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RESUMEN.

El Dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos mas importante para los humanos.
Cursa con un amplio rango de cuadros clinicos que van desde las formas leves (fiebre por
dengue), hasta las formas severas (Dengue Severo). El virus Dengue pertenece a la familia
Flaviviridae y se han descrito 4 serotipos. El Ca*" actia como un segundo mensajero controlando
diversos procesos celulares. La célula mantiene los niveles fisiologicos de Ca*" a través de la
activacion de una maquinaria compleja de canales y bombas en membrana plasmatica y en
organelos como el Reticulo Endoplasmico (RE) que sirve como reserva de Ca**. Existe evidencia
importante que sugiere el Ca*" juega un papel importante en el ciclo replicativo de algunos
agentes virales, incluidos algunos flavivirus. Sin embargo, la participacién del Ca®" durante el
ciclo replicativo del dengue se desconoce. Por tal motivo, el siguiente trabajo busca dilucidar la
posible participacion del Ca®" y de algunas proteinas reguladoras de los niveles de este idn
durante la infeccion por DENV. Experimentos realizados en lineas celulares hepaticas, HepG2 y
Huh7 infectadas con DENV4 y cargadas con fura 2 — AM y fluo 4 — AM, respectivamente,
sugieren que la infeccion induce un incremento significativo en la permeabilidad a Ca** por parte
de la membrana plasmatica y una reduccion en los niveles de Ca®" libre en RE. Ensayos de WB
sugieren que no hay cambios considerables en los niveles de las proteinas principalmente
involucradas en SOCE, Stiml y Orail, a las 12 hpi. No obstante, éstas proteinas mostraron
colocalizacion mediante analisis de microscopia confocal en células infectadas y no en células
mock infectadas. En conjunto €stos resultados sugieren que el incremento en la permeabilidad de
la membrana plasmatica en células infectadas parece ser debida a la activacion de los
componentes involucrados en la entrada capacitativa mas que un incremento de la traduccion
protéica. Finalmente la manipulacion de los niveles de Ca®' intra y extracelular de células
hepéticas mediante tratamientos con los quelantes de Ca®>", BAPTA — AM y EGTA, asi como el
empleo de inhibidores de canales de Ca’>" de membrana plasmatica (MRS1845 y SKF96365), un
antagonista del receptor de IP3 (IP3R) 2 — APB vy el incremento de [Ca?Jextracelular reducen
significativamente la sintesis de proteinas virales y produccion de particulas virales infecciosas
sin afectar la viabilidad celular. Tomando en conjunto todos los resultados sugieren cambios
inducidos en la homeostasis de Ca?" durante la infeccion por DENV son requeridos para una

eficiente replicacion viral.
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ABSTRACT.

The dengue virus (DENV) belongs to the family Flaviviridae and 4 serotypes have been
described. Ca®" is a second messenger controlling many intracellular processes in mammalian
cells. Some evidence indicates that Ca>* plays an important role in the replication cycle of several
viruses, including several Flavivirus. Since, the participation of Ca*" during the replicative cycle
of DENV has not been studied, the involvement of Ca*" and regulatory proteins of this ion levels
during DENV infection of human hepatic cells was analyzed. Human hepatic cells (HepG2 and
Huh7) infected with DENV- 4 and loaded with fura 2 — AM and fluo4 — AM, showed that DENV
infection significantly increased plasma membrane permeability to Ca>" and causes a significant
reduction in the levels of Ca?" releasable from the endoplasmic reticulum. WB analysis of
proteins STIM1 and Orail showed no changes in their expression levels during infection.
However, they were show to co-localize by confocal microscopy in DENV infected, but not in
mock infected cells. Thus, the increase in plasma membrane permeability in infected cells
appears to be due to the activation of components involved in capacitive entry, rather than an
increase in protein production. Finally, manipulation in infected cells of the intra and
extracellular Ca®" levels by Ca®" chelators (BAPTA-AM and EGTA), Ca®" channels inhibitors
(MRS1845, SKF96365), IP3 Receptor (IP3R) antagonists (2APB) and the increase of [Ca®"
Jextracetutar Significantly reduced viral protein synthesis and virus yield, without affecting cell
viability. These results show DENV infection alters Ca** homeostasis and activates the capacitive

entry pathway in infected cells and those changes are required for an efficient viral replication.
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1) INTRODUCCION.

El Dengue es la infeccion viral transmitida por mosquitos mas comun del mundo con un
estimado de 390 millones de infecciones por afio y 3.9 billones de personas se encuentran en
riesgo en mas de 128 paises (Bhatt et al., 2013; Brady et al., 2012; WHO, 2016b). Con base a
ensayos de neutralizacion han sido distinguidos 4 serotipos (DENV-1, -2, -3, -4) y la infeccion
puede causar una amplio rango de sintomas que va desde una forma febril autolimitada, llamada
Fiebre por Dengue (DF), hasta formas més severas conocidas como Dengue Severo (DS) (WHO,
2016a). A pesar de la alta incidencia la enfermedad asociada a la infeccion con virus dengue,
apenas recientemente se ha licenciado la primera vacuna contra el dengue y aun no hay

tratamiento especifico para la enfermedad (Simmons et al., 2012).

El virus del dengue (DENV) pertenece a la familia Flaviviridae y posee un genoma de
ARN de polaridad positiva y cadena sencilla (aprox. 11 Kb) con un solo marco de lectura que
codifica para una poliproteina la cual es procesada en 3 proteinas estructurales llamadas de
envoltura (E), capside (C) y ptM (pre — Membrana) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)(Clyde et al., 2006). El ciclo replicativo del DENV se inicia
con la unidon del viribn a sus receptores, seguida por la internalizacién por endocitosis y
subsecuente liberacion del genoma en el citoplasma de la célula infectada. La traduccion de las
proteinas virales se lleva a cabo en un complejo de membranas derivadas del Reticulo
Endopldsmico Rugoso (RE) y la morfogénesis viral en la red trans-Golgi. Posteriormente, las
particulas virales maduras viajan en vesiculas para salir de la célula por exocitosis, y asi ser
capaces de infectar otras células (Mackenzie and Westaway, 2001; Miller et al., 2008; Mosso et

al., 2008; Yu et al., 2008)



El Ca*" es un segundo mensajero, que actia en el control de diversos procesos celulares
(Berridge et al., 2000; Carafoli et al., 2001; Jaiswal, 2001) modulando la actividad de
componentes de sefializacion, como canales idnicos, efectores de Ca®" y enzimas sensibles a Ca?,
entre otros (Berridge et al., 2003). Ademas, existe abundante evidencia que indica que el Ca®*
juega un papel importante en el ciclo replicativo de varios agentes virales, incluyendo miembros
de la familia Flaviviridae (Zhou et al., 2009). Sin embargo, la importancia del Ca®" durante el
ciclo replicativo del DENV se desconoce. Es por ello, que el siguiente trabajo busca dilucidar la
participacion del Ca?* y de distintos mediadores de los niveles de este i6n en la célula durante una

infeccion por DENV.

1.1) EPIDEMIOLOGIA

El Dengue es transmitido por el mosquito hembra del género Aedes y es considerada la
enfermedad viral transmitida por artrépodos mas importante en areas tropicales y subtropicales,
con un estimado de mas de 96 millones de casos y un total de 390 millones de infecciones por
ano de las cuales se estiman 500 mil hospitalizaciones y 25 mil muertes (Bhatt et al., 2013;
Guzman et al., 2010). Los cambios sociales y demograficos como crecimiento de poblaciones,
urbanizacion y transporte moderno han contribuido ampliamente al incremento de la incidencia y

propagacion geografica de la enfermedad (Gubler, 2002)

Hoy en dia el dengue es endémico en mas de 100 paises incluyendo México. Segln la
Secretaria de Salud de nuestro pais, el nimero de casos de pacientes con dengue clasico como
con dengue grave ha reducido en aproximadamente un 30% durante el 2016, con respecto al
2015. Sin embargo, el numero de casos se mantiene en estado de alarma, confirmando la

relevancia de esta infeccion en el sector salud de nuestro pais con el 53% de los casos



confirmados, correspondientes a Guerrero, Veracruz, Jalisco, Michoacan y Nuevo Ledn, segun

los reportes emitidos el 28 de Noviembre de 2016 por la Secretaria de Salud.

Figura 1.- Distribucion geografica de Dengue (Bhatt et al., 2013)

1.2) CICLO REPLICATIVO DE DENV

Durante la infeccion primaria, las células de la linea fagocitica mononuclear MO, M@ y
DCs, incluyendo las células de Langerhans, son los primeros blancos de infeccion. No obstante,
datos in vitro y estudios de autopsia han sugerido que el DENV posee tropismo no sélo por
células del sistema inmune, sino también, por células del higado, endotelio, bazo, nddulos
linfoides, rindén, médula dsea, pulmodn, timo y cerebro, por lo cual se considera al dengue como
una infeccion sistémica (Diamond et al., 2000; Jessie et al., 2004; Noisakran et al., 2010; Povoa
et al., 2014; Wu et al., 2000). El primer paso en la infeccion por DENV es la union a receptores
celulares sobre la superficie de las células blanco (Miller et al., 2008; Screaton et al., 2015). Esta
interaccion induce la internalizacion del virion por endocitosis mediada por clatrina y
subsecuente fusion del virus con la membrana endosomal, lo cual libera el genoma en el
citoplasma de la célula infectada. La fusion de la envoltura viral con la membrana del endosoma
estd mediada por la proteina E y requiere del bajo pH de las vesiculas endociticas. E1 ARN de
polaridad positiva de inmediato se asocia con el RE donde se traduce. Durante la traduccién del

genoma viral, se producen cambios celulares como la induccion de estructuras de membrana que

3



proporcionan un microambiente limitado por membrana requerido para la formaciéon de
complejos replicativos, en los cuales se lleva a cabo la sintesis del ARN y la morfogénesis viral.
Después de la replicacion del ARN viral, las particulas virales inmaduras viajan en vesiculas al
aparato de Golgi donde la proteina E se somete a glicosilaciones. Posteriormente los viriones
inmaduros viajan en vesiculas para salir de la célula. Durante esta fase, la furina corta a la
proteina prM en M para generar viriones maduros los cuales salen de la célula a través de la via
secretoria y finalmente son capaces de infectar otras células como se muestra en la Figura 2
(Mackenzie and Westaway, 2001; Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Screaton et al., 2015; van der

Schaar et al., 2008; van der Schaar et al., 2007; Yu et al., 2008)
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1.3) HOMEOSTASIS Y COREOGRAFIA DE LA SENALIZACION DE Ca**

El Ca*" ha sido elegido por la naturaleza a través de la evolucion como uno de los
transportadores mas universales y versatiles de sefiales en células eucariotes al actuar como un
segundo mensajero en diversas vias de sefializacion, las cuales, tienen diversos resultados en
funcién de los aspectos espaciotemporales de la liberacion de calcio (Berridge et al., 2000;
Carafoli et al., 2001; Jaiswal, 2001; Verkhratsky, 2007). Su versatilidad permite controlar
distintos procesos celulares a través de la regulacion estricta de la actividad de un repertorio de
componentes de sefalizacion, que incluyen receptores, canales i6nicos, bombas,
intercambiadores, amortiguadores de Ca*?, efectores de Ca?*, enzimas sensibles a Ca*" y factores
de transcripcion, en varios compartimientos celulares, con la finalidad de mantener un balance de

los niveles fisiologicos ( Berridge et al. 2003).

Se ha identificado que la [Ca?'] extracelular se encuentra en el rango de mM, mientras
que en la célula la [Ca’"]crrosor y [Ca?'Jer se mantienen en el orden de los nM y uM,
respectivamente. Por lo tanto la célula mantiene los niveles fisiologicos adecuados activando
componentes de la homeostasis de Ca?' para evitar fluctuaciones en sus concentraciones
intracelulares (Berridge et al., 2003; Clapham, 2007; Parekh and Putney, 2005; Pozzan et al.,
1994). La sefalizacion de Ca’" citosolica se hace posible aprovechando los gradientes de
concentracion entre el citoplasma y dos fuentes principales: la reserva interna del RE y la del
medio extracelular. La entrada de Ca®" a través de la membrana plasmatica es usualmente
activada por estimulos que incluyen la despolarizacion de la membrana, agonistas externos, la
deplecion de las reservas internas y mensajeros intracelulares y dicha permeabilidad estd mediada
por receptores especificos y canales de Ca**. Por su parte, la movilizacion de Ca>" a partir de las

reservas internas (RE) en respuesta a mensajeros intracelulares, es mediada por receptores del



Inositol tri-fosfato (IP3R) principalmente y de rianodina (RyR) (Hamilton, 2005; Mikoshiba and

Hattori, 2000; Zeng et al., 2003)

Son varios los mecanismos responsables de secuestrar Ca** del citosol para mantener los
niveles fisiologicos normales. Estos pueden ser a través del transporte al medio extracelular o
hacia el interior de diferentes compartimentos intracelulares y dependen de varios sistemas como
por ejemplo la ATP — asa de Ca** de la membrana plasmatica (PMCA), la ATP — asa de Ca*" del
reticulo endoplasmico/ sarcoplasmico (SERCA), la ATPasa de Ca®" de la via secretoria (SPCA),
el intercambiador Na/ Ca** (NCX) y el uniporte mitocondrial. Por otro lado, varios canales en la
membrana plasmatica como canales de Ca®" operados por voltaje (VOC), canales de Ca®"
operados por receptor (ROC) y canales Ca*" operados por reserva (SOC) son responsables de
permitir la entrada de Ca?" extracelular al citosol (Berridge et al., 2003; Putney and Ribeiro,
2000).

Datos obtenidos a partir del estudio con agentes virales indican que durante una infeccion
por estos microorganismos, los componentes encargados de mantener los niveles fisiologicos de
Ca’" a menudo se convierten en el objetivo inmediato de ataque de las proteinas virales
produciendo una actividad o activacion aberrante de dichos componentes alterando los niveles

intracelulares de dicho 16n (Zhou et al., 2009)

1.4) LOS VIRUS Y SU RELACION CON Ca?*

Dado que los niveles de Ca’ intracelular regulan diversos procesos celulares, no es
sorprendente que patdogenos virales, debido a su limitada capacidad genética, hayan desarrollado

estrategias a través de la evolucion para secuestrar la maquinaria celular e interrumpir las vias de



sefializacion y otros procesos dependientes de [Ca®'] con la finalidad optimizar los mecanismos

requeridos para facilitar la entrada viral, la replicacion y su diseminacion.

De lo anterior surge la siguiente pregunta. ;Coémo es que los niveles alterados de Ca**
participan el ciclo replicativo de los virus? Primero, niveles incrementados de Ca?* citosélico por
la activacion contraproducente de canales de la membrana plasmatica pueden activar o acelerar
un nimero de procesos enzimaticos dependientes de Ca®, asi como factores de transcripcion
sensibles a Ca®" (p.ej. NFAT) para promover la replicacién viral o establecer una infeccion
persistente, como se observa durante una infeccion por Virus de la Inmunodeficiencia Humana —
1 (VIH — 1), el Virus Linfotropico — T Humano — 1 (HTLV-1), Virus de la Hepatitis C (VHC) y
el Epstein — Barr (EBV) (Albrecht et al., 2002; Bergqvist and Rice, 2001; Bergqvist et al., 2003;
Ding et al., 2002; Kinoshita et al., 1997). También se ha descrito que algunos virus como
rotavirus, incrementan la permeabilidad de la membrana plasmatica y se especula que este
fendmeno se activa para mantener los niveles de Ca’>" de la reserva de RE, los cuales son
requeridos para la maduracion y estabilidad del virion (Perez et al., 1999). Por otro lado, la
liberacion de Ca** de las reservas del RE y el incremento en la admision de este ién por parte de
la mitocondria, impulsa la produccion de ATP para satisfacer las demandas energéticas
requeridas en la continua replicacion viral, como en el caso de una infeccion por VHC y CMV
(Citomegalovirus) (Li et al., 2007; Sharon-Friling et al., 2006). Segundo, una disminucion de las
[Ca?"]er y [Ca*"]GoLai puede inhibir el trafico de proteinas y asi alterar o interrumpir la respuesta
inmune antiviral. Adicionalmente, se ha demostrado que la acumulacion intracelular de vesiculas
secretoras derivadas de ER o del Golgi (donde tiene lugar la replicacion del genoma de virus de
ARN), crea un ambiente que favorece la replicacion viral, como en el caso de Enterovirus

(Doedens and Kirkegaard, 1995; van Kuppeveld et al., 2005). Finalmente, la modulacién del Ca**



en el ER y en las mitocondrias puede evitar o inducir la apoptosis dependiendo del tipo de virus y

de los estados de su ciclo de vida (Pinton et al., 2000; Pinton et al., 2001).

La Figura 3 tomada de Zhou et al., (2009) resume las alteraciones a las que es sometida

la maquinaria celular encargada de mantener los niveles fisiolégicos de Ca*"

con agentes virales.
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Figura 3.- Esquema de las vias de sefializacion de Ca?*y ejemplos de alteraciones en la homeostasis de Ca**

inducidas por varios agentes virales (Zhou et al., 2009).



Durante las infecciones virales, la apoptosis usualmente es disparada como un mecanismo de
defensa innata para contrarrestar la infeccion por virus y controlar su reproduccion. Algunos
virus como Coxsakievirus (Campanella et al., 2004; van Kuppeveld et al., 1997) y CMV (Arnoult
et al., 2004; Poncet et al., 2004) tienen como blanco importantes puntos de chequeo apoptdticos
para evitar ser eliminados por el sistema inmune y promover su replicacion. Caso contrario
ocurre con otros virus, como VIH, VHB, VHC, los cuales aceleran o inducen la muerte celular
apoptodtica para facilitar su liberacion y maximizar su diseminacion (Benali-Furet et al., 2005;

Chami et al., 2003; Kruman et al., 1998) (Figura 4).

abnormal Ca*"
elevation oscillation

Ca*
& overioading

Cytochrome c*
release = °

proapoptotic prosurvival

Figura 4.- La infeccion por virus selectivamente altera la sefializacion Ca%" pro — apoptotica y de supervivencia via
ER — Mitocondria (Zhou et al., 2009).



A manera de resumen se puede decir que las interacciones entre el Ca®"y los virus en las células
infectadas se puede agrupar en 3 categorias principales: 1) proteinas virales que directa o
indirectamente alteran la homeostasis de Ca?" modificando la permeabilidad de la membrana y/o
manipulando componentes claves de la sefializacién de Ca?*; 2) proteinas virales que se unen
directamente a Ca>" para mantener su integridad estructural o funcionalidad; y 3) interacciones

virus — huésped que dependen de proteinas o vias reguladas por Ca*" (Zhou et al., 2009).

1.5) GENERALIDADES DE LA VIA DE ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca**

La membrana plasmatica (MP) es una barrera semipermeable, que media el paso de una
gran variedad de moléculas a través de ella. Cuando se presenta un estimulo extracelular, los
niveles de Ca®" en el citosol se incrementan por una entrada de Ca*" extracelular a través de la
membrana plasmatica via canales de Ca®". Entre ellos se encuentran los canales operados por
voltaje (VOC), los operados por receptor (ROC), los canales de potencial de receptor transitorio
(TRP) y los canales operados por reserva (SOC) (Berridge et al., 2003). Durante una infeccion
por patdgenos virales, éstos componentes de sefializacion de Ca?* en la MP, se someten a
activaciones contraproducentes para la fisiologia de las células blanco que a su vez favorecen la

infeccion por parte de éstos microorganismos.

En cuanto a los canales SOCs, se sabe que participan en la via denominada entrada
capacitativa. La deplecién de Ca** de las reservas en el ER a menudo dispara la entrada de Ca**
extracelular a través de la membrana plasmatica para la reposicion de las reservas. Esta via de
permeabilizacion de Ca®" es conocida como entrada de Ca’*" operada por reserva (SOCE) o
entrada capacitativa, y se caracteriza por una corriente de Ca>" a través del canal SOC, Orail,

activada por la liberacion de Ca?* del RE (Venkatachalam et al., 2002). La proteina STIM1,
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ubicada en la membrana del RE, controla el SOCE censando las [Ca®" ]rg, (Liou et al., 2005) y se
transloca a la membrana plasmatica donde activa al canal Orail (Lewis, 2007; Prakriya et al.,
2006) (Figura 4).

Con respecto a la capacidad que tienen los virus de alterar la maquinaria de la MP y por
tanto la sefializacion de Ca?", existe evidencia de que proteinas virales como la LMP-1 de Epstein
Barr, tienen la capacidad de incrementar la permeabilidad de la membrana plasmatica de
linfoctios B, como lo sugirié un incremento del influjo de Ca®" en células B que expresaron la
proteina viral. Adicionalmente, Dellis y cols (2011) demostraron que la expresion de la proteina
viral LMP-1 en células B, producia un incremento de la expresion de la proteina Orail pero no de
la proteina Stiml, a los cuales se les conoce como los principales componentes del SOC.
Ademas, argumentaron que este fenomeno era el responsable de producir una entrada mas

pronunciada de Ca** en los linfocitos B (Dellis et al., 2011).

Por otra parte, IP3R y RyR han sido identificados como dos componentes centrales en el
apagado y encendido de la liberacién de Ca*' a partir de las reservas (Mikoshiba and Hattori,
2000). La union de agonistas a los receptores celulares de superficie activa PLCy para la
produccion de IP;, el cual se une y activa a IPs;R, disparando la liberacién de Ca** de ER
(Bootman and Lipp, 1999). La reposicién de Ca*" de las reservas es realizada por el influjo de
Ca®" a través de SOCE y el bombeado del Ca?" hacia el interior del ER via la bomba SERCA. A
la fecha se ha reportado que algunos virus con genoma de ARN como VHC, manipulan la
movilizaciéon de Ca** mediada por IP3R o alteran la actividad de la bomba SERCA (Benali-Furet

et al., 2005).
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Como se menciond anteriormente, el VHC, un miembro de la familia Flaviviridae, tiene la
capacidad de alterar los niveles de Ca®>" en sus células blanco, creando un ambiente favorable
para un eficiente ciclo replicativo (Benali-Furet et al., 2005; Bergqvist et al., 2003; Zhou et al.,
2009). Sin embargo, existe evidencia de que mas miembros de esta familia, tienen el potencial de
inducir cambios en los niveles de Ca*" en las células infectadas, repercutiendo en una eficiente
produccion de particulas virales. Un estudio reciente realizado por Scherbik & Brinton (2010)
demuestra que durante la infeccion con el virus del Oeste del Nilo (WNV,por sus siglas en
inglés), otro miembro del género Flavivirus trasmitido por artrépodos, se genera un incremento
rapido y sostenido del influjo de Ca**. Por otro lado, datos obtenidos mediante el uso de
bloqueadores de canales de Ca®" sugieren que la entrada del WNV dispara la apertura de uno o
mas canales de Ca®" sobre la superficie celular permitiendo el influjo de Ca*" requerido para un
eficiente replicacion viral (Scherbik and Brinton, 2010). No obstante se desconoce si tales efectos

también ocurren durante la infeccion con otros flavivirus, incluyendo DENV.
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2) JUSTIFICACION.

La importancia de las alteraciones en la homeostasis de Ca®" durante el ciclo replicativo
de varios agentes virales, incluidos algunos flavivirus, ha sido bien documentada. Sin embargo,
no existen reportes acerca de la relacion entre el Ca?* y la infeccion por DENV. Por lo tanto, el
presente estudio busca explorar por primera vez las posibles alteraciones en la homeostasis de
Ca?" en células infectadas y su participacion en el ciclo replicativo de DENV. La eficiente
infeccion y replicacion del DENV en lineas celulares humanas hepaticas como Huh7 y HepG2 ha
sido bien documentada (Lin et al., 2000; Puerta-Guardo et al., 2012; Soto-Acosta et al., 2013;
Suksanpaisan et al., 2009) y aunque el dengue es una infeccion sistémica, el higado es uno de los
principales 6rganos de replicacion viral. Por lo tanto, consideramos que el estudio de la relacion
Ca’" y DENV durante la replicacion viral, arrojard conocimientos importantes para entender

mejor la relacion virus — célula y la biologia de este importante patdgeno viral.

3) HIPOTESIS
Dado que el Ca*" juega un papel importante en un gran nimero de procesos celulares como
segundo mensajero y que existen evidencias con otros sistemas virales, incluyendo otros
Flavivirus, de que una infeccion viral puede manipular la maquinaria celular responsable de
mantener los niveles fisiologicos de Ca®*, alterando la homeostasis de dicho catién con la
finalidad de llevar a cabo una eficiente replicacion viral, es nuestra hipdtesis que la infeccion con

DENV induce cambios en la [Ca?'] intracelular que favorecen la replicacion viral.
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4) OBJETIVOS

4.1) Objetivo General: Determinar cambios en la homeostasis de Ca>" durante la infeccion

por DENV y evaluar su importancia en el ciclo replicativo.

4.2) Objetivos Particulares:

a) Determinar cambios en la homedstasis de Ca®" en células hepaticas infectadas con

DENV4.

b) Evaluar los mecanismos involucrados en alterar la homeostasis de Ca*".

¢) Evaluar la importancia de las alteraciones en [Ca**] para la replicacion del DENV.
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5) MATERIALES Y METODOS:

5.1) Cultivos celulares y cepa viral. Las lineas celulares, Huh7 y HepG2 (lineas celulares
hepaticas, asi como las células Vero (células de riion de mono Rhesus) se cultivaron con medio
esencial, DMEM Advance y MEM Advance (Gibco), respectivamente, suplementado con 7% de
suero fetal bovino (Gibco), 2 mM glutamina, penicilina (5x10* U/ml) - estreptomicina (50 pg/ml)
(InVitro S.A., México) y 5% de CO». La propagacion del DENV serotipo 4 (cepa H241) fue
realizada en cerebros de ratones CDI1 lactantes (Gould and Clegg, 1991) y el titulo de los
extractos virales fue determinado por ensayo de focos en células Vero. El cerebro mock infectado

de ratones lactantes fue usado como control.

5.2) Immunofluorescencia. El nimero de células hepaticas infectadas fue determinado por
microscopia usando inmufluorescencia (IF). Las células hepaticas se crecieron en placas de 96
pozos y se infectaron con DENV4 a una multiplicidad de infecciéon (MOI) de 3. A las 24 horas
post infeccion (hpi), las células fueron fijadas con metanol frio (- 20°C) y la proteina E viral se
detecto por IF indirecta usando el anticuerpo anti — raton IgG conjugado a Alexa Fluor 488 (Life
Technologies; cat: A11001) y DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindole) para contrastar los nucleos.
El promedio de células positivas a la sefial de fluorescencia contadas en 3 campos usando el

objetivo 10X de un microscopio de la marca Nikon, se expresé como porcentaje (%).

5.3) Ensayo de focos. Células Vero fueron cultivadas y crecidas en placas de 96 pozos (Corning
Incorporated, Corning, NY) hasta alcanzar confluencia. La monocapa celular fue infectada con
diluciones seriadas en base 10 de virus y la adsorcion viral se permitié durante 1 hora a 37°C en
presencia de 5% de CO». Posteriormente, se removio el virus que no ingreso a la célula mediante

lavados con medio DMEM, se adicion6 medio de mantenimiento suplementado con SFB y se
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dejo correr la infeccion durante 24 horas. Al término de ese tiempo, el medio de cultivo fue
removido y las células se fijaron con 50 pl/pozo de metanol frio (-20°C) por 20 minutos. Las
células fueron lavadas dos veces con PBS (Sigma, cat: P4417) y se prosiguio a la
inmunodeteccion indirecta de la proteina viral E mediante el anticuerpo monoclonal 4G2, anti-
DENV E y el anticuerpo anti — raton IgG conjugado a peroxidasa (Jackson Immuno Research,
cat: 115 — 035 - 003). Ambos anticuerpos fueron diluidos en PBS — FBS 1% e incubados con la
monocapa durante 1.5 horas a 37°C. El exceso de anticuerpos no unidos, se removié mediante 5
lavados con PBS. La Diaminobenzidina (DAB, Thermofisher Scientific, cat 34065) se utiliz6
como sustrato cromogénico y se monitoreo el desarrollo del color a temperatura ambiente. La
reaccion fue detenida mediante un lavado con 100 pl/pozo de PBS y el niumero de células
infectadas por virus se determind por microscopia de campo claro. El numero de células

infectadas se reportd como porcentaje (%) de produccion viral.

5.4) Mediciones de calcio intracelular en células en suspension y células independientes. Los
cambios en la homeostasis de Ca®" fueron medidos con el colorante radiométrico sensible a Ca*",
fura 2 — AM y con la ayuda de un espectrofluorimetro. Se cultivaron células HepG2 en frascos de
25 mm, T25. La monocapa confluente se infectdé con DENV4 a una MOI de 3 durante 1 hora a
37°C en 5% de CO; y las células control se incubaron en paralelo con extracto de cerebro de
raton libre de virus (células “mock™ infectadas). Una vez retirado el indculo las células fueron
suplementadas con medio DMEM vy la infeccion se dejo proseguir por 6, 12 y 18 horas post —
infeccion (h.p.i.) a cuyo tiempo las células fueron cosechadas para proceder a las mediciones de
Ca?*. Al momento de la medicion, las células se lavaron con PBS, se despegaron con tripsina —
EDTA y aproximadamente 3.7x10%¢lulas/ml se cargaron con fura 2 ~AM a 4 uM concentracion
final, durante 1 hora a 37°C suspendidas en un buffer que contiene NaCl 130 mM; KCI 5mM,;

ImM CaClz, 1 mM MgCl,, 20mM HEPES (pH 7.4); y 0.1% albumina. Las células se lavaron por
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centrifugacion utilizando el mismo buffer de carga. Para determinar las [Ca®], alicuotas de la
suspension celular fueron resuspendidas en el buffer en un volumen final de 2 ml. La sefal del
fura 2 — AM fue medida en un espectrofluorimetro (Photon Technology International) equipado
con un agitador y fue calibrada empleando excitaciones con 2 longitudes de onda: Aexc 340 nm
que nos reporta los incrementos en la [Ca?] como un aumento en la fluorescencia a esta longitud
de onda y Aexc 380 nm que nos indica la elevacion en la [Ca?"] como una disminucion en la
fluorescencia a esta longitud de onda y la fluorescencia emitida se obtuvo a 510 nM. Los datos de
fluorescencia se calibran obteniendo una fluorescencia maxima (Fmax) y una fluorescencia
minima (Fmin). La Frmax se obtiene afiadiendo digitonina a 80 pg/ml a las células y lograr asi que el
fura 2 —AM intracelular se sature totalmente con el calcio del medio externo. La fluorescencia
minima (Fmin) se obtiene afiadiendo 80 mM de EGTA para reducir los niveles de Ca®"
intracelular, y lograr asi que el colorante se encuentra ahora en un estado libre de Ca**. Para

calcular [Ca*" nM] se utilizo la ecuacién de Grynkiewickz (Grynkiewicz et al., 1985)

[Ca®" ]inM = Kd * (R — Rmin/Rmax — R)

En donde:

Kd = constante de disociacion aparente del fura 2 — AM (224nM)

F = F)Lex(; 3401’11 / erxc 380m

Fmin (EGTA) = Fmin)\,exc 340 nm / (Fmin)\‘exc 380 nm

Fmax (dlgltonll’la) = Fmax)\,exc 340 nm/ (Fmax)\,exc 380 nm

Para las mediciones de Ca’" en células independientes, se cultivaron células Huh7 en

cubreobjetos sobre placas Petri de 35 mm. La monocapa confluente se mock infecté o se infectd
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con DENV4 a una MOI de 3 durante 1 hora a 37°C en 5% de COz. Una vez retirado el indculo
las células fueron suplementadas con medio DMEM vy la infeccion se dejo proseguir 12 y 18 hpi a
cuyo tiempo la monocapa fue incubada con 5 uM de fluo4 — AM, concentracion final, durante 1
hora a 37°C en 5% de COx. La sefial de fluorescencia se obtuvo con la ayuda de un microscopio
de fluorescencia equipado con un sistema de perfusion computarizado. La células se perfundieron
con buffer que contenia 145 mM NaCl, SmM KCI, 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl,, 11mM glucosa,
20 mM HEPES (pH 7.4) y con estimulos de 5 mM Ca?"y 250 uM ATP. Las células cargadas con
fluo 4 fueron excitadas a 494 nM y la sefial fue recolectada a 506 nM. Los datos de la intensidad
de fluorescencia del fluo4 fueron normalizados y los cambios expresados como: (F — Fo)/Fo =
(F494 — F494pasa)/ (F494basa), donde: F494y,5a es la sefial de fluorescencia basal emitida por
células no estimuladas. Se seleccionaron mas de 25 células infectadas al azar para medir la

fluorescencia.

5.5) Ensayo de viabilidad celular para tratamientos con drogas que alteran los niveles de
Ca?". Los ensayos de viabilidad para las distintas drogas y o tratamientos se realizaron con el kit
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Para ello, se evaluaron
varias concentraciones de las diferentes drogas y de CaCl. (BAPTA — AM, 50uM, 25 uM, 10
uM y 5 uM; EGTA, 2mM, ImM, 0.5 mM y 0.1mM; 2 — APB, 200 uM, 100 uM, 50 uM y 25uM;
CaClp, 2mM, 1mM, 0.5mM y 0.1 mM) sobre los cultivos de células hepaticas durante 24 has.
Transcurrido este tiempo se determino la viabilidad celular con base en la bioreduccion de la sal
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium

(MTYS) hacia formazan, un compuesto coloreado que es soluble en el medio de cultivo en células

metabodlicamente activas.
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Figura 5.- Estructura del MTS y su producto, el azul de formazan.

A células cultivadas en una placa de 96 pozos se les retir6 el medio de cultivo en el cual
fueron crecidas y se adicionaron 5 pl de la solucion CellTiter 96® AQueous One Solution
Reagent dentro de cada pozo que a su vez contenia 50 ul del medio de cultivo. Las células se
incubaron durante 1 hora a 37 °C en una atmosfera himeda y al 5% de CO». La lectura de la
absorbancia se determind a 490 nm, en el lector de placas de 96 pozos Biotec (EIx808
Absorbance Microplate Reader) y la absorbancia registrada es proporcional al nimero de células
viables. Los resultados se expresaron en % tomando como 100% de viabilidad células tratadas
unicamente con DMEN y DMSO (0,25% concentracion final), usado como vehiculo para la

dilucion de los diferentes compuestos.

5.6) Alteraciones de los niveles de Ca?' y su efecto en la replicaciéon viral. Monocapas
confluentes de células HepG2 y Huh7 cultivadas en placas de 24 pozos se infectaron con DENV4
a una MOI de 3, posterior a la infeccion se manipularon las concentraciones de Ca’’ intra — y
extracelular empleando quelantes de Ca** a una concentracién que no alterara la viabilidad de las
células; es decir, BAPTA — AM, 25 uM en HepG2 y 10 uM en Huh7; EGTA al 2mM para ambas
lineas celulares, 2 — APB, 100 uM en HepG2 y 50 uM en Huh7 y un exceso de Ca®" extracelular
mediante el empleo de CaCly, 5 mM en HepG2 y 2mM en Huh7. Los farmacos se diluyeron a las

concentraciones deseadas DMEM suplementado con 7% de SFB y se dejo transcurrir la infeccion
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durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos
celulares y se evaluo la infeccion determinando la cantidad de particulas virales infecciosas
mediante ensayo de focos en células Vero y mediante ensayo de plaqueo en células BHK segun

el protocolo estandar del laboratorio (Mosso et al., 2008).

5.7) Determinacién del antigeno viral NS1 en lisados celulares y sobrenadantes. La prueba se
realiz6 empleando el estuche comercial Platelia MT Dengue NS1 Ag (BIORAD), que consiste en
un ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich, en formato de microplaca, para la deteccion
cualitativa o semicuantitativa del Ag NS1 del virus dengue en suero humano o en sobrenadantes
de cultivos celulares (Ludert et al., 2008). La prueba utiliza anticuerpos monoclonales de raton
(AcM) para la captura y el revelado. En presencia del antigeno NS1 de la muestra, se forma un
complejo inmune AcM — NS1 — AcM/ peroxidasa, que es revelado mediante el empleo de una
solucion sustrato que desarrolla una reaccion coloreada. La determinacion de NS1 se determind
en base a las recomendaciones del fabricante y la absorbancia se registré a 459 nm en un lector
de placas de 96 pozos. Los resultados se expresaron en % tomando como 100% de NSI, la
proteina de lisados celulares o sobrenadantes de células infectadas y tratadas con DMSO (0,25%

concentracion final), usado como vehiculo para la dilucién de los diferentes compuestos

5.8) Ensayo de Western blot. Cultivos confluentes de células HepG2 y Huh7 en placas Petri de
60 mm de diametro, fueron infectadas o no con DENV4 a MOI 3, se cosecharon a diferentes
tiempos post — infeccion (6,12 y 18 h.p.i), removiéndoles el medio de cultivo celular, se lavaron 2
veces con PBS y finalmente se lisaron empleando 100 pl de buffer de lisis (Tris HCI 50 mM a
pHS; NaCl 300 mM; Glicerol 10% y Triton x-100) adicionado con 5 pl un céctel de inhibidores
de proteasas 25X (EDTA 2 mM, fluoruro de fenil metil sulfonilo 0.5 mM, benzonidina 2 mM,
aprotinina Sug/ml, pepstatina, Spug/ml leupeptina y Sug/ml quimostatina) (MiniComplete,
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Roche). Los extractos de proteinas se sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS
— PAGE) al 10% de poliacrilamida. Las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa de 0.22 um, mediante una camara de transferencia himeda a 120 voltios durante 90
minutos. La membrana se bloqued con una solucion de leche descremada al 10% en PBS con
1.5% de Tween 20. Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios
especificos para la deteccion de Orail (1:5,000; Ab policlonal producido en conejo), Stiml
(1:10,000; Ab monoclonal producido en ratén) en una soluciéon de PBS — Tween20 1.5%, toda la
noche a 4°C. En todos los casos se emplearon anticuerpos secundarios especificos contra los
anticuerpos primarios acoplados a peroxidasa, los cuales fueron incubados con las membranas
por 90 minutos a temperatura ambiente en PBS — Tween 20 al 1.5%. Para revelar la reaccion del
ensayo, se utilizd el kit West — Femto (Pierce). Las bandas obtenidas por radiografia fueron

escaneadas y analizadas densitométricamente utilizando el programa ImageJ 1.45.

5.9) Inmunofluorescencias para evaluar Stiml y Orail. Células hepaticas crecidas sobre
portaobjetos en placas de 24 pozos fueron infectadas o no con DENV4 por 12 y 18 horas, fijadas
con 4% paraformaldehido (PFA) por 15 minutos, bloqueadas con bufer de bloqueo (PBS, 10%
SFB,3% BSA and10mM glicina) y marcadas con anti — Stim1 (Santa Cruz; cat:166840) y con
anti — Orail (Santa Cruz; cat: 68895) seguido del marcaje con anti — raton conjugado con Alexa
Fluor 488 (Life Technologies; cat: A11001) o con anti — conejo conjugado con Alexa Fluor 647
(Life Technologies; cat: A21245). Los nucleos fueron contrastados con DAPI (4',6'-diamidino-2-
phenylindole) (SIGMA; cat: D9542). C¢lulas no infectadas y tratadas con tapsigargina 5 uM
(SIGMA; cat: T9033) por 5 minutos se usaron como control positivo. Las imagenes fueron
adquiridas con un microscopio confocal Zeiss, equipado con una lente de inmersion 40x. Las

imagenes se analizaron con el programa ZEN 2.3.
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5.10) Analisis estadistico.- Todos los datos fueron analizados con el programa estadistico
GraphPad Prism 6.0. La significancia estadistica de las diferencias de los niveles de Ca*" entre las
células mock infectadas e infectadas fue determinada usando la prueba de ¢ — student con la
correccion de Welch. La misma prueba se utilizd para el andlisis de los niveles de proteinas
Stiml y Orail. La prueba de una via ANOVA seguida de la prueba de Dunnett para
comparaciones multiples fue usada para analizar la significancia de la produccion viral entre los

diferentes tratamientos de las células infectadas y el grupo control.

6) RESULTADOS.

6.1) DENV4 altera la homeostasis de Ca?* en células hepaticas. Aunque el dengue es una
enfermedad sistémica que causa dafio en varios 6rganos, el higado es uno de los mas afectados y
es un sitio de replicacion viral intensa. (Povoa et al., 2014; Samanta and Sharma, 2015) . Dado
que no existe un modelo animal para el estudio de los aspectos moleculares de la patogénesis de
la enfermedad, la infeccidon con agentes virales es estudiada in vitro sobre cultivos celulares. Por
lo tanto, en este estudio se utilizaron dos lineas celulares hepaticas. La infeccion de las células
HepG2 y Huh7 a una MOI de 3 resultd en mas del 50% y aproximadamente el 30% de las células
infectadas a las 24 hpi, respectivamente, como se pudo observar por inmufluorescencia (Figura

6).
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Figura 6.- Niveles de infeccion del DENV4 en células hepaticas. Monocapas de células HepG2 y
Huh7 se infectaron con DENV4 a una MOI de 3, a las 24 hpi, se marcaron por inmunofluorescencia
indirecta contra la proteina viral E y se obtuvo el promedio de las células positivas al marcaje en 3
campos. A y B corresponden a células HepG2 mock e infectadas, respectivamente. C y D
corresponden a las células Huh7 no infectadas (mock) e infectadas, respectivamente. Los nucleos se
marcaron con DAPI.

Diversos estudios han determinado que la homeostasis de las [Ca*'citosolicas €5 UN
parametro crucial en la sefializacion intracelular que se encuentra alterado en las infecciones
virales. Con el fin de explorar el mismo fendmeno en nuestro sistema de estudio, determinamos
las [Ca®"] basal a las 6, 12 y 18 horas de cosecha en células infectadas y células no infectadas
(“mock” infectadas) utilizadas como control, cargadas con el indicador de Ca?" fura 2 — AM, el
cual tiene la capacidad de unirse s6lo al Ca*" libre en el citosol. Las [Ca*]nM se obtuvieron a

partir de los registros de la fluorescencia y empleando la ecuacion de Grynkiewicz. La [Ca®']
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basal se atribuye a la fluorescencia registrada durante los primeros segundos y antes de agregar

alguin estimulo, una vez iniciada la lectura.

La Figura 7A representa un esquema de algunos de los parametros evaluados. El [Ca®*]
basal hace referencia solamente a las concentraciones fisiologicas libres en el citosol en células
no estimuladas y se representa como el promedio de los datos iniciales de fluorescencia
registrados. Los datos obtenidos sugieren que no hay diferencias significativas entre las [Ca*']

basal de las células HepG2 infectadas a las 6,12, 18 hpi y de las células control, Figura 7B.
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Figura 7.- Concentraciones de Ca?* citosolicas, [Ca?"] basal. A) Células HepG2 mock infectadas o infectadas
se cosecharon a diferentes tiempos post — infeccion (hpi), se cargaron con fura2 — AM y se determinaron los
niveles de Ca®" citoplasmaticos en suspension, con la ayuda de un espectrofluorimetro equipado con un agitador.
B) Los niveles de Ca®" basal son representados como el promedio de los datos obtenidos durante los primeros
segundos del registro y antes de agregar un estimulo. Las [Ca®"] fueron determinadas usando la ecuacién de
Grynkiewicz. Los valores de cada tiempo corresponden a n > 6 y las barras de error indican + desviacion
estandar.

Las [Ca®'] varian considerablemente dentro y fuera de la célula, desde los nM en el
citoplasma y uM en los diferentes organelos, hasta el rango de los mM en el medio extracelular.
La célula cuenta con un sistema proteico complejo para mantener las [Ca?*] adecuadas en los

diferentes compartimentos, controlando el gradiente a través de la membrana plasmatica y de los
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organelos (Berridge et al., 2003; Clapham, 2007; Parekh and Putney, 2005) . Debido a que
diversos agentes virales pueden modificar las [Ca*"] de los diferentes compartimentos celulares,
evaluamos dos pardmetros en nuestro sistema de infeccion: 1) el estado de permeabilidad a Ca®*
por parte de la membrana plasmatica y 2) el estado de llenado de las reservas de Ca*" sensibles a
ATP, como el RE. Para determinar el primer pardmetro, las células HepG2 cargadas con fura 2,
mantenidas en suspension y después de registrar la fluorescencia correspondiente al Ca" basal,
se estimularon con un pulso de 5SmM de Ca**; los cambios en la intensidad de fluorescencia se
tomaron como un indicador de la permeabilidad a Ca®" por parte de la membrana plasmatica
(Figura 7A y 8A). Debido a que no observamos cambios importantes en [Ca®] basal, los datos
obtenidos posteriormente se sometieron a una normalizacién con el mismo Ca?" basal para
reducir la variabilidad en los datos y observar los posibles cambios pequenos en los parametros a
evaluar. Para determinar la permeabilidad a Ca®' por parte de la membrana plasmatica,
obtuvimos las diferencias entre el promedio de los registros més altos después del pulso de Ca*"y
el promedio del Ca** basal en los diferentes tiempos. El analisis estadistico de las diferencias
promedio sugiere que la infeccion por dengue produce un significativo incremento en la

permeabilidad a Ca®" por parte de la membrana plasmatica a las 6, 12, y 18 hpi (Figura 8B).

Con respecto al parametro 2, comparamos los niveles de Ca*" que se pueden liberar de la
reserva del RE entre las células infectadas y las células control. Para esto, después de registrar los
niveles de Ca®" basal, las células se estimularon con un pulso de 250 uM de ATP, el cual induce
la liberacion de Ca®* del RE al activar la via PLC/IP3/IP3R (Berridge et al., 2003; Berridge and

Irvine, 1989).
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Figura 8.- Incremento de la permeabilidad a Ca?" por parte de la membrana plasmatica en células HepG2
infectadas. Células no infectadas (mock) o infectadas se cosecharon a diferentes tiempos post- infeccion, se
cargaron con fura2- AM y se determiné la intensidad de fluorescencia con la ayuda de un espectrofluorimetro
equipado con un agitador y un monocromador que cambia la longitud de onda de 340 nm a 380 nm por medio de un
sistema computarizado. A) Los datos se presentan normalizados al nivel del Ca®* basal y los graficos corresponden
al promedio de n > 4 experimentos independientes; la flecha indica la adicion del pulso de 5SmM de Ca?". B) Los
graficos corresponden al promedio de las diferencias entre los niveles de (Ca?* max) — (Ca?" basal), donde Ca®* max
Las barras indican + DE. (* p < 0.05).

corresponde al nivel maximo alcanzado después del pulso de Ca>".
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Los cambios en la intensidad de fluorescencia que se producen después del estimulo con ATP, se
atribuyen a la salida de Ca®* del RE (Figura 9A). Para determinar la magnitud del Ca®* liberado
del RE, obtuvimos las diferencias entre el pico mas alto del registro después del pulso de Ca*"y
el promedio del Ca*" basal en los diferentes tiempos. Los datos obtenidos muestran una clara
tendencia en la reduccién de la cantidad de Ca®' liberado del RE en células infectadas
estimuladas con ATP a las 6,12 y 18 hpi, comparada con la cantidad de Ca" de las células
control. A pesar de que la cantidad de Ca*' liberado del RE en células infectadas fue
significativamente menor a las 18 hpi con respecto a las células control (figura 9B), es
importante mencionar que el analisis por separado de los datos de 4 experimentos independientes
a las 12 hpi muestran una clara reduccion de los niveles de Ca®" que se liberan del RE en células

infectadas con respecto a las células control (Tabla 1).

explj:{n?:n ¢ | 6hMock | 6h DENV4 | 12h Mock |12h DENV4| 18h Mock | 18h DENV4
1 1.864 0.2213 5.796 1.969 1.45 1.09
2 1.238 1.049 1.312 0.7279 2.023 1.294
3 1.846 1.187 0.9166 0.4109 1.949 0.7841
4 3.49 1.83 1.336 1.361

Tabla 1. Niveles de Ca>" liberados de RE por el estimulo de ATP en experimentos independientes. Las cifras
en negritas e italicas indican diferencias estadisticamente significativas (p <0.005) entre la condicion “mock”
y la condicion infectada.
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Figura 9.- Reduccién de los niveles de Ca?* que se liberan del RE en células HepG2 infectadas. Células
mock infectadas o infectadas se cosecharon a diferentes tiempos post- infeccion, se cargaron con fura2- AM y se
determind la intensidad de fluorescencia con la ayuda de un espectrofluorimetro equipado con un agitador y un
monocromador que cambia la longitud de onda de 340 nm a 380 nm por medio de un sistema computarizado. A)
Los datos se presentan normalizados al nivel del Ca?* basal y los graficos corresponden al promedio de n > 3
experimentos independientes; la flecha indica la adicion del pulso de 250uM de ATP. B) Los graficos
corresponden al promedio de las diferencias entre los niveles de (Ca?" max) — (Ca?*" basal), donde Ca®" max
corresponde al nivel maximo alcanzado después del pulso de ATP. Las barras indican + DE. (* p <0.05).
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Para corroborar que las alteraciones de la homedstasis de Ca*" observadas en las células
HepG2 pudieran ser reproducidas en otra linea celular hepatica, realizamos experimentos en
células Huh7 bajo las mismas condiciones de infeccion. Cabe mencionar que debido a problemas
técnicos, es decir, al cosechar las células con tripsina — EDTA, éstas se deterioraban, provocando
una respuesta casi nula a los diferentes estimulos. Para corregir esos problemas, las mediciones
de Ca®" en células Huh7 se realizaron in situ, mantenidas en monocapa sobre el plato de cultivo.
Las lecturas de las intensidades de fluorescencia de las células cargadas con fluo4 — AM se
obtuvieron con un microscopio de fluorescencia. Las células Huh7 infectadas con DENV4 por 12
y 18h también mostraron un ligero incremento en la permeabilidad a Ca*" por parte de la
membrana plasmética y una reduccion significativa en la cantidad de Ca** que se libera de la
reserva del RE sensible a ATP (Figura 10 A y B). Tomando en conjunto estos resultados
sugieren que la infeccién por DENV induce considerables flujos de Ca’*' que alteran su

homeostasis en las lineas celulares hepaticas.

6.2) El incremento en la permeabilidad a Ca?* relacionada a la activacion de la via SOCE en
las células infectadas. Existen reportes que sugieren que algunas proteinas virales como la
gp120 de HIV-H tienen como blanco la activaciéon de canales de Ca** en membrana plasmatica
(Holden et al., 1999; Zhou et al., 2009), otros estudios sugieren que durante la infeccion por el
virus Epstein — Barr, la proteina viral LMP — 1 incrementa el influjo de Ca*" extracelular debido a
un incremento en la produccion de uno de los componentes de la via SOCE, Orail (Dellis et al.,

2011)
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Figura 10.- Cambios en los niveles de Ca’* en células Huh7 infectadas con DENYV. Células crecidas en
cubreobjetos se infectaron por 12 y 18 h, se cargaron con fluo4 y la intensidad de fluorescencia se determind
usando un microscopio de fluorescencia invertido equipado con un sistema de perfusion. Los datos graficados
corresponden al promedio de al menos 25 células que respondieron mejo y las basrras corresponden a la DE. Las
flechas de los graficos superioresindican el momento del estimulo con ATP y en la parte inferior se muestran
ampliaciones de los registros para hacer mas visibles los datos correspondientes al influjo de Ca%* después del
estimulo.

En nuestro estudio se han obtenido datos similares, es decir, que la infeccion por DENV
altera los niveles de Ca*' intracelular probablemente a través de la reduccion en las reservas del

RE y del incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica. Para determinar el o los
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mecanismos que se estdn activando para llevar a cabo el incremento en la permeabilidad a Ca®",
se evaluaron los niveles proteicos del canal Oral presente en la membrana plasmatica, y de la
proteina activadora del canal y responsable de censar los niveles de Ca?" residente de RE, Stim1.
Ambas proteinas estan principalmente involucradas en la via SOCE para mantener las reservas de
Ca" en células no excitables, como lo son los hepatocitos (Barritt et al., 2009; Luik et al., 2006;
Parekh and Putney, 2005). Para esto cuantificamos por medio del Western blot los niveles de
¢éstas proteinas en células hepaticas infectadas a MOI 3 y de células control cosechadas a un
tiempo intermedio de infeccion, 12 hpi.
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Figura 11.- El incremento en la permeabilidad a Ca?" durante la infeccion por DENV no esta relacionado
a la sintesis de las proteinas involucradas en SOCE. La sintesis de los principales componentes de SOCE fue
evaluada por Western blot a partir de extractos totales de proteinas de células HepG2 (A) y Huh7(C) mock
infectadas o infectadas con DENV a MOI 3 y cosechadas a 12hpi. Se muestra el WB de Stim y Orail con su
respectivo control de carga, actina, y los correspondientes pesos moleculares, 86 KDa para Stiml, 38 KDa para
Orail y 45 KDa para actina. (B y D) Histograma del analisis densitométrico de la expresion de Stim y Orail.
Los resultados son la media + DE obtenidos de 3 experimentos independientes.

Los ensayos de WB se realizaron a partir de proteinas totales obtenidas a las 12 h.p.i;
como control de carga interno se detecto la proteina actina. La cuantificacion de los resultados se
realizd haciendo un analisis densitométrico cuyos resultados se sometieron posteriormente a un

analisis estadistico para determinar significancia. Los resultados del Western blot y de la
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densitometria se muestran en la Figura 11. El analisis estadistico reveld que ni la proteina Stim1,
o la proteina Orail, mostraron cambios estadisticamente significativos en los niveles de expresion
en células infectadas cosechadas a las 12h.p.i. Los resultados sugieren que durante la infeccion
por DENV no se ven comprometidos o alterados los niveles de las proteinas involucradas en la

via SOCE.

Debido a que no observamos cambios en la sintesis de las proteinas de la via SOCE,
evaluamos su localizacion en las células hepdticas infectadas, mediante microscopia confocal.
Las proteinas Stiml y Orail se analizaron usando inmunofluorescencia indirecta en mococapas
de células HepG2 y Huh7 infectadas y cosechadas a las 12 y 18 h. La Figura 12 nos muestra la
localizacién de ambas proteinas bajo la deplecion de las reservas Ca®" en dreas especificas del
citosol (puncta). Como se puede observar, existe una moderada y marcada colocalizacién de
Stim1 y Orail en las células HepG2 (A) y Huh7 (B) a las 12 y 18 hpi, respectivamente. Este
comportamiento de localizacion es coherente con el mostrado por las células mock infectadas y
tratadas con el inhibidor de la bomba SERCA, tapsigargina; usadas como control positivo de
deplecion de Ca?" de RE vy la activacion de SOCE. En el caso de las células no infectadas y no
tratadas, utilizadas como control negativo, no observamos este patron de localizacion y/o
distribucion de ambas proteinas. Tomando en conjunto éstos resultados nos sugieren que el
incremento en la permeabilidad a Ca®" en las células infectadas puede estar ocasionado en cierta
medida o parcialmente por una activacion de la via SOCE, mediada por la activacion del canal

Orail, a través del sensor de Ca’>* Stim1, sin modificar los niveles de su sintesis.
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Figura 12.- La infeccion por DENV activa la via SOCE. La distribucion y/o localizacion de los principales
componentes de SOCE fue evaluada por microscopia confocal a través de un marcaje con inmunofluorescencia
indirecta en células HepG2 (A) y Huh7 (B) infectadas con DENV a MOI 3 y fijadas a 12 y 18hpi. Células no
infectadas y tratadas o no con 5 puM de tapsigargina se usaron como controles positivo y negativos,
respectivamente de distribucion y localizacion de Stiml (verde) y Orail (rojo). Los niicleos fueron contrastados
con DAPI y las flechas indican las zonas en color amarillo, en donde Stim1 y Orail colocalizan. Los resultados
son imagenes representativas de 3 experimentos independientes.
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6.3) El Ca?* juega un papel relevante en el ciclo replicativo de DENV. Datos previamente
reportados indican que la manipulacion de los niveles intracelulares de Ca** durante una
infeccion con algunos Flavivirus, como el WNV, afectan de manera importante la replicacion
viral (Scherbik and Brinton, 2010). Para evaluar si las alteraciones en la homeostasis de Ca>"
inducida por la infeccion con DENV eran relevantes en el ciclo de replicacion viral, realizamos
ensayos de infectividad empleando diferentes tratamientos destinados a manipular los niveles de
Ca®" intra y extracelulares. Los tratamientos consistieron en llevar a cabo la infeccién en
presencia de BAPTA — AM (quelante de Ca®" intracelular), EGTA (quelante de Ca*
extracelular), 2 — APB (un antagonista del IP3R que inhibe la salida de Ca** de la reserva del RE)
y un exceso de Ca®" extracelular; en algunos casos se utilizaron también bloqueadores de canales
de Ca** de membrana plasmatica. Previamente se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en
donde monocapas de células no infectadas fueron expuestas a varias concentraciones de dichos
compuestos y la viabilidad de la monocapa tratada durante 24 horas se evalud utilizando un

ensayo colorimétrico, basado en la reduccion de MTT (Figura 13).

Con base en estos resultados y a datos reportados en la literatura, se decidio emplear las
concentraciones de BAPTA —AM al 25 y 10 uM; EGTA al 2mM en ambas lineas celulares, 2 —
APB al 100 y 50 pM; Ca*" al 5 y 2 mM en HepG2 y Huh7, respectivamente, para realizar los
tratamientos de las células infectadas. Con respecto a los bloqueadores de canales de Ca**, s6lo se

emplearon en células HepG2; el MRS1845 a 25 uM y el SKF a 1 uM.
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Figura 13.- Concentracion de las diferentes drogas que no comprometian la viabilidad de las células
hepaticas. Para determinar la concentracion de trabajo de los compuestos a emplear en los tratamientos de las
células infectadas, se realizd un ensayo de viabilidad por el método de MTT. Cultivo de células HepG2 (A) y
Huh7 (B) se incubaron con diferentes concentraciones de los componentes, dilidos en medio de
mantenimiento, durante 24 h y se evalud la viabilidad a partir de la reducciéon del MTT en formazan, lo cual
ocurre solamente en células metabolicamente activas. A partir de la absorbancia obtenida de las células
control (células con DMSO 0.25%) se calcul6 el porcentaje de viabilidad de las células tratadas, tomando
como 100% la viabilidad de las células control. Los resultados son la media + DE obtenidos de 3
experimentos independientes. (* p < 0.05)
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La progenie viral se determino en los sobrenadantes de las células hepaticas infectadas y
tratadas con los diferentes componentes durante 24h. Como se muestra en las barras
cuadriculadas de la Figura 14 A y B, todos los tratamientos resultaron en una disminucion
significativa de la progenie viral, aunque no todos ellos mostraron la misma eficiencia. Por
ejemplo, los tratamientos con BAPTA - AM y EGTA indujeron una reduccion de mas del 80 %
en la progenie viral en ambas lineas celulares, mientras que el tratamiento con 2 — APB redujo la
progenie viral entre un 50 y 60 %. Inesperadamente el aumento de [Ca®’] extracelular en las
células infectadas resultd en una disminucion de aproximadamente el 50% de la progenie viral en
lugar de favorecer la produccion de particulas virales infecciosas (Figura 14 A y B). Finalmente,
para evaluar el papel de los canales de Ca®" operados por reserva (SOC) y de los canales
operados por receptor (ROC), células HepG2 fueron tratadas con MRS 1845 y SKF 9636. Como
se muestra en la Figura 14 A, ambos tratamientos mostraron aproximadamente un 70% de
reduccién sobre la progenie viral. Es de importancia notar que los resultados de la Figura 14 A 'y
B (barras grises), muestran que aun en células infectadas, los tratamientos empleados no
inducen citotoxicidad, lo cual sugiere que las reducciones observadas en la progenie viral no se
deben a un efecto inespecifico de los tratamientos sobre la viabilidad de las células hepaticas
infectadas. Los resultados anteriores en conjunto sugieren que la infeccion por DENV se
beneficia significativamente de las alteraciones en la homeoéstasis de Ca** provocadas en las

células infectadas.
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Figura 14.- La sefalizacién de Ca?" intracelular es importante para la eficiente replicacion viral. Células HepG2 (A) y
Huh7 (B) fueron infectadas con DENV4 a una MOI de 3y tratadas con diferentes componentes durante 24 h, a ese tiempo, los
sobrenadantes se recolectaron y el titulo viral fue determinado por ensayo de focos para los sobrenadantes de HepG2 y por
ensayo de plaqueo para los sobrenadantes de Huh7. Adicionalmente se muestran los resultados de los ensayos de viabilidad de
las células hepaticas infectadas y tratadas, corridos en paralelo. Las células crecidas con medio de cultivo y sin tratamiento se
tomaron como el 100% de viabilidad, como control negativo se tomaron células incubadas con BAPTA — AM a 50uM. Los
resultados correspondientes a la progenie viral son expresados como porcentaje, tomando como 100% la produccion viral de
los sobrenadantes de células infectadas y tratadas con el vehiculo DMSO al 0.25%. (C) Muestra el efecto del tratamiento con 2
y 5 mM de EGTA sobre la infectividad de las particulas virales. Los resultados son el promedio + DE de n > 3 experimentos
independientes. (* p <0.05; ** p <0.0001).

39



Finalmente, debido a que observamos un efecto negativo sobre la progenie viral en células
infectadas y tratadas con EGTA, descartamos un posible efecto del quelante de Ca?* extracelular,
sobre la infectividad de las particulas virales secretadas al medio extracelular. Para esto, alicuotas
de un stock viral obtenido de cerebros de ratones lactantes infectados fueron tratadas o no con 2 'y
5 mM de EGTA por 30 minutos, ligeramente mezcladas en un vértex cada 10 minutos y el titulo
viral fue reevaluado por el ensayo de focos. La Figura 14 C muestra que el tratamiento directo
con EGTA no modifico significativamente la cantidad de particulas virales infecciosas presentes
en el medio extracelular, por lo tanto, el resultado sugiere que el quelante presenta un efecto
directo sobre el ciclo replicativo viral y no sobre la estabilidad estructural de la particula viral

infecciosa.

Los resultados anteriores sugieren que la sefializacion por Ca** juega un papel relevante
en el ciclo replicativo del DENV para producir particulas virales infecciosas en ambas lineas
celulares hepaticas. A fin de corroborar los resultados obtenidos por los ensayos de focos y
plaqueo, se procediod a la evaluacion de la infeccion en la linea celular, Huh7, mediante un ensayo
de ELISA destinado a la deteccion de la proteina viral no estructural NS1 intracelular y de la
forma soluble presente en los sobrenadantes obtenidos del cultivo celular Huh7 infectado y
tratado con los diferentes componentes. Los resultados revelan que los diferentes tratamientos de
las células infectadas disminuyen la sintesis y/o secrecidon de NSI de manera significativa
(Figura 15). Las reducciones en los niveles de produccion de NSloscilan entre un 20 y 60 %
tomando los niveles de NS1 en las células infectadas tratadas con el vehiculo, DMSO, como el
100%. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos en los ensayos de plaqueo de los
sobrenadantes de Huh7, ya que ambos resultados sugieren que la manipulacion de las

concentraciones intracelulares de Ca®" afecta significativamente el ciclo de replicacion viral.
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Figura 15.- La alteracién de los niveles de Ca?" repercute en la produccién de NS1. Células Huh7 a crecidas
y cultivadas en una placa de 24 pozos, infectadas a MOI 3 se les manipularon los niveles de Ca?" intracelular y
extracelular con quelantes de calcio, asi como la adicion de Ca*" extracelular y el empleo del antagonista del
IP3R e inhibidor de SOCE (2 — APB). Los tratamientos se realizaron durante 24 h.p.i y al término de este tiempo
se evaluo la infeccion mediante la determinacion de los niveles de NS1 en lisados celulares (A) y sobrenadantes
(B) cosechados, utilizando un estuche comercial de ELISA. Los resultados son la media + DE de 3 experimentos
independientes(* p <0.05; ** p <0.0001).
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7) DISCUSION.

El calcio es una de las moléculas mas universales y versatiles de sefializacion y participa
en la mayoria de los procesos celulares, desde la supervivencia hasta la muerte celular. Los virus
han evolucionado capacidades para utilizar la amplia red de sefializacion de Ca’' y crear
ambientes celulares que favorezcan sus necesidades de replicacion, por lo que perturban la
homedstasis de Ca>" y utilizan las proteinas celulares de unién a Ca®* para beneficio de su ciclo
de replicacion. En los diferentes sistemas virales se han identificado ejemplos donde el Ca®*
juega un papel importante en la formacion de la estructura del virion, la entrada del virus, la
expresion de genes virales, el procesamiento postraduccional de las proteinas virales, la
maduracion y la liberacion de los viriones. En concordancia con la participacion del Ca?* en
diferentes fases del ciclo replicativo para ciertos virus se ha reportado que durante una infeccion,
se produce un incremento de los niveles de Ca®" citopldsmico inducida por el virus debido a un
influjo del Ca** del medio extracelular o por su liberacion a partir de la reservas internas, como
RE y mitocondria, lo cual puede potenciar la replicacion viral, por la activacioén o aceleracion de
procesos enzimaticos dependientes de Ca®" en el citosol y /o por sobrerregulacién de factores

transcripcionales sensibles a Ca*>* (Zhou et al., 2009)

6.1) La infeccion por DENV activa mecanismos que alteran la homeostasis de Ca?".

En células no excitables, la deplecion de las reservas de Ca** del RE a menudo dispara la
entrada sostenida de Ca®" a través de la membrana plasmatica. Esta via de permeabilizacion de
Ca®" es conocida como entrada de Ca*" operada por reserva (SOCE) y se caracteriza por una

corriente de Ca®" activada por liberacion de Ca?’, con la finalidad de reponer dicha reserva
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(Venkatachalam et al., 2002). S6lo unos pocos estudios han reportado la activacion de SOCE
inducida por virus, entre los cuales estan el VHC, otro miembro del género Flavivirus, cuya
proteinas de la cépside parece ser la responsable del fenomeno. Se ha reportado que la infeccion
por VHC, induce la deplecion de Ca>" del RE y posteriormente dispara la apertura de los canales
CRAC en células T y en células T Jurkat (Bergqvist et al., 2003). Por otro lado, un estudio
realizado por Scherbik et al. (2010) demuestra que durante la infeccion por el virus West Nile,
otro Flavivirus transmitido por artropodos, conduce a un rapido y sostenido influjo de Ca*" en la
célula infectada a través de entrada durante la endocitosis del virion, asi como canales de Ca’* en
la membrana plasmatica que contribuyen a dicho proceso. Mdas aun, la reduccion en el influjo de
Ca?" durante los tiempos tempranos de la infeccion reduce la progenie viral, lo cual sugiere que el
influyjo de Ca®" provocado por la infeccion es necesario para una eficiente produccion de

particulas virales infecciosas.

Con la finalidad de conocer si existe alguna relacion entre mecanismos regulatorios de
Ca®" y la replicacion por DENV, en el presente estudio se determinaron los niveles de Ca** por
medio de un ensayo basado en fluorescencia en células control y en células infectadas. El estudio
mostré que durante la infeccion con DENV, si bien los niveles basales de Ca®>" no se encuentran
incrementados (Figura 7) se presenta un incremento si la permeabilidad a Ca®" por parte de la
membrana plasmatica en células HepG2 y Huh7, a las 6, 12 y 18 h.p.1 y a las 12 y 18 hpi,
respectivamente (Figura 8 y 10) y una clara reduccion de la cantidad de Ca*" que se libera del

RE (Figura 9y 10).
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Dado que en nuestro sistema observamos una reduccion considerable de los niveles de
Ca®" que se liberan del RE durante la infeccion, esto da pie a sugerir que en la infeccion la
disponibilidad a Ca?" en el RE estd modulada por proteinas chaperonas dependientes de Ca”*
como GRP78 y calreticulina, las cuales se han visto sobreexpresadas en células infectadas por
DENYV (Datan et al., 2016; Martinez-Betancur et al., 2014; Pena and Harris, 2011) y la unién de
la calmodulina a Ca®* podria parcialmente contribuir a la cantidad reducida de Ca" que se libera
del RE bajo el estimulo con ATP. Por otro lado, la insercién de varias proteinas no estructurales
del DENV en la membrana ER puede traer desestabilizacion suficiente como para permitir el
aumento de la fuga de Ca*' desde el lumen del ER al citoplasma (Mazzon and Mercer, 2014;
Miller and Krijnse-Locker, 2008). Recientemente, se reportd que la proteina NS2B de DENV-2
recombinante tiene la capacidad de modificar la permeabilidad de membranas celulares y como
tal se ha propuesto como una viroporina DENV. De hecho, NS2B presenta varias caracteristicas
atribuidas a las viroporinas, tales como la capacidad de formar oligdmeros y formar estructuras
de tipo poroso en diferentes ambientes lipidicos.(Leon-Juarez et al., 2016; Miller et al., 2007,
Roosendaal et al., 2006; Stohlman et al., 1975). Una de las viroporinas mejor estudiada, es la
proteina NSP4 de rotavirus, la cual también se inserta como un oligdmero integral en la
membrana de ER durante la replicacion de este virus y es la inica responsable de las importantes
alteraciones en la homeostasis Ca>" que tienen lugar en las células infectadas por rotavirus (Hyser

et al., 2010; Zambrano et al., 2008). Por lo tanto, es probable que NS2B sea la proteina viral

responsable por la salida de Ca** del RE; asunto que debe ser investigado en el futuro cercano.

Cabe resaltar que no observamos un incremento de los niveles de Ca®* basal en las células
infectadas, lo cual se puede deber a que los niveles de Ca** en citosol son resultado de un balance

entre los mecanismos que permiten la entrada de Ca®" del medio extracelular y la salida de Ca*"
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de las reservas intracelulares, a través de canales, y los mecanismos que se encargan de
removerlo del citosol hacia el medio extracelular o llevandolo a organelos que actian como

reserva a través de bombas ATP — asas o de intercambiadores. (Carafoli, 2002).

La replicacion del genoma viral y el ensamblaje de miembros del género Flavivirus estan
estrechamente asociados con las membranas del RE de la célula huésped. El RE es el principal
reservorio de Ca" en las células, entre otras funciones se encuentra la sintesis y el plegamiento
adecuado de proteinas, la sintesis y distribucion de lipidos (Bravo et al., 2013). Se ha descrito que
alteraciones en la homeostasis de Ca** y la infeccion por flavivirus, son factores de estrés que
producen un desbalance en las proteinas recién sintetizadas y la capacidad de plegamiento,
resultando en la acumulacion de proteinas no o mal plegadas en el lumen del RE, activando la
respuesta de proteinas no plegadas (UPR). Esta respuesta se caracteriza por la activacion de 3
proteinas principalmente, IRE1, PERK y ATF6, las cuales regulan la expresion de proteinas
involucradas en aliviar el estrés del RE (Iranpour et al., 2016). Existen evidencias que han
sugerido a la via UPR como un proceso celular que los virus utilizan para beneficiar su ciclo de
replicacion y la persistencia de las células infectadas (Blazquez et al., 2014; Diwaker et al., 2015;
Medigeshi et al., 2007; Pena and Harris, 2011; Su et al., 2002; Tardif et al., 2002; Umareddy et

al., 2007; Yu et al., 20006).

Adicionalmente, varios reportes sugieren que se requiere la salida del cation al citosol
para activar procesos celulares dependientes de la sefializacion por Ca>* que favorezcan el ciclo
replicativo del virus, como la autofagia, la cual se ha descrito puede ser activada por multiples
vias que involucran la activacién de la proteina PERK, el incremento de especies reactivas de

oxigeno (ROS) o por cinasas como la proteina cinasa cinasa p dependiente de Ca*" - calmodulina
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(CaMKK - B) (Crawford et al., 2012; Datan et al., 2016; Lee et al., 2008; Mateo et al., 2013;

Rashid et al., 2015).

6.2) La infeccion por DENV activa los componentes de la via SOCE, Stiml y Orail sin

alterar los niveles proteicos de ambas proteinas.

La previa sugerencia de que se presenta un incremento en la permeabilidad a Ca** por
parte de la membrana plasmatica en células hepaticas infectadas con DENV, da pie a hacer
preguntas tales como, ;cuales son los mecanismos que se estan activando u operando para llevar
a cabo dicho proceso? y por otro lado, la importancia que tiene este proceso para la replicacion
del virus. Para responder a dichas preguntas, primeramente evaluamos posibles cambios en los
niveles proteicos de dos de las proteinas principalmente involucradas en SOCE, Stiml y Orail,
mediante ensayos de Western blot (Figura 11). El analisis densitométrico de los resultados
obtenidos sugiere que durante la infeccion, no se ve afectado el nivel de expresion de ambas
proteinas a las 12 hpi., como se ha descrito en la infeccion con otros miembros virales como el
virus de Epstein Barr. Dellis et al. (2011) demostraron que la expresion de la proteina viral LMP-
1 de Epstein Barr produce un incremento del influjo de Ca** en células B relacionado a un
incremento de la expresion de la proteina Orail pero no de la proteina Stiml. Dado que en
nuestro sistema, los niveles de proteina se mantienen sin cambios, decidimos evaluar la
localizacion y/o distribucion de algunos de los componentes de la via SOCE. Los datos obtenidos
mediante ensayos de microscopia confocal, nos muestran que durante la infeccion de células
hepaticas con DENV, Stiml y Orail presentan un patrén de colocalizacion a las 12 y 18 hpi
(Figura 12). El patron de colocalizacion de éstas dos proteinas ha sido ampliamente reportado

como un indicador de la activacion de la via SOCE en células no excitables (Barritt et al., 2009;
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Gwozdz et al., 2008; Luik et al., 2006; Parekh and Putney, 2005; Tojyo et al., 2014). Por tanto,
los datos obtenidos en conjunto sugieren que la infeccion por DENV altera la homeostasis de
Ca?", provocando un incremento en la permeabilidad a Ca* por parte de la membrana plasmatica,
proceso que puede estar relacionado al hecho de la reduccion de los niveles de Ca?" libres en el
lumen del RE, lo cual conduce a la activacion de la via SOCE con la finalidad de mantener las

reservas de Ca”".

6.3) Importancia de las niveles de Ca’?" intra — y extracelular en la produccién viral.
Finalmente evaluamos la relevancia que tiene la participacion de Ca?" en la replicacion del
DEV4. Para ello se realizaron tratamientos de las células hepaticas infectadas, que consistieron en
la manipulacién de los niveles de Ca** durante 24 h.p.i, mediante el uso de quelantes de Ca*"
extracelular, EGTA, quelante de Ca*' intracelular, BAPTA — AM, un antagonista del IP;R y un
inhibidor de SOCE, 2 — APB, se utilizaron bloqueadores de canales de Ca?" de membrana
plasmatica y provocamos un exceso de Ca** en el medio extracelular, a concentraciones que no
comprometieran la viabilidad de las células no infectadas e infectadas con DENV4. Los
tratamientos con los quelantes de Ca®" redujeron me manera importante los niveles de la proteina
viral NS1 y la produccion viral, sugiriendo que la sefializacion por Ca*' intracelular, es un
proceso necesario para la eficiente produccion de particulas virales infecciosas (Figura 14 A, By
figura 15). Este resultado concuerda con lo observado en el estudio realizado con el virus West
Nile, en el cual, el uso de inhibidores de Ca** no muestra ningtn efecto sobre la produccion viral
cuando estan presentes en el proceso de adsorcion, indicando que la presencia de los inhibidores
de Ca®" no alteran la entrada del virus. Sin embargo, su presencia durante las primeras 2 horas de
infeccion resulta en una reduccién de la progenie viral, indicando que la sefializacion por Ca" es

importante para eventos de replicacion, posiblemente por rearreglos en la membrana del RE y
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otras modificaciones celulares requeridas para la replicacion del WNV (Scherbik and Brinton,
2010). Otra explicacion al proceso de reduccion en la produccion viral por el tratamiento con
quelantes de Ca®" puede ser que al disminuir los niveles de Ca*" citosélicos, se produce una
salida de este a partir de las reservas del RE, por lo que proteinas chaperonas dependientes de
Ca?*, como calreticulina presente el lumen del RE se vean afectadas en cuanto a su actividad. Un
estudio realizado por Yocupicio en 2003, revela la presencia de calreticulina en el complejo
ribonucleoprotéico CI formado con 3'UTR (-) ARN, sugiriendo que esta proteina juega un papel
en la replicacion del DENV (Yocupicio-Monroy et al., 2003). Por otro lado, el tratamiento con
2 — APB, también reduce significativamente la produccion de NS1 y la progenie viral, tal y como
se reportd en un estudio realizado en virus herpex simplex (Cheshenko et al., 2003). Este
resultado puede ser respaldado al hecho de que la liberacion de Ca®" de la reserva del RE sensible
a IP3;, es requerida para la activacion de proteinas citosolicas dependientes de Ca®, como
calmodulina, la cual tiene proteinas blanco necesarias para crear un ambiente favorable de
replicacion viral. Un estudio realizado por Teo en 2014, sugiere que la activacion de la proteina
cinasa II dependiente de Ca®>" - calmodulina (CaMKIly), es requerida para la fosforilacion y
reorganizacion de los filamentos intermedios de vimentina, la cual mostro interaccion directa con
la proteina NS4A en los complejos replicativos. El estudio sugiere que la vimentina, es uno de los
factores celulares que sirven como plataforma para el ensamblaje de los complejos replicativos a
través de su interaccion con NS4A(Teo and Chu, 2014). Por otro lado, un estudio reciente mostro
que la infeccion de células hepaticas Huh7 por DENV, no altera los niveles de la proteina
calmodulina y que ademas mostré que un antagonista de Ca?>" — calmodulina, W7, no presenta
efecto sobre la reorganizacion de la vimentina pero si un efecto considerable sobre el ciclo de
replicacion de DENV, reduciendo significativamente la sintesis de proteinas virales, la

replicacion del genoma viral y por consiguiente afectando la produccion de particulas virales
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infecciosas. El estudio sugiere que W7 afecta los procesos del ciclo replicativo viral, por un lado,
afectando la actividad del complejo proteasa viral NS2B — NS3 al presentar W7 un dominio de
interaccion con la proteasa viral y por otro lado al ser W7 un antagonista de Ca?" — calmodulina
que no permite su interaccion con NS2A, que es un componente esencial presente en los
complejos replicativos; sugiriendo que calmodulina puede favorecer el ciclo replicativo del virus
a través de su interaccion con NS2A mdas que activar la reorganizacion de la vimentina y
garantizar el andamiaje de los complejos replicativos (Bautista-Carbajal et al., 2017) , contrario a
los hallazgos reportados por Teo et, al. En 2008. Sin embargo, hay que considerar el hecho de
que CaMKII ademés de ser activada por Ca** — calmodulina, también puede ser activada por
oxidacion de metioninas clave, una activacion independiente de Ca** (Erickson et al., 2008) y que
vimentina no solo es fosforilada y activada por la CaMKIly, si no que este filamento intermedio
también es blanco de proteinas cinasas como PKC dependiente de fosfolipidos/Ca*" (Huang et al.,
1988; Inagaki et al., 1987) y ROCK, como lo sugirié un estudio, realizado por Lei en 2013, en el
cual se muestra que la fosforilacion y reorganizacién de la vimentina es a través de la cinasa
ROCK en células infectadas con DENV2(Lei et al., 2013). Adicionalmente, un reporte reciente
sugiere que en la infeccion de células Vero con DENV2, el citoesqueleto de actina y los
microtibulos estdn parcialmente involucrados en la replicacion del virus, dado que la inhibicion
de la polimerizacion de dichos componentes del citoesqueleto, no reduce totalmente la infeccion
(Orozco-Garcia et al., 2015). En conjunto los datos sugieren que varios componentes del

citoesqueleto participan en conjunto para estabilizar el ensamblaje de los complejos replicativos.

Por otro lado, los resultados indican que el bloqueo de canales de Ca** en membrana
plasmatica también afecta significativamente la produccioén de particulas virales infecciosas por

parte de células hepaticas infectadas y tratadas, sugiriendo que el influjo de Ca?" extracelular es
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un elemento parcialmente requerido para mantener las reservas de Ca?* o activar procesos

celulares explotados por el virus y beneficiar su ciclo de replicacion.

Cabe sefialar, que si se disminuyen los niveles de Ca*" citoplasmico por quelantes de
Ca?", bloqueando en influjo del Ca?" extracelular a través de canales de membrana plasmatica, asi
como por inhibicion de la salida de este cation del RE a través de IP3R, se podria disminuir la
posibilidad de captura del Ca>" por parte de la mitocondria y por tanto se verse comprometida la
produccion del ATP requerido para la replicacién viral, esto a través de la piruvato
deshidrogensa, o — cetoglutarato e isocitrato deshidrogenasa, enzimas del ciclo de Krebs sensibles

a Ca®" (Clapham, 2007; Li et al., 2007).

Por otro lado, hipotetizamos que si la infeccion por DENV es un proceso dependiente de
la sefializacion de Ca?*, al incrementar los niveles de este idn, el proceso de produccion viral se
veria altamente favorecido. Sin embargo, los resultados obtenidos, muestran todo lo contrario, ya
que se observa una reduccion importante en la produccion de particulas virales infecciosas. Estos
tltimos datos, dan pie a sugerir que el exceso de Ca*" en las células infectadas, no favorece la
replicacion viral probablemente porque al incrementar los niveles de Ca®" intracelulares, la célula
invierte mas energia en mantener los niveles basales, removiéndolo del citosol hacia el medio
extracelular a través de la activacion de bombas dependientes de ATP en la membrana plasmatica
(Brini and Carafoli, 2009), comprometiendo los requerimientos energéticos para la eficiente

produccion viral.

Dado que existe evidencia de que proteinas virales son ensambladas y mantenidas

estructuralmente por la unién a Ca?", tal es el caso de la proteina VP7 de rotavirus, que se ha
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descrito una disociaciéon de la proteina viral en presencia de agentes quelantes de Ca?" y su
reversible ensamblaje en la presencia de Ca®" (Ruiz et al., 1996) y debido a que observamos un
efecto negativo sobre la progenie viral en células infectadas y tratadas con EGTA, descartamos
un posible efecto del quelante de Ca®" extracelular, sobre la capacidad infecciosa de las particulas
virales secretadas al medio extracelular (Figura 14 C). Los resultados obtenidos sugieren que el
EGTA no modifica significativamente la cantidad de particulas virales infecciosas presentes en el
medio extracelular, es decir, aparentemente presenta un efecto directo sobre el ciclo replicativo

viral y no sobre la estabilidad estructural de la particula viral infecciosa.

Otra posible explicacion para la reduccién en la produccion de particulas virales
infecciosas, es que la alteracion los niveles de Ca®* con los diferentes tratamientos, pueden estar
afectando pasos de la via de secrecion celular, tal como ocurre con BAPTA — AM, el cual se ha
reportado afecta pasos del transporte anterégrado que involucra el paso intermedio entre el RE y
Golgi, asi como la salida de moléculas cargo del aparato de Golgi (Chen et al., 2002). Dados
estos antecedentes, es posible especular que la reduccion de la disponibilidad de Ca®* en citosol
puede estar inhibiendo el trafico y la salida de las particulas virales ensambladas. Por otro lado,
es posible que la actividad de la furina, una proteasa dependiente de Ca*", residente en Golgi
(Molloy et al., 1992); que se encarga de cortar el péptido prM para madurar las particulas virales
(Yu et al., 2008), est¢ afectada, dando lugar a un incremento en la produccion y secrecion de
particulas virales inmaduras, lo cual se ve reflejado en una reduccion de viriones infecciosos en el

medio extracelular.

Nuestros resultados indican que en células hepaticas infectadas con DENV ocurren

alteraciones en la homeostasis de Ca**, especialmente un aumento en la permeabilidad a Ca®" por
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parte de la membrana plasmatica a través de la via SOCE posiblemente para mantener la reserva
de Ca?" en RE y que estos cambios parecen ser necesarios para llevar a cabo una eficiente
replicacion viral. Si bien en la literatura no existen reportes de cambios en la homeostasis de Ca**
por una infeccion con DENV, los resultados publicados con otros Flavivirus, como WNV y VHC
(Bergqvist et al., 2003; Dionisio et al., 2009; Scherbik and Brinton, 2010) da pie a suponer que

las alteraciones en la homedstasis de Ca** es un fenomeno comun para todos los Flavivirus en

beneficio de su replicacion.

Estudios epidemiologicos indican que las infecciones virales transmitidas por artrépodos
a menudo forman parte de problemas de salud publica. Por lo tanto, el estudio de los aspectos
moleculares activados durante una infeccion viral ayuda a entender los procesos relacionados con
la patogénesis de enfermedades causadas por virus. En nuestro estudio, observamos que las
alteraciones en la homeostasis de Ca** en células hepaticas infectadas con DENV son aspectos
claves que pueden estar activando procesos celulares dependientes de Ca**, creando un ambiente
favorable para garantizar la viabilidad de la célula infectada y por tanto producir una infeccion
persistente. Los reportes anteriores abren nuevas perspectivas para caracterizar y entender el
papel funcional de vias celulares especificas activadas durante la infeccion por DENV e
identificar los productos virales que activen estas vias, facilitando el desarrollo de nuevas

estrategias para contrarrestar las infecciones virales.
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8)

9)

CONCLUSIONES.
La infeccion con DENV en lineas celulares hepaticas, produce una reduccion
considerable de los niveles de Ca’>" que se liberan del RE y un incremento en la

permeabilidad a Ca®* por parte de la membrana plasmética.

La infeccion con DENV activa la respuesta SOCE sin modificar los niveles de expresion

de Stim1 y Orail.

Alteraciones en las concentraciones intra y extracelulares de Ca?*, afectan la replicacion
viral, lo cual sugiere que los cambios en los mecanismos regulatorios de Ca** inducidos
por la infeccidon son necesarios para que se lleve a cabo una eficiente produccion de

particulas virales.

PERSPECTIVAS
Identificar las proteinas virales responsables de la salida de Ca** del RE y/ aumento de

permeabilidad de la membrana plasmatica.

Determinar qué pasos de la infeccion viral se ven favorecidos por las alteraciones en la

homedstasis de Ca** inducidos por la infeccion.

Identificar procesos celulares dependientes de Ca?" o moléculas clave en la sefializacion

que favorecen el ciclo replicativo viral como blancos terapéuticos.
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