza, VIH y rotavirus (Cuadras et al., 2006;
Simons and Ehehalt, 2002).

2 Justificacion.

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante a
nivel mundial ya que presenta una elevada tasa de incidencia y un cuadro clinico
que puede evolucionar hacia dengue severo. Dado que no existe tratamiento
antiviral o vacuna y tomando en cuenta que algunas investigaciones sostienen que
el colesterol y las balsas lipidicas juegan un papel importante en el ciclo replicativo
del DENV, el definir la forma en que los mecanismos reguladores del colesterol
celular participan en el proceso de infeccion sera clave en el entendimiento de la
patogenia del DENV y en la descripcion de nuevos blancos terapéuticos. Por
tanto, la manera en que el proceso de infeccion con DENV altera los principales
mecanismos reguladores de los niveles de colesterol celular y su efecto en la de
traduccion, replicacion o ensamblaje viral sentaran las bases para sustentar el uso

de farmacos moduladores de colesterol en la infeccién por DENV.

3 Hipétesis.
La infeccidn por DENV regula la sintesis y localizacién subcelular del colesterol y
éste participa en los procesos de traduccidn, replicacion y ensamblaje del DENV

en las células Huh?7.

4 Objetivo general
Analizar la modulacién de los niveles de colesterol intracelular y los mecanismos
que regulan su sintesis durante el proceso de infeccion por DENV en la linea

celular hepatica Huh?7.
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Objetivos especificos.

5.1 Determinar los niveles de balsas lipidicas y colesterol durante la infeccion por
DENV.

5.2 Evaluar el efecto de la infeccién por DENV sobre los mecanismos reguladores
de la biosintesis de colesterol.

5.3 Analizar el efecto de la modulacion de los niveles de colesterol sobre la
formacion de los complejos replicativos durante la infeccion por DENV.

5.4 Evaluar si el acido nordihidroguaiaretico (NDGA), un farmaco hipolipemiante,
presenta un efecto antiviral contra la infeccion por DENV y su mecanismo de

accion.

6 Materiales y métodos.

6.1 Cultivo celular y cepas virales

Las células Huh7, una linea celular de hepatocitos diferenciados derivados de
carcinoma celular (generosamente donadas por la Dra. Ana Rivas de la UANL) y
las células Vero (células derivadas de rindn de mono verde africano) fueron
cultivadas en medio “DMEM advanced” suplementado con 2 mM de glutamina, 1%
de penicilina/estreptomicina y 5% de suero fetal bovino a 37°C y a una atmdsfera
de 5% CO,. Las células Vero, establemente transfectadas con un replicon de
DENV que expresa luciferasa como gen reportero, fueron crecidas en el mismo
medio suplementado con G418 (Geneticina) como agente selectivo. Las células
U937 que sobre expresan la principal molécula receptora para DENV (U937-DC
SIGN) fueron cultivadas en medio RPMI Advanced suplementado de la misma
forma que el DMEM Advanced empleado para las células Huh 7 y Vero.

La propagacién del DENV serotipo 2 (New Guinea) y serotipo 4 (H241) fue hecha
mediante inoculacion en cerebro de raton neonato y los titulos virales se
determinaron mediante ensayos de plaqueo en células BHK-21 como se describio
antes (Mosso et al., 2008). El titulo viral fue corroborado por ensayo de focos
fluorescentes tal y como se describié previamente (Payne et al., 2006).

La propagacion del Virus de la estomatitis vesicular (VSV) como control de virus

envuelto no relacionado fue realizada en la linea celular MDCK (rifidn de perro
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Madin Darvin) durante 24 horas de infeccidén. Posteriormente, las células se lisaron
y el titulo viral se estimé mediante ensayos de plaqueo.

Para la inactivacion del virus mediante luz ultravioleta, las preparaciones virales
fueron tratadas con 20 ug/mL de psoralen e incubados en presencia de luz UV
durante al menos 1 hora. Las preparaciones irradiadas con luz ultravioleta fueron

tituladas por ensayos de plaqueo para confirmar la inactivacion viral.

6.2 Inmunofluorescencia de balsas lipidicas, colesterol celular y niveles del
receptor LDLr sobre la superficie celular.

La unién de la subunidad 3 de la toxina colérica al glicoesfingolipido GM1, lipido
residente de balsas lipidicas, se usO para detectar estas estructuras. Las células
crecidas en portaobjetos se infectaron con DENV activo, UV DENV (virus inactivo)
y VSV por 1, 6 y 12 hpi. Para tefir las balsas lipidicas, las células se lavaron 3
veces con PBS 1x y se fijaron con p-formaldehido al 1% durante 30 min a
temperatura ambiente (TA). A continuacion, se bloquearon con buffer de bloqueo
(PBS 1x, SFB 10%, albumina de suero bovino (BSA) 3%, glicina 10 mM) durante
toda la noche y se tiferon durante una hora a 37°C con toxina colérica acoplada a
un fluorocromo (Vybrant® Alexa Fluor® 555 Lipid Raft Labeling Kit o cholera toxin
subunit B recombinant, Alexa Fluor® 488 conjugate). La toxina colérica acoplada
fue diluida 1:100 en bufer diluyente (PBS 1x, SFB 3%, BSA 1%, glicina 10 mM).
Después las células se lavaron con PBS 1x NH4Cl 50 mM durante 5 min ocho
veces y una vez con PBS 1x. Finalmente, las laminillas se montaron en
cubreobjetos con 4 ul de VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI y se
observaron en el microscopio confocal Leyca. La intensidad de fluorescencia se
calculé ajustando la fluorescencia correspondiente la toxina colérica con la
fluorescencia de los nucleos. El resultado se expresdé como Unidades Arbitrarias
(A.U.).

Para tenir el colesterol intracelular, las células infectadas, fijadas y bloqueadas se
incubaron con Filipin 1l complex (SIGMA) 50mg/ml durante 1 hora a RT. La
fluorescencia se analizO como se menciono anteriormente. Para determinar los

niveles membranales del LDLr, las células infectadas como anteriormente se
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describid se fijaron y sin paso previo de permeabilizacién se tifieron con rabbit
anti-LDLR antibody (Abcam ab30532) diluido 1:200 en solucion de dilucién y anti-
rabbit 1gG, Cy3-Linked (Amersham). La fluorescencia correspondiente al receptor

en la membrana celular se analizé como anteriormente se describio.

6.3 Ensayo de captacidén de particulas LDL

Las células Huh7 se crecieron e infectaron con las condiciones experimentales
mencionadas en resultados por 1, 6 y 12 hpi. Las células se lavaron 3 veces con
PBS 1X frio y se incubaron durante 30 min a 4°C con 3 mg/mL de LDL acoplado a
Dil (fluoroforo) (Dil-LDL particles, Molecular probes) diluido en solucion A (medio
DMEM sin rojo de fenol adicionado con Hepes 10 mM). Posteriormente, las células
se lavaron 3 veces con PBS frio y se bloquearon durante 15 min a 4°C con
solucién B (medio Hank’s con 2 mg/mL de BSA) y se fijaron con PFA 1%. La
actina se tiAd con faloidina-Alexa 647 (Invitrogen) diluida 1:20 en solucion
diluyente durante 1 hora a 37°C. La fluorescencia fue analizada como se

menciond anteriormente para la tincién del LDLr membranal.

6.4 Determinacién de colesterol total por colorimetria y por citometria de
flujo.
Las células cultivadas en placas de 6 pozos se lavaron 3 veces con PBS 1x y se
lisaron con 250 pl de buffer de lisis RSB-NP40 (MgCl, 1.5 mM, Tris-HCI pH 7.5 10
mM, NaCl 10 mM, IGEPAL 1%) aplicado directamente al pozo durante 15 min en
agitacion lenta. Una vez lisadas las células, se colocaron 50 ul del lisado en una
placa de 96 pozos y se le afiadieron 50 ul de solucion para determinar colesterol
(colesterol oxidasa, peroxidasa), se dejo reaccionar de 10 a 15 min a 37°C y se
midio la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en el lector de placa de 96
pozos biotek ELx808 Absorbance Microplate Reader. Para medr la cantidad de
colesterol intracelular por citometria de flujo, las células infectadas se recolectaron
y se fijaron con PFA 1%, se bloquearon y se tifieron con Filipin Il complex
(75mg/ml). Las células tenidas se resuspendieron en PBS y la fluorescencia se

registré en el canal Violeta 1 en el citometro Cyan ADP (Beckman Coulter) y los
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datos se analizaron mediante el software FlowJo 7.6.5. En los ensayos, 20,000
células se contaron por muestra y los resultados se expresaron como la intensidad

de fluorescencia normalizada con las células control.

6.5 Ensayos de Western Blot.

Para analizar los niveles proteicos del receptor LDL, las células crecidas en placas
de cultivo p100 se infectaron con las condiciones experimentales mencionadas y
se lisaron a 1, 6 y 12 hpi con la solucion de lisis descrita para la determinacion
total de colesterol, los lisados totales se clarificaron por centrifugacién (10,000
RPM) y 50 ug de proteina se sometieron a separacion por geles SDS-PAGE e
inmunoblot usando Rabbit polyclonal antibody anti-LDLR (ABCAM 30532) diluido
1:1000. La densitometria de las bandas se realiz6 mediante el software ImageJ
(NIH) y ajustadas con la densitometria de su control de carga (B actina). Las
densitometrias ajustadas para cada condicion se normalizaron con la condicion
control y expresado como veces de cambio (Fold Change). Para estudiar la
fosforilacién de los niveles de HMGCR en las células infectadas se lisaron con una
solucion que contiene 50 mM Tris—HCI, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% desoxicolato de
sodio; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1ug/ml de aprotinina, leupeptina,
pepstatina; 1 mM Na3VO4; 1 mM NaF. Posteriormente, 50 ug de proteina se
analizé por Western blot usando anticuerpos dirigidos contra la HMGCR total
HMGCR (US Biological H6201-01B) y contra la HMGCR fosforilada (pHMGCR,
Millipore 09-356). La densitometria de la HMGCR total se realizd como se
describié para el receptor, posteriormente para la densitometria de la pHMGCR se
ajusté con los valores de la enzima total para cada condicion y se normalizé con
las células control. Los testigos de infeccion de los ensayos de actividad y la
cuantificacion de proteina también se analizaron por ensayos de Western blot
siguiendo las indicaciones mencionadas en este apartado.

6.6 Viabilidad celular.
La viabilidad celular de las células Huh7 y Vero se evalué mediante la reduccién

de MTS de acuerdo a las especificaciones del fabricante (cell titer 96 Aqueous
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One Solution Cell Proliferation Assay Promega). La viabilidad de las células U937-
DC SIGN se evaluo6 por citometria de flujo mediante la incorporacion de yoduro de
propidio (Pl uptake).

6.7 Medicion de progenie viral y secrecién de NS1.

Los sobrenadantes de células infectadas y tratadas con los distintos farmacos
empleados en este trabajo se sometieron a ensayos de medicion de progenie viral
por titulaciéon en placa o por ensayo de focos previamente descritos. Los
sobrenadantes también se usaron para determinar los niveles de secrecion de
NS1 como indicador de infeccion, medida por absorbancia mediante ensayos de
ELISA (Platelia, Biorad) (Ludert et al., 2008).

6.8 Medicion de genoma viral y actividad de luciferasa.

Para determinar el genoma viral de células infectadas y tratadas con los distintos
farmacos empleados en este trabajo el RNA total se obtuvo mediante el kit Zytmo
Research QuickRNA (MicroPrep). La RT-PCR cuantitativa se realizé por el método
de SYBR Green wusando como templados secuencias nucleotidicas
correspondientes al gene de la proteina NS5, reportados por Chien et al. (2006) en
el sistema ECO ILLUMINA. La cantidad de transcriptos de RNA viral se calculd
generando una curva estandar de diluciones en base 10 del RNA aislado de una
preparacion de DENV2 y DENV4 titulado por plaqueo y expresado como unidades
formadoras de placa equivalentes por mililitro (PFU eqg/ml) (Callahan et al., 2001;
Chien et al., 2006; Johnson et al., 2005).

La actividad de luciferasa de células Vero que expresan el replicon de DENV4 se
realizd mediante el protocolo indicado por el fabricante (Renilla luciferase assay

system, Promega).

6.9 Inmunofluorescencia y citometria del flujo para evaluar cantidad y
distribucién de proteinas virales y celulares.
La tincion de proteinas virales y celulares para su posterior analisis por

microscopia confocal se realizé de la siguiente manera. Las células infectadas y
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tratadas con las condiciones especificas para cada ensayo se fijaron y se
permeabilizaron siguiendo las especificaciones del protocolo del fabricante del kit
Cytofix/cytoperm (BD 554714). Posteriormente, la incubacion con el anticuerpo
primario correspondiente, se realizé durante 2 horas a temperatura ambiente
diluido en solucion permeabilizadora del kit (para mayor informacién ver lista de
anticuerpos en (tabla 1). La deteccion del anticuerpo primario se realizé usando un
anticuerpo anti-conejo, anti-raton o anti-chivo (segun sea el caso) acoplado a un
fluoréforo (tabla 1). Finalmente, los nucleos se tifieron con Hoechst (Life
Invitrogen) y las laminillas se analizaron usando el sistema de microscopia
confocal Zeiss LSM700 laser confocal. La tincién de los Lipid droplets se realizd
usando la tincidon con el marcador de lipidos neutros Bodipy 495/505 (Life
Invitrogen). La citometria de flujo la empleamos para conocer la cantidad de
células infectadas en respuesta a algun tratamiento o para validar la capacidad
infecciosa del stock viral. El protocolo empleado fue el mismo que se utilizé para la
microscopia confocal con la diferencia que las células infectadas y tratadas se
despegaron como se indicé anteriormente, como indicador de infeccion se utilizd
el marcaje de la proteina viral E. Para esto, 10,000 células de cada condicién se
analizaron en el sistema LSR Fortessa (BD) y los datos se obtuvieron con el
software FlowdJo 7.6.5. (Ver tabla 1 para mas informacion de los anticuerpos

usados).

6.10 Ensayo enzimatico de la HMGCR, PP2A y AMPK.

La actividad enzimatica de la HMGCR se evalué mediante un ensayo de extincidon
del NADPH. Esta bien descrito que cuando la enzima HMGCR convierte su
sustrato en mevalonato oxida dos moléculas de NADPH a NADP+ asi, la cantidad
de NADPH puede ser medida por espectrometria y la reduccién de este valor
indica actividad enzimatica de la HMGCR. Las células infectadas y tratadas se
lisaron a los tiempos post-infeccion indicados con solucion de lisado especificada
para los ensayos de fosforilacion de AMPK. Diez uL de lisado celular previamente
clarificado (10,000 RPM) se analizaron siguiendo las indicaciones del protocolo del

fabricante (HMG-CoA reductase assay kit, SIGMA), como control positivo se utilizo

28



la enzima recombinante proporcionada por el kit. Como blanco se empled el
indicado en el protocolo adicionando 10 ul de solucion de lisis. La actividad se
expres6 como Unidades por mg de proteina donde 1 unidad es la cantidad de
HMGCR que oxida un 1 ymol de NADPH por minuto.

Para evaluar la actividad enzimatica de PP2A se utilizdé un kit de actividad basado
en inmunoprecipitacion (PP2A immunoprecipitation Phosphatase Assay Kit,
MERCK MILLIPORE 17-313) siguiendo las indicaciones y cuidados mencionados
en el protocolo del fabricante. Brevemente, las células infectadas y tratadas se
lisaron con la solucidon de lisis especificada en la hoja técnica del kit y 100 ug de
proteina de cada muestra se sometieron a inmunoprecipitacion usando un
anticuerpo especifico para PP2A total. Las perlas que contenian a la PP2A se
incubaron con un fosfopéptido especifico para la subunidad catalitica de PP2A y
su actividad se midi6 a través de la liberacién de fosfatos y su reaccion con verde
de malaquita. La actividad de PP2A se expres6 como picomoles de fosfatos
liberados.

La actividad de AMPK de las células infectadas vy tratadas con los farmacos
descritos se ensay6 por ELISA mediante la cuantificacion de la fosforilacion de
esta cinasa en la treonina 172 (AMPK[pT172] ELISA Kit, Life technologies
KHOO0651). Brevemente, las células se lisaron con solucion de lisis especificada
en la hoja técnica del producto y 100 ug de proteina de cada muestra a analizar se
sometieron al ensayo de ELISA siguiendo las indicaciones del protocolo del

fabricante.
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6.11 Anticuerpos empleados.

Anticuerpo

Casa comercial o
G

Catalogo o clona

Ensayo y
dilucién de
trabajo

Anti-proteina viral | Purificado de 4G2 C.F. 1:200; M.F.
E Fluido ascitico de 1:200
ratén

Anti-proteina viral | Sobrenadante de | 2H2 Focos 1:100

prM hibridoma

Anti-proteina viral | GENETEX GTX 103343 M.F. 1:200; W.B.

capside 1:1000

Anti-proteina viral | GENETEX GTX 124252 M.F. 1:1000; W.B.

NS3 1:3000

Anti-proteina viral | GENETEX GTX 124249 M.F. 1:1000; W.B.

NS4A 1:1000; M.E.T.
1:30

Anti-LDLr ABCAM AB30532 W.B. 1:500; M.F.
1:200

Anti-HMGCR USbiological H6201-01B W.B. 1:500

Anti-HMGCR Santacruz SC-27578 M.F. 1:100; M.E.T.
1:20

Anti-HMGCR ABCAM Ab174830 W.B. 1:500

Pollo anti-conejo Invitrogen A-21441 M.F. 1:300

Alexa 488

Burro anti-conejo | Invitrogen A-31573 M.F. 1:300

Alexa 647

Chivo anti-ratén Invitrogen A-31553 C.F. 1:300

Alexa 405

Burro anti-ratén Invitrogen A-21202 M.F. 1:200; C.F.

Alexa 488 1:200

Burro anti-chivo Invitrogen A-21432 M.F. 1:100

Alexa 555

Tabla 1. Descripciéon de los anticuerpos empleados.

W.B. western blot; M.F.

Microscopia de fluorescencia confocal, C.F. citometria de flujo; M.E.T. microscopia
electrénica de transmisién.InmEVia
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7 Resultados.
7.1 La infeccion con DENV4 induce un incremento en la formacién de
balsas lipidicas y en los niveles de colesterol total.

Dada la importancia del colesterol en el ciclo replicativo del DENV y otros
flavivirus, la posibilidad que la infeccion por DENV pudiera modular los niveles de
colesterol y balsas lipidicas en las células hepaticas Huh7 fue investigada. Para
analizar esta opcion se evalud la formacion de balsas lipidicas y la cantidad de
colesterol intracelular a distintos tiempos post-infeccion (1, 6 y 12 h.p.i.).

La cantidad de balsas lipidicas se determind usando la tincién del GM1 con toxina
colérica marcada con un fluoréforo (Alexa 555) mediante microscopia confocal
(Figura 5). A 1 h.p.i, se observo un incremento de hasta 3 veces en la unién de la
toxina colérica a las células infectadas con virus activo (DENV4) asi como a las
células incubadas con virus inactivado (UV-DENV44) a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1. A una MOI de 10, este incremento fue de hasta 4 veces
(Figura 5A). A las 6 hpi, la intensidad de fluorescencia correspondiente a la unién
de la toxina colérica presentd un incremento de 2 (MOI 1) y 3 (MOI 10) veces en
comparacion con las células control. Este incremento fue menor que el observado
durante la primera hpi. Interesantemente, a las 12 hpi la cantidad de balsas
lipidicas sobre la membrana de las células infectadas fue muy similar al de células
no infectadas. En conjunto, estos datos sugieren que la infeccion por DENV
incrementa la cantidad de balsas lipidicas sobre la membrana celular a tiempos
tempranos de la infecciéon (1 y 6 hpi) y dicho efecto es dependiente de la
multiplicidad de infeccidn y no requiere que las particulas virales sean infectivas.
Por tanto, es probable que tan solo el proceso de union de DENV con su molécula
receptor o el proceso de entrada viral sean los responsables en promover el
incremento observado. Por otro lado, los resultados también nos permiten decir
que este efecto de aumento de balsas lipidicas es especifico de DENV ya que en
las células Huh7 que fueron infectadas con VSV a MOI de 0.1, 1 y 10 no se

observaron cambios en la cantidad de balsas lipidicas.
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Figura 5. Efecto de la infeccién por DENV4 en las células Huh7 sobre la formacién
de balsas lipidicas. Las células infectadas a diferentes MOl con DENV4, UV DENV4,
VSV o control se fijaron a 1 (A), 6 (B) y 12 (C) hpi. Las balsas lipidicas se tifieron con
toxina colérica acoplada a Alexa 555 (red) y se analizarons por microscopia confocal. Las
imagenes son representativas de 3 experimentos independientes por duplicado. Las
graficas representan la intensidad de fluorescencia de las balsas lipidicas expresada
como unidades arbitrarias. *=p<0.05
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La formacién de las balsas lipidicas comienza en el aparato de Golgi, donde el
colesterol proveniente del RE es ensamblado a esfingolipidos y sigue la ruta
secretora donde finalmente es anclado a la membrana celular (Simons and
Sampaio, 2011). Para determinar si el incremento en la cantidad de balsas
lipidicas corresponde a un incremento en la cantidad de colesterol intracelular, los
niveles de colesterol se midieron por ensayos colorimétricos en células Huh7
infectadas a una MOl de 3, a 1,6 12y 18 hpi (Figura 6). Los resultados indican un
incremento en la cantidad de colesterol a 1 hpi en células infectadas con DENV4
activo e inactivo; sin embargo, a 6 hpi solamente el virus activo (DENV4) fue
capaz de mantener el incremento observado en los niveles de colesterol
intracelular, el cual, a las 12 hpi, regres6 a niveles basales. En las células
infectadas con virus inactivo (UV-DENV4), a pesar del incremento en la cantidad
de colesterol observado a 1 hpi, los niveles de retornaron a niveles basales a las 6
y 12 hpi. Estos datos sugieren que el proceso de entrada viral desencadena el
incremento en la cantidad de colesterol intracelular, pero un evento post-entrada
es necesario para mantener este efecto.

Con el fin de corroborar el incremento de colesterol total observado por
espectrofotometria, las células fueron infectadas a distintas multiplicidades de
infeccion (0.1, 1 y 10) y el colesterol fue marcado con el complejo Filipina Il
(molécula capaz de formar complejos fluorescentes con colesterol). Las células
fueron analizadas por citometria de flujo (Figura 7) y microscopia confocal (Figura
8). Los resultados obtenidos con ambos métodos confirmaron nuestras
observaciones previas. La infeccion con DENV induce un incremento en la tincion
de filipina en una forma dependiente de la MOI. Ademas, se observé que mientras
las infecciones con DENV4 y UV-DENV44 indujeron un incremento en la tincion de
filipina a 1 hpi, solo el virus activo (DENV4) fue capaz de mantener el efecto hasta
las 6 horas cuando las células fueron infectadas a MOl de 1y 10.

Como previamente se observd, a las 12 hpi la intensidad de fluorescencia de
filipina en las células infectadas retorn6 a niveles basales excepto en las células
infectadas a MOI de 10. De nuevo, estos resultados sugieren que el incremento en

la concentracion de colesterol observado a 1 hpi es desencadenada por la
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interaccién entre DENV y sus receptores o por el proceso de entrada, pero es
necesario que exista replicacion viral para que éste incremento se mantenga a las
6 hpi. En contraste, y como habiamos observado con las balsas lipidicas, la
infeccion con VSV no indujo ningin cambio en la tincidon con filipina, confirmando

que este efecto es inducido especificamente por la infeccion con DENV.
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Figura 6. Efecto de la infeccion por DENV4 sobre los niveles de colesterol total en
las células Huh7. Las células infectadas con DENV4, UV DENV4 y VSV se infectaron a
MOI de 3, se lisaron a los tiempos indicados y la cantidad de colesterol intracelular se
midid por ensayos colorimétricos. Los resultados se expresaron como la media
normalizada + SEM de 3 experimentos independientes.*=p<0.05
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Figura 8. Niveles de colesterol total en células Huh7 infectadas con DENV4
determinados por microscopia confocal. Las células se infectaron con DENV 4, UV
DENV 4 y VSV a MOI de 0.1, 1y 10 se fijaron a 1 (A), 6 (B) y 12 (C) hpi. El colesterol
intracelular se tifid con filipin Il complex y se analizé por microscopia confocal. Las
imagenes son representativas de 3 experimentos independientes por duplicado.



7.2. Efecto de la infeccion por DENV4 sobre los niveles del receptor LDLR.

El aumento en el contenido de colesterol intracelular puede ser mediado por el
incremento en la captacion de colesterol y/o por el incremento en su sintesis. El
mecanismo de captacion es principalmente facilitado por un incremento en la
captura de particulas LDL mediante el LDLR. Como un primer acercamiento para
analizar la cantidad de receptor glicosilado y sin glicosilar se llevaron a cabo
ensayos de western blot en extractos totales de células infectadas con DENV, UV-
DENV4 o células control a distintos tiempos post-infeccién (1, 6 y 12 hpi) (Figura
9). ElI LDLR contiene varios sitios de glicosilacion que sirven como dominios de
unidn para numerosos carbohidratos. Se ha descrito que los glicanos unidos a los
dominios extracelulares de algunas proteinas de membrana son importantes para
su localizacién membranal (Delacour and Jacob, 2006; Vagin et al., 2009). Debido
a que no se detectd ningun cambio en los niveles de proteina glicosilada (de 95
kDa) a ningun tiempo post-infeccion y solo se observd un ligero incremento en la
proteina glicosilada a 1 hpi en las células infectadas con DENV4, era posible que
ese incremento en la cantidad del receptor ocurriera en la membrana celular, por
lo tanto, esta posibilidad se evalué6 mediante microscopia confocal (Figura 10). El
resultado obtenido indicé un incremento del LDLR en la superficie celular de hasta
dos veces, medido como intensidad de fluorescencia a 1 y 6 hpi pero no a 12 hpi.
Inesperadamente, las células infectadas con UV-DENV44 no incrementaron los
niveles del receptor en la membrana a ningun tiempo post-infeccion, sugiriendo
que un evento posterior a la unién y entrada del virus es necesario para promover
el incremento o relocalizacion del LDLR a la superficie celular. Es interesante
resaltar que en la superficie de las células no infectadas (MOCK) el LDLR tiene
una distribucion punteada, mientras que en las células infectadas el patron de
distribucion del LDLR cambia a un patrén de grupos o parches. Este tipo de
distribucion del receptor ocurre en respuesta a la union y endocitosis de su
ligando, la particula LDL (Zhang et al., 1997). Por lo tanto, el incremento y cambio
de distribucion del LDLR en la superficie celular sugiere un aumento en la

captacion de particulas LDL.
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Figura 10. Efecto de la infeccion por DENV4 en la cantidad de LDLR sobre la
superficie celular. (A) Células Huh-7 no permeabilizadas se infectaron con las
condiciones experimentales descritas y a los tiempos indicados el receptor LDL presente
en la membrana celular se tifid usando un anti-LDLR y un anticuerpo anti-conejo-Alexa
488 (verde). Las células se analizaron por microscopia confocal. Las imagenes son
representativas de 3 experimentos independientes por duplicado. Imagenes de células
mock (B) e infectadas con DENV4 (C) fueron agrandadas. (D) las graficas representan la
media de la intensidad de fluorescencia del receptor sobre la membrana expresado como
unidades arbitrarias (A.U.). *=p<0.05
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Posteriormente, las células infectadas durante 1, 6 y 12 hrs con DENV, UV-
DENV44 o células control (MOCK) se incubaron con particulas LDL marcadas con
Dil y las particulas internalizadas fueron visualizadas por microscopia confocal
(Figura 11). Un fuerte incremento en la senal de las particulas LDL-Dil se observé
en el citoplasma (verde) de las células infectadas con DENV4 a 1 hpi, mientras
que las 6 y 12 hpi los niveles de particulas LDL-Dil incorporadas por las células
infectadas fue similar a las particulas incorporadas en las células control no
infectadas. Interesantemente, al igual que como ocurrié con el LDLR el nivel de
captacion de particulas LDL en las células infectadas con UV-DENV44 no
presentd cambio alguno a ninguno de los tiempos de infeccion medidos. Estos
resultados confirman que el incremento en la cantidad de LDLR sobre la superficie
celular de las células infectadas tiene como consecuencia el incremento en la
captacion de particulas LDL y podrian explicar el incremento en la cantidad de

colesterol intracelular observado en las células infectadas.

7.3. La infeccion con DENV disminuye la fosforilacion de HMGCR e
incrementa su actividad.

El segundo mecanismo usado por las células hepaticas para incrementar el
contenido de colesterol es mediante un incremento en la expresion o actividad de
las enzimas involucradas en la sintesis de colesterol, principalmente la HMGCR.

Debido a que se ha descrito que no hay ningun cambio en los niveles de expresion
de la HMGCR a tiempos tempranos de infeccion con DENV (Pena and Harris,
2012), decidimos evaluar la actividad de esta enzima. Uno de los principales
mecanismos que modulan la actividad de HMGCR es la fosforilacion. Ha sido bien
establecido que la forma fosforilada es menos activa que la forma desfosforilada
(Friesen and Rodwell, 2004; Omkumar et al., 1994). Entonces, los niveles de la
forma fosforilada y enzima total fueron analizados mediante ensayos de Western
blot en lisados totales de células infectadas con DENV4, UV-DENV44, y células
control a distintos tiempos post-infeccién (0.5, 1, 6, 9, 12 y 18 hpi) (Figura 12). Los

analisis de ambas formas de la enzima nos permitieron observar una reduccién de
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mas del 70% de la forma fosforilada de la enzima a 1 hpi en las células infectadas
con DENV y UV-DENV4 comparada con las células no infectadas sugiriendo que
la entrada viral o la union del virus con su receptor indujeron un incremento en la
actividad de la HMGCR. El nivel de fosforilacion de la enzima regresé a niveles
basales a las 6 hpi. De manera interesante, el nivel de fosforilacion de la enzima
en las células infectadas con DENV4, pero no en las células infectadas con UV-
DENV4 se redujo de nuevo a las 9, 12 y 18 hpi, sugiriendo que algun evento post-
entrada desencadena una nueva activacion de la enzima y este efecto se
mantiene constante hasta las 18 horas. Estos resultados indican que la actividad
de la HMGCR incrementa durante la infeccion por DENV.

Considerando que la fosforilacidon de la enzima HMGCR se reduce durante la
infeccion con DENV4 y que esto podria indicar un incremento de actividad de la
enzima limitante en la sintesis del colesterol, el siguiente paso fue medir
directamente la actividad de la HMGCR en células infectadas con DENV2 y
DENV4 durante 24 hpi. La figura 13 muestra una grafica representativa de tres
experimentos independientes en donde se muestra la disminucion de NADPH
medida a longitud de onda de 340 nm. Si consideramos que la conversion del
HMG-CoA a mevalonato, mediado por la HMGCR, consume moléculas de
NADPH, entonces una mayor disminucion de la concentracion de NADPH indica
un incremento en la actividad de la enzima. La curva que representa la condicion
del blanco o control negativo muestra la disminucion basal de NADPH. Al analizar
la concentracion de NADPH del control positivo (HMGCR recombinante) se
observo una disminucion mucho mayor en la concentracion de NADPH indicando
la alta actividad de la enzima pura. Al analizar las curvas que corresponden a las
células infectadas con DENV2 y DENV4 se observé una mayor reduccion en la
concentracion de NADPH que en las células control (MOCK) indicando que
durante la infeccion se presenta un incremento en la actividad de la HMGCR. Este
incremento en la actividad de la enzima pudo apreciarse mas claramente cuando
la actividad de HMGCR se expresd en unidades/mgP. Asi, encontramos que la
enzima incrementd su actividad en mas de 2 veces en las células infectadas con

respecto a las no infectadas. Este hecho confirma que la infeccién de células Huh7
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con DENV incrementa la actividad de la HMGCR. Los ensayos de Western Blot

indican el testigo de infeccion, la presencia de la enzima y el control de carga.
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Figura 12. Efecto de la infeccion por DENV4 en los niveles de fosforilacién de la
HMGCR en las células Huh7. Las células fueron infectadas con las condiciones
experimentales mencionadas, lisadas a las 0.5 (A), 1 (B), 6 (C), 9 (D), 12 (E) y 18 (F) hpi
y analizadas por WB contra la HMGCR total y su forma fosforilada. Las graficas
representan la media de las veces de cambio de la enzima total y fosforilada obtenida por
analisis densitométricos de 3 experimentos independientes.*=p<0.05
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miligramo de proteina (Units/mgP) (B). Los WB indican el testigo de infeccion (NS3),
la presencia de la HMGCR vy el control de carga.

7.4. El incremento en la actividad de la HMGCR es mediado por la
modulacion de la actividad de la AMPK en las células infectadas y no
por cambios en actividad de PP2A.

Esta ampliamente descrito que la regulacion de la fosforilacion de la HMGCR esta

mediada principalmente por la cinasa AMPK (AMP-activated protein kinase) y la

fosfatasa PP2A (protein phosphatase-2) (Wu et al., 2011). Considerando que en
las células infectadas se demostré un incremento en la actividad de HMGCR,

observado como una fosforilacion disminuida, que podria explicarse debido a que,
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durante infeccion, hubiera una reduccion en la actividad de kinasa de la AMPK o
bien un aumento en la actividad de fosfatasa de la PP2A. Para poder evaluar
ambos escenarios, decidimos realizar un tratamiento con metformina, que al ser
un activador de AMPK, fosforilaria a la HMGCR y esto reduciria su actividad y muy
probablemente la infeccion por DENV4 debido a que bajo esas condiciones la
produccion de colesterol se veria disminuida. Por el contrario, si la infeccion por
DENV4 induce un incremento en la actividad de PP2A, el cual explique el
incremento en la sintesis de colesterol, entonces el tratamiento con Acido
Okadaico que es un inhibidor de PP2A, mantendria una alta fosforilacion de la

HMGCR y por tanto, baja sintesis de colesterol y reduccion de la infeccién viral.
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Figura 14. Actividad enzimatica de la HMGCR de células Huh7 infectadas con
DENV4 en respuesta a la activacion de AMPK, inhibicion de PP2A y la inhibicion de
la HMGCR. Células Huh7 infectadas con DENV4 fueron tratadas con metformina
(Activador de AMPK, 10mM), Acido Okadaico (inhibidor de PP2A, 10 nM) y Lovastatina
(inhbidor de HMGCR, 50 pyM), a las 24 horas de tratamiento, los lisados celulares se
sometieron a ensayos de actividad enzimatica expresada como unidades por miligramo
de proteina (Units/mgP). Los WB muestran el testigo de infeccion y el control de cargg.



7.5. Lainfecciéon con DENV2 y DENV4 no modula la actividad de PP2A pero
su inhibiciéon promueve un efecto antiviral.
Con el fin de corroborar que el incremento en la actividad de HMGCR no esta
mediado por un incremento en la activacion de PP2A se evalud la actividad de
fosfatasa en células Huh7 infectadas con DENV2 y DENV4 a 1, 12 y 24 hpi
(Figura 15). El resultado muestra que la infeccion no produjo ningun cambio en las
células infectadas en comparacion con las células no infectadas. Para confirmar
este resultado y comprobar el funcionamiento del sistema se utilizé el tratamiento
con Acido Okadaico tanto en células no infectadas como en células infectadas con
DENV2 y DENV4 por 24 horas. En células sin tratar, no se observé ningun efecto
en las células infectadas en comparacion con las no infectadas (entre 1300 y 1400
picomoles de fosfato), corroborando los resultados anteriores. Bajo tratamiento
con acido okadaico, se observé la inhibicion de la actividad de PP2A tanto en
células infectadas como no infectadas (hasta 1000 picomoles de fosfato) y no
hubo una diferencia significativa entre ellas, indicando que la infeccién por DENV
no modula la actividad de PP2A y por ende, el incremento en la actividad de
HMGCR en las células infectadas no es mediante la regulacién de esta fosfatasa.
Interesantemente, al analizar por western-blot los extractos usados en el ensayo,
pudimos confirmar que el tratamiento con acido okadaico inducia una reduccion en
la cantidad de proteina viral en comparacion con las células infectadas sin
tratamiento con el inhibidor.
Con el fin de confirmar que el acido okadaico estaba induciendo un efecto antiviral
decidimos analizar el efecto de este farmaco en la produccién de progenie viral,
secrecion de NS1 y cantidad de genoma viral en células infectadas con DENV2 y
DENV4 durante 24 horas. Los resultados demuestran que la progenie viral y la
cantidad de genoma viral se redujo al menos medio logaritmo mientras que se
observo una reduccion de un 40% de secrecion de NS1 en las células infectadas
con ambos serotipos y tratadas con 10 nM de acido okadaico en comparacion con
las células control. Estos datos confirman el efecto antiviral de acido okadaico que
podria ser mediado por la inhibicion de PP2A pero por un mecanismo
independiente a la actividad de HMGCR.
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7.6. DENV2 y DENV4 inducen la inactivacion de AMPK mediante
desfosforilaciéon y su activacion tiene un fuerte efecto antiviral contra
la infeccién en la linea celular Huh7.

Considerando que la metformina, activador de AMPK, inducia una reduccién muy

importante de la actividad de la HMGCR en las células infectadas, decidimos

analizar la actividad de AMPK, debida a su defosforilacion, durante la infeccion
con DENV. Para ello, se midio la actividad de la AMPK en células infectadas con

DENV2 y DENV4 a distintos tiempos post-infeccion (1, 12 y 24 hpi) (Figura 16).

Los resultados muestran un decremento en la fosforilacion de la AMPK desde 1

hpi, siendo ésta significativa a las 12 y 24 hpi en donde se observa una reduccién

aproximada del 50% de actividad con respecto a las células no infectadas. Con el

fin de corroborar este resultado, células no infectadas e infectadas con DENV2 y

DENV4 fueron tratadas con compuesto ¢ (CC), una molécula inhibidora de la

actividad de AMPK y con el activador de AMPK (metformina, Met). Como era de

esperarse, en las células no infectadas, el tratamiento con compuesto C redujo la
fosforilacion de AMPK en un 50% y el tratamiento con metformina incremento
aproximadamente 5 veces el valor de las células no tratadas. Por su parte, en las
células infectadas con ambos serotipos se observo que la fosforilacion de AMPK
se redujo aproximadamente la mitad. Interesantemente, el tratamiento con
compuesto C fue incapaz de inhibir aun mas esta actividad. En contraste, el
tratamiento con metformina de las células infectadas revirti6 de manera
significativa la reduccion en la actividad de AMPK promovida por la infeccidén con

DENV2 y DEN4. Sin embargo, es de destacar que a pesar de que metformina

aumento la actividad enzimatica de la AMPK, ésta no alcanzd los niveles de

fosforilacién provocados por metformina en las células sin infectar (poco menos de

1 vez el valor de las células no infectadas y no tratadas). Este hecho confirma que

la infeccion por DENV ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad de AMPK, que

no puede ser inhibida aun mas por compuesto C. Ademas nos permite suponer
que esta inhibicién en la actividad esta intimamente ligada al incremento en la
actividad de la HMGCR en las células Huh7 infectadas (Figura 16B).
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Al analizar por western-blot los extractos usados en los ensayos de actividad,
pudimos observar que el tratamiento con metformina no solo inhibe la actividad de
AMPK sino que también reduce de manera dramatica la cantidad de proteina viral
presente en los extractos, sugiriendo que metformina ademas de inhibir la
actividad de la HMGCR, tiene un potente efecto antiviral (Figura 16C y 16D). Dicha
propiedad anti-DENV se evalué mediante la medicion de produccién de progenie
viral, niveles de secrecion de NS1 y cantidad de genoma viral en las células
infectadas y tratadas con 10 mM de metformina durante 24 horas (Figura 16E vy
16F). Los resultados muestran que metformina induce una reduccion de mas de
un logaritmo en la produccién de progenie y cantidad de genoma viral y una
reduccion de mas del 90% en la secrecion de NS1 en las células infectadas con
ambos serotipos. Este hecho confirma el efecto anti-viral de metformina

En conjunto, estos resultados sugieren que AMPK participa de manera importante
en el proceso de replicacion del DENVconvirtiéndolo en un nuevo blanco

terapéutico.

7.7. La HMGCR esta localizada en los complejos replicativos y su actividad
es importante para la formacién de dichas estructuras.

Nuestros resultados incian que los niveles de colesterol de células infectadas no
aumentan en tiempos posteriores a las 12 hpi, sin embargo, los ensayos de
actividad claramente indican que existe un incremento en la actividad de la
HMGCR mediada por un decremento en la actividad de AMPK. Por tanto, es
posible suponer que las células infectadas tengan colesterol aumentado después
de las 12 hrs, pero muy probablemente compartamentalizado y por ello no puede
ser medido en el colesterol total. Si este es el caso, la pregunta légica es ¢ cual
podia ser el destino del colesterol recién sintetizado?

Se ha descrito que la mayoria de los virus de RNA de cadena positiva, entre ellos
DENV, promueven un intenso re arreglo membrananal en el RE con el fin de
reclutar la maquinaria necesaria para la replicacién y el ensamblaje viral. Se ha

descrito también, que dicho cambio estructural en la membrana del RE es debida
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a un cambio en el contenido lipidico, tanto celular como en RE, donde los lipidos
que estan enriquecidos son lipidos capaces de alterar la membrana del RE
funcional y estructuralmente. El reclutamiento hacia los complejos replicativos y el
incremento de actividad de enzimas que participan en la sintesis lipidicas también
ha sido reportada, particularmente se ha descrito que la infeccién por DENV tiene
este efecto sobre la sintasa de acidos grasos (FASN) (Heaton et al., 2010; Perera
et al., 2012). Por tal motivo, no seria extraio pensar que el incremento en la
sintesis de acidos grasos, durante la formacién de los complejos replicativos,
estaria coordinado con la sintesis de colesterol mediada por la HMGCR.

Para evaluar esta posibilidad se analizé la distribucion de la HMGCR en células
infectadas mediante un doble inmuno-marcaje por microscopia confocal (Figura
17A) y microscopia electronica de transmisién (Figura 17B). Los resultados
obtenidos por ambas metodologias muestran que el patron de distribucién de la
HMGCR coincide con el patrén de distribucion de la proteina viral NS4A, la cual es
una proteina necesaria para inducir la formacion del complejo replicativo y
presente en los complejos replicativos (Teo and Chu, 2014), sugiriendo que la
HMGCR forma parte del complejo replicativo.

Con la finalidad de corroborar que la actividad enzimatica de la HMGCR es
importante para mantener la integridad del complejo replicativo, las células fueron
infectadas y tratadas con un inhibidor directo de la funcién enzimatica (Lov), y con
el inhibidor indirecto de la HMGCR (metformina, met) para posteriormente analizar
la localizacién de la HMGCR vy la integridad de los complejos replicativos (Figura
18). En las células infectadas y sin tratar, fue evidente la colocalizacion de la
HMGCR con la proteina viral NS4A (coeficiente de colocalizacion de 0.32) (Figura
18A) y con NS3 (0.22) (Figura 18B) y la integridad del complejo replicativo, medida
mediante la colocalizacion de las dos proteinas virales NS4A vy la proteina E (0.38)
(Figura 18A) y de NS3 y E (0.47) (Figura 18B). Cuando las células infectadas
fueron tratadas con el inhibidor indirecto de la actividad de HMGCR (Met) se
observé una reduccion de la cantidad de enzima en la célula. Este inhibidor de la
sintesis de HMGCR ya ha sido descrito para metformina; adicionalmente, se

observo reduccion en la colocalizacion de la enzima con las proteinas virales
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Figura 17. Presencia de HMGCR en
los complejos replicativos
formados durante la infeccién por
DENV. La distribucién de la HMGCR
(rojo) y la proteina viral (verde) se
evaludé por microscopia confocal en
células infectadas con DENV2 y 4 (A).
Adicionalmente, la presencia de la
HMGCR en los complejos replicativos
se evalud por microscopia electronica
de transmision en células infectadas
con DENV4 (B).
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NS4A y con NS3 lo que indica la ausencia de HMGCR en el complejo replicativo
(HMGCR/NS4A, 0.03, HMGCR/NS3 0.02). Curiosamente, la ausencia de HMGCR
y de actividad enzimatica reduce de manera drastica la integridad del complejo
replicativo ya que hay una reduccién en el coeficiente de colocalizacién entre las
dos proteinas virales NS4A/E (0.02) y entre NS3/E (0.01).

Sin embargo, el tratamiento con lovastatina a pesar de que tiene el mismo efecto
inhibitorio en la actividad enzimatica de la HMGCR que la metformina, indujo una
alta producciéon de enzima. Esto por el hecho de que al reducir la actividad
enzimatica, la célula censa que requiere colesterol e induce la sintesis de mas
RNAm y mas proteina. A pesar de ello, hay una reduccidén de la colocalizacion
entre HMGCR y NS4A de 0.32 a 0.06 y entre HMGCR y NS3 de 0.22 a 0.15
cuando se compara con las células no tratadas (Figura 18A y B). Este hecho
indica que a pesar de existir un incremento en la cantidad de enzima, al ser
inactiva, pierde su localizacion en los complejos replicativos y la estructura de este
complejo se ve alterada ya que la colocalizacion entre NS4A y E se redujo de 0.38
a 0.11 y la colocalizaciéon entre NS3 y E se redujo de 0.47 a 0.1 cuando se
compara con células no tratadas (Figura 18A y B). Con todos estos datos, es
posible decir que la presencia de la HMGCR vy su actividad es necesaria para la
formacion de los complejos replicativos.

Una vez que sabiamos que la HMGCR activa era parte de los complejos
replicativos, decidimos evaluar si su localizacion es capaz de promover un
enriquecimiento de colesterol en los complejos replicativos. Para ello, las células
fueron tefiidas con Filipina Ill complex y se analizo la colocalizacion entre NS4A y
colesterol mediante microscopia confocal (Figura 19). En las células infectadas
con DENV4 en ausencia de tratamiento se observa una acumulacion de la sefial
que corresponde a colesterol en las zonas donde se encuentra la proteina NS4A,
sugiriendo un incremento en la cantidad de colesterol en complejos replicativos
que correlaciona con el incremento de actividad y la presencia de la HMGCR.
Cuando las células infectadas fueron tratadas con inhibidores directos (Lov) e

indirectos (Met) la cantidad de colesterol se redujo y el patron de distribucion y la
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cantidad de NS4A se altera, sugiriendo que el colesterol forma parte estructural
del complejo replicativo.

En conjunto, estos resultados indican que DENV es capaz de promover la
presencia de la enzima limitante de la sintesis de colesterol en los complejos
replicativos e incrementar su actividad para mantener la estructura de estos
complejos mediante la inactivacion de AMPK, el principal regulador metabdlico
que modula entre otras vias, el metabolismo de acidos grasos, sintesis de
triglicéridos y metabolismo de glucosa sugiriendo que AMPK puede ser un nuevo

blanco terapéutico contra la infeccion por DENV.

7.8. El Acido Nordihidroguaiarético (NDGA) inhibe la infeccién por DENV
reduciendo la replicacién y ensamblaje viral.

El Acido Nordihidroguaiarético (NDGA) es el principal componente obtenido de
la planta conocida como chaparral, cuya distribucion es muy abundante en las
zonas desérticas del norte de México y el sur de Estados Unidos. Este acido
araquidénico es inhibidor de la 5-lipoxigenasa, tiene propiedades antioxidantes y
propiedades hipolipidémicas. NDGA inhibe la expresion de genes involucrados en
la sintesis de colesterol, triglicéridos y aumenta el catabolismo de acidos grasos
promoviendo un fuerte efecto hipolipidémico (Arteaga et al., 2005). Este ultimo es
mediado a través de un incremento en la actividad de AMPK al igual que el efecto
producido por metformina (Zhang et al., 2013). Con el fin de corroborar la
importancia de AMPK en la infeccion por DENV se evalud el efecto antiviral del
NDGA vy se describio el proceso viral afectado por el tratamiento.

El primer paso, fue analizar el efecto hipolipidémico del NDGA determinando la
cantidad de colesterol total en las células Huh7 tratadas con 35, 50 y 100 uM de
NDGA durante 24 horas (Figura 20). El tratamiento con NDGA promovio la
reduccion en los niveles de colesterol intracelular a partir de la concentracion de
35 UM sin alterar la viabilidad celular (Figura 20 A y B). Para conocer el efecto de

la reduccién de colesterol inducida por el NDGA en la infeccion por DENV, se
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Figura 19. Distribuciéon de colesterol en las células infectadas con DENV4 en respuesta a la
inhibicion de la HMGCR. La distribucion y colocalizacion del colesterol con la proteina viral NS4A
en las células infectadas y tratadas con Met y Lov se analizé mediante microscopia confocal.

midio la produccidn de progenie viral y de proteina NS1 en el sobrenadante de las

células infectadas. Se observd una reduccion dependiente de la concentrcion en

ambos parametros cuando las células infectadas con DENV4 se trataron durante

24 y 48 horas (Figura 20 C y D), sugiriendo un efecto antiviral mediado por el

tratamiento con NDGA.
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Con la finalidad de dilucidar si el NDGA disminuye la replicacion del genoma viral,
utilizamos un sistema que involucra a células Vero establemente transfectadas
con un replicon de DENV que codifica para la luciferasa como gen reportero. Este
replicon es capaz de replicarse porque codifica las 7 proteinas no estructurales
necesarias para el procesamiento del genoma, pero en lugar de codificar para las
tres proteinas estructurales, contiene el gen de luciferasa de tal manera que al
medir la sefal de luciferasa da indicios de la replicacion del genoma viral. Estas
células fueron tratadas con NDGA durante 24 y 48 horas con las concentraciones
anteriormente mencionadas. Como puede observarse en la figura 21B se observo
un reduccion en la sefial de luciferasa dependiente de la concentracion de NDGA
en ambos tiempos de tratamiento sin ningun efecto sobre la viabilidad celular
(Figura 21A y B). Estos resultados sugieren que el efecto hipolipidémico de NDGA
es capaz de reducir la replicacién del genoma viral. Con el fin de corroborar este
resultado, células Huh7 infectadas con DENV2 y DENV4 fueron tratadas con 50 y
100 uM de NDGA durante 24 y 48 horas y la cantidad de proteina viral NS3 y
genoma viral fueron medidos por ensayos de western Blot y RT-PCR cuantitativa
respectivamente. Los resultados muestran una reduccion significativa en la
expresion de NS3 (Figura 21C) y en la cantidad de RNA viral (Figura 21D)
después del tratamiento, en comparacion con células no tratadas. Estos
resultados indican que al menos parte del efecto antiviral del NDGA es a través de
una reduccion de la traduccion/replicacion del genoma viral.

Como se ha descrito anteriormente, la replicaciéon de DENV se lleva a cabo en los
complejos replicativos y los farmacos que inhiben la sintesis lipidica alteran estas
estructuras (Heaton et al., 2010; Welsch et al., 2009), entonces se podria pensar
que la inhibicion de la replicacién viral inducida por el tratamiento con NDGA
podria ser a través de la alteracion de la estructura del complejo replicativo. Por tal
motivo, la integridad del complejo replicativo se midi6 durante el tratamiento con
NDGA como anteriormente se describio, esto es, a través de la colocalizacion
entre NS3/E (Anwar et al., 2011)(Figura 22). Los resultados muestran una
distribucion perinuclear de ambas proteinas virales (coeficiente de colocalizacion

0.8) en las células infectadas sin tratamiento; sin embargo, el tratamiento con
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Figura 20. Validacion del tratamiento con NDGA y su efecto en la carga viral y la
secrecion de NS1 en células infectadas y tratadas. Las células tratadas con NDGA se
sometieron a analisis de viabilidad mediante reduccion de MTS (A) y cuantificacion de
colesterol total por ensayos colorimétricos (B) durante 24 y 48 horas de tratamiento.
Sobrenadantes de células Huh7 infectadas con DENV4 y tratadas con NDGA durante 24 (C) o
48 (D) horas se analizaron para carga viral (barras negras) por ensayos de plaqueo y secrecion
de NS1por ensayos de ELISA. La viabilidad celular, niveles de colesterol y secrecién de NS1
son expresados como la media normalizada de la absorbancia. La carga viral se expresa como
la media de PFU/mL de tres experimentos independientes.*=p<0.05
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Figura 21. Efecto del NDGA sobre la replicacion del genoma viral. Células Vero que
expresan un replicon de DENV4 que codifica un gen de luciferasa se trataron con NDGA
durante 24 y 48 horas y se analizé la viabilidad celular por reduccion de MTS (A) vy la
actividad de luciferasa (B). La viabilidad celular se expresa como la media normalizada
de laabsorbancia. La actividad de luciferasa se expresa como la media de unidades
relativas de luciferasa (RLU) de tres experimentos independientes. Adicionalmente, en
células Huh7 infectadas y tratadas con NDGA se analizaron la cantidad de proteina viral
NS3 (C) (expresada como veces de cambio) y el genoma viral (D) (expresado como
eqPFU/mL) ensayados por Western blot (24 y 48 h de tratamiento) y qRT-PCR (24 h de
tratamiento), respectivamente. *=p<0.05
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Figura 22. Efecto del NDGA sobre los patrones de distribuciéon de proteinas virales.
Células Huh7 infectadas y tratadas con NDGA por 24 h se fijaron y tineron para las
proteinas virales E (verde) y NS3 (rojo). (A) La distribucién de las proteinas virales se
analizé por microscopia confocal, (B) el area seleccionada se amplifico 2.5 veces
mostrando la deslocalizacion de las proteinas virales. Las imagenes son representativas
de tres experimentos independientes. (C) la grafica compara los coeficientes de
colocalizacion entre ambas proteinas virales (E/NS3) de las células infectadas sin tratar y
tratadas con NDGA. *=p<0.05



NDGA altera el patrén de distribucién de ambas proteinas virales (coeficiente de
colocalizacion de 0.4) y reduce la cantidad de proteina viral, sugiriendo que la
inhibicion de sintesis de lipidos altera la estructura de los complejos replicativos.
Este hecho correlaciona con lo observado anteriormente con la activacién de
AMPK vy la inhibicion directa de la actividad de la HMGCR. En conjunto, estos
resultados indican que la inhibicion de la replicacion viral inducida por el
tratamiento con NDGA es a través de la alteracion de la formacion de los
complejos replicativos.

Por ultimo, se ha descrito que estructuras ricas en ésteres de colesterol derivadas
de RE denominadas Lipid Droplets (LD), participan activamente en el ensamblaje
viral ya que la asociacion de la proteina C del virus a estas estructuras es
indispensable para este proceso (Samsa et al., 2009). Se tiene evidencia que el
tratamiento con NDGA es capaz de inhibir la formacién de las LD ya que tiene un
efecto importante en la activacion de AMPK al igual que el efecto conocido para
metformina (Syed and Siddiqui, 2011). Por lo tanto, se analizo si el tratamiento con
NDGA era capaz de alterar también el ensamblaje viral (Figura 23). Para ello,
mediante ensayos de citometria de flujo evaluamos el efecto de NDGA sobre la
formacion de LD. Lo primero que destaca es el hecho de que durante infeccion por
DENV, la cantidad de LD se incrementa de manera significativa y que el
tratamiento con NDGA es capaz de reducirla de manera dependiente de la
concentracion- (Figura 23A). Adicionalmente, también se corroboré el efecto
antiviral de NDGA ya que la cantidad de células infectadas disminuye con el
tratamiento (Figura 23B). Con el fin de evaluar si las células que incrementan la
cantidad de LD corresponden a la poblacion de células infectadas, se realizé un
doble marcaje para detectar las células infectadas y positivas para LD las cuales
se representan en el cuadrante superior derecho. La figura 23C muestra que una
poblacién del 33% es positiva para ambos parametros en las células infectadas y
sin tratar. Sin embargo, el tratamiento es capaz de reducir esta poblacién hasta un
11% sugiriendo que la reduccion en la cantidad de LD, mediado por el tratamiento

con NDGA, promueve un efecto antiviral.
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Figura 23. Efecto del NDGA sobre los niveles y distribucion de LDs y capside viral
en células infectadas por DENV. La cantidad de Lipid droplets y células infectadas
fueron cuantificadas por citometria de flujo. Los histogramas indican la intensidad de
fluorescencia media y la cantidad de células positivas para LDs (A) e infeccion (B). El
panel C (cuadrante superior derecho) indica la poblacion de células infectadas positivas
para LDs. Los histogramas son representativos de tres experimentos independientes. El
efecto del NDGA en la distribucion de los LDs y capside observado por microscopia
confocal se confirmé por ensayos de western blot (D). *=p<0.05



Asi mismo, con la finalidad de evaluar si la reduccién de LD inhibia el ensamblaje
viral mediante la inhibicién de la interaccion de la proteina C con estas estructuras,
se realizo la tincion de LD y proteina C en células infectadas y tratadas y el patréon
de distribucion se analiz6 mediante microscopia confocal. En las células
infectadas se confirmé un incremento de la cantidad de LDs y pudo observarse
que el patron de localizacion de la proteina C concuerda con el patron de LD. Sin
embargo, el tratamiento con NDGA disminuy6 drasticamente la cantidad de LD y
la cantidad y el patron de distribucion de la proteina C (Figura 23D); la reduccién
en la cantidad de proteina C fue corroborada por ensayos de western blot (Figura
23E). Por lo tanto, estos resultados demuestran que el tratamiento con NDGA es
capaz de alterar también el ensamblaje viral a través de la reduccién en la
cantidad de LD y el impedimento de la interaccién de la proteina C con estas
estructuras.

Por ultimo, se corroboro el efecto anti-DENV del NDGA en otras lineas celulares
(Figura 24). Para ello, se infectaron células Vero y células U937-DC SIGN con
DENV4 y DENV2 y la cantidad de células infectadas se analizdé por ensayos de
citometria de flujo. En ambas lineas celulares se observé que el tratamiento con
NDGA fue capaz de reducir la cantidad de células infectadas a la mitad, indicando
que el efecto antiviral del NDGA es reproducible en otras lineas celulares (Figura
24A 'y B).
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Figura 24. Propiedad antiviral del NDGA contra DENV en células Vero y U937-DC
SIGN. (A) Células Vero infectadas y tratadas durante 48 horas con DENV 4 y DENV 2 a
MOI de 3. (B) Células U937-DC SIGN infectadas a MOI 0.3 con DENV 4 y tratadas con
NDGA durante 24 h.
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8. Discusioén.

Durante los ultimos afios se ha acumulado evidencia bioquimica y farmacoldgica
que demuestra la importancia del colesterol en distintas etapas del ciclo replicativo
de DENV (Lee et al., 2008; Rothwell et al., 2009; Soto-Acosta et al., 2013), por
tanto, podria esperarse que la infeccion por DENV modulara los niveles de
colesterol intracelular. Un incremento en la formacion de balsas lipidicas y
colesterol total se observé después de la infeccion por DENV, tan pronto como a 1
hpi y se mantuvo hasta las 6 hpi. Estos resultados sugieren que la unién y/o
entrada viral desencadenan un incremento en la formacion de balsas lipidicas y
colesterol a tiempos tempranos de infeccion. De acuerdo con estos resultados, el
virus inactivado UV-DENV4, solo produjo el incremento del colesterol intracelular
a 1 hpi pero no a las 6 hpi, sugiriendo que la replicacion viral es requerida para
mantener el incremento de colesterol hasta las 6 hpi. Interesantemente, tanto en
este trabajo como en el de otros autores (Rothwell et al., 2009), se ha reportado
que no se presentan cambios en los niveles de colesterol a tiempos de infeccion
posteriores a las 6 hpi, por lo que la modulacién del colesterol parece constituir un
evento temprano, el cual es desencadenado por la entrada viral, pero necesita de
la replicacion viral para completar el proceso de estimulacion. De manera
adicional, se hicieron dos importantes observaciones: el incremento del colesterol
y de las balsas lipidicas correlaciona con la multiplicidad de infeccién y el proceso
es especifico de la infeccién por DENV.

El incremento en la captacién de particulas LDL a través de su receptor es una de
las formas por la cual la célula responde para incrementar la demanda en los
niveles de colesterol (Daniels et al., 2009; Soccio and Breslow, 2004). En este
trabajo se detectdé un incremento en los niveles de LDLR sobre la membrana
celular a 1 hpi, donde ademas, este incremento se encuentra completamente
funcional, como lo indicé el incremento en la captaciéon de particulas LDL
marcadas con Dil en las células infectadas. Interesantemente, la infeccién con
UV-DENV4 no fue capaz de inducir cambio alguno sobre el LDLR, sugiriendo que

algun evento temprano pero posterior a la entrada (decapsidacion) sea el inductor
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del incremento del receptor sobre la superficie celular el cual puede ser debido a
un incremento en el reciclamiento del LDLR hacia la membrana celular. Esta
posibilidad esta soportada por la ausencia de efecto sobre la cantidad de receptor
recién sintetizado analizado por ensayos de western blot, ni en la cantidad de
RNAmM que codifica para el receptor en respuesta a la infeccion.

El LDLR tiene 5 regiones funcionalmente distintas, la regién N terminal encargada
de la union del ligando, una regién homdloga con el precursor del factor de
crecimiento epidermal (EGF), una region de O-glicosilacién, un dominio
transmembranal y el dominio C-terminal citosdlico (Gent and Braakman, 2004).
Este receptor, a través de su dominio EGF, es capaz de unir a la PCSK9
(proprotein convertase subtilin/kexin type 9) la cual redirecciona al LDLR hacia
degradacion lisosomal inhibiendo el reciclaje del receptor hacia la superficie
celular (Mousavi et al., 2009; Zhang et al.,, 2007). De manera adicional, se ha
descrito una nueva via post transcripcional para controlar la incorporacion de
particulas LDL a través de ubiquitinacion del LDLR mediada por IDOL (E3-
ubiquitin ligase inducible degrader) (Sorrentino and Zelcer, 2012). Por lo tanto,
estudios posteriores de actividad de PCSK9 y bloqueo de la actividad del
proteosoma podrian también ser de utilidad para comprender el mecanismo
involucrado en el incremento del LDLR en la superficie celular a tiempos
tempranos de infeccion por DENV.

El incremento en la cantidad de las enzimas involucradas en la sintesis de
colesterol, o el incremento en la actividad de esas enzimas es una forma
complementaria para promover el incremento de los niveles de colesterol
intracelular. Se ha reportado que la cantidad de enzima limitante en la sintesis de
colesterol (HMGCR) o su ARNm no se encuentran incrementados en las células
infectadas por DENV (Pefia and Harris, 2012). Sin embargo, la actividad de la
enzima no habia sido evaluada. Esta bien descrito que la forma desfosforilada de
la HMGCR es la forma activa. Si la enzima es fosforilada en la serina 872, un
residuo conservado en el sitio activo, su actividad es menor que cuando esta
desfosforilada (Burg and Espenshade, 2011; Omkumar et al., 1994; Subbaiah et

al., 2008). Durante la infeccion con DENV y UV-DENV4, se observd una reduccion
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en los niveles de fosforilacién de la HMGCR a 1 hpi, sugiriendo que la entrada viral
es el detonante en el incremento de la actividad enzimatica y este incremento
correlaciona con el incremento en la cantidad de colesterol intracelular y balsas
lipidicas observados a 1 hpi. Ademas, nuevamente la disminucién en la
fosforilaciéon de la enzima se observd desde las 9 hpi y hasta las 18 hpi. Este
segundo aumento en cantidad de enzima desfosforilada concuerda con el
incremento en la actividad de la HMGCR observado a las 24 hpi en las células
infectadas. El incremento en la actividad de esta enzima ha sido reportada en
otras infecciones virales, principalmente en la infeccidén por el virus respiratorio
sincitial (RSV) y el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) donde dicho
incremento participa en la transmision viral intercelular dependiente de actina y en
la acumulacién de colesterol, la cual presumiblemente pudiera jugar un importante
papel en la replicacion viral (Feeney et al.,, 2013; Ravi et al., 2013). Los
principales eventos que podrian explicar el incremento de actividad de la HMGCR
serian que la infeccion por DENV fuera capaz de promover un decremento en la
actividad de la cinasa dependiente de AMP (AMPK) o el incremento en la
actividad de la protein-fosfatasa 2 (PP2A). Por lo tanto, si el incremento en la
actividad de la enzima esta mediado por estas 2 vias, entonces el tratar las células
infectadas con farmacos que producen un efecto contrario al esperado por el
efecto de la infeccién (metformina, activador de AMPK; acido okadaico, inhibidor
de PP2A) tendria un efecto notable en la restitucion de la actividad de la HMGCR,
inhibiendo la infeccidon. Inesperadamente, el tratamiento con el inhibidor de PP2A
(A.O.) no tuvo ningun efecto sobre la actividad de la HMGCR en las células
infectadas, sugiriendo que el efecto de la infeccién sobre la HMGCR no es
mediado por la activacion de PP2A. Este efecto se corroboré al no observarse
cambio alguno en la actividad de fosfatasa de PP2A en las células infectadas a
ningun tiempo de la infeccion (1, 12 y 24 hpi). Sin embargo, a pesar de que PP2A
no es modulada por la infeccion con DENV en la linea celular Huh7, la inhibicion
de esta fosfatasa, mediada por el tratamiento con acido okadaico, tiene un
modesto efecto antiviral evidenciado por distintos marcadores de infeccion. Por lo

tanto, la ausencia de efecto sobre la actividad de HMGCR vy la presencia de efecto
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antiviral del acido okadaico sugiere que el efecto anti-DENV es mediado de
manera HMGCR-independiente.

Se ha reportado que durante la infeccion por HCV se produce una sobre expresion
de PP2A en respuesta a estrés de RE (Christen et al., 2007; Guergnon et al.,
2011) que tiene como resultado un incremento en la actividad de la helicasa NS3
(Duong et al., 2005). Por otro lado, se ha descrito que esta sobre expresion de
PP2A inhibe la sefalizacion inducida por interferon mediante la inhibicion las
proteinas STAT1 y 2 (Duong et al., 2005). Por su parte, la infeccion con DENV,
especificamente la proteina no-estructural NS5, es capaz de inhibir la respuesta a
interferon (Mazzon et al., 2009). Por lo tanto, una posibilidad para explicar la
inhibicion de la infeccion por DENV después del tratamiento con acido okadaico
podria deberse a una incremento de la respuesta a interferon, induciendo
inhibicién de la infeccion. Alternativamente, consideramos interesante analizar la
relacion entre PP2A y la actividad de helicasa de la proteina no estructural NS3 en
la infeccion por DENV vy dilucidar si el efecto antiviral del tratamiento con acido
okadaico pudiera estar mediado por la inhibicion de la actividad de NS3, como se
ha descrito para HCV (Duong et al., 2005). Adicionalmente, se ha descrito que el
tratamiento con acido okadaico activa la protein cinasa dependiente de RNA de
doble cadena (PKR) y esta bien establecido que la activacion de esta cinasa tiene
un amplio espectro antiviral (Haneji et al., 2013; Reineke and Lloyd, 2014). Por lo
tanto, ensayos de actividad de helicasa de NS3 y ensayos para determinar la
actividad de PKR en células infectadas con DENV serian dutiles en la
caracterizacion del mecanismo antiviral del acido okadaico observado en este
trabajo.

Por otro lado, el tratamiento con metformina fue capaz de restablecer a niveles
basales la incrementada actividad de la HMGCR en las células infectadas,
comportandose de manera similar al efecto de la inhibicion enzimatica directa
obtenida por un inhibidor competitivo para la HMGCR (lovastatina). Este hecho
sugiere que el incremento de actividad de la HMGCR estda mediado por la
inhibicion de la actividad de AMPK. AMPK es un heterotrimero que consiste en

una subunidad catalitica junto con dos subunidades reguladoras, esta molécula es
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activada mediante fosforilacion en un residuo especifico de treonina en la
subunidad catalitica (Thr172) a través de cinasas que se encuentran rio arriba de
la via (Towler and Hardie, 2007). Por lo tanto, se evalu6 la actividad de AMPK
midiendo los niveles de fosforilacién en las células infectadas y se observd que
efectivamente la infeccion por DENV induce una reduccién en la actividad de la
AMPK desde la hora de infeccion siendo estadisticamente significativa a las 12 y
24 hpi. Adicionalmente, demostramos que el revertir el efecto de la infeccion sobre
esta molécula empleando tratamientos con metformina induce un potente efecto
antiviral evidenciado por distintos marcadores de infeccién, colocando a esta
molécula como un potencial blanco terapéutico contra la infeccion por DENV.

Se ha reportado que la actividad de AMPK es reducida por AKT o proteina cinasa
B (PKB), una serina/treonina cinasa involucrada en la sefializaciéon celular rio
abajo de factores de crecimientos, citocinas y otros estimulos celulares. Esta
cinasa es capaz de fosforilar a AMPK en los residuos de serina 485/491 de la
subunidad catalitica reduciendo la fosforilacion de AMPK en la treonina 172
induciendo una reduccién en la actividad de AMPK (Horman et al., 2006; Kovacic
et al.,, 2003). Distintos flavivirus entre ellos DENV vy el virus de la encefalitis
japonesa (JEV) activa la via PI3K (fosfatidilinositol 3-cinasa)/AKT, por lo tanto esta
activacidon podria ser la responsable de la inactivacion de AMPK y el subsecuente
incremento de actividad de la HMGCR (Das et al., 2010; Lee et al., 2005; Zhu et
al., 2012).

En resumen, nuestros resultados demuestran un proceso dinamico en la
modulacién de colesterol en las células infectadas por DENV en la linea celular
hepatica Huh7. En primer lugar, los resultados sugieren que la entrada viral es
capaz de desencadenar un incremento en la cantidad de balsas lipidicas en la
superficie celular en respuesta a un incremento en la concentracion de colesterol
intracelular el cual es el resultado de 2 mecanismos distintos: un incremento en la
captacion de colesterol exdgeno por parte del LDLR y un incremento en la sintesis
de colesterol mediante un incremento en la actividad de la HMGCR posiblemente
regulado por un decremento en la actividad de AMPK. Posteriormente, a las 6 hpi,

los niveles de colesterol intracelular se mantienen incrementados aun cuando la
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captacion de colesterol exégeno y la actividad enzimatica regresan a valores
basales. Sin embargo, la cantidad de balsas lipidicas esta aumentada, no a los
mismos niveles que a 1 hpi, pero sigue siendo significativa con respecto a las
células no infectadas. Considerando que posiblemente a las 6 hpi se lleva a cabo
una temprana sintesis de proteinas virales y es el comienzo en la formacion de los
complejos replicativos para permitir la replicacion efectiva del genoma viral, el re-
direccionamiento del colesterol presente en las balsas lipidicas de la superficie
celular, (las cuales podrian funcionar como reservorio de colesterol), hacia los
complejo replicativos en el RE, podria ser el mecanismo que explica el
mantenimiento de los niveles de colesterol intracelular. Esto también podria
explicar la reduccion en la cantidad de balsas lipidicas en las células infectadas
aun cuando la captacién de colesterol exdégeno y su sintesis regresan a valores
basales. Esta bien descrito que el transportador de esteroles STARD4, una
proteina soluble que consiste en un solo dominio de transferencia de lipidos de
aproximadamente 210 aminoacidos, es capaz de modular la concentracion de
colesterol en la superficie celular y re-dirigirlo hacia RE(Mesmin et al., 2013); por lo
tanto, estudios funcionales de este transportador podrian ayudar a caracterizar la
localizacion subcelular del colesterol en la infeccion por DENV. Por ultimo, los
resultados previos indican que los niveles de balsas lipidicas y colesterol
intracelular regresan a niveles basales a partir de las 12 hpi; sin embargo, el
incremento en la actividad de la HMGCR mediada por un decremento en la
actividad de AMPK es muy evidente, por lo tanto nuestra hipotesis es que
probablemente el colesterol recién sintetizado esta siendo utilizado por la
maquinaria de replicacion viral para construir los complejos replicativos.

DENV vy otros virus con genoma de RNA de polaridad positiva modifican las
membranas del RE con el fin de concentrar todos los factores necesarios para la
replicacion del genoma viral (complejos replicativos) (Apte-Sengupta et al., 2014;
Mukhopadhyay et al., 2005; Perera et al., 2012; Stiasny and Heinz, 2006). Los
resultados de este trabajo indican que la HMGCR ademas de estar activa, se
encuentra presente en los complejos replicativos y el incremento en la sintesis de

colesterol en las células infectadas juega un papel importante en la construccion
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del complejo replicativo evidenciado por la disrupcion del complejo replicativo
mediada por la inhibicion directa (lovastatina) e indirecta (metformina) de la
actividad de la HMGCR. Adicionalmente, el efecto mayor de metformina sobre el
complejo replicativo en comparacién con el efecto observado con el tratamiento
con lovastatina refuerza el papel de AMPK en la infeccion por DENV y sugiere
mecanismos alternos a la inhibicion de la HMGCR por los cuales la activacion de
esta cinasa promueve un efecto antiviral. Se ha descrito que la AMPK activada
interacciona y directamente fosforila los SREBP-1c y 2, estas proteinas son
factores de transcripcion que activan genes involucrados en la sintesis de acidos
grasos Y colesterol. La fosforilacidn mediada por la forma activada de AMPK inhibe
la translocacion al nucleo de estos factores de transcripcion inhibiendo la
transcripcion de la sintasa de acidos grasos (FAS) y la HMGCR de manera
adicional a la fosforilacion directa de ambas enzimas para inhibir su actividad
(Lateef et al., 2013; Lee et al., 2010; Li and Chiang, 2009; Li et al., 2011; Zhang et
al., 2013). Perera y colaboradores en el 2012 demostraron, en células derivadas
de mosquito, diferencias significativas en el perfil lipidico intracelular de las células
infectadas con DENV en comparaciéon con células no infectadas. Los tipos de
lipidos enriquecidos en las células infectadas tienen la capacidad de alterar la
membrana estructural y funcionalmente, confirmando la idea que la infeccion con
DENV promueve importantes rearreglos membranales a través de la alteracion en
el metabolismo lipidico (Junjhon et al., 2014). Por otro lado, A este respecto,
Heaton y colaboradores en el 2010 demostraron que la proteina NS3 es capaz de
reclutar la enzima necesaria para la sintesis de acidos grasos hacia los complejos
replicativos, incrementando su actividad. Dicho incremento en la sintesis de acidos
grasos podria estar coordinado con la sintesis del colesterol para incrementar la
sintesis de membranas de los complejos replicativos (Heaton et al., 2010).

Considerando que la activacion de AMPK tiene un efecto hipolipidémico amplio
que afecta la sintesis de distintas clases de lipidos y la importancia de estos
lipidos en la infeccion por DENV, este trabajo sugiere que AMPK es el principal

regulador usado por el virus para modificar el perfil lipidico en las células
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infectadas con el fin de construir el complejo replicativo para permitir la replicaciéon
viral.

Con la finalidad de reforzar el papel de AMPK en la infeccion por DENV, se evalu6
el efecto antiviral del acido nordihidroguayarético (NDGA), una molécula capaz de
incrementar la actividad de AMPK (Lee et al., 2010; Zhang et al., 2013). En primer
lugar, el tratamiento con NDGA produjo una reduccion en los niveles de colesterol
cuando las células se trataron durante 24 y 48 horas desde la concentracién mas
baja empleada, sugiriendo que este farmaco es capaz de generar un ambiente
intracelular pobre en lipidos lo cual es deletéreo para DENV. El mecanismo
involucrado en el efecto hipolipidémico del NDGA esta basado en 2 moléculas
efectoras: la activacion de AMPK, cuyo efecto hipolipidémico se describid
anteriormente y el incremento en los niveles proteicos de PPARa. Se ha descrito
que el tratamiento con NDGA incrementa los niveles de RNAm y proteicos de esta
molécula en el higado de modelos de ratén y en la linea celular hepatica HepG2.
Asi, PPARa induce la oxidacion de acidos grasos en el higado, por lo tanto se cree
que el efecto hipocolesterolémico del NDGA en el higado y en las lineas celulares
hepaticas es un evento concertado con la reduccién en los niveles de acidos
grasos Yy triglicéridos en el ambiente intracelular y estos efectos tienen
mecanismos moleculares comunes (Lee et al., 2010; Li et al., 2011).

La reduccion de la progenie viral y secrecion de NS1 dependiente de la
concentracion del NDGA durante 24 y 48 horas correlaciona con la reduccién de
los niveles de colesterol, sugiriendo que el efecto inhibidor de la sintesis de lipidos
esta relacionado con la reduccién del proceso infeccioso. Sin embargo, con este
resultado no es posible determinar el paso preciso en el ciclo replicativo de DENV
que es alterado con el tratamiento con NDGA. La dependencia lipidica en
diferentes pasos durante la replicacion y ensamblaje de DENV ya ha sido
ampliamente descrita a lo largo de este trabajo (entrada, replicacion y
ensamblaje). Aunque el tratamiento con NDGA es capaz de reducir los niveles de
colesterol en la membrana plasmatica de células infectadas, tal y como se ha

descrito para otros compuestos como las estatinas (del Toro et al., 2010; Zhuang
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et al., 2005), nuestras observaciones no tomaron en cuenta esta propiedad del
NDGA ya que el tratamiento se realizé después de entrada viral a la célula.

La reduccion de la sefial de luciferasa dependiente de la concentracion de NDGA
del replicon de DENV establemente expresado en las células Vero sugiere que el
NDGA inhibié la traduccién y/o la replicacion viral. Esta conclusién se encuentra
respaldada por la reduccion en la cantidad de genoma viral y en los niveles de
proteinas virales que se indujeron tras el tratamiento con NDGA en células Huh7
infectadas. Syed y Siddiqui (2011), observaron que el tratamiento con NDGA
disminuye especificamente la replicacion del genoma de HCV sin afectar la
traduccion de proteinas virales, sin embargo, en este trabajo no es posible
discriminar entre estos dos procesos. La sobre-regulacién de la actividad de
AMPK producida por NDGA, la cual a su vez inhibe la sintesis de FAS y HMGCR
principalmente, a través de la inhibicién de la translocacion de los SREBPs puede
ser el mecanismo principal por el cual el NDGA promueve la inhibicién de la
replicacion viral. Estos resultados correlacionan con estudios previos donde se
reporta la susceptibilidad de la replicacion de DENV a farmacos inhibidores de la
sintesis lipidica (Martinez-Gutierrez et al., 2011; Martinez-Gutierrez et al., 2014;
Rothwell et al., 2009). Para estudiar la posibilidad que el efecto hipolipidémico del
NDGA altere la estructura del complejo replicativo y esta sea la causa de la
inhibiciéon de la replicacion viral, realizamos ensayos de microscopia confocal en
células Huh7 infectadas y tratadas con NDGA. Los resultados indican que el
NDGA promueve un cambio en el patron de distribucién y una disminucion en los
niveles de colocalizacion de las proteinas virales E y NS3 en los complejos
replicativos. Considerando el posible papel de los acidos grasos y esfingolipidos
en la formacién del complejo replicativo y el efecto directo del NDGA en el
metabolismo lipidico, estos resultados sugieren que el NDGA altera la estructura
del complejo de replicacion. El papel que juega la via de SREBP-2 en el rearreglo
membranal es menos claro debido a que la inhibiciéon de la HMGCR no tuvo
ningun efecto en la estructura del complejo replicativo en células de fibrosarcoma
humano (linea celular 2fTGH) infectadas con DENV (Pefa and Harris, 2012). Sin

embargo, la activacion de AMPK inducida por NDGA y la concertada inhibicién de
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las vias lipogénicas y activacion de las vias lipoliticas en las lineas celulares
hepaticas pueden explicar el efecto sobre la estructura del complejo replicativo.
Adicionalmente, el potente efecto antioxidante que posee el NDGA puede también
estar involucrado en el efecto antiviral (Czapski et al.,, 2012; Chen, 2009). La
infeccion por DENV promueve estrés oxidativo e incrementa la generacién de
especies reactivas de oxigeno en sistemas in vitro e in vivo. Cuando esta
condicion es revertida usando antioxidantes como la adicion de glutation exégeno
y N-acetilcisteina el proceso infeccioso es reducido (Chen et al., 2011; Tian et al.,
2010; Wang et al., 2013).

Como se describié anteriormente, la encapsidacion del genoma viral es un paso
crucial en el ensamblaje de la particula viral, adicionalmente, estructuras lipidicas
incluyendo LD estan involucrados en este proceso (Carvalho et al., 2012; Samsa
et al., 2009). En este trabajo, el efecto inhibitorio del NDGA sobre el ensamblaje
viral se evalué usando dos parametros. Primero, evaluacion de la cantidad de
células positivas para LDs medido por citometria de flujo y segundo, la
colocalizacion entre estas estructuras y la proteina viral C por microscopia
confocal. Nuestra primera observacion fue como se esperaba, un incremento en la
cantidad de LDs durante la infeccion por DENV, sin embargo, el NDGA redujo
dramaticamente la abundancia de los LDs en las células infectadas. Estos
resultados son consistentes con observaciones previas (Samsa et al., 2009).
Nuestra segunda observacion fue que el tratamiento con NDGA disminuye la
cantidad de proteina viral C, pero mas relevante aun fue observar que el patrén de
distribucion de la misma proteina viral estaba significativamente alterado en las
células tratadas. La modificacion en abundancia y distribucion de la proteina de la
capside puede estar relacionada con la inhibicion de la sintesis de LD inducida por
el tratamiento con NDGA. Ambas observaciones son congruentes con la reduccion
de la progenie viral y la secrecion de NS1 observada en las células infectadas y
tratadas sugiriendo que el tratamiento con NDGA.

En este trabajo la modificaciéon de las vias de secrecidon del virus no fueron
evaluadas. Sin embargo, este proceso podria estar alterado en las células

infectadas y tratadas con NDGA. El trafico de viriones y NS1 ocurre a través de la
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ruta secretora clasica, debido a que el metabolismo de lipidos y especificamente
el ensamblaje de los microdominios lipidicos son requeridos para la formacion de
vesiculas secretoras a través de la red del trans-Golgi, seria de esperarse que el
efecto inhibitorio de la sintesis de colesterol inhiba la secrecion de NS1 y
particulas virales a través de la inhibicién de la ruta secretora (Fujiwara et al.,
1998; Stadler et al., 1997; Yu et al., 2008). De manera adicional, se ha reportado
que el NDGA inhibe la biosintesis y secrecion de lipoparticulas de muy baja
densidad (VLDL) a través de la inhibicion de genes involucrados en la secrecion
de estas particulas (Syed and Siddiqui, 2011). Se ha reportado recientemente que
la proteina viral C de DENV es capaz de interactuar con VLDL, especificamente
con la proteina Apo E, la cual es la principal apolipoproteina de superficie en las
VLDL (Faustino et al., 2014; Samsa et al., 2009). Ademas, se ha propuesto que la
interaccién entre la proteina C del HCV y la ApoE de las VLDL permite la
formacion de lipoviroparticulas (Andre et al., 2002). Por lo tanto, la inhibicién de la
sintesis de VLDL podria ser otro mecanismo operante en el efecto antiviral del
NDGA contra la infeccién por DENV tal y como se ha reportado para HCV por
Syed and Siddiqui (2011).

En resumen, los resultados obtenidos con el tratamiento con NDGA indican que el
efecto hipolipidémico y antioxidante del NDGA tiene un efecto antiviral contra la
infeccion por DENV inhibiendo al menos dos importantes procesos virales, la
replicacion del genoma y el ensamblaje viral. Adicionalmente, refuerza el papel de
AMPK en la infeccion por DENV.

9. Conclusion.

La infeccion por DENV es capaz de incrementar los niveles de colesterol
modulando moléculas que participan en la regulacién de los niveles de colesterol
intracelular. Adicionalmente, la identificacion del papel de estas moléculas
HMGCR, AMPK y PP2A en la infeccién por DENV vy el efecto antiviral observado
con farmacos que las regulan (estatinas, metformina, NDGA yacido Okadaico)

permiten considerarlas como blancos terapéuticos contra la infeccion por DENV.
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10.Perspectivas.

Ensayos clinicos del tratamiento con estatinas (protocolo aprobado)

metformina en pacientes con dengue.

y

Ensayos en modelos animales de moléculas experimentales como NDGA vy

acido okadaico.

Evaluar el mecanismo de inactivacion de AMPK en la infeccion por DENV.

Determinar el mecanismo de accion anti-dengue del acido okadaico.

Caracterizar la participacion de otras moléculas en la infeccion por DENV:

o transportadores de colesterol (STARD4, ABC1)
o Reguladores de la degradacion del receptor LDL (PCSK9, IDOL).
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	Las células cultivadas en placas de 6 pozos se lavaron 3 veces con PBS 1x y se lisaron con 250 (l de buffer de lisis RSB-NP40 (MgCl2 1.5 mM, Tris-HCl pH 7.5 10 mM, NaCl 10 mM, IGEPAL 1%) aplicado directamente al pozo durante 15 min en agitación lenta. Una vez lisadas las células, se colocaron 50 (l del lisado en una placa de 96 pozos y se le añadieron 50 (l de solución para determinar colesterol (colesterol oxidasa, peroxidasa), se dejó reaccionar de 10 a 15 min a 37°C y se midió la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en el lector de placa de 96 pozos biotek ELx808 Absorbance Microplate Reader. Para medr la cantidad de colesterol intracelular por citometría de flujo, las células infectadas se recolectaron y se fijaron con PFA 1%, se bloquearon y se tiñeron con Filipin III complex (75mg/ml). Las células teñidas se resuspendieron en PBS y la fluorescencia se registró en el canal Violeta 1 en el citómetro Cyan ADP (Beckman Coulter) y los datos se analizaron mediante el software FlowJo 7.6.5. En los ensayos, 20,000 células se contaron por muestra y los resultados se expresaron como la intensidad de fluorescencia normalizada con las células control.

	6.5 Ensayos de Western Blot.

	Para analizar los niveles proteicos del receptor LDL, las células crecidas en placas de cultivo p100 se infectaron con las condiciones experimentales mencionadas y se lisaron a 1, 6 y 12 hpi con la solución de lisis descrita para la determinación total de colesterol, los lisados totales se clarificaron por centrifugación (10,000 RPM) y 50 μg de proteína se sometieron a separación por geles SDS-PAGE e inmunoblot usando Rabbit polyclonal antibody anti-LDLR (ABCAM 30532) diluido 1:1000. La densitometría de las bandas se realizó mediante el software ImageJ (NIH) y ajustadas con la densitometría de su control de carga (β actina). Las densitometrías ajustadas para cada condición se normalizaron con la condición control y expresado como veces de cambio (Fold Change). Para estudiar la fosforilación de los niveles de HMGCR en las células infectadas se lisaron con una solución que contiene 50 mM Tris–HCl, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% desoxicolato de sodio; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM PMSF; 1μg/ml de aprotinina, leupeptina, pepstatina; 1 mM Na3VO4; 1 mM NaF. Posteriormente, 50 µg de proteína se analizó por Western blot usando anticuerpos dirigidos contra la HMGCR total HMGCR (US Biological H6201-01B) y contra la HMGCR fosforilada (pHMGCR, Millipore 09-356). La densitometría de la HMGCR total se realizó como se describió para el receptor, posteriormente para la densitometría de la pHMGCR se ajustó con los valores de la enzima total para cada condición y se normalizó con las células control. Los testigos de infección de los ensayos de actividad y la cuantificación de proteína también se analizaron por ensayos de Western blot siguiendo las indicaciones mencionadas en este apartado.

	6.6 Viabilidad celular.

	La viabilidad celular de las células Huh7 y Vero se evaluó mediante la reducción de MTS de acuerdo a las especificaciones del fabricante (cell titer 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay Promega). La viabilidad de las células U937-DC SIGN se evaluó por citometría de flujo mediante la incorporación de yoduro de propidio (PI uptake).

	6.7 Medición de progenie viral y secreción de NS1.

	Los sobrenadantes de células infectadas y tratadas con los distintos fármacos empleados en este trabajo se sometieron a ensayos de medición de progenie viral por titulación en placa o por ensayo de focos previamente descritos. Los sobrenadantes también se usaron para determinar los niveles de secreción de NS1 como indicador de infección, medida por absorbancia mediante ensayos de ELISA (Platelia, Biorad) (Ludert et al., 2008). 

	6.8 Medición de genoma viral y actividad de luciferasa.

	Para determinar el genoma viral de células infectadas y tratadas con los distintos fármacos empleados en este trabajo el RNA total se obtuvo mediante el kit Zytmo Research QuickRNA (MicroPrep). La RT-PCR cuantitativa se realizó por el método de SYBR Green usando como templados secuencias nucleotídicas correspondientes al gene de la proteína NS5, reportados por Chien et al. (2006) en el sistema ECO ILLUMINA. La cantidad de transcriptos de RNA viral se calculó generando una curva estándar de diluciones en base 10 del RNA aislado de una preparación de DENV2 y DENV4 titulado por plaqueo y expresado como unidades formadoras de placa equivalentes por mililitro (PFU eq/ml) (Callahan et al., 2001; Chien et al., 2006; Johnson et al., 2005). 

	La actividad de luciferasa de células Vero que expresan el replicón de DENV4 se realizó mediante el protocolo indicado por el fabricante (Renilla luciferase assay system, Promega).

	6.9 Inmunofluorescencia y citometría del flujo para evaluar cantidad y distribución de proteínas virales y celulares.

	La tinción de proteínas virales y celulares para su posterior análisis por microscopía confocal se realizó de la siguiente manera. Las células infectadas y tratadas con las condiciones específicas para cada ensayo se fijaron y se permeabilizaron siguiendo las especificaciones del protocolo del fabricante del kit Cytofix/cytoperm (BD 554714). Posteriormente, la incubación con el anticuerpo primario correspondiente, se realizó durante 2 horas a temperatura ambiente diluido en solución permeabilizadora del kit (para mayor información ver lista de anticuerpos en (tabla 1). La detección del anticuerpo primario se realizó usando un anticuerpo anti-conejo, anti-ratón o anti-chivo (según sea el caso) acoplado  a un fluoróforo (tabla 1). Finalmente, los núcleos se tiñeron con Hoechst (Life Invitrogen) y las laminillas se analizaron usando el sistema de microscopía confocal Zeiss LSM700 laser confocal. La tinción de los Lipid droplets se realizó usando la tinción con el marcador de lípidos neutros Bodipy 495/505 (Life Invitrogen). La citometría de flujo la empleamos para conocer la cantidad de células infectadas en respuesta a algún tratamiento o para validar la capacidad infecciosa del stock viral. El protocolo empleado fue el mismo que se utilizó para la microscopía confocal con la diferencia que las células infectadas y tratadas se despegaron como se indicó anteriormente, como indicador de infección se utilizó el marcaje de la proteína viral E. Para esto, 10,000 células de cada condición se analizaron en el sistema LSR Fortessa (BD) y los datos se obtuvieron con el software FlowJo 7.6.5. (Ver tabla 1 para más información de los anticuerpos usados).

	6.10  Ensayo enzimático de la HMGCR, PP2A y AMPK.

	La actividad enzimática de la HMGCR se evaluó mediante un ensayo de extinción del NADPH. Está bien descrito que cuando la enzima HMGCR convierte su sustrato en mevalonato oxida dos moléculas de NADPH a NADP+ así, la cantidad de NADPH puede ser medida por espectrometría y la reducción de este valor indica actividad enzimática de la HMGCR. Las células infectadas y tratadas se lisaron a los tiempos post-infección indicados con solución de lisado especificada para los ensayos de fosforilación de AMPK. Diez µL de lisado celular previamente clarificado (10,000 RPM) se analizaron siguiendo las indicaciones del protocolo del fabricante (HMG-CoA reductase assay kit, SIGMA), como control positivo se utilizó la enzima recombinante proporcionada por el kit. Como blanco se empleó el indicado en el protocolo adicionando 10 µl de solución de lisis. La actividad se expresó como Unidades por mg de proteína donde 1 unidad es la cantidad de HMGCR que oxida un 1 µmol de NADPH por minuto. 

	Para evaluar la actividad enzimática de PP2A se utilizó un kit de actividad basado en inmunoprecipitación (PP2A immunoprecipitation Phosphatase Assay Kit, MERCK MILLIPORE 17-313) siguiendo las indicaciones y cuidados mencionados en el protocolo del fabricante. Brevemente, las células infectadas y tratadas se lisaron con la solución de lisis especificada en la hoja técnica del kit y 100 µg de proteína de cada muestra se sometieron a inmunoprecipitación usando un anticuerpo específico para PP2A total. Las perlas que contenían a la PP2A se incubaron con un fosfopéptido específico para la subunidad catalítica de PP2A y su actividad se midió a través de la liberación de fosfatos y su reacción con verde de malaquita. La actividad de PP2A se expresó como picomoles de fosfatos liberados. 

	La actividad de AMPK de las células infectadas  y tratadas con los fármacos descritos se ensayó por ELISA mediante la cuantificación de la fosforilación de esta cinasa en la treonina 172 (AMPK[pT172] ELISA Kit, Life technologies KHO0651). Brevemente, las células se lisaron con solución de lisis especificada en la hoja técnica del producto y 100 µg de proteína de cada muestra a analizar se sometieron al ensayo de ELISA siguiendo las indicaciones del protocolo del fabricante.

	6.11  Anticuerpos empleados.


