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No dejes que termine el dia sin haber crecido un poco,
sin haber sido feliz, sin haber alimentado tus suefios.
No te dejes vencer por el desaliento.

No permitas que nadie te quite el derecho a expresarte, que es casi un deber.
No abandones las ansias de hacer de tu vida algo extraordinario.
No dejes de creer que las palabras
y las poesias, si pueden cambiar el mundo.

Pase lo que pase nuestra esencia esta intacta.

Somos seres llenos de pasion.

La vida es desierto y es oasis.

Nos derriba, nos lastima, nos ensefa, nos convierte en protagonistas de nuestra
propia historia.

Aunque el viento sople en contra, la poderosa obra continua:
Tu puedes aportar una estrofa.

No dejes nunca de sofiar, porque soélo en suefios puede ser libre el Hombre.
No caigas en el peor de los errores: el silencio.

La mayoria vive en un silencio espantoso.

No te resignes, huye...

"Emito mis alaridos por los tejados
de este mundo”, dice el poeta.

Valora la belleza de las cosas simples.

Se puede hacer bella poesia sobre pequeias cosas,

No traiciones tus creencias.

Porque no podemos remar en contra de nosotros mismos:
Eso transforma la vida en un infierno.

Disfruta del panico que te provoca
tener la vida por delante.

Vivela intensamente, sin mediocridad.

Piensa que en ti esta el futuro
y encara la tarea con orgullo y sin miedo.

Aprende de quienes puedan ensefiarte.

Las experiencias de quienes nos precedieron,
de nuestros "Poetas Muertos",
te ayudan a caminar por la vida.

La sociedad de hoy somos nosotros:

Los "Poetas Vivos".

No permitas que la vida te pase a ti
sin que la vivas ...

Carpe diem - Walt Whitman
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ABSTRACT

Flaviviruses, such as Dengue (DENV), Zika, Yellow Fever, Japanese Encephalitis
and West Nile are the principal representatives of the arboviruses. They are
pathogens which cause high morbidity and mortality. The last estimation indicates
that ~370 millions of people are infected by DENV per year and almost 90 million
develop different clinic forms of the infection. The interaction between the viral and
host proteins plays a complex network and elucidate the function and role of some
of them during DENV replication could be useful to develop antiviral, therapeutic or
prophylactic drugs. Previously, we observed a decrease in the phosphorylation of
serine 10 and acetylation of lysine 9 of H3 histone during the DENV2 infection.
Phosphorylation of serine 10 is controlled mainly by the Aurora Kinase B (AurkKB)
while the acetylation of lysine 9 is regulated by histone acetyltransferase and their
deacetylation is made by Histone Deacetylases. In the present work, we analysed
the role of AurKB and HDACs inhibition during DENV 2 infection of the Huh-7 cell
line. To fulfill this aim we used the inhibitor, ZM447439 for AurKB and sodium
butyrate for HDAC. Interestingly, when we inhibited AurKB an increase in the amount
of infected cells was observed. In contrast, no alteration in the levels of viral protein
NS3 and NS1 secretion or in genome replication was observed. At structural level,
during the inhibition of AurKB the replicative complexes resident protein NS4A, and
dsRNA showed a disperse location in the cell. Similar results have been reported
using another Kinases inhibitors. By confocal microscopy an alteration in the co-
localization of dSRNA and NS4A was observed. Moreover, the migration of the
Capsid protein to nucleus was detected. Altogether these results, indicated that
activity of AurKB is necessary for a correct morphogenesis of viral DENV particles.
In the case of HDAC inhibition a decrease in the viral particle production and genome
replication was detected which indicated that HDAC activity is necessary for DENV
2 replication. This work could be useful to identify new antiviral drug and allow us to
know that typical nuclear proteins involved in the regulation of the cell cycle and in
transcriptional activation can participate and play important roles in the replicative
cycle of DENV.



RESUMEN

Los flavivirus como dengue (DENV), Zika (ZIKV), Fiebre amarilla (YFV), encefalitis japonesa
(JEV) y del oeste del Nilo (WNV) son los principales representantes del grupo de los
arbovirus. Estos patdgenos causan una alta tasa de mortalidad y morbilidad. Estimaciones
recientes indican que aproximadamente 370 millones de personas son infectadas por DENV
al afo y de estas, al menos 90 millones desarrollan la enfermedad en cualquiera de las
formas clinicas de la infeccion. La interaccion entre las proteinas virales y celulares forma
una compleja red necesaria para la replicacion viral, por cual analizar la funcion de algunas
de estas interacciones durante el ciclo replicativo de DENV 2 podria ser util para identificar
nuevos blancos terapéuticos y el desarrollo de farmacos antivirales o profilacticos. En
trabajos anteriores, observamos que la infeccién de células Huh-7 con DENV 2 induce una
disminucion en los niveles de fosforilacion de la serina 10 de la histona H3 (H3S10p) asi
como la acetilacion de la lisina 9 de la misma histona. La marca H3S10p es regulada
principalmente por la Aurora Cinasa B (AurKB) mientras que la deacetilacion de los residuos
mencionados es controlada por enzimas denominadas Deacetilasas de Histona (HDAC).
En el presente trabajo se analiza el papel de AurkKB y las HDACs durante la replicacion de
DENV 2 en la linea celular hepatica Huh-7. Para llevar a cabo este objetivo se utilizé el
inhibidor selectivo de AurKB ZM447439 mientras que para las HDACs se utilizé el Butirato
de sodio (BuNa). Interesantemente, observamos que al inhibir la actividad cinasa de AurkKB
se induce un incremento en la intensidad media de fluorescencia (IMF) de las células
infectadas. En contraste, la sintesis de proteinas virales como NS3 y NS1 o la replicacion
del genoma viral no se modificaban. Por microscopia confocal se observo alteracion en la
integridad de los complejos de replicacion utilizando anticuerpos contra la proteina NS4A y
el RNA de doble cadena (dsRNA). Por otra parte, también se observd que durante la
inhibicion de AurKB la proteina de la capside localizaba en nucleo. Los resultados
mostrados en el presente trabajo sugieren que la actividad cinasa de AurKB es necesaria
para la correcta formacion de los complejos de replicacion asi como para el proceso de
morfogénesis/ ensamble viral. En el caso de las HDACs, se observo que el butirato de sodio
disminuye la produccién de particulas virales e interfiriendo en la replicacion y traduccién
del genoma viral. El presente trabajo sugiere que proteinas nucleares relacionadas al ciclo
celular y activacion transcripcional, participan en el ciclo replicativo de DENV 2 y que

podrian plantearse como nuevos blancos terapéuticos para la infeccion por DENV.



1. INTRODUCCION

1.1 Dengue: Generalidades.

El Virus Dengue (DENV) es el agente etioldgico de la Fiebre dengue (FD) y
el Dengue severo (DS), Dengue pertenece al género Flavivirus, el cual, es el mas
amplio en la familia Flaviviridae con 53 especies diferentes descritas (1). Dentro del
grupo de los arbovirus, DENV tiene la mayor prevalencia, por lo tanto es
considerado como el de mayor importancia a nivel clinico y es endémico de la
mayoria de las zonas habitadas del planeta. En los ultimos 50 afios la incidencia de
la infeccion ha aumentado aproximadamente 30 veces por lo cual es considerado

un virus emergente a nivel mundial (2).

El término “Dengue” engloba actualmente cuatro virus relacionados genética
y antigénicamente denominados DENV serotipo 1, 2, 3 y 4 que a su vez agrupan
entre 3 y 5 genotipos (3, 4). Dengue es transmitido por mosquitos del genero Aedes
(ampliamente distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales del planeta),
principalmente Aedes aegypti y de manera menos efectiva por Aedes albopictus, el
cual recientemente fue reportado como responsable de la diseminacion de la
infeccion en los ultimos afos (5). Por otra parte, en las zonas en donde se
encuentran los mosquitos vectores también estan circulando desde uno hasta los

4 serotipos virales, creando regiones endémicas e hiperendémicas (6).

Envelope protein Capsid protein Membrane protein

Figura 1. Organizacion de la particula viral (DENV). Dengue es un virus envuelto de
aproximadamente 50 nm, en la cara externa de la bicapa lipidica se encuentran ancladas 180 copias
de la proteina E y M mientras que en la cara interna se encuentra anclada a la membrana copias de
la proteina de la capside (C) que a su vez se unen al genoma viral formando la nucleocapside.
(Modificado de Da poian Andrea T. et al, 2015).



1.2 Caracteristicas Genémicas de DENV

Estructuralmente, DENV es un virus de 50 nm de diametro, de geometria
icosaédrica y envuelto. En la cara interna de la membrana se encuentran ancladas
multiples copias de la proteina C unida al genoma viral formando la nucleocapside,
mientras que en la cara externa existen ancladas 180 copias de las proteina E y M
(Figura 1)(7, 8).

El genoma de DENV consiste en una molécula de RNA de polaridad positiva de
aproximadamente 11 Kb con un solo marco de lectura abierta (ORF) que codifica
para una poliproteina de ~ 3361 a.a que bajo procesamiento proteolitico co y post-
traduccional (por la proteasa viral NS3 y proteasas de tipo furina respectivamente)
da lugar a 10 proteinas; 3 estructurales ( Capside [C], Envoltura [E] y Membrana
[prM/M]) y 7 no estructurales (NHs- NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 -
COOH) (9, 10).

El genoma viral esta flanqueado por regiones 5’y 3° UTR. La5 UTR es la
mas pequena con un tamafio aproximado de 100 nucledtidos (nt) y contiene una
estructura de Cap tipo I, la regién 3’ UTR con cerca de 400 nt carece de una

secuencia poli A (Tracto de poliadeninas) (11).

Ambas UTR’s contienen elementos de tallo y burbuja, conocidos como “Stem
loop”, los cuales estan involucradas en procesos de circularizacién del genomay de
evasion de la respuesta inmune por un mecanismo el cual involucra la produccion
de RNA subgénomico. Este mecanismo también esta presente en otros Flavivirus

como West Nile y el virus de la encefalitis japonesa (Figura 2)(12-15).

Aparentemente, las estructuras en stem loops de la region 3’ (3’SL) son
esenciales para el proceso de replicacion de DENV asi como de otros flavivirus,
ademas de lo anterior en esta misma regidén se encuentra la denominada secuencia
de circularizacion (ciclyzation sequence [CS]) que esta involucrada en la interaccion
de tipo RNA-RNA con la region 5 UTR y que tiene como consecuencia la
circularizacion del genoma, un proceso necesario la sintesis de RNA pero
dispensable para la traduccion viral (16, 17).

4



Por su parte, modificaciones en el 3’ UTR (duplicaciones) impactan en la
rapida adaptacion del virus al huésped vertebrado e invertebrado y al switch entre
ambos sin afectar negativamente el fitness viral, de lo anterior se ha concluido que

el genoma de DENV es una molécula altamente dinamica (18)
1.3 CARACTERISTICAS PROTEOMICAS DE DENV.

1.3.1 PROTEINAS ESTRUCTURALES.

SR ORF ______________________ JUTR
C“\’ D
P o 3'UAR/”
/ }
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Figura 2. Representacion esquematica del genoma de DENV. El genoma de DENV
tiene un tamano aproximado de 11 Kb, y durante su traduccién da lugar a 10 proteinas. En
los extremos existen regiones UTR; el extremo 5’ que contiene una estructura de tipo Cap
y 3’ que carece de un tracto poli A. Estas regiones permiten el ciclamiento del genoma
beneficiando la replicacion o traduccion del genoma viral, ademas son importantes para la
interaccion del genoma con proteinas virales y celulares. (Modificado de Gamarnik A. et al

2011).

Como se mencion6 anteriormeente, del genoma de DENV se generan 3
proteinas estructurales y 7 no estructurales, cada una de ellas tendra una o varias

funciones dentro del ciclo de replicacion viral.

Por ejemplo, la proteina de la capside (C) tiene un tamafo aproximado de 17
kDa, es de naturaleza hidréfoba y de carga basica (26% de residuos basicos, lo
cual la incluye dentro del grupo de las proteinas supercargadas) aunque dentro de
su estructura contiene regiones acidas, ambas caracteristicas permiten a la proteina
formar homodimeros y a través de esto se puede unir tanto al genoma viral como a

membranas lipidicas(19).

Entre de las funciones que lleva a cabo la proteina de la capside, esta la proteccion

del genoma y participacion en los procesos de morfogénesis y encapsidacion viral.



Ademas de componentes virales, la capside puede interaccionar con proteinas y/o
estructuras celulares con diversas funciones dentro de la célula que van desde el
empaquetamiento gendmico, apoptosis, metabolismo de lipidos, etc., esto con el

objetivo de favorecer la replicacion viral (20, 21).

Entre las proteinas que se han descrito como blanco para la capside
encontramos a la Nucleolina, DAXX, histonas del “core” nucleosomal (H2A, H2B,
H3 y H4), ademas de lipid droplets y lipoproteinas de baja densidad (LDLs)(20-24).

La glicoproteina E o de envoltura pesa aproximadamente entre 53 y 55 kDa
dependiendo del serotipo viral. Este componente viral es el encargado de llevar a
cabo el reconocimiento de los receptores y/o correceptores virales en la célula
huésped, ademas de que media la fusion de la membrana viral con la membrana

del endosomal.

Su ectodomio contiene 3 dominios en donde el dominio | (DI) esta
posicionado estructuralmente entre el dominio Il (DII- Dominio de homodimerizacién
que contiene un péptido de fusidn) y el dominio Ill de tipo inmunoglobulina que es

responsable de la unién del virus a la membrana de la célula huésped(25).

La proteina E sufre una serie de cambios conformacionales debido a la
temperatura (26), pero los cambios mas notables dependen directamente del pH en
el que se encuentre, a un pH alcalino la proteina adquiere una conformacion
dimérica mientras que a uno acido puede formar trimeros. Debido a que la proteina
se encuentra en la superficie del virus, es el principal blanco del sistema inmune y
por lo tanto es capaz de inducir una fuerte respuesta inmune a base tanto de
anticuerpos neutralizantes como no neutralizantes contra diferentes epitopos de la
proteina (10, 25, 27).

La proteina de membrana (M) es un muy pequefa, cuenta con
aproximadamente 75 aminoacidos y un peso de 9 kDa, se encuentra anclada a la
membrana viral través de hélices transmembranales y forma estructuras
homodimericas con la proteina E en la superficie viral. Entre las funciones no

estructurales de esta proteina se cree que puede inducir apoptosis de manera



dependiente de su localizacion, la cual puede ser en el reticulo endoplasmico (RE)

o0 de manera extracelular(28).

Recientemente se reportdé que la proteina M (al igual que la proteina E)
esencial para la entrada de DENV a la célula, interacciona con Claudina 1 en la
célula huésped (29). Finalmente, a pesar de que la proteina M tiene caracteristicas
similares a virioporinas no se ha encontrado evidencia de que funcione como tal en

un modelo con Oocitos de Xenopus (30).

1.5 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES (NS).

NS1 consta de 352 aminoacidos y un peso de ~ 46-55 kDa lo cual depende
de su estado de glicosilacion. Esta proteina puede adquirir conformaciones de
dimero, trimero y hexamero y se puede encontrar localizada en compartimentos
vesiculares, superficie celular y secretada de manera hexaédrica como lipoparticula.
Es precisamente la presencia de la forma secretada de NS1 en el suero de
pacientes que se utiliza comunmente como método diagndstico(31). En el caso de
células de mosquito la secrecion de NS1 se lleva a cabo por la via no clasica

dependiente de claveolina 1(32).

Se ha reportado que los anticuerpos producidos contra la proteina NS1 tienen
reaccion cruzada con proteinas del huésped como integrinas/adhesinas,
componentes de la matriz extracelular, factores sanguineos, etc. Debido a que
algunos componentes del huésped que regulan la homeostasis vascular comparten
epitopos con NS1 se ha involucrado directamente con alteraciones en el sistema
vascular como lo es la hiperpermeabilidad y fuga vascular sistémica(33, 34).
Recientemente, se demostré que NS1 altera el glicocalix endotelial a través de la
degradacion del acido sialico y la liberacion de proteoglicanos de heparan sulfato
en ceélulas de endotelio microvascular pulmonar humano debido a que induce la
expresion de sialidasas y heparanasas teniendo como resultado la disfuncion

endotelial y la hiperpermeabilidad vascular (35).

Ademas de alterar la permeabilidad vascular, NS1 incrementa la produccion
de interleucina 10, 6 y TNF-a a través de la activacion de TLR 2, 4 y 6, aunque esto
ultimo es contradictorio entre los articulos que lo reportan (36-38). Por otra parte se



conoce que la presencia de NS1 sobre células dendriticas derivadas de monocitos

induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias(39).

Se cree que la secrecion de NS1 ayuda al virus a evadir la respuesta inmune
a través de diversos mecanismos como la inhibicién de la polimerizacién de C9,

proteina que es parte del sistema de complemento(40).

La proteina NS2A (de ~ 22 kDa) es de naturaleza altamente hidrofébica y se
asocia con la membrana del RE. La proteina consta de tres regiones: |) la regién N-
terminal (0-68 a.a.) que se encuentran localizadas en el lumen del RE y que ademas
contiene una secuencia que interacciona con el RE sin atravesar la membrana, Il)
la region entre el a.a. 69y 209 que consta de 5 segmentos transmembranales y 1ll)
el tallo C-terminal que se encuentra de cara al citoplasma (41). Dentro de las
funciones que se han descrito para la proteina esta la inhibicion de la respuesta a
interferon a/f (42). En cuanto a la replicacion viral se sabe que NS2A es importante
para los procesos de sintesis del genoma y ensamble viral, y se demostré que la
proteina es importante para llevar a cabo el rearreglo de las membranas de RE (43-
45). Finalmente, se ha descrito que NS2A puede actuar como una virioporina ya
que induce un aumento en la permeabilidad de membranas liposomales y se ha
observado que el extremo N- terminal de NS2A parece ser responsable del efecto
citopatico en células HEK 293 (46, 47).

La proteina NS2B funciona como cofactor de la proteina viral NS3, su
presencia es necesaria para el procesamiento proteolitico de la fraccion
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A y NS4B/NS5(48, 49).

NS2B trabaja intimamente con NS3 para evadir la respuesta inmune del
huésped mediada por interferones de tipo |. En las células infectadas, se han
descrito dos vias por las cuales es llevada a cabo esta funcion; |) a través de la
interaccién directa con IKKe cubriendo el domino cinasa de la proteina e impidiendo
la fosforilacién y translocacion a nucleo de IRF3 (50) Il) por inhibir la activacion de
la via sensora cGAS/cGAMP/STING (stimulator of the interferon gene) (51). En el
caso de este ultimo componente, se demostré en células dendriticas derivadas de
monocitos (MDDC) que NS2B/3 lleva a cabo la degradacion de la proteina (52).



NS2B también participa en la formacion de los complejos de replicacion viral,
invaginaciones del RE en donde se lleva a cabo la replicacion, ensamble vy

morfogénesis viral.

Recientemente se describié que la proteina NS2B por si sola es capaz de
alterar la permeabilidad de la membrana celular en eritrocitos y en modelos
bacterianos, proponiendo que podria actuar como una virioporina, sin embargo, los

modelos utilizados parecieran no ser los adecuados(53).

Como se menciond anteriormente, NS2B es el cofactor para la serin-proteasa
viral NS3 (54, 55) la cual tiene un peso aproximado de 69 kDa y comparte ~ el 77%
de identidad en secuencia de aminoacidos entre los serotipos de DENV (56)y entre
el 50 y 70% con la NS3 de otros flavivirus (57). Ademas de la funcion de NS2B
como cofactor, esta “ancla” a NS3 a la membrana del RE a través de sus dominios

transmembranales.

NS3 se considera una proteina multifuncional ya que ademas de la actividad
de proteasa lleva a cabo funciones de ATPasa (Adenosin trifosfatasa) y RTPasa
(trifosfatasa RNA 5’) esta ultima funcién esta involucrada en los primeros pasos para
la formacion de la estructura cap en el 5’ del genoma viral (68). El dominio proteasa
se encuentra en el extremo amino terminal, en la misma regidon que se asocia con
el NS2B, mientras que en el extremo carboxilo encontramos los dominios de RNA

helicasa, RTPasa y NTPasa (el cual requiere un ion de metal divalente) (54, 59).

Se ha observado que en otros flavivirus como YFV ( Yellow Fever Virus) NS3

participa en el proceso de ensamble viral (60).

NS5 es la proteina mas conservada entre los diferentes serotipos del virus (67% de
identidad entre ellos), pesa aproximadamente 104 kDa y esta compuesta por 900
aminoacidos, con dos actividades importantes: RNA polimerasa dependiente de
RNA (RdRp) y metiltransferasa (10).

El dominio RdRp de NS5 tiene una conformacién candnica de mano derecha
con dedos y dominios de pulgar. Para su funcion catalitica requiere de dos iones,
coordinados por residuos de acido aspartico, altamente conservados en su



estructura. NS5 contiene ademas una secuencia de importacion nuclear (entre los

residuos 320 y 405), dominios de union a/f3 importina y de interaccion con NS3 (27).

El dominio de metiltransferasa permite la adicion de la estructura Cap tipo |
presente en el extremo 5°del RNA viral y recientemente se ha descrito una nueva
actividad catalitica, la 2°-O-Metilacion especifica de poli A, lo cual se ha observado
que regula la traduccion y la replicacion viral, asi como la evasion de la respuesta
inmune a través del escape de los mecanismos de supresion mediado por IFIT

(genes relacionados con la estimulacion de las via de los INF-I) (27, 61)

Aparentemente, la localizacion nuclear de NS5 durante el ciclo de replicacion
viral esta regulada por el extremo carboxilo terminal de la proteina y varia entre los
4 serotipos de DENV (62), siendo DENV 2 y 4 los que acumulan la mayor cantidad
de esta proteina en el nucleo en comparacion con DENV 1 y 3. Aunque la
localizacion nuclear no se considera estrictamente necesaria para la replicacion viral

se cree que puede tener un papel auxiliar en el ciclo replicativo viral (63, 64).

NS4A y NS4B pesan 16 kDa y 27 kDa respectivamente y se cree que inducen
cambios en las membranas celulares para favorecer la replicacidon viral. Se sabe
que NS4B esta implicada en la replicacion cuando interacciona con NS3. Otras
proteinas como NS2 y NS4A/B estan involucradas en la formacion de los complejos
de replicacidon aunque no se conoce de manera clara la funcion que tienen en estos

sitios.

2. CICLO DE REPLICACION

El ciclo de replicacion de DENV inicia cuando un mosquito hembra infectada se
alimenta de una persona, inoculando durante la picadura virus dentro de la dermis.
Se han descrito varias células que funcionan como blancos iniciales de la infeccion
por DENV, entre las que encontramos a los queratinocitos y células dendriticas (65-
68).
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Figura 3. Ciclo de replicacion de DENV. El ciclo replicativo de DENV inicia con la unién de
este a los receptores y/o correceptores celulares, después se lleva a cabo un proceso de
endocitosis mediada por receptor, durante el proceso de acidificacion del Endosoma la
proteina E sufre cambios conformacionales y permite la liberacion de la nucleocapside
dentro del citoplasma celular. EI RNA viral produce las proteinas virales que lo replicaran en
compartimentos del reticulo llamados complejos de replicacién en donde se lleva a cabo el
proceso de Ensamble/Morfogénesis viral. El virion inmaduro es transportado por las
membranas del Golgi para su procesamiento por la proteasa furina y finalmente sale al
exterior por un proceso de exocitosis. (Tomado de Ted Pierson, NIAID, 2012.)

El primer paso en el ciclo replicativo del virus es la union de éste a la superficie
celular a través de la glicoproteina E (69). Debido al amplio numero de células
permisivas a la infeccion por DENV se podria pensar que el receptor es una
molécula ubicua. Hasta ahora, se han identificado diversas proteinas y moléculas

que tienen interaccion con el virus y estan involucradas en la fusion y anclaje a la
célula como la HSP70, HSP90, R80, R67, CD14, DC-SING, GRP78, Heparan
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sulfato, neolactotetraosilceramida, receptores de tipo lectina y el receptor de alta
afinidad para laminina (Figura 3) (70, 71)”".

“El virus entra a la célula a través de endocitosis mediada por clatrina usando en
algunos casos complejos de clatrina preformados lo cual implica un rodamiento del
virus a través de varios receptores/correceptores hasta llegar a estos complejos,
que bajo la influencia de dinamina permiten la formacion de la vesicula cubierta por

clatrina”.

“‘Una vez libre de clatrina, la vesicula libera al virus dentro de endosomas
tempranos, los cuales maduran hasta endosomas tardios en donde el pH se
acidifica provocando cambios conformacionales en la proteina E, principalmente
debidos a la protonacion de histidinas que actuan como sensores de pH en los
residuos en las posiciones 146 y 323 de la proteina. El cambio conformacional
provoca la disociacion de los homodimeros de E en mondmeros lo que expone a la
region hidrofobica del péptido de fusion del dominio DIl a la membrana blanco.
Después, se lleva a cabo la insercion de la region de fusion de DIl en la membrana
endosomal. Tres proteinas E con el dominio de fusion insertado en la membrana
interaccionan entre si y forman un complejo trimérico a través de DIl y DI, en donde

esta ultima, estabiliza el trimero (70, 72).”

“‘En seguida DIl cambia y se dobla hacia si misma, lo que fuerza a las
membranas blanco y viral a acercarse, iniciando asi la formacion de un “poro de
fusidon” en donde las membranas se fusionaran y por donde mas tarde la
nucleocapside sera liberada al citosol. Recientemente, se ha observado que existen
serotipos y cepas virales capaces de utilizar vias alternativas independientes de

clatrina, caveolina y balsas lipidicas(70, 73)

“Una vez liberada la capside en el citoplasma celular, el siguiente paso es la
liberacion del RNA viral. EI RNA en el citoplasma tendra al menos tres funciones: a)
Como mRNA para la sintesis de proteinas, b) molde para la sintesis de RNA y c)
como sustrato para la encapsidacion. Todos estos procesos deben de ser estricta y
temporalmente regulados para asegurar la replicacion viral y la eficiencia de los

mismos.”
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‘La funcibn de mRNA viral es la de codificar una sola poliproteina de
aproximadamente 3400 aminoacidos (74), la cual como se describié anteriormente
sera proteoliticamente procesada para dar lugar a cada una de las proteinas, tanto
estructurales como no estructurales. La traduccion de la poliproteina ocurre en el
reticulo endoplasmatico, donde se adquiere una distribucidén espacial a través de la
pared reticular; prM y E se encuentran en el lumen del reticulo, C, NS3 Y NS5 se
localizan en el lado citoplasmatico y NS2A/B junto a NS4A/B permanecen

predominantemente como proteinas transmembranales (27).”

“Al Finalizar este paso de la replicacidon, se inicia una hipertrofia de las
membranas intracelulares lo cual crea estructuras conocidas como “complejos
membranales” con la consecuente asociacién del RNA viral dentro de paquetes
vesiculares llamados “complejos de replicacion”. En el proceso de replicacion se
crea RNA de polaridad negativa a partir de un molde de RNA de polaridad positiva.
En este paso la actividad catalitica necesaria para la polimerizacion la lleva a cabo

NS5 en asociaciéon con NS3 que tiene actividad de Helicasa/proteasa.”

cytoplasm

ER lumen

Figura 4. Complejos de replicacion de DENV. Durante el ciclo de replicacion de DENV, a
través de la actividad de proteinas virales como NS4A, se lleva a cabo un rearreglo en las
membranas del reticulo endoplasmico hasta formar invaginaciones llamados complejos de
replicacién, en estas estructuras encontramos todos los elementos tantos virales como
celulares necesarios para la replicacion del genoma y el proceso de replicacion/ensamble
viral (Tomado de Muller and Young 2013).
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“La formacién de complejos de replicacion por parte de las proteinas virales
involucra la modulacion y explotacion de vias celulares para favorecer la replicacion
y liberacion del virus en las células infectadas. Se han identificado mas de cien
factores celulares involucrados en la replicacion, traduccion, ensamble y liberacion

del virus (Figura 4).”

“Una de las vias que son alteradas por DENV es el sistema ubiquitin-proteosoma
(SUP), lo cual le permite de primera instancia evadir la respuesta inmune al
degradar factores antivirales como INF-I (INF-a/B) y STAT-2. Una funcién cuyo
mecanismo aun es desconocido involucra a la via SUP en la entrada, traduccion y/o

replicacion del virus (75).”

“Por otra parte, las células infectadas por el virus inician la acumulacién de “gotas
lipidicas” (LD, Lipid droplets) que son almacenes de lipidos del reticulo
endoplasmatico. En las LD se almacena la proteina de la capside y de esta manera
participan de manera activa en el proceso de ensamblaje viral sin embargo no se
ha demostrado la asociacion real de las LD con RNA viral. La proteina NS4A induce
la autofagia de estas a través del sistema autofagosomal provocando asi la
movilizacion de triglicéridos y la obtencidn de energia extra en forma de ATP via B
oxidacion (76). De la misma forma, la infeccidén viral induce un incremento en la
cantidad de colesterol total a través de dos mecanismos diferentes, |) un incremento
en la captacion de colesterol mediado por un aumento del receptor LDL en la
superficie celular y 1) un aumento en la sintesis mediado por la desfosforilacién de

la HMG CoA reductasa, enzima limitante en la sintesis de colesterol (77).”

“Como contraparte el dominio de proteasa de la NS3 interacciona con la sintasa
de acido grasos (FASN) e inicia su reclutamiento a sitios de replicacion viral en
donde se observa un aumento en la biosintesis lipidica lo cual puede favorecer la
expansion de las membranas de los complejos de replicacion (75). Asi el virus por
una parte promueve la autofagia de almacenes lipidicos y la formacion de nuevas
membranas evitando de esta manera un estrés excesivo en el reticulo

endoplasmatico, lo cual podria provocar la muerte celular.”
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“El rearreglo de la membrana del reticulo con la subsecuente formacion de
vesiculas se induce a través del efecto de NS4A y demas factores virales y/o
celulares. Estas vesiculas se conectan con el citosol mediante un poro que

presumiblemente sirve como sitio de salida para el RNA de la progenie viral. *

“Los viriones inmaduros que salen del RE son transportados a través de la via
secretora con el sucesivo paso por las cisternas del Golgi, en donde bajo la accion
proteolitica de la furina y el cambio de pH el virus adquiere capacidad infectiva
debido al rearreglo de las proteinas M y E, dandole a esta ultima la capacidad de
unién a receptores celulares. La furina ejerce su actividad proteolitica sobre pri,
dando lugar a la formacién de dos péptidos: el pry el M (25). De esta manera las
particulas virales siguen su curso a traveés de la via secretora y salen de la célula.
Ahora bien, el procesamiento llevado a cabo por la furina no siempre es exitoso, por
lo cual son liberados virus maduros e inmaduros (72). El péptido pr se cree que
funciona como una péptido que protege el dominio Il de la proteina E, evitando asi

la unidén prematura del virus con alguna membrana blanco (75).”

3. EPIDEMIOLOGIA

Se estima que el ancestro de DENV surgié hace aproximadamente 1000
anos, en un ciclo de replicacion selvatico en primates no humanos, mientras que su
transmision a humanos es mas reciente (apenas hace unos cientos de anos) (78-
80).

Actualmente se encuentran 4 serotipos establecidos aunque recientemente
en 2013 se detectd un serotipo distinto en un granjero de Malasia el cual fue
denominado DENV 5, que a diferencia de los otros cuatro solo sigue un ciclo

selvatico (81).

Como se mencion6 anteriormente Aedes aegypti y A. albopictus son los
principales vectores de DENV, se estima que anualmente alrededor de 390 millones
de personas son infectadas con el virus y de estas aproximadamente 96 millones

desarrollan la enfermedad en cualquiera de sus formas clinicas (82). Por otra parte
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la OMS en 2009 calculaba que la mitad de la poblacion mundial (3.5 mil millones de

personas) estd en riesgo de contraer la infeccién principalmente aquellos que

habitan en zonas tropicales y subtropicales del planeta (Figura 5) (2).

Evidence consensus
m Complete absence
B Good (absence)

B Moderate (absence)
Poor (absence)
Intermediate
Poor (presence)
Moderate (presence)

B Good (presence)

B Complete presence

Figura 5. Presencia y distribucion de DENV en el mundo. DENV se encuentra presente
principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del planeta en donde se estima que
habita la mitad de la poblacién mundial. En el mapa, en rojo se encuentran los principales
paises afectados y en verde aquellos en donde no existe presencia del virus o no se ha
reportado de manera endémica (Tomado de Halstead S.B. et al 2016).

En el continente Americano, la primera epidemia registrada ocurrié en Cuba
en 1981 y desde entonces se considera la infeccion emergente mas importante en
el continente. En el caso de México, después de una extensiva campana para
control del vector en 1957 la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) declard
a DENV erradicado del pais lo cual duro unicamente dos décadas hasta la

reaparicion del virus en 1978 (83, 84).

DENV 1 fue el primer serotipo detectado en México, afnos mas tarde fueron

el serotipo 2 y 4 y finalmente en 1995 el serotipo 3. La aparicién de este ultimo
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coincidié con los primeros casos de dengue hemorragico (dengue severo) en

México.

A nivel nacional se ha reportado la presencia del virus ya sea un serotipo o

la co-circulacion de 2 o mas en al menos 29 estados del pais que en conjunto

concentran a una poblacién aproximada de 50 millones de personas. El perfil de

infeccion de DENV ha mostrado un comportamiento irregular con incrementos y

disminuciones entre cada afo (83).

En el periodo de 2000-2012, en el territorio mexicano se reportaron 502 804

casos confirmados de Dengue (fiebre dengue) y 75 000 casos de Dengue

hemorragico (Dengue severo) afectando a todos los grupos etarios y siendo los

estados mas afectados en su mayoria costeros (Veracruz, Guerrero, Jalisco,

Quintana Roo, Yucatan) (Figura 6) (85).
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Figura 6. Casos de DENV en México en el periodo de 2000 a 2012. Durante el periodo
de tiempo del afio 2000 al 2012 se registraron 502 804 casos de fiebre dengue y 75 000
casos de dengue severo, los principales estados afectados fueron Veracruz, Guerrero,
Jalisco, Quintana Roo y Yucatan. (Tomado de Elsa Sarti et al, 2014).

4. PATOGENESIS

“La enfermedad causada por DENV puede generar dos clases de sintomas,

la FD y el dengue severo. Entre el 50% a 90% de los pacientes son asintomaticos,

sin embargo, otros presentan FD la cual es un proceso patolégico febril autolimitado.

El dengue severo, en contraste, tiene como principal caracteristica el aumento en



la permeabilidad vascular sin dafio en la morfologia del endotelio capilar, lo cual

puede conducir a un Shock hipovolémico y a la muerte (86).

Después de un periodo de incubacion de entre tres y siete dias aparecen
repentinamente los sintomas seguido por un periodo de tres fases: 1) fase febril, 2)

fase critica y una 3) fase de recuperacién espontanea.

La fase febril se caracteriza por una fiebre igual o mayor a 38.5 °C la cual
estda acompanada de dolor de cabeza y abdominal, vomito, mialgia y en algunas
ocasiones “rash” macular. Se observan pequefias manifestaciones hemorragicas
reflejadas en petequias y los analisis de laboratorio arrojan trombocitopenia y
leucopenia de media a moderada y aumento en los niveles de aminotransferasas
hepaticas. La fase dura de 3 a 7 dias después de lo cual, dependiendo de diversos
factores, el paciente puede recuperarse sin mayores complicaciones. Si el paciente
se recupera en esta fase de forma exitosa, entonces el caso corresponde a una

fiebre clasica por dengue (5, 10).

Después de 4 a 7 dias en que ha cesado la fase febril inicia la fase critica la
cual sufren una pequefa proporcion de pacientes siendo mas frecuente en nifios y
adultos jovenes. La fase se caracteriza por el inicio de un sindrome de fuga vascular
sistémica, los resultados de laboratorio evidencian un proceso de

hemoconcentracion, hipoproteinemia, efusion pleural y ascitis.

Es en esta fase, donde el organismo inicia un proceso compensatorio para
equilibrar la homeostasis del flujo sanguineo a 6rganos criticos, hay pérdida de
volumen plasmatico con la subsecuente disminucion de la presion cardiaca, esto
debido a que la permeabilidad vascular ha aumentado. Si la presién disminuye mas
alla de los 20 mm Hg hay signos de colapso vascular y es entonces cuando es
evidente que el paciente ha desarrollado el sindrome de shock por dengue, el cual

de no ser tratado adecuadamente puede ocasionar la muerte.

Los sintomas previos al inicio de la fase critica incluyen vémito persistente,
incremento en el dolor abdominal, tendencia a desarrollar hepatomegalia,

hemoconcentracion, rapida disminucion en el conteo plaquetario (20X10°L) y un
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Figura 7. Patogénesis durante la infeccion por DENV. Durante la infeccion por DENV se
produce la activacion de células de la respuesta inmune como macrofagos, células
dendriticas, células T y Natural Killer. Estas producen citocinas y en el caso de los cuadros
graves de la infeccion se induce una tormenta de citocinas que tienen como consecuencias
aumento en la permeabilidad vascular y hemorragias en mucosas. (Modificado de Simmons
P. et al 2012)

comportamiento de letargo o agitacion. Las manifestaciones hemorragicas son

comunes en esta fase pudiendo presentarse en piel y mucosas (ya sea vaginal,

gastrointestinal o ambos). También existe una fuerte evidencia de aumento en la

permeabilidad vascular con escape de fluidos intravasculares a espacios
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intersticiales, ademas de que en casos mas graves y complicados de la enfermedad

pueden existir coagulopatias derivadas de la trombocitopenia (87).

Si existe una respuesta favorable por parte del paciente, inicia una fase de
recuperacion. Existen otras manifestaciones mas graves pero infrecuentes, como la
falla hepatica, miocarditis y encefalopatia y tienen poca o nula asociacién con fuga
plasmatica. El principal factor de riesgo para las formas mas severas de la
enfermedad es que se trate de una infeccion secundaria. Se ha sugerido que la

viremia en las formas severas es mayor que en la fiebre por dengue.

Las alteraciones en la permeabilidad vascular y en la coagulacion se cree
que surgen por una combinacion de: a) un incremento en la replicacion viral, b)
incremento en la muerte de las células infectadas o por la accion de células
citotoxicas del sistema inmune, c) activacion del complemento; y si ha existido una
infeccion previa por cualquier serotipo de dengue d) la activacion de linfocitos T de
memoria y e) aumento en la produccion y liberacion de citocinas proinflamatorias e

interferones | y Il por los linfocitos T y células infectadas (87).

Todos estos procesos son reflejo de lo que en inmunologia se conoce como
el “pecado original antigénico”, ya que la respuesta inmune potencia la infeccién del
virus asi como la severidad de los sintomas y el progreso a cuadros mas severos

de la infeccion.

La fase de recuperacion inicia cuando el paciente revierte el aumento de la
permeabilidad vascular a un nivel normal después de 48 a 72 horas. Se puede
manifestar fatiga profunda en el paciente durante varias semanas después de la

fase de recuperacion.

5. RESPUESTA INMUNE

Cuando un mosquito infectado pica y se alimenta de un individuo sano, libera en
la dermis al virus el cual activa e infecta a células dendriticas inmaduras (iDC) cuyo
trabajo es censar el microambiente antigénico y capturar antigenos para su
procesamiento y presentacion a linfocitos T. Los macréfagos y/o monocitos también

se consideran blancos primarios para el virus y uno de los principales sitios de
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replicacion viral, ya que inician la produccion de interferones de tipo | y citocinas
quimioatractantes que en su momento provocan la migracién de neutrdfilos,

basdfilos y células asesinas naturales (NK, Natural Killer) al sitio de infeccién.

La infeccion en un inicio se caracteriza por una respuesta de tipo Th1 la cual es
propia de un cuadro de FD, y durante el transcurso de la infeccién y bajo el efecto
de interleucinas como la 10, 12 y TGF-B1 la respuesta cambia a una de tipo Th2 lo
cual se relaciona con un progreso a una forma mas severa de la enfermedad

producida por el virus(86, 87).

Las células NK pueden eliminar a células infectadas mediante dos mecanismos,
la citolisis y la citotoxicidad dependiente de anticuerpo. Independiente de su funcién
para controlar la infeccién, las células NK y CD juegan un papel importante siendo
el puente entre la inmunidad innata y el inicio de la adaptativa. La desregulacion en
la actividad de las CD y NK debido a la infeccién por dengue puede exacerbar la
progresion de la enfermedad durante la infeccion.

La activacion de las células de la respuesta inmune innata se da via receptores
tipo toll (TLR), aunque la participacién de éstos en el proceso no es clara aunque
se ha relacionado a TLR 3 en la activacion de células no inmunitarias como las
HepG2. Tanto los receptores tipo NOD como los RIG-I tienen la capacidad de
reconocer al virus y desencadenar la activacion de NF-kB y la subsecuente
produccion de interferones de tipo | (a/B), los cuales juegan un papel fundamental
para controlar la infeccion (88).

Por su parte los neutréfilos producen grandes cantidades de TNF-a y de
defensinas, péptidos pequenos ricos en cisteina y que pueden controlar la infeccion

viral a través de su interaccion con la membrana viral o con receptores celulares.

Cuando las células dendriticas y macréfagos han sido activados, el siguiente
paso es la activacion de células de la respuesta inmune adaptativa (RIA), como son
los linfocitos T y B, los cuales en su momento produciran anticuerpos especificos

contra epitopos de las proteinas del virus.
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La proteina E es contra la cual se producen la mayoria de los anticuerpos ya que
ésta se encuentra en mayor cantidad en la cubierta del virus maduro. Por otra parte
la proteina prM que se encuentra en virus inmaduros juega un papel importante en
la produccién de anticuerpos y resulta ser a su vez un mecanismo de evasion de la
respuesta inmune, ya que se producen anticuerpos contra una proteina inexistente
en los virus maduros y por consecuencia resultan ser no neutralizantes. Los
epitopos reconocidos por los anticuerpos neutralizantes reconocen a los tres
dominios de la proteina E y pueden tener reaccion cruzada entre los distintos
serotipos (72).

Para que los anticuerpos producidos logren ser neutralizantes necesitan estar a
una concentracion adecuada y suficiente para unirse a la mayoria de epitopos

posibles y asi evitar la interaccion del virus con sus receptores y/o correceptores.

Después de una infeccion primaria por cualquier serotipo, la persona queda
protegida contra una reinfeccion por éste sin embargo, esta proteccion no es
efectiva contra otros serotipos del virus si no al contrario, se ha demostrado que
puede causar un aumento de la infeccién e inducir la progresion a un cuadro mas
severo de la enfermedad. Este efecto se conoce como “el pecado original
antigénico” el cual se basa en que, después de una primera infeccion los titulos de
anticuerpos contra el virus tienden a caer, pero si existe una reinfeccién por otro
serotipo del virus, el titulo aumenta y se mantiene asi, despertando una reaccion

inmunoldgica dafina para el huésped (10, 72).

Por otra parte, existe otro efecto denominado “potenciacion dependiente de
anticuerpo” (“ADE” por sus siglas en ingles), en donde estos mismos anticuerpos
tienen reaccion cruzada con otro serotipo del virus, pero en lugar de neutralizarlo
inducen la infeccién de un rango mucho mayor de células, disparando el aumento
de la viremia. Este hecho se debe a que células permisivas (y por las cuales el virus
tiene tropismo preferencial, como son los macréfagos) tienen receptores FcyR, los
cuales reconocen a los anticuerpos que estan opsonizando al virus, facilitando asi
la entrada de éstos al macréfago y aumentando el numero de células infectadas por
el virus. Todo este proceso es dependiente de la concentracion de anticuerpos, ya
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que si no alcanzan la concentracion necesaria para neutralizar al virus inducen el
ADE (Figura 8) (10).

Existe por lo tanto un efecto directo de estos dos procesos, la progresion hacia
un cuadro mas severo de la enfermedad (DHF/DSS), involucrando sistemas y
procesos como el complemento, que se sabe esta activando la superficie de células
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Figura 8. Potenciacion dependiente de anticuerpo (ADE). Durante una infeccion primaria
por DENV se producen anticuerpos con la afinidad y en la concentracion adecuada para
neutralizar a las particulas virales e inhibir la infeccion de nuevas células. Cuando sucede
una segunda infeccion por DENV con un serotipo diferente al inicial, los anticuerpos
producidos no tienen la afinidad ni la concentracion adecuada para poder inhibir al virus, en
su lugar los anticuerpos unidos al virus son reconocidos por receptores Fc de los macréfagos
y asi se potencia su infeccion, el ADE esta ligado con los cuadros graves de DENV. (Tomado
de Tami Tolpa, The Scientis, 2012).
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endoteliales lo que contribuye al proceso de fuga vascular caracteristica del dengue

severo.

Por otra parte, se produce una tormenta de citocinas inducida por células de
la respuesta inmune innata y linfocitos T con reactividad cruzada, todas las cuales

proliferan y contribuyen en el proceso de fuga vascular.

Entre los mecanismos de evasion de la respuesta inmune que tiene dengue,
se encuentran la inhibicion de la fosforilacion de IRF3, que forma parte de la via
necesaria para la produccion de IFN-I, esto a través de la proteina no estructural
NS2B. Por otra parte se bloquea la dimerizacién de las proteinas STAT 1 y 2,
promoviendo la degradacion de STAT 2 via el sistema Ubiquitina proteosoma.

Ambos eventos llevan al bloqueo de la produccién de INF-y (89).”

6. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES Y ACETILACION DE HISTONAS.

El genoma de los organismos eucariotas se encuentra empaquetado en una
estructura llamada cromatina cuya unidad funcional son los nucleosomas, a su vez,
el nucleosoma esta conformado por dos copias de las Histonas H2A, H2B, H3 y H4
formando un octamero, este se encuentra rodeado de aproximadamente 147 pb de
ADN(90). La cromatina de todas las células es una estructura altamente dinamica
que se puede encontrar esencialmente en dos estados: heterocromatina y
eucromatina, ambos hacen referencia al grado de compactacion del DNA dentro de
la célula el cual practicamente regula la accesibilidad al ADN de factores
reguladores de la transcripcién, replicacion, reparacién, recombinacion y reparacion
del DNA dafado.

La transicion entre estos dos estados se encuentran regulados
principalmente por modificaciones quimicas covalentes en el extremo aminoterminal
de las histonas como la fosforilacion, metilacién y acetilacion (que son las

modificaciones mas ampliamente estudiadas) y la metilacion del DNA (91). Para
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fines de este trabajo nos centraremos en una breve descripcion de la acetilaciéon y

fosforilaciéon de histonas.

La acetilacion y su impacto sobre la transcripcidn fue descrita por primera vez
en 1964 siendo hasta ahora la modificacibn mas ampliamente estudiada y
relacionada principalmente a la activacién de la transcripcién. Se contemplan dos
posibles hipotesis sobre su mecanismo de accion, el primero involucra la perdida de
afinidad de las histonas por el DNA debido a un cambio en la carga de las histonas
y el segundo implica el reclutamiento de proteinas o complejos modificadores de
cromatina y factores de transcripcion(92, 93).

La acetilacion de histonas es un proceso regulado por dos tipos de enzimas,
las acetil transferasa de histona (HATs) (Proteinas escritoras) y las Deacetilasas de
histona (HDAC) (Proteinas borradoras). Las primeras se clasifican en tres familias:
la MYST, GNAT y p300 mientras que las segundas en 2 familias y 4 clases; HDAC
[, 1, 1y IV (94-96).

7. DEACETILASAS DE HISTONA (HDACs)

Las deacetilasas de histona son un grupo de enzimas cuya funcion es la
remocidén del grupo acetil del nitrégeno ¢ de residuos de lisina en histonas vy
proteinas no histonicas, estas enzimas fueron descubiertas por primera vez en 1969
por Inoue & Fujimoto (97). Actualmente, se han descrito 18 HDACs que son
divididas en dos familias basado en la similitud entre sus secuencias pudiendo ser
parte de la familia de las histona deacetilasas o de la familia reguladora de Sir2.
Como se comentd anteriormente, estas familias se dividen en cuatro clases: HDACs
de clase |, Il, lll y IV (Tabla 1). La clasificacion de las HDACs esta basada en la
homologia de su secuencia con la secuencia de las HDACs de Saccharomyces

cerevisiae (96, 98).

La deacetilacion de histonas por las HDACs regula la estructura de cromatina
y la transcripcion, a su vez la accion de estas enzimas sobre proteinas no histonas
controlan diversos procesos celulares(96). Se ha observado que este grupo de

enzimas juegan un papel importante durante el ciclo de replicativo de varios virus
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tanto de DNA como de RNA como el Virus de la hepatitis B, (HBV), Citomegalovirus
humano (HCMV), Epstein Barr virus (EBV), HIV y el flavivirus HCV (99-106).

8. FOSFORILACION DE HISTONAS

La fosforilaciéon de las histonas, particularmente de H3, es un proceso
necesario para que se lleve a cabo la condensacion de la cromatina principalmente
durante la mitosis y la muerte celular por apoptosis. Otras funciones de la
fosforilaciéon de histonas es participar en procesos de replicacion, reparacion,

transcripcion y recombinacion del DNA (107).

Tabla 1.
Clasificacion de Deacetilasas de histona (HDACS)
Familia Clase HDAC
Deacetilasas de Histona Clase | HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS.

Clase Il HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 HDAC10.
Clase IV HDAC11.

Familia reguladora de Sir2 Clase Il SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5, SIRT6, SIRT7

Modificado de Seto E. &Yoshida M., 2014

La fosforilacion de las serinas 10 y 28 de la histona H3 se encuentra
relacionada a la condensacion de la cromatina durante la mitosis ya que se ha
demostrado que la fosforilacién de la serina 10 recluta el complejo de condensina

hacia la cromatina, la enzima encargada de llevarlo a cabo es Aurora cinasa B (108).

9. PAPEL DE LAS CINASAS EN INFECCIONES VIRALES

La funcién de cinasas y fosfatasas es esencial en multiples procesos
celulares asi como en procesos patolégicos sean o no infecciosos. Esta mega
familia de enzimas llevan a cabo el proceso de fosforilacién proteica la cual es la
mas modificacion postraduccional mas abundante, reversible e importante

modificacion postraduccional tanto en proteinas celulares como virales (109). Se
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estima que el genoma humano contiene aproximadamente 500 genes que codifican
para cinasas (518 cinasas y 106 pseudogenes, aproximadamente 2% de los genes
humanos) y que mas del 30% de las proteinas celulares pueden ser sometidas a

fosforilacion (110).

La fosforilacién regularmente modifica el comportamiento de las proteinas en
donde es llevada a cabo; entre de las modificaciones mas importantes tenemos:
cambios funcionales, cambios en su actividad enzimatica, localizacion celular y
asociacion o no con otras proteinas. Dependiendo de la especificidad por el sustrato
las cinasas son divididas en serina/treonina (S/T) o tirosina (Tyr) cinasas (109).
Ambos tipos de cinasas tiene un nucleo catalitico comun el cual contiene un sitio de
unién a ATP en el extremo N terminal rico en glicina y un centro catalitico central
con un residuo de acido aspartico requerido para la actividad enzimatica (111). A su
vez ambos tipos de cinasas regulan eventos catabdlicos, anabdlicos y vias de

senalizacion que mantiene la homeostasis celular(110).

Durante los procesos de infeccion viral las cinasas juegan un papel
importante en la regulacién de la entrada viral, transcripcion, replicacion, ensamble

y salida para beneficio del virus (112).

10. CINASAS DURANTE LA INFECCION POR DENV

Durante la infeccion por DENV el virus toma el control de vias metabdlicas
como la sintesis de lipidos y de sefalizacion como la relacionada con respuesta a
interferén en la célula huésped. A su vez durante la infeccion la participacion de
cinasas del huésped es fundamental para llevar a cabo cada uno de los procesos
necesarios para el ciclo de replicacion viral, es por eso que analizar la importancia
de algunas cinasas para la replicacion de DENV puede plantear nuevos blancos

terapéuticos que ayuden a disminuir la progresion a cuadros graves.

Por ejemplo se ha demostrado que la proteina NS5 puede ser fosforilada por
la proteina cinasa G (PKC), por casein cinasa Il (CK Il), CK 2 y por proteina cinasa
C (PKC). En el caso de PKG fueron analizados por espectrometria de masas los
sitios de fosforilacion en la proteina NS5 de YFV y DENV encontrandose un sitio de
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fosforilacion por PKG conservado en ambos virus (Thr 449 en DENV). La funcion
de la fosforilacion de NS5 se ha descrito en mosquitos en donde esta proteina
fosforilada altera el comportamiento de vuelo de A. gambie (113). Ademas de los
dos flavivirus mencionados, también se ha detectado que el domio de
metiltransferasa de West Nile Virus (WNV) es fosforilado por PKG (114).

De manera general, se ha reportado que la proteina NS5 de los flavivirus
puede ser fosforilada por la CK | (Ser 56), pero solo en YFV se ha demostrado que
es importante para su funcion enzimatica de esta (115). Por otra parte, CK 2 también
puede fosforilar a NS5 y de esta manera regular su localizacion nuclear de la

proteina a través de su retencion citoplasmatica (116).

En el caso de PKC, la inhibicién de esta enzima demostré tener un efecto
benéfico sobre la infeccion induciendo un incremento en produccién de viral pero
afectando la viabilidad de las células huésped. Al revertir la inhibicion de PKC
induciendo su activacion con PMA el efecto se revirtio, de esta manera se demostré
que PKC modula la replicacion viral a través de la fosforilacion del domio RdRp de
NS5 (117). En este caso, pareciera observarse que la fosforilacion de la proteina
NS5 es esencial para que esta lleve a cabo sus funciones de manera adecuada

durante el ciclo de replicacion viral.

Existen otras cinasas como EGFR (Receptor del factor de crecimiento
epidermal) que al ser inhibidas impactan negativamente sobre la replicacién del
RNA viral en lineas celulares hepaticas (HepG2) a través de un mecanismo que
pareciera involucrar alteraciones en la forma fosforilada de STAT3, lo cual
provocaria una potenciacién en la expresion de los genes de respuesta a interferén
(RIG) (118). A su vez, el inducir la fosforilacion de elF2a utilizando el compuesto 4-
HPR (N-(4-hydroxyphenyl) retinamide) produce una atenuacién de la traduccién

celular lo que provoca un estado antiviral en la célula infectada (119).

Por una parte las proteinas virales necesitan la fosforilacién por proteinas del
huésped para llevar a cabo su funcién, pero DENV también puede modificar el
estado de fosforilacion de proteinas del huésped para su beneficio como es el caso
de AMPK, la cual regula negativamente la funcion de mTORC1 y a su vez esta
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induce lipofagia celular lo cual beneficia la replicacién de DENV. En contraparte la
inhibicion de AMPK disminuye la induccion de autofagia, la deplecion de LPs y la

replicacion del RNA y produccién de particulas virales (120).

La inhibicion de otras cinasas como AAK1 (protein cinasa asociada a AP2) y
GAK (cinasa asociada a ciclina G) afectan la entrada y la produccién de particulas
virales ya que durante la infeccion por DENV se ha observado que ambas cinasas
afectan ambos procesos virales (121). A su vez, la activacion de PKR (Protein
cinasa regulada por dsRNA) debida a su interaccion con dsRNA regula
negativamente la produccion de interferon por lo que al ser inhibida aumenta la

produccion de particulas virales (122).

Si bien la inhibicion puntal de cinasas afecta el ciclo de replicacion viral,
utilizar un farmaco que inhiba de manera general cinasas también afecta el ciclo de
replicacion viral, como lo comprobaron Garcia-Blanco y cols. cuando al utilizar el
farmaco SVF785 indujeron una descolocalizacion de las proteinas virales y una
disminucién en la produccion de particulas virales infectivas debido a un proceso de

ensamble/morfogénesis frustrado (123).

11. AURORA CINASAS

En 1995 en la mosca Drosophila se detectd que al mutar el gen aur que
codifica para una serina/treonina cinasa putativa, se afectaba de manera negativa
la separacién de centrosomas en embriones y neuroblastos de larva provocando la
formacion de un huso monopolar (de ahi que se le diera el nombre de Aurora). De
esta manera la familia de las Aurora cinasa fue descubierta (124) y entre los afios

1995 y 1998 que los homodlogos se describieron en mamiferos (125, 126).

Actualmente se conocen tres miembros: Aurora cinasa A, B y C (AurKA,
AurKB y AurKC), todas evolutivamente conservadas. Las tres cinasas comparten
similitud en el domio catalitico que se localiza en el extremo amino terminal, y
difiriere tanto en similitud como en tamano en el extremo carboxilo terminal (127).
Los genes para las auroras se localizan en el cromosoma 20q13.2 (AurkA), 17p13.1
(AurkKB) y 19913.43 (AurKC) (128).
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Estructuralmente las auroras contienen dos dominios principales: 1) el
dominio regulador en el extremo amino terminal (altamente diverso entre las
auroras) y el elemento A-Box y Il) en el carboxilo el elemento D-Box y el domio
catalitico, el cual conserva >70% de homologia entre los miembros de la familia. En
las auroras cinasa tanto el A- Box como el D- box regulan su degradacion (129-131).

Dentro de las principales funciones de las auroras se encuentra la regulacion
de ciclo celular modulando procesos como la estabilidad genética, modificaciéon de
cromatina, funciones del centrosoma, ensamble del huso mitético, correcto

alineamiento cromosomal y la citocinesis (132).

La expresién de las Auroras esta limitada a las fases G2/M del ciclo celular y algunas
veces en la fase S, AurKA y AurKB se expresan en todos los tejidos en proliferacion
durante el inicio y el final de la mitosis, mientras que AurKC se expresa unicamente
en tejido testicular (133, 134).

Los tres miembros de la familia se sobreexpresan en distintos tipos de cancer
por lo cual se ha propuesto que tienen actividad oncogénica y/o oncoproteica.
Debido a su expresion y a las funciones antes mencionadas las auroras son
conocidas como los reguladores maestros de los eventos mitdticos tardios y

citocinesis.
12. AURORA CINASA B

La principal funcién de AurKB es regular la segregacion correcta de cromosomas
(interaccion cromatides-microtubulos, cohesion de cromatides hermanas,
“checkpoint” del ensamble de huso mitotico) y la citocinesis. Para llevar a cabo
estas funciones forma un complejo con las proteinas INCENP (Inner Centromere
Protein), survivina y borealina, el lamado Chromosomal passenger complex (CPC)
en donde AurKB forma el nucleo enzimatico y las otras proteinas la fraccion

reguladora (Figura 9 ) (135).

El complejo se forma cuando se lleva a cabo la unién de AurKB a la caja IN
en el carboxiloterminal de la proteina INCENP, esta interaccion activa parcialmente
a AurKB, la cual se autofosforila en el denominado Loop-T, una vez parcialmente
activada AurKB fosforila a INCENP en dos serinas adyacentes en la caja IN una
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region denominada TSS (Thre-Ser-Ser), esto provoca una retroalimentacion
positiva que resulta en la activacion total de AurKB y la potenciacion de la actividad
cinasa de la enzima; la fosforilacion de los residuos de serina en INCENP son
esenciales para esto ultimo. Este mecanismo de accion es evolutivamente

conservado entre eucariontes (Figura 10) (136, 137).

Survivin

Figura 9. Complejo CPC (Chromosomal passanger complex). Aurora cinasa B forma
complejo con tres proteinas nucleares: INCEP, Borealina y Survivina, AurKB forma el nucleo
catalitico de este complejo mientras que las proteinas restantes forman la fraccion
reguladora del mismo. (Modificado de Earnshaw W. C. Et al, 2007).

La localizacion tipica de AurKB es en todo el nucleo, pero una vez en iniciada
la mitosis se moviliza a estructuras nucleares especificas: durante prometafase a
metafase se mueve a centromeros, una vez que inicia la anafase gradualmente se
relocaliza a la zona media hasta que termina la citocinesis. Cuando forma parte del
CPC, el movimiento del complejo en el ciclo celular es preciso en tiempo entre sitio

y sitio de localizacion (132).

Cuando existe una AurkB mutada que sea cataliticamente inactiva, se afecta
la localizacion de todo el complejo CPC del centromero al huso mitético y altera de

forma grave la progresién mitética (138).
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AurKB promueve la biorientacion cromosomal a través de la regulacion del
anclaje de los microtubulos al cinetocoro. Parte del mecanismo utilizado implica la
fosforilacidon de la proteina MCAK (Mitotic Centromere-Associated Kinesin) por parte
de AurKB y de esta manera inhibe la despolimerizacion de los microtubulos durante
la formacion del huso mitotico mantenido a los microtubulos unidos establemente al
cinetocoro. A través de esta funcion, la enzima esta involucrada en reclutar

proteinas del “Checkpoint” a los cinetocoros (139, 140).

Partially active kinase Fully active kinase

Figura 10. Activaciéon de AurKB. Cuando AurKB forma parte de CPC, se lleva a cabo su
activacioén parcial al unirse a INCENP, posteriormente AurKB se autofosforila y fosforila a
INCENP en la region TSS lo cual provoca una potenciacion en la actividad de AurKB lo que
provoca la activacion total de la enzima (Modificado de Earnshaw W. C. et al, 2007).
Otra de las funciones importantes de AurKB durante la mitosis es fosforilar
las serinas 10 y 28 de la histona H3 lo cual es un paso esencial para la condensacién

de cromosomas tanto en vertebrados como en nematodos y levaduras (141-144).

Durante la mitosis la division citoplasmatica debe de ser regulada espacial y
temporalmente para permitir que los cromosomas puedan migrar del ecuador a cada
célula hija antes de que sean divididas en dos células independientes, un proceso
denominado citocinesis. Para llevar a cabo este proceso es necesario que AurkKB
interaccione con componentes del complejo ESCRT-IIl (Endosomal Sorting
Complex Requiered for Transport), de manera particular con la subunidad CHMP4C
(Charged Muiltivesicular Body Protein 4C) que regula la formacion de polimeros de

ESCRT-IIl y su asociacion con membranas. CHMP4C es fosforilada por AurKB en
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la serina 210 (cerca del carboxiloterminal). Este paso es requerido para llevar a cabo
el proceso de citocinesis e involucra la participacion de borealina para la union a
CHMPA4C y la fosforilacion de esta por parte de AurKB CPC (145, 146).

El proceso es solamente conservado en mamiferos y se cree que surgio tarde
evolutivamente como un mecanismo de seguridad para evitar la ruptura prematura
de los puentes cromosomales intracelulares y acumulacion de dafio en el DNA (145)
(Figura 11).

Fuera de las funciones en mitosis de AurKB, se ha descrito que junto a ECT
2 (Epithelial Cell Transforming 2) la actividad cinasa es esencial para la formacion
de granulos de estrés en células cancerosas de astrocitoma humano. En estos
granulos de estrés se detectaron mRNAs para varias vias celulares como migracion
celular, metabolismo, traduccién y transcripcion, por lo cual se sugiere que estos
granulos de estrés podrian funcionar como un mecanismo de regulacién epigenética

en células cancerosas, permitiendo la sobrevivencia de estas(147).

Telophase
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Figura 11. Fosforilacion de CHMP4C por AurKB durante la citocinesis. Durante los
estadios tempranos de la mitosis (telofase) AurKB fosforila a multiples blancos de la
maquinaria de mitosis, durante el proceso de citocinesis el principal blanco de AurKB es
CHMPA4C, esta fosforilacion promueve la polimerizacion de ESCRT-III para llevar a cabo el
proceso de separacion de las células hijas. (Tomado de Capalbo L. & Davino P., 2015)
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Debido a que AurKB es una cinasa reguladora del ciclo celular durante un
proceso de infeccidén algunos virus como Epstein Barr y HCV toman el control de

esta enzima para su beneficio promoviendo su estabilidad o destruccion.

Epstein Barr (EBV) pertenece a la familia de los y-herpesvirus y establece
una infeccidén de por vida en la mayoria de la poblacion adulta, la infeccion suele ser
asintomatica pero en pacientes inmunosuprimidos puede contribuir al desarrollo de
enfermedades linfoproliferativas y tumores epiteliales. EI mecanismo por el cual
EBV induce estas alteraciones esta relacionado con la actividad de la proteina
EBNAS3C, un factor de transcripcion viral el cual se ha demostrado que induce un
incremento en la transcripcion del mensajero de AurKB a través de la potenciacion
de su promotor. Ademas de lo anterior, estabiliza a AurKB reduciendo la
ubiquitinaciéon de la enzima. Esta estabilizacion mantiene la actividad cinasa
‘encendida” y provoca la fosforilacién y degradacién de p53 asi como de p73,
ademas se cree que pudiera fosforilar la proteina pRb, contribuyendo a la

proliferacion y transformacion de células B (148, 149).

En el caso de otros virus de RNA como influenza, se llevdo a cabo un
“screening” gendmico y se detectd que Hesperidina, un inhibidor especifico de
AurkB es capaz de restringir la replicacion de influenza A y B de aislados clinicos e
incluso de cepas resistentes a Oseltamivir®, el farmaco de uso actual para

prevencion y tratamiento de la infeccion por este virus(150).

Por su parte, de los flavivirus el unico miembro en el cual se ha reportado la
participacion de AurKB es el virus de la Hepatitis C (HCV), durante la replicacion del
virus la proteina del “core” (capside) interacciona con AurKB uniéndose al sitio activo

de esta lo que resulta en disminucion en la actividad de la enzima.

De esta manera la proteina de la capside durante la infeccion desregula la
expresion de NF-kB y la proteina pro inflamatoria COX-2 (ambas proteinas tienen
efecto antiapoptotico y antiproliferativo). Pero cuando la actividad cinasa de AurKB
es inhibida induce un aumento en la capacidad infecciosa de HCV caso contrario
cuando la expresion de AurKB se elimina ya que afecta directamente la expresion
de la capside y la progenie de HCV.
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Finalmente, la sobreexpresion de la enzima disminuye la expresion de la
proteina viral y de particulas infecciosas. De esta manera se plantea que regular la
actividad cinasa de AurKB puede influenciar negativamente en la via inflamatoria al

inicio de la infeccion por HCV lo cual beneficia el ciclo de replicacion viral (151).

En contraparte, durante la mitosis la actividad de AurKB debe de ser
finamente regulada para evitar la progresién aberrante del ciclo celular, la via por la
cual se inactiva AurKB no es del todo conocida pero se sabe que participan
proteinas como IK cuya funcion es reclutar a la protein fosfatasa 2A (PP2A) lo cual
induce la inactivacion de AurKB(152). A su vez, se ha reportado que la activaciéon
de AurkB utilizando acido okadaico promueve su interaccién con la protein fosfatasa
1 PP1, funcionando ambas fosfatasas como reguladores negativos de la actividad
de AurKB (153).
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13. JUSTIFICACION

Debido a que actualmente no se cuenta con una vacuna o esquema farmacolégico
efectivo contra DENV, el estudio de proteinas del huésped que participen en el ciclo
replicativo podria ayudar al desarrollo de nuevos farmacos.

La Aurora Cinasa B y las HDAC participan en el ciclo replicativo de otros virus como
EBV, HIV, HSV y otros flavivirus como HCV. Por lo tanto analizar la relevancia y
funcion de estas enzimas durante el ciclo replicativo DENV 2 nos permitira conocer
su papel en la patogenia de la enfermedad e identificar nuevos blancos terapéuticos

o profilacticos para combatir la infecciéon por DENV.
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14. HIPOTESIS

La funcién de las HDAC vy la actividad catalitica de Aurora Cinasa B son importantes
para el ciclo de replicacion de DENV 2.

15. OBJETIVOS

15.1 Objetivo General

e Analizar la importancia de Aurora Cinasa B y HDACs durante el ciclo de
replicacion de DENV 2.

15.2 Objetivos particulares
e Determinar la participacién de HDAC's en el ciclo replicativo de DENV.
e Analizar la participacion de la Aurora cinasa B en el ciclo replicativo de DENV.
e Examinar el comportamiento y localizacién de proteinas virales en los
complejos de replicacion durante el tratamiento con los inhibidores de HDAC

y Aurora Cinasa B.

37



16. MATERIAL Y METODOS.
16.1 Cultivo celular y cepa viral.

La linea celular hepatica Huh-7 (ATCC PTA8561) se cultivd en medio
esencial DMEM suplementado con 8% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de
glutamina, penicilina (5x10*U/ml), estreptomicina (50ug/ml) y fungizona a 37°C y 5%
de COz2 (Medio completo). La propagacion del DENV serotipo 2 cepa Nueva Guinea
fue realizada en cerebro de ratones lactantes y el titulo de las preparaciones virales

fue determinado por ensayo de focos.
16.2 Anticuerpos y farmacos

El inhibidor de Aurora cinasa B, ZM447439 (N-[4-[[6-Methoxy-7-[3-(4-
morpholinyl)-propoxy]-4-quinazolinyllJamino]phenyllbenzamide) sintetizado por
AstraZeneca fue adquirido en la casa comercial Tocris Bioscience y fue disuelto en
DMSO para preparar un stock a una concentracion de 9 mM. El inhibidor de HDAC
butirato de sodio (BuNa) fue adquirido en la casa comercial Sigma-Aldrich y fue

diluido en agua para obtener un stock al 1 M.

Se utilizaron anticuerpos a -Histona H3 ab107799 (1:5000 WB/1:1000/IF), a-
Histona H3S10p ab14955 (1:5000 WB y 1:1000/IF), a-Histona H3K9ac ab12179
(1:5000/WB y 1:1000/IF). a-Aurora B 232p ab115793 (1:1000/WB y 1:200/IF), o-
AuroraB Invitrogen 36-5200 (1:1000/WB y 1:200/IF), ao-NS4A GTX124249
(1:200/IF), a-NS3 GTX124252 (1:1000/WB y 1:200/IF), a-E 4G2 clona Hb 119
(1:200/Citometria e IF), a-prM-E 2H2 Sobrenadante de Hibridoma (1:200/Focos, IFs
y Citometria), a-dsRNA 1:200 (donado por el Dr. Mariano Garcia Blanco), a-capside
1:500 (Donado por la Dra. Andrea Gamarnik,) a-Mouse IgG acoplado a HRP Cell
Signall 7076S (1:5000), a-Rabbit acoplado a HRP Cell Signall 7074S (1:5000).

16.3 Extraccién y enriquecimiento de Histonas con acido sulftrico.

Se partié de aproximadamente 1 x10” millones de células Huh-7 (una placa
p100 confluente) fueron levantadas con Tripsina-EDTA y lavadas con PBS 1X
centrifugandolas a 900 RPM durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, las células
fueron lisadas con 1 mL de buffer de lisis hipoténico frio (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1.5
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mM MgClz2, 1 mM KCl y 1 mM de DTT) durante 30 min. a 4°C con movimiento
constante para permitir la lisis de las células. Transcurrido el tiempo, las células
fueron centrifugadas a 10 000 g por 10 min a 4°C para obtener la fraccion nuclear.
Posteriormente, los nucleos se resuspendieron en buffer hipotdnico a temperatura
ambiente y puestos sobre un colchén de sacarosa 0.34 M y centrifugarse a 10 000
rom durante 5 min a 4°C sin freno, de esta manera se elimina la fraccion
citoplasmatica. Este paso se repiti6 en dos ocasiones. El botdon obtenido se
resuspendio en 400 yL de H2S04 0.2 M (0.4 N) y se dej6 toda la noche en
movimiento constante a 4°C, es en este paso en donde se enriquecio la fraccion de

histonas.

Al dia siguiente, los nucleos fueron centrifugados a 16 000 g durante 10 min
a 4°C y el sobrenadante se recuperé cuidadosamente, se transfirié a un nuevo tubo
y se agrego 132 uL de acido tricloroacético al 100%. El tubo se incubd en hielo
durante 30 minutos para permitir la precipitacion de las histonas. Transcurrido el
tiempo, los tubos se centrifugaron a 16 000 g durante 10 min a 4°C, se descarto el
sobrenadante y al pellet obtenido se le agregaron 400 puL de acetona fria (-20 °C)
para centrifugar de la misma manera que el paso anterior. Finalmente, se descarté
la acetona y los residuos se dejaron evaporar del tubo durante 5 minutos en hielo.
El pellet fue resuspendido en 100 yL de agua inyectable adicionando cocktail
inhibidor de proteasas, fosfatasas (PhosStop, Roche.) y deacetilasas (BuNa 100

mM). La presente metodologia es una modificacion de Shechter D. et al, 2007 (154).
16.4 Analisis de modificaciones postraduccionales de la histona H3

Para llevar a cabo el ensayo de ELISA para analizar las modificaciones
postraduccionales en la histona H3 partimos de histonas extraidas y enriquecidas
utilizando el método de extraccion acida. Las histonas fueron cuantificadas con el
método de BCA (BCA protein assay, Thermo Fisher) siguiendo Ilas
recomendaciones del fabricante. Una vez conocida la concentracion de histonas se
realiz6 una dilucion de tal manera que a cada pozo de la placa para ELISA
contuviera 100 ng/mL de proteina. Brevemente, se agregaron 49 yL de solucion AB
a cada pozo que corresponde al blanco del ensayo, 49 uL de la solucion AB 'y 1 pL
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de la dilucion de proteina [100 ng/mL] a los pozos control al igual que a los pozos
que correspondian a las muestras problema, la placa se Cxubrié con una pelicula
adhesiva (para evitar la evaporacion de la muestra) y se incubd durante 120 min a
37 °C. Posteriormente, se retird la solucion que contenia las histonas y cada pozo
se lavé con 150 yL de buffer de lavado (WB). Para llevar a cabo la unién de
anticuerpo secundario se agregaron 50 yL de buffer DA por pozo y la placa se
cubrié con aluminio incubandose a temperatura ambiente por 60 min. La solucion
DA se retird y la placa se lavé 4 veces con 150 uL por pozo de WB. Para el proceso
de revelado se agregaron 100 pyL DS a cada pozo y se incubaron entre 1 y 10
minutos protegidos de la luz monitoreando el cambio de color (Azul) en los pozos,
para detener la reaccién se agregaron 100 uL de solucion de stop (SS) a cada pozo
y finalmente la placa fue leida a 450 nm en el lector EIx808 Absorbance Multiplate
Reade. Para calcular el porcentaje de histonas modificadas se realizaron las

siguientes ecuaciones proporcionadas por el fabricante:

a) Para el célculo de la cantidad de H3 modificada (ng/pL)

D.O de la muestra — D.O del blanco/S
D.O del control — D. O del blanco/P

n
X1000 = H3 total o modificada (Ll_i de proteina)

S: cantidad de proteina cargada en ng.
P: cantidad de proteina control en ng (25 ng).

b) Para calcular el porcentaje de histonas modificadas (%)

Cantidad de H3 modificadaﬁ—‘g de proteina

ng X100 = % de histona H3 modificada
Cantidad de Histona H3 total ma de proteina

16.5 Ensayos de metabolismo y viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad para las diferentes concentraciones de ZM447439
se realizaron con el kit cell titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega). Se probaron las concentraciones de 0 uM (Vehiculo-DMSO-), 1 uM, 5
pM, 10 uM y 15 uM del inhibidor en el cultivo de células Huh-7 por 24 hrs.
Transcurrido este tiempo, se realizo el ensayo que consiste en determinar el numero

de células viables en ensayos de proliferacion o citotoxicidad celular. El fundamento
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de la prueba se encuentra en la reduccion de la sal inerte de tetrazolio ([/3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]) el cual es
bioreducido por las células a formazan, un producto coloreado soluble en el medio
de cultivo. El ensayo se llevé a cabo en placas de 96 pozos en donde se retiro el
medio de cultivo celular y se agregd una mezcla que contenia 50 pl del medio
correspondiente a la linea celular y 10 pl de la solucion cell titer 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay dentro de cada pozo. Las células con la mezcla se
incubaron durante una hora a 37°C en una atmosfera humeda con 5% de COz. La
absorbancia se determin6 a 490 nm en el lector de placas biotec (EIx808
Absorbance Multiplate Reader) siendo la absorbancia registrada proporcional al

numero de células viables.

Para el ensayo de viabilidad con (IP) se utilizaron células Huh-7 crecidas en
placa de 24 pozos a una confluencia de ~80 % y se probaron las concentraciones
antes mencionadas. Las células se trataron con ZM447439 durante 24 horas y
posteriormente fueron levantadas con Tripsina-EDTA para a continuacion
inactivarlas con DMEM al 7% de suero, se centrifugaron 5 minutos a 900 RPM y se
lavaron con PBS 1X estéril. Se preparo la solucion de trabajo de IP (1 mg/mL) y se
resuspendioé el botdon en 100 pL de esta solucidn, se incubaron durante 15 min a 37
°C protegidas de la Luz directa. Las células fueron leidas en el citbmetro BD
LSRFortessa, 10 000 eventos con el filtro PE-Rojo Texas. Los datos fueron

analizados con el Software FlowJo V10.
16.6 Ensayo de focos para titulaciéon de virus.

Los ensayos de focos se realizaron en células Huh-7 crecidas al 90% en
placas de 96 pozos. Se realizaron diluciones limitantes de base 10 en medio Hanks
(135 L de medio y 15 uL de virus) hasta la dilucion 8 para extractos de cerebro y
dilucién 4 para sobrenadantes. Las células se infectaron con 50 uL de cada dilucion
durante 2 hrs a 37 °C y posteriormente se adicioné medio completo al 10% de SFB
durante 48 hrs. Una vez transcurrido el tiempo, se retird el medio y las células se
fijaron con 50 pL de PFA al 4% durante 20 minutos a 4°C, se permeabilizaron con
solucion PermWash (PBS 1X, SFB 1% y saponina 0.02%) durante 20 minutos, se
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lavaron con 50uL de PermWash (PW) dos veces y se tifieron con el anticuerpo
primario (2H2 1:200) toda la noche a 4°C. Al dia siguiente la monocapa se lavd 3
veces con 50-100 uL de PermWash y se tifieron con el anticuerpo secundario FITC
o Alexa 488 durante 2 hrs a temperatura ambiente protegidas de la Luz. Los focos
fueron contados en el microscopio de epifluorescencia y el titulo viral se obtuvo

empleando la siguiente ecuacion:

de placas a la dilucion correspondiente X 1000
50

= Titulo viral (UFF)

16.7 Citometria de flujo para analisis de células infectadas por DENV.

Células Huh-7 fueron crecidas en placas de 24 pozos, hasta alcanzar una
confluencia de aproximadamente el 80% fueron infectadas con DENV 2 durante 2
horas en medio DMEM al 1% de SFB sin antibiéticos a 37 °C y 5% DE CO2 (Medio
de infeccion). Una vez transcurrido el tiempo, se retird el medio con virus y la
monocapa se lavd con medio de infeccidn y se agregaron a la monocapa 500 L de
medio completo con las distintas concentraciones del inhibidor de aurora cinasa B
ZM447439 por 24 o 48 horas. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento las
células fueron levantadas con Tripsina-EDTA que posteriormente se inactivd con
Medio completo. Las células se centrifugaron a 900 RPM durante 5 minutos, se
lavaron con PBS 1X y se fijaron con 200 pL de PFA al 4% durante 20 minutos a
4°C. Posteriormente, se lavaron con 1 mL de PBS 1X centrifugandolas a 2500 RPM
durante 5 minutos. Se permeabilizaron con solucion PW durante 20 minutos TA y
una vez concluido el tiempo se lavaron con 500 yL de solucion PW a 2500 RPM
durante 5 minutos (En adelante, todos los pasos de lavado se realizaron bajo estas
condiciones). Las células se tiferon con el anticuerpo 2H2 toda la noche a 4°C y
transcurrido el tiempo se lavaron 2 veces y se tifieron con el anticuerpo secundario
(Alexa 405 o Alexa 488). Las células fueron leidas en el citdmetro BD LSRFortessa,
adquiriendo 10 000 eventos utilizando el filtro FITC o Pacific Blue. Los datos fueron

analizados con el Software FlowJo V10.
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16.8 Determinacion del antigeno viral NS1.

Para la determinacion del antigeno viral NS1 se utilizé el kit comercial platelia
Dengue NS1 Ag (BIORAD) segun las recomendaciones del fabricante. Brevemente,
el kit consiste en un ensayo de ELISA de tipo Sandwich para la deteccién cualitativa
y semicuantitativa del antigeno viral NS1 el cual utiliza anticuerpos monoclonales
de raton para su deteccion y revelado. La determinacién de NS1 se llevo a cabo
segun recomendaciones del fabricante registrandose la absorbancia a 459 nm en el
lector de placas Biotek ELx808 Absorbance Microplate Reader.

16.9 Ensayos de inhibicion sobre células Huh-7 y su efecto sobre el ciclo viral.

Células Huh-7 fueron crecidas en placas de 24 pozos, cuando alcanzaron
una confluencia de aproximadamente el 80% fueron infectadas con DENV 2 durante
2 horas en medio DMEM al 1% de SFB sin antibiéticos a 37 °C y 5% DE COa.
Posteriormente, el medio con virus fue retirado y remplazado con medio
conteniendo las distintas concentraciones de ZM447439 (0 pM, 1 uM y 5 uM)
durante 24 y/o 48 horas. Las células y el sobrenadante fueron manipuladas y/o

almacenados para realizar distintas técnicas mencionadas.
16.10 Ensayos de luciferasa

Los ensayos de luciferasa se siguieron conforme a las instrucciones del
fabricante, brevemente: las células Vero R4 fueron tratadas durante 24 y 48 h con
ZM447439, posteriormente, fueron lavadas con PBS 1X y lisadas con el buffer de
lisis, a continuacién a las células lisadas se les agrego el substrato para luciferasa
y las muestran fueron leidas en el Lumindmetro. Los resultados fueron analizados

en el software GraphPad Prism 6.
16.11 Ensayos de Inmunofluorescencia.

Se utilizaron tres esquemas distintos para la tincion celular. En el primero de
ellos, las células Huh-7 se crecieron sobre laminillas y se utilizaron al alcanzar una
confluencia aproxima del 50%, y se trataron durante 24 h a concentraciones de 0
MM, 1 UM y 5 uM de ZM447439. Posteriormente, las células fueron tefidas fijadas
con p-formaldehido (PFA) al 4% por 20 min a TA y se permeabilizaron con acetona
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fria durante 3 min con posteriores lavados con PBS 1X. El bloqueo de las
preparaciones se llevé a cabo con solucién de bloqueo por 45 min a 37 °C. Las
monocapas fueron lavadas tres veces con PBS 1X y tefidas con el anticuerpo
primario correspondiente toda la noche a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se lavaron
con PBS 1Xy fueron tefiidas con un anticuerpo secundario acoplado a fluorocromo
por 2 h a TA. Las preparaciones se montaron con ayuda de VECTASHIELD
Mounting Medium con DAPI (Vector Laboratories) y sellaron con esmalte para uias,

se almacenaron a 4 °C hasta su revision en el microscopio.
16.12 Ensayos de Western Blot

Una vez terminada la electroforesis ya sea de sobrenadantes o proteinas
celulares totales como se indica arriba, se omite el proceso de tenido/destefiido y
se procede a transferir las proteinas a membranas de nitrocelulosa mediante una
camara de transferencia semihumeda (Bio Rad Power Pac 1000) a 19 Volts durante
45 min. La membrana de nitrocelulosa se tifio reversiblemente con Rojo de Ponceau
5 minutos y bloqued con una mezcla de TBS-Tween 0.1% mas 10% de Leche
descremada durante 45 min a 37°C en agitacion constante. Posteriormente, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo correspondiente, toda la noche a 4
°C en agitacion constante. Transcurrido el tiempo, las membranas se lavaron con
TBS-Tween 0.1% varias veces para después incubar las membranas con el
anticuerpo secundario anti-ratén o anti conejo acoplado a Peroxidasa (HRP) durante
2 h a temperatura ambiente. Para revelar las membranas a través de la actividad

peroxidasa se uso el kit West-Femto de Pierce.
16.13 Construcciones de Aurora Cinasa B

Para realizar las construcciones de AurKB putativa y mutantes se utilizé la
secuencia de referencia NM_004217.3 depositada en GenBank. La secuencia fue
amplificada a partir de RNA total extraido de células Huh-7 con el Kit Gen Elute
Mammalian total RNA miniprep (Sigma-Aldrich) para posteriormente realizar la
reaccion de retrotranscripcion con el kit cONA Eco Dry premix poli-A (Takara,

clontech). EI cDNA se utilizé para amplificar la secuencia de AurKb utilizando los
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primers F: 5-caccATGGCCCAGAAGGAGAAC-3’ y R: 5'-
CGGGAAGTTAGACAGCGG-3’ con las siguientes condiciones de reaccion: 98°C
30’, 98°C 10’, 57.3°C 30’, 72°C 1:30 (25 ciclos), extension final de 72°C por 3:00,
para amplificar un producto de PCR de 1304 pb y se observo en un gel de agarosa
al 1% (90V por 42 min en buffer TAE).

Posteriormente, el producto de PCR fue tratado con la enzima DPn1 (New
Englad BioLabs) para eliminar el DNA molde metilado. El producto fue incubado 15
minutos a 37°C con 1 L de la enzima seguido de un paso de inactivacién por 5
minutos a 80°C. El producto tratado se insert6 en el vector pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las condiciones recomendadas por el
fabricante. Brevemente: el vector y el producto se mezclaron con solucién salina y
agua y se incubaron 30 min a temperatura ambiente (25°C), 2 uL de la reaccién de
clonacion se mezclaron con 50 uL de bacterias competentes E. coli estellar (Takara,
Clontech) y fueron incubadas en hielo durante 30 min. Al finalizar el tiempo de
incubacion las bacterias fueron sometidas a choque térmico (42°C, 45’) e incubadas
en hielo por 5 min. Transcurrido el tiempo se agregaron 50 yL de medio SOC
seguido de una incubacién por 1 h a 37 °C a una velocidad de 200 rpm. Finalmente
las células fueron sembradas por estria masiva en una placa de agar con 100 uL de

ampicilina y se incub6 toda la noche a 37°C.

Se comprobd que las colonias resistentes a ampicilina fueran positivas para
el inserto mediante PCR colony utilizando los primers estandar F: T7 y R: bGH. El
plasmido se purificd utilizando el Kit GenElute Plasmid mini prep (Sigma-Aldrich)

siguiendo las condiciones del fabricante.
16.14 Ensayo de mutagénesis dirigida

Para realizar las mutantes de Aurora Cinasa B, se utilizé el Kit Q5 Site-
Directed mutagenesis (New Englad Biolabs). El protocolo se realizé con las
recomendaciones del fabricante utilizando como templado el plasmido para AurKB.

Los primers para mutagenesis y la temperatura de alineamiento de estos fueron
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disefiados utilizando el software NEBaseChanger.ned.com. Los primers resultantes

se enlistan en la siguiente tabla 2.

La reaccion de mutagenesis se realizd bajo las siguientes condiciones: 98°C
30, 98°C 10’, 64°C/70°C/62.6°C 30’ (106m, 200m y 232 respectivamente), 72°C
5:00 (25 ciclos), extension final de 72°C por 5:00, 8°C <.

El producto de la reaccion fue tratado con la Mezcla KLD Mix (New Englad
BioLabs) utilizando 0.5 pL del producto de PCR, 2.5 uL del buffer de reaccién 2X
KLD, 0.5 pL de 10X KLD Enzyme Mix y 1.5 pyL agua libre de nucleasas. La mezcla
se incubo a 22°C durante 5 min, finalmente, el volumen total de la mezcla se utilizo
para transformar bacterias competentes utilizando el método antes descrito.

Tabla 2.
Primers diseiiados para el ensayo de mutagenesis dirigida

Oligo Secuencia Mutacién
F: AurKB106mK/R 5 GTGGCGCTCAgGGTCCTCTTC 3’ K/R
R: AurKB106mK/R 5 GATGAAATGGCTTTTCTTCTCCC 3 AAA/AGA

F: AurkB200mD/H & GATTCACAGACACATAAAGCCAGAAAATC 3’ D/F

R: AurkB200mD/H & ACCTTCTTCCCATGGCAG 3’ GAC/CAC
F: AurkB232mT/A 5 GAGGAGGAAGYCAATGTGTGGCAC 3 T/A
R: AurkB232mT/A 5 AGGGAGGGCGCATGCACA 3’ ACA/GCA

Se realizé PCR colony de la manera anteriormente descrita para comprobar
la presencia de las mutaciones en el plasmido. Finalmente, el plasmido fue enviado
a secuenciacion para corroborar la identidad de mutacion utilizando los primers
estandar F: T7 y R: bGH (SourceBioScience, Nottingham, UK).

El analisis de las secuencias y plasmidos fue realizado en los Softwares:
SnapGene Viewer V. 4.0.5, FinchTV y MEGA?Y.
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17. RESULTADOS
17.1 Analisis de la fosforilacidon y acetilacion de la Histona H3 durante la
infeccion por DENV 2 en células Huh-7.

Inicialmente se analiz6 el efecto que tenia la infeccion por DENV 2 en la
fosforilacion y acetilacion de la histona H3 en células Huh-7 a las 24 y 48 h.p.i. Para
esto, se llevd a cabo un ensayo de ELISA utilizando el Kit EpiQuik Histone H3
Modification Multiplex Assay (Epigentek, USA) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

El resultado del ensayo mostré una disminucion importante en la acetilacion
delalisina 9y 18 alas 24 y 48 h.p.i. con DENV 2, siendo mas evidente en la lisina
9 (H3K9ac) a las 24 h.p.i. Esta marca es removida principalmente por la deacetilasa

de histona 1, la cual puede ser inhibida por el butirato de sodio (Figura 12 A).

En el caso de la fosforilacion, se analizaron la serina 10 y 28, observandose
una disminucion en los niveles de fosforilacion principalmente a las 24 h.p.i en la
serina 10 la cual es regulada por la Aurora Cinasa B, y se sabe que tiene un papel

importante en la replicacion de HCV (Figura 12 B).

Acetilacion Fosforilacion
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Figura 12. Modificaciones postraduccionales en la histona H3. Se analizaron las
modificaciones postraduccionales en la Histona H3 durante la infeccién por DENV 2 por 24
y 48 como una primera aproximacion. Se observa una disminucion en los niveles de
acetilacion (Lisina 9 y 18) y fosforilacion (Serina 10) a las 24 h.p.i.
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El resultado nos sugiere que durante la infeccion por DENV 2 se llevan
modifican marcas epigenéticas relacionadas a activacion transcripcional

(Acetilacion) y regulacién del ciclo celular (Fosforilacion).

17.2 Efecto del butirato de sodio sobre el metabolismo/viabilidad de las
células Huh-7.

Con la finalidad de determinar si la presencia de inhibidor de decetilasas de
histona de clase |, Butirato de Sodio (BuNa), modificaba el metabolismo/viabilidad
de la linea celular Huh-7 estas se expusieron a distintas concentraciones del
farmaco (desde 1 mM hasta 10 mM) durante 24 h a través y se midi6 la reduccion
de MTS a MTT, midiendo asi la actividad mitocondrial de las células tratadas. La
concentracion mas alta utilizada (10 mM) fue seleccionada con referencia en

trabajos previos en donde a esta concentracidn se observaba muerte celular (155)

Ninguna de las concentraciones empleadas altera el metabolismo/viabilidad
de nuestra linea celular cuando se comparan frente al control. Por lo que para llevar
a cabo nuestros ensayos se decidio evaluar el efecto de las concentraciones de 2
mM, 4 mMy 6 mM de BuNa (Figura 13),
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Figura 13. Ensayos de Metabolismo/Viabilidad celular durante el tratamiento con
BuNa. Los ensayos de reduccion de MTS durante el tratamiento de la linea celular Huh-7
no tuvieron efecto negativo en el metabolismo/viabilidad durante 24 h de tratamiento. La
presencia de BuNa no modifica el metabolismo celular a ninguna de las concentraciones
probadas. La grafica muestra el promedio de tres experimentos independientes.
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17.3 Ensayo de focos para analisis de la progenie viral durante el tratamiento
con BuNa

Una vez comprobado que las concentraciones seleccionadas del farmaco no
interferian con la viabilidad celular procedimos a analizar si el BuNa podria afectar
la produccidn de particulas virales a través de ensayo de focos del sobrenadante

obtenido a las 24 h de tratamiento e infeccion.

En el resultado se observé que a las 24 h las concentraciones de 4 mM y 6
mM afectaban la produccion de particulas virales en un 83% y 54% respectivamente
(p=<0.01 y p=<0.05 respectivamente) (Figura 14) mientras que la concentracién
menor no afecto significativamente la produccidén de estas. Este resultado parece
indicar que la inhibicion de las HDACs de clase | a través del butirato de sodio a las

concentraciones usadas, afecta la producciéon de particulas virales de DENV 2.
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Figura 14. Ensayo de focos del sobrenadante de células infectadas con DENV 2 y
tratadas con BuNa. Las células Huh-7 fueron infectadas y tratadas durante 24 h con BuNa
para posteriormente medir por ensayo de focos la produccion de particulas virales. UFF:
unidades formadoras de focos. La grafica muestra el promedio de tres experimentos

independientes.
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Luminescence (RLU)

17.4 Ensayos de luciferasa en células tratadas con Butirato de sodio.

Para analizar sobre paso de la replicacién viral pudiera estar actuando BuNa
se utilizé un sistema de replicon el cual contiene unicamente en las proteinas no
estructurales de DENV 4 acopladas al gen reportero para Luciferasa y que se
expresa en células Vero, este ensayo nos permite analizar la replicacion del genoma
viral en presencia de BuNa. La actividad luciferasa fue medida con el kit Luciferase
Assay System (Promega).

Las células Vero se trataron por 24 y 48 h con 2,4 y 6 mM de BuNa y se
analizaron siguiendo las instrucciones del fabricante, el resultado mostr6 que tanto
a las 24 como 48 h de tratamiento las concentraciones de 4 y 6 mM modificaban
negativamente la replicacion del genoma viral siendo el efecto dependiente de la
concentracion y del tiempo. El efecto fue mas evidente a las 48 h de tratamiento y
sugiere que la actividad de las HDAC de clase | es importante para la replicacion
del genoma de DENV 2 (Figura 15).
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Figura 15. Inhibicion de la replicacion de DENV por BuNa. Se llevaron a cabo ensayos
de luciferasa a las 24 y 48 h de tratamiento con BuNa. A y B) BuNa inhibe la replicacion de
DENV de manera dependiente de concentracion y de tiempo. La grafica muestra el promedio
de tres experimentos independientes.
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La importancia de la acetilacién/deacetilacion se ha demostrado
principalmente en la infeccién por VIH, en donde la inhibicion de HDACs de clase |
ha demostrado inducir la expresion del genoma proviral permitiendo asi | ubicacién
y eliminacion de los reservorios virales por parte del sistema inmune del huésped
(156, 157).

En el presente trabajo observamos que la inhibicion de estas enzimas con
BuNa interviene en el ciclo de replicacion de DENV, lo cual sugiere que las HDACs
de clase | pueden ser importantes para la replicacion viral, de manera particular en

la sintesis del genoma de DENV 2.

17.5 Ensayos de viabilidad a distintas concentracion de ZM447439

Se conocen una amplia gama de inhibidores para Aurora Cinasa B, tanto
especificos como generales que afectan también la actividad de los otros miembros
de la familia. De entre ellos los mas usados en la investigacion y que se conoce su
mecanismo de accion y efecto son Hesperadina, AZD1152 y ZM447439, debido a
que este ultimo ya habia sido utilizado en ensayos con HCV (Flavivirus) y de que
varios articulos experimentales reportan su accion especifica sobre AurKB sin
interferir con otras proteinas del ciclo celular como cdc2, cdc5, MPAK o ciclina B, es
por esto que ZM447439 fue seleccionado como inhibidor de la actividad cinasa de
AurKB durante la infeccién por DENV 2 (158).

AurKB es considerado uno de los reguladores maestros del ciclo celular, por
lo cual inhibir su actividad enzimatica puede comprometer la viabilidad o el
metabolismo celular, para descartar lo anterior realizamos ensayos de viabilidad con
yoduro de propidio y analizamos el metabolismo celular a través de la reduccion de

MTS en las células tratadas durante 24 y 48 horas.

Para realizar ambos ensayos se consulté la literatura y se seleccionaron las
concentraciones de 0 uM, 1 uM, 5 uMy 10 uM de ZM447439 siendo 0 uM el vehiculo
(DMSO). Como se puede observar en la figura 16 A que corresponde a la viabilidad
medida con yoduro de propidio, solo a la concentracién mas alta usada que fue de

15 uM existe un aumento estadisticamente significativo en el porcentaje de células
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% de cels viables

muertas comparadas con las células no tratadas. También encontramos que el

DMSO no interfirié con la integridad celular.

Por su parte, al medir el metabolismo celular a través de la reduccion de MTS
(Figura 16 B) ninguna de las concentraciones utilizadas del farmaco o el vehiculo
mostraron alteracién estadisticamente significativa frente a células no tratadas.
Ambos resultados indican que se pueden utilizar concentraciones menores a 15 uM
de ZM447439 para inhibir AurKB sin afectar metabolismo o viabilidad de la linea
celular Huh-7. Es por esto que se decidio utilizar las ZM447439 a concentraciones

de O uM, 1 uM y 5 pM.
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Figura 16. Ensayos de Metabolismo y Viabilidad celular durante el tratamiento con
ZM447439. A) ensayos de yoduro de propidio (IP) para el analisis de la viabilidad celular en
presencia de ZM447439. B) Ensayos de reduccion de MTS a MTT para evaluar el
metabolismo de las células tratadas con ZM447439.

17.6 Inhibicion de la actividad catalitica de AurKB durante el tratamiento con

ZM447439

La fosforilacion de los residuos de serina 10 y 28 de la histona H3 es una de
las funciones que se han descrito para AurKB, es por esto que se quiso analizar si

efectivamente el tratamiento con ZM447439 inhibia la actividad cinasa de AurKB,
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para lo anterior se realizd un ensayo de Western Blot (WB) para detectar la
fosforilacién de la serina 10 de la histona H3 (H3S10p) a las 24 h de tratamiento. Se
extrajeron histonas por el método descrito en materiales y métodos y se sometieron
5 ug de proteina a SDS-PAGE al 16%.

El resultado del WB muestra que en cualquiera de las concentraciones
usadas de ZM447439 la fosforilacion de la histona H3 disminuye. Como control de
carga se utilizo la histona H3 total y ademas se analizé la acetilacion del residuo

lisina 9 de la histona H3, en este ultimo, se observé un ligero aumento en la
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Figura 17. Ensayos de la actividad inhibidora de ZM447439 sobre AurKB. Para
evidenciar accion de ZM447439 se llevaron a cabo A) ensayos de western blot anti H3S10p,
ya que la fosforilacion de este residuo es llevada a cabo por AurKB y B) se analizé el ciclo
celular en presencia de 5 uM de ZM447439 observandose un aumento en la poblacion
detenida en la fase G2/M. UAP: Unidad arbitraria de proteina.

presencia de la marca. De esta manera comprobamos que el tratamiento con

ZM447439 inhibia la actividad cinasa de AurKB disminuyendo los niveles de
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UFF/mL

fosforilacidon de la histona H3 de manera especifica sin alterar al menos otro tipo de

marca epigenética en la histona H3 (Figura 17 A).

Otra manera de comprobar que el tratamiento con ZM447439 funcionaba
sobre la actividad de AurKB fue analizar el ciclo celular ya que AurKB es necesaria
para la transicion de la fase G2/M de este. Para tal objetivo células Huh-7 tratadas
con ZM447439 durante 24 horas se levantaron y tileron con una solucion de yoduro
de propidio y RNAsa durante 15 minutos para analizar el ciclo celular por Citometria.
El resultado fue un aumento en el porcentaje de células detenidas en fase G2/M a
la concentracion de 5 uM de ZM447439 (Figura 17 B).

Ambos resultados nos indicaron que ZM447439 inhibe efectivamente a

AurkB a los tiempos y concentraciones empleadas.

17.7 Analisis la progenie viral durante el tratamiento con ZM447439.
Para analizar si la inhibicién de AurKB afectaba la produccion de particulas
virales se determiné el titulo del virus en el sobrenadante de las células mediante

ensayo de focos.
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Figura 18. Analisis de la progenie viral durante la inhibicién de AurKB. Se analiz6 la
produccion de particulas infecciosas de las células tratadas con ZM447439 durante A) 24 h
y B) 48 h. UFF: Unidades formadoras de focos. Las graficas muestran la suma de 3
experimentos independientes.
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Para esto, infectamos y tratamos células Huh-7 durante 24 y 48 h con las

concentraciones antes mencionadas de ZM447439, posteriormente, se analizé la

produccion de progenie viral. Como se observa en la figura 18 A a las 24 h

unicamente existe disminucion en la produccién de particulas virales cuando las
células son tratadas con 1 yM de ZM447439 (p<0.05). Caso contrario, sucede a las

48 h en donde solo en células tratadas con 5 yM del farmaco se encontré que la
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Figura 19. El tratamiento con ZM447439 no modifica el porcentaje de células infectadas
pero si la IMF. Las células Huh-7 se infectaron con DENV2 en ausencia o en presencia de
ZM44739 y a las 24 y 48 h.p.i. se determind el porcentaje de células infectadas (A) o la
Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) (B). La grafica representa los resultados de 3
experimentos independientes.
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disminucién de la progenie viral es estadisticamente significativa (p=<0.01), de esta
menera la inhibicion de la actividad cinasa de AurKB afecta la producciéon de
particulas virales de DENV 2 a las 24 y 48 h.p.i., lo siguiente en analizar es el
porcentaje de células infectadas y el paso del ciclo replicativo con el cual ZM447439
podria interferir (Figura 18 B).

17.8 Analisis de infeccion de células tratadas con ZM44743.

Las células Huh-7 fueron infectadas con DENV 2 y tratadas con 0 yM, 1 uM
y 5 uM de ZM447439 durante 24 y 48 h para posteriormente analizar el porcentaje
relativo de células infectadas asi como la intensidad media de fluorescencia (IMF)

por Citometria de flujo.

A los tiempos que se analizaron se observo que en las células infectadas y
tratadas no habia alteracién estadisticamente significativa en el porcentaje relativo
de células infectadas en ninguno de los tiempos analizados (Figura 19 Ay 19 B),
pero, posteriormente al analizar la Intensidad Media de Fluorescencia de estas
células se encontr6 que aumentaba unicamente en aquellas que habian sido
tratadas con 5 pM tanto a las 24 como 48 horas (Figura 19 B). Este resultado
suguiere que si bien el tratamiento no induce un aumento de las células infectadas
por alguna razon si induce un incremento estadisticamente significativo (P<0.01 en

la fluorescencia de estas cuando son tratadas con 5 uM de ZM447439.

17.9 Alteracion en la traduccion de proteinas virales durante la inhibicion de
AurKB

Una vez que observamos que la inhibicidén de la actividad de AurKB inducia
un aumento en la IMF de las células infectadas y una disminucion en la produccién
de progenie viral procedimos a analizar la traduccién de las proteinas mediante la
deteccion de la proteasa NS3 por western blot y la secrecion de NS1 a través del kit
platelia Dengue NS1 Ag (BIORAD), ya la traduccidén es un paso necesario para la

formacion de particulas infecciosas durante el proceso de infeccion.

Como se observa en la figura 20 la traduccion de NS3 no se ve alterada a

las 24 0 48 h en ninguna de las concentraciones de ZM447439 usadas, comparadas
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Figura 20. La inhibicion de AurKB no modifica la expresion de la proteasa viral NS3. Se
analizé la produccién de proteina viral (NS3) en presencia de ZM447439 a las A) 24 y b) 48
h.p.i. sin observarse modificacion en la expresion a ninguno de los tiempos y/o
concentraciones usadas. UAP: unidad arbitraria de proteina. Las graficas muestran la suma
de 3 experimentos independientes.

frente al control, si bien existe un ligero aumento en cada una de los tratamientos

este no es estadisticamente significativo

Posterior a esto, se procedio a cuantificar la secrecion de la proteina NS1 en
el sobrenadantes de las células infectadas y tratadas y tampoco se encontré alguna
alteracién estadisticamente significativa, lo que sugiere que el tratamiento con

ZM447439 no afecta la via secretora (Figura 21).

17.10 ZM447439 no altera la replicaciéon del genoma viral utilizando el sistema

de replicon de DENV en células Vero.

Para determinar el efecto de la inhibicion de AurKB en la replicacién del
genoma de DENV se utilizé un sistema de replicon en células Vero. Las células

fueron tratadas durante 24 y 48 h con ZM447439 y posteriormente se lisaron para
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obtener un extracto proteico en el cual se midio la expresion del gen reportero para

luciferasa siguiendo las recomendaciones del fabricante (Promega).
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Figura 21. Secreciéon de la proteina viral NS1. La inhibicion de AurKB no modifica la
produccion NS1 ni altera la via secretora de la proteina a las A) 24h o B) 48 h. Las graficas
muestran la suma de 3 experimentos independientes.
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Figura 22. Ensayo de luciferasa para medir la replicaciéon del genoma viral durante la
inhibicion de AurKB. A) a las 24 h.p.i. no se observa modificacién en la replicacion del
genoma viral en cambio a las B) 48 h.p.i. ambas concentraciones de ZM447439 incrementan
la replicacion del genoma de DENV. RLU: Relative luminescence unit. Las graficas muestran
la suma de 3 experimentos independientes.
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Durante las primeras 24 h de tratamiento no hay modificacion
estadisticamente significativa en la actividad de luciferasa cuando se comparan las
células tratadas frente el control (Figura 22). En cambio a las 48 h post-tratamiento
ambas concentraciones usadas de ZM447439 (1 uM y 5 uM) causan un aumento
estadisticamente significativo (p<0.01) en la senal de luciferasa lo cual indica que el
tratamiento induce un aumento en la replicacién del genoma viral y en la traduccion
de proteinas. Esto en parte puede explicar el aumento en la IMF observado en el

ensayo de Citometria.

17.11 La inhibicion de AurKB altera la integridad de los complejos de

replicacion.

Una vez analizada la produccion de progenie viral durante el tratamiento con
ZM447439 y observarse una disminucién pero sin alterar el porcentaje relativo de
células infectadas y la produccion de proteinas virales, la siguiente pregunta a
responder fue observar los complejos de replicacion a través de microscopia
confocal. Para realizar esto células infectadas y tratadas durante 24 y 48 h fueron
tefiidas con anticuerpo anti-NS4A y anti-dsRNA, ambos componentes esenciales de
los complejos replicativés de DENV. En la Figura 23 A se muestra la distribucion
normal de NS4A (en rojo) y dsRNA (Verde) colocalizando (Amarillo) de manera

perinuclear (nucleos tefiidos con DAPI) (Figura 24 A).

A las 24 h de tratamiento con 1 yM de ZM447439 se observan cambios en la
distribucion de NS4A y dsRNA y aunque aun se muestran perinucleares ya no se
observa una colocalizacion tan fuerte como la observada en el control, Figura 23 B
y Figura 24 B. Cuando las células son tratadas con 5 yM del farmaco se observa
una mayor dispersion tanto de NS4A y dsRNA y por lo tanto una marcada des
colocalizacion (Figura 23 C y Figura 24 C) lo cual nos indica que la integridad de
los complejos replicativos durante la inhibicion de AurKB se encuentra
comprometida. Este mismo efecto de reduccién de la colocalizacion también se

observa a las 48 horas, (Figura 25 B y C).
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Ambos resultados muestran que al inhibir la actividad cinasa de AurKB se
altera la distribucion de los complejos replicativés, lo cual se deduce por la reduccion
en el patron de colocalizacion de la proteina NS4A y el RNA de doble cadena viral,
siendo NS4A necesaria para la formacion de los complejos de replicacion y el
dsRNA residente de los CRs. Por tanto, es posible sugerir que la inhibicion de AurkKB
por ZM447439 desestabiliza los complejos de replicacion y podria afectar procesos

virales como ensamble y/o morfogénesis viral.

NS4A

Figura 23. Complejos de replicacion teiiidos con NS4A y dsRNA durante la inhibicion
de AurKB por 24 h. NS4A y dsRNA son componentes virales presentes en los complejos de
replicacion durante el ciclo de replicacion de DENV. Las células Huh-7 infectadas y tratadas
0 no con diferentes concentraciones de ZM447439 fueron tefidas a las 24 h.p.i. con
anticuerpos anti-NS4A (verde) y anti-dsRNA (rojo) y las células se analizaron por microscopia
confocal. Imagenes representativas se muestran en la figura.
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Figura 24. Deslocalizacion de componentes de complejo de replicaciéon durante
inhibicion de AurKB por 24 h. A) La distribucion de complejos de replicacion en ausencia
de ZM447439 se observan perinucleares mientras que en presencia del farmaco B y C) los
complejos de replicacion se distribuyen en el citoplasma de la célula.

17.12 La inhibicion de AurKB modifica la localizacion de proteinas

Estructurales

Hasta el momento se ha analizado la localizacion y distribucion de los
componentes del CR que comprenden proteinas no estructurales, sin embargo,
también fue de nuestro interés analizar proteinas estructurales como la de la
envoltura (E). Para esto se utilizo el anticuerpo 4G2 que reconoce el dominio DIl de
la proteina y que es responsable de llevar a cabo la fusion de la membrana viral con

la endosomal, Este dominio esta altamente conservado entre los flavivirus.

61



0 uM
ZM447439

1uM

ZM447439

5uM
ZM447439

Figura 25. Modificaciéon de los complejos replicativos a las 48 h de inhibicion de AurKB.
Imagenes representativas de células Huh-7 infectadas y tratadas (panel B y C) o no (panel A)
con diferentes concentraciones de ZM447439 fueron tenidas a las 48 h.p.i. con anticuerpos anti-
NS4A (verde) y anti-dsRNA (rojo) y analizadas por microscopia confocal.

Para este ensayo, se utilizaron células Huh-7 siguiendo las mismas
condiciones de infeccion y tratamiento que los ensayos de inmunfluorescencia
mostrados anteriormente durante 24 h; las células se tifieron con anticuerpo 4G2
(anti-E) y anti-NS3. En las células control se observo la sefial para ambas proteinas
alrededor del nucleo, en cambio algunas de las células tratadas con 1y 5 uM de
ZM447439 se observo dispersion de la sefial para E (Verde) asi como para NS3
(Roja) en el citoplasma, de una manera muy similar a lo observado con NS4A vy
dsRNA (Figura 26 y 27).
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17.13 ZM447439 modifica la localizacion de Ila proteina de la capside

Se sabe que para llevar a cabo los procesos de ensamble y morfogénesis
viral es necesaria la participacion de la proteina C y su presencia en complejos de
replicacion. Para analizar la localizacion de la proteina de la capside durante la
inhibicion de AurkB células infectadas y tratadas con ZM44739 las cuales fueron
tefidas con el anticuerpo anti-Capside y anti-dsRNA y analizadas mediante

microscopia confocal.

Figura 26. Distribucién de la proteina E y NS3 en presencia de ZM447439 durante 24 h.
En presencia de ZM447439, la distribucién de la proteina E (Verde) y NS3 (Rojo) cambia en
algunas células en comparacién con el control. Se muestran imagenes representativas del
experimento
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Existen reportes que indican que la capside de DENV puede migrar a nucleo
durante el ciclo de replicacion ya que cuenta con tres secuencias de localizacion
nuclear. En nuestros ensayos observamos que en las células control (Figura 28 A
y Figura 29 A) la mayoria de la proteina C se encuentra alrededor del nucleo
colocalizando con el RNA de doble cadena viral, lo cual era esperado puesto que
es justamente en los complejos de replicacién en donde se localiza la capside para
llevar a cabo sus funciones en el ensamble viral. Caso contrario sucede durante el

tratamiento con 1 y 5 yM de ZM447439 en donde la mayoria de la marca para la

DAPI 4G2 NS3

Figura 27.Distribucion de la proteina E y NS3 durante la inhibicion de AurKB por 24 h.
Durante la inhibicién de AurKB la proteina estructural E y la proteasa viral NS3 se dispersan
en el citoplasma de la célula.
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capside se encuentra dentro del nucleo de la célula (Figura 28 B-C y Figura 29 B-
C).
DAPI dsRNA Capside

..
..
Figura 28. La proteina de la capside modifica su localizacién durante el tratamiento por

24 h con ZM447439. La proteina de la capside (Rojo) migra a nucleo en presencia de
ZM447439 mientras que en el control se mantiene en su mayoria de forma perinuclear.

17.14 Inmunomarcaje de los complejos de replicacion para microscopia

electronica

Una vez analizado que la integridad de los complejos de replicacion se
encontraba comprometida durante la inhibicion de AurKB se procedié a analizar
estas estructuras a través de inmunomarcaje para microscopia electrénica. Para
esto las células fueron tefidas con anticuerpo anti-NS4A y anti-dsRNA (RNA de

doble cadena viral).
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Figura 29. En presencia de ZM447439 la proteina de la capside se localiza en el nucleo
de las células infectadas. A las 24 h de tratamiento e infeccion se observa en A) la
distribucion alrededor del nucleo de la proteina de la capside (Rojo) y de dsRNA (Verde), en
contraste, B,C) en las células tratadas con ZM447439 la proteina localiza de manera nuclear
principalmente. El nucleo fue tefido con DAPI.

En la Figura 30 observamos el resultado del ensayo, en la seccion A de la
figura las células control no infectadas ni tratadas con el inhibidor de AurKB y se
puede observar la membrana nuclear y parte del reticulo endoplasmico. En la figura
30 B se observa marca tanto para NS4A (Triangulos blancos) y el RNA de doble
cadena (Triangulos negros) principalmente en las membranas del reticulo

endoplasmico donde tipicamente se encuentran los complejos de replicacion.

En el caso de las células tratadas con 1 uM de ZM447439 se encuentra
marca de ambos componentes virales en las membranas del reticulo y
practicamente en todo el citoplasma de la célula infectada, ahora bien, solo existen
un par de puntos para NS4A y dsRNA que colocalizan (triangulos vacios), se puede
observar que la marca para NS4A (Triangulos blancos) pareciera acumularse en
algunas zonas muy distintas de aquellas en donde se detecta al RNA de doble
cadena (Tridangulos negros). Finalmente, durante el tratamiento con 5 uM del
inhibidor de AurKB se observa una distribucién de ambos componentes virales en
todo el citoplasma de la célula observando el mismo patrén mencionado para la
condicion anterior, en este caso se observa que NS4A se encuentra localizada en

membranas de organelos y en la membrana celular.
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La deslocalizacion de la marca para NS4A y dsRNA, componentes
esenciales de los complejos de replicacion, fue confirmada por microscopia
electronica en un patrén muy similar al observado por microscopia confocal. De esta
manera el tratamiento con ZM447439 afecta la organizacién de los complejos de
replicacion al inhibir la actividad de AurKB.

ouM
Control H

ZMA447439

1puM 0 uM
ZMAa47439 ZM4a47439
Figura 30. Inmunomarcaje de NS4A y dsRNA en microscopia electrénica. A) células
control. B) Células infectadas con DENV 2 en donde se observa la marca para NS4A
(triangulos blancos) y dsRNA (triangulos negros) acumuladas alrededor del nuclear. C y D)
En el caso de las células infectadas, la marca para ambos componentes virales se observa
dispersa en el citoplasma de la célula.
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18. DISCUSION

La infeccidon por DENV es un problema de salud publica en los paises
endémicos para los mosquitos vectores, Aedes aegypti y A. albopictus. Hasta el
momento no se cuenta con un régimen farmacolégico para combatir la infeccién y
a pesar de que actualmente se encuentra aprobada una vacuna (Dengvaxia®,
Sanofi Pasteur) en algunos paises de Asia y América latina (159) esta no ha
demostrado proteger de manera efectiva y equitativa frente a todos los serotipos de
DENYV (160).

Recientemente, la casa productora de la vacuna comunicd, con base en
resultados actuales, que la vacuna solo protege a aquellas personas que han sido
previamente expuestas al virus, sin embargo aquellas que nunca se han infectado
y que son vacunadas pueden desarrollar cuadros graves de la enfermedad (160).

Esta asociacion causo el retiro del mercado de la vacuna en Malasia en 2017.

Por tanto, el desarrollo de nuevos farmacos o blancos para combatir la
infeccion por DENV continua siendo un tépico de interés para la investigacion actual.
Debido a esto, en el presente trabajo se analizé el papel e importancia que pudieran
tener proteinas del huésped sobre el ciclo de replicaciéon de DENV 2, en especifico
las HDACs y Aurora Cinasa B, las cuales juegan un papel importante en la
modificacion de la expresion transcripcional y la regulacion del ciclo celular

respectivamente.

Los inhibidores para HDAC como BuNa, Tricostatina A (TSA) entre otros,
pueden ser efectivos contra virus de importancia publica como VIH y los flavivirus
JEV y HCV e incluso algunos de ellos como Vorinostat se encuentran en fase de
pruebas clinicas (101, 161, 162). El mecanismo de accion difiere entre cada tipo de
virus y puede ir desde inducir la expresion de proteinas virales para que este pueda
ser detectado en células infectadas por el sistema inmune como es el caso de VIH
hasta la disminucion en la sintesis de genoma viral como ocurre en JEV o a través
de la alteracion en la expresion de genes del huésped como el mecanismo de SAHA
sobre HCV (100).
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Debido a los antecedentes nos planteamos analizar si BuNa, un inhibidor de
las desacetilasas de histonas de clase | y lla y determinar si la hiperacetilacion de
las histonas afecta el ciclo de replicaciéon de DENV 2 en células Huh-7. Para ello, lo
primero que hicimos fue analizar la viabilidad celular en presencia del farmaco y asi,
seleccionar las concentraciones con las que se realizarian los ensayos. Ademas del
ensayo antes mencionado, es necesario analizar el efecto de BuNa sobre la
acetilacion de las histonas en nuestra linea celular midiendo la acetilacién de la

lisina 9 de la histona H3 o de alguna otra regulada por HDACs de clase | y lla.

El ensayo de viabilidad demostr6 que exponiendo las células a
concentraciones desde 1 mM hasta 10 mM de BuNa no se afectaba negativamente
la viabilidad, sin embargo, se decidio utilizar las concentraciones de 2, 4 y 6 mM.
Los resultados de viabilidad contrastan con los reportes previos en donde en
distintas lineas celulares de adenocarcinoma de mama humano: MCF-7, MDA-MB-
468 y MCF-10 el tratamiento con 10 y 20 mM de BuNa durante 24 h redujo la
viabilidad cerca de un 43% (155), sugiriendo que distintas lineas celulares muestran
diferente resistencia al tratamiento con BuNa.

Para analizar el efecto de BuNa sobre el ciclo de replicacion de DENV
inicialmente se realizaron ensayos de formacion de focos utilizando el sobrenadante
de células infectadas y tratadas con 2, 4 y 6 mM de BuNa durante 24 h y observamos
que las concentraciones de 4 y 6 mM disminuian de manera significativa la

produccion de particulas virales (una disminucion del 83% y 54% respectivamente).

En otros flavivirus como JEV se ha demostrado que la inhibicién de HDAC 6
con tubacina y tubastatina causa una inhibicion de la replicacion del genoma viral lo
cual se cree se debe a que la inhibicion de HDACG6 induce una hiperacetilacion de
la proteina Hsp-90 lo que interfiere con su interaccién con la polimerasa viral NS5.
Otro mecanismo que intenta explicar lo observado involucra la inhibicién del
transporte de componentes virales en la célula, lo que afecta la produccion de
particulas virales (99). Ambos mecanismos podrian corroborarse analizando la

produccion de progenie viral.
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Teniendo esto en mente, procedimos a investigar la replicacion del genoma
viral utilizando el sistema de replicon para DENV en donde la actividad de luciferasa
del replicon es un indicativo de la eficiencia de replicacion viral. Estos ensayos nos
mostraron que el BuNa inhibe la sintesis y traduccion del genoma de DENV
disminuye de manera significativa tanto a las 24 y 48 h y que este efecto es
dependiente del tiempo y concentracidon del inhibidor. Por lo que la inhibicidon de
HDACSs de clase | y lla parece ser importante para la replicacién del genoma viral a

través de un mecanismo desconocido.

Con estoy ensayos, demostramos que el butirato de sodio a través de la
inhibicion de HDACs puede interferir con la sintesis del genoma y proteina viral
teniendo como consecuencia la disminucion en la produccidn de particulas virales
de DENV. Por otra parte, se ha visto que la inhibicion de HDAC con TSA induce la
expresion de interferon B (INF-B), lo que confiere un estado antiviral en células
infectadas con el virus de la estomatitis vesicular (VSV) que previamente habia
reprimido la sintesis del INF-B (163). El efecto del BuNa en la produccion de INF-3
no se ha evaluado en nuestro sistema, sin embargo, si podria ser uno de los

elementos que contribuya a la inhibicidn de la infeccion inducida por el farmaco.

Ademas de la participacion de las deacetilasas en la infeccion por DENV,
también evaluamos la importancia de la Aurora Cinasa B (AurKB). Es bien sabido
que las cinasas juegan un papel importante en la regulacion de procesos celulares
como el metabolismo, vias de sefalizacién, transporte intracelular, crecimiento y
ciclo celular. De la misma manera, los virus fosforilan sus proteinas durante
infeccion para favorecer proceso como la replicacion viral, localizacion subcélular,
entrada, ensamble o salida. Entre los virus en los cuales se ha observado la
importancia de las cinasas encontramos al virus de la encefalitis japonesa (JEV),
Hepatitis C (HCV), Influenza (H7N9), virus Lasa (LASV), Ebola (EBOV), Marburg
(MARV), Sarampion, Rabia, entre otros. Y la mayoria de la evidencia se ha obtenido
en ensayos /n vitro (121, 164-169).

Aurora cinasa B pertenece a la familia de las aurora cinasas las cuales

pertenecen a la clase de Serin/treonin cinasas y son consideradas reguladores
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maestros del ciclo celular, principalmente de la fase G2/M expresandose

principalmente en tejidos en proliferacion.

Esta enzima ha demostrado ser importante para el ciclo de replicacion de
algunos virus como EBV, ademas también se ha demostrado que la inhibicién de la

enzima puede afectar la replicacion del virus de influenza y de HCV (150, 151).

Debido a estos antecedentes y basandonos en hecho de que esta enzima
participa en la fosforilacion de la H3 que muestra cambios en sus niveles de
fosforilacién durante infeccion con DENV, decidimos analizar si AurKB jugaba un
papel en el ciclo de replicacién de DENV 2. Para ello, se seleccion6 el inhibidor
especifico de AurKB ZM447439 el cual es un farmaco competitivo de ATP para
AurKB In vitro. Inicialmente realizamos ensayos de viabilidad y metabolismo celular
para comprobar que la inhibicion de AurKB no afectaba ninguno de estos dos
aspectos en nuestra linea celular. Aunque en el ensayo de viabilidad, la
concentracion mas alta utilizada demostréo ser citotoxica, curiosamente el
metabolismo celular no se alterd a esta misma concentracion. Mediante microscopia
pudimos observar que el tratamiento con ZM447439 inhibia la proliferaciéon de las

células Huh-7 mas que causar su muerte.

Existen reportes previos en donde el tratamiento durante 72 h con 5 uM de
ZM447439 induce apoptosis en células de Carcinoma de colon humano (HCT-116)
0 a concentraciones de 2 yM inhiben la proliferacién de células de carcinoma de
cérvix (SiHa). Para el caso de células hepaticas, solo existe evidencia en la linea
HepG2 en donde utilizan ZM447439 en cotratamiento con dimetil arsénico trivalente
[DMA (1l1)], y se observoé que AurKB modifica su localizacién dentro de la célula
(170-172).

Debido a que en la mayoria de referencias revisadas utilizaban
concentraciones menores a 10 uM de ZM447439 decidimos utilizar inicamente 1y

5 UM para nuestros ensayos con células Huh-7

Una vez establecidas las concentraciones para los ensayos procedimos a

comprobar la eficiencia de la inhibicion de la actividad cinasa de AurKB a través
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ZM447439. Ya que no se contaba con un método directo para medir la actividad
cinasa de AurKB, esta se midié6 de manera indirecta a través de la fosforilacién de
la serina 10 de la histona H3 (H3S10p) por ensayos de Western Blot. Al mismo
tiempo también se midio la acetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9ac) para
analizar si la inhibicion de AurKB afectaba la acetilacion de la misma histona, todo

esto comparado frente a la histona H3 total.

En los resultados se observé una disminucidn en la sefial de H3S10p
dependiente de la concentracion de ZM447439, siendo los 5 pM la concentracion
en donde se observé la mayor disminuciéon de H3S10p. Otra manera de demostrar
la inhibicibn de AurKB fue analizar el ciclo celular en donde encontramos un
aumento en la poblacion en fase G2/M, lo cual concuerda con lo observado por
Kumari & cols utilizando el mismo inhibidor para AurKB durante 24 h en una linea
celular de osteosarcoma U-2 OS(173). Ambos resultados nos indicaron que nuestro
farmaco inhibia la actividad cinasa de AurKB en la linea Huh-7 a las concentraciones

empleadas.

Una vez confirmado lo anterior, procedimos a realizar los ensayos de
infeccion viral y el tratamiento con ZM447439, en donde observamos que a las 24
h.p.i el tratamiento con 5 yM del farmaco inducia una disminucion en la progenie
viral del 68%, el cual fue estadisticamente significativo (p=<0.05) y a las 48 h.p.i. la
presencia de 1 uM del inhibidor produjo la reduccién de un 40% en la progenie viral
(p=<0.01).

Estos resultados se pueden deber a dos cuestiones: 1) que la vida media del
farmaco, la cual no ha sido reportada en lineas celulares, sea menora 48 h o ll) se
ha observado que en HCV si se inhibe completamente la enzima con ZM447439, la
produccion de particulas virales disminuia, esto a razén de que aparentemente se
necesita una regulacion en la actividad de la enzima mas no su completa inhibicién
(151).

La Citometria de flujo es otra metodologia que utilizamos para analizar el
impacto de la inhibicién de AurKB sobre la replicacion de DENV 2. Se realizaron dos

tipos de analisis, el primero de ellos fue cuantificar el porcentaje relativo (PR) de
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células infectadas y el segundo medir la Intensidad media de fluorescencia (IMF) de

estas mismas células tanto a las 24 como 48 h de tratamiento.

La cuantificacion del PR demostrd que no existia disminucién o incremento
en el numero de las células infectadas a ninguno de los tiempos analizados, pero el
analisis de la IMF revelé que en estas mismas células la IMF aumentaba cuando
eran tratadas con 5 yM de ZM447439 tanto a las 24 como 48 h.

Cuando los resultados de este ensayo se contrastan con los del ensayo de
focos, observamos que si bien el numero de células infectadas no varian, si lo hace
la cantidad de virus que es secretado es menor. El que las células aumenten su IMF
y secreten menos virus podria indicar que se esta llevando a cabo un proceso de
acumulacién de componentes virales previos al ensamble dentro de la célula o que

se esta alterando el proceso de salida viral.

Existen reportes previos en donde se ha observado que el silenciamiento de
cinasas como AAK1 (AP2-associated protein kinase 1) y GAK (Cyclin G-associated
kinase) inhibe la produccién de particulas virales de DENV. Ambas cinasas regulan
las vias de endocitosis y transporte de la red Golgi a través de las proteinas AP2 y
en el caso de GAK su inhibicion especifica inhibe la entrada y ensamble viral de
HCV (121, 174).

Una vez que nos planteamos que podria ocurrir un fendmeno de acumulacion
de componentes virales dentro de las células infectadas decidimos analizar la
produccion de la proteasa viral NS3 y la secrecion de la proteina NS1 y observar si

la expresidn/secrecion de estas variaba durante la inhibicion de AurKB.

Inicialmente, observamos que la expresion de la proteasa NS3 no variaba a
las 24 o0 48 h.p.i. y que la secrecion de NS1 tampoco se veia alterada a ambos
tiempos. De este ultimo resultado también se puede deducir de manera indirecta
que la inhibicién de AurKB no altera la via de secrecion de la proteina NS1, esto es
importante ya que respalda la hipétesis de que durante la inhibicién de AurKB se

afecta el proceso de ensamble/morfogénesis de DENV y no de secrecion de NS1.
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En otros trabajos se han obtenido resultados similares a los nuestros: por
ejemplo, la inhibicién de cinasas en la infeccion por JEV, a pesar de inhibir/ afectar
la replicacion o produccion de particulas virales no afectan la produccion de

proteinas o la sintesis de genoma viral (164).

Teniendo este antecedente presente, procedimos a comprobar si la
replicacion del genoma viral se modificaba durante el tratamiento con ZM447439,
para esto utilizamos el sistema de replicbn que contiene solo las proteinas no
estructurales de DENV 4 acopladas al gen reportero para luciferasa, asi la actividad

de esta ultima nos indica el estado la sintesis proteica y la sintesis del genoma viral.

Como resultado de este ensayo obtuvimos que a 24 h de tratamiento,
independientemente de la concentracion de ZM447439 no se modificaba la sintesis
del genoma viral, en comparacion con las 48 h en donde existe un aumento

estadisticamente significativo (p=<0.01) en la sintesis del genoma de DENV.

En 2011 Garcia blanco & cols. demostraron que un inhibidor inespecifico de
cinasas, el compuesto SFV785, afectaba el ensamble y la produccién de particulas
infecciosas de DENV sin alterar la sintesis de proteinas y genoma viral, algo similar
a lo que observamos, con la ventaja de que nosotros unicamente inhibimos a AurkKB

de manera especifica (123).

El proceso de ensamble/morfogénesis viral se lleva a cabo en invaginaciones
del reticulo endoplasmico conocidas como complejos replicativés o de replicacion
(CR), en estas estructuras se encuentran todos los componentes virales y celulares
necesarios para le produccion de nuevas particulas virales. Debido a su importancia
para el ciclo de replicacion de DENV y en concordancia con nuestras observaciones,
procedimos a analizar la integridad y distribucién de estas estructuras mediante
ensayos de microscopia confocal, tinendo la proteina NS4A y el RNA de doble
cadena (dsRNA) los cuales son componentes esenciales para la formacién y funcion
de los CRs.

Como esperabamos, en nuestros resultados obtuvimos que en las células

control la sefial para NS4A y dsRNA se encuentra perinuclear colocalizando entre

74



si en el merge, mientras que en los tratamientos la sefial para ambos componentes
virales se observa dispersa en el citoplasma de la célula perdiendo la colocalizacion

entre ellas tanto a la concentracion de 1y 5 yM de ZM44749.

Este fenomeno también se observa a las 48 h.p.i. lo cual indica que la
inhibicion de AurKB no impacta en la produccién de proteinas ni en la sintesis de
RNA de doble cadena como se observé anteriormente en los ensayos de Western

Blot y en los ensayos de luciferasa con el replicon de DENV.

La pérdida de colocalizacion de NS4A y dsRNA puede afectar la funcion
correcta de los CRs y por lo tanto interferir en el proceso de ensamble/morfogénesis
viral, Estas observaciones parecen indicar que la inhibicion de la AurKB esta
interfiriendo con el funcionamiento de los CRs y que probablemente esto afecte el

ensamble/morfogénesis viral.

También utilizamos inmunomarcaje para microscopia electronica contra la
proteina NS4A y el dsRNA viral, en este ensayo pudimos observar como el
tratamiento con ZM447439 induce la dispersiéon de ambos componentes virales de
una manera muy similar a lo que se observa por Inmunofluorescencia. Este

resultado confirmo el comportamiento observado anteriormente de NS4A y dsRNA.

A continuacion analizamos la localizacion de las proteinas estructurales
virales durante el tratamiento. Especificamente analizamos la localizacion de la
proteina de la capside (C) y de la envoltura (E) por Inmunofluorescencia. La capside
es una proteina viral importante para los procesos de ensamble/ morfogénesis de
DENV, ya que es la primera que debe asociarse al RNA viral para iniciar la
morfogénesis. Interesantemente, en ausencia de ZM447439, C se puede observar
con su clasica localizacion perinuclear sin embargo, en presencia de ambas
concentraciones del inhibidor de AurKB la marca de C se localiza casi en su
totalidad al nucleo de la célula, y por lo tanto, reduciendo su colocalizacion con el
dsRNA.

Para la proteina E, no pudimos ver un cambio significativo en su localizacion

después del tratamiento con el farmaco.
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Se ha reportado, que la proteina de la capside de DENV contiene sefiales de
localizacion nuclear y que su movilizacién al nucleo de las células infectadas es
dinamica durante la replicacion viral y que estas secuencias de localizacion nuclear
son esenciales para su interaccidon con proteinas celulares como DAXX o nucleolina
(20, 21).

Ahora bien, su papel en nucleo no es del todo conocido pero se cree que
puede actuar como una chaperona de RNA y se ha demostrado en ensayos in vitro
que es capaz de unirse a DNA gendmico, plasmidico y a las histonas del

nucleosoma impidiendo la formacién de esta estructura (20, 21, 23).

El hecho de que la proteina de la capside se localice casi en su totalidad a
nucleo puede implicar dos situaciones: 1) que el mecanismo de salida de la proteina
se vea afectado por la inhibicion de AurKB o la accion de ZM447439 y Il) que existe
una menor disponibilidad de la capside para llevar a cabo los procesos de
Ensamble/Morfogénesis en los CRs.

Esto ultimo explicaria en parte por qué encontramos una disminucion de
particulas virales en sobrenadante de las células tratadas y dado que no se modifica
la produccion de proteinas o genoma viral justificaria el aumento en la IMF de las

células pero sin modificar el numero de células infectadas.

Durante su actividad en el ciclo celular, AurKB interactua con la proteina
CHMPA4C la cual es un componente nuclear del complejo ESCRT-III, este complejo
ha demostrado ser importante en el proceso de morfogénesis de los flavivirus. El
mecanismo que se ha propuesto implica a las proteinas del complejo ESCRT como
necesarias para la formacion de particulas virales a través del estrangulamiento de
la membrana durante el “budding” viral de HCV, YFV, JEV y DENV (175-178).

En otros reportes, durante la inhibicion de AurKB se ha reportado otro tipo de
efectos en la célula como la induccion de autofagia, apoptosis e induccion de

granulos de estrés ademas del arresto del ciclo celular comentado anteriormente.

El conjunto de datos presentados aqui nos llevan a plantear una posible
estrategia que seguiria a la inhibicion de AurKB y que involucra la falta fosforilacion
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de CHMPA4C teniendo como resultado la no activacion del complejo ESCRT, cuya
consecuencia directa serian defectos en la salida de DENV del reticulo. Lo anterior
explicaria la disminucién en la progenie viral observada por focos pero sin la

alteracion en la sintesis de proteina y genoma viral.

La via por la cual la inhibicién de la actividad de AurKB o la presencia de
ZM447439 modifica la distribucidon de los CRs y tanto de proteinas virales no
estructurales como estructurales requiere de otros ensayos para poder tener datos
concluyentes. Es conocido que las proteinas dependiendo de las modificaciones
postraduccionales que se lleven a cabo en ellas (como la fosforilacién) pueden
modificar su localizacién o su actividad, esto podria explicar en parte el efecto que
observamos por Inmunofluorescencia y microscopia electrénica sobre las proteinas

virales.

Otra proteina altamente regulada por AurKB es la vimentina la cual forma
parte de los filamentos intermedios de tipo Ill y que anteriormente ha demostrado
ser importante para el ensamble y soporte de los complejos de replicacion de DENV
2. Durante el proceso de citocinesis, la vimentina es fosforilada por AurkKB en la
serina 72 (aunque se han descrito al menos 8 sitios) y de esta manera la cinasa
induce la despolimerizacion de la vimentina y la segregacién de esta, permitiendo
asi la progresion de la citocinesis celular (179, 180). Esto puede plantearse como
otro posible mecanismo por el cual la inhibicion de AurKB modifique la localizacion
de componentes virales residentes de los complejos de replicacion sin alterar la
sintesis y replicacion viral. Para comprobar esto sera necesario analizar la

distribucion/localizacion subcelular de vimentina durante la inhibicion de AurKB.

Existe evidencia experimental en donde se demuestra que la inhibicion de
AurKB y HDACs por tricostatina A (TSA) funcionan de manera independiente y
sinérgica activando a pTEN lo que reduce la fosforilacién de AKT y esto a su vez

afecta la fosforilacion de mTOR.

Es bien sabido que mTOR es una serin/treonin cinasa cuya funcion es
integrar multiples sefiales que afectan la disponibilidad de factores de crecimiento,

energia y nutrientes celulares. Durante la infeccién por DENV mTOR es activado a
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través de la AMPK para inducir lipofagia y beneficiar su replicacion (120, 181). Por
otra parte también se sabe que AKT es activado durante la infeccién de DENV, asi
cuando se inhibe esta cinasa con el farmaco AR-12, ademas de disminuir la
actividad de GRP78, afecta de manera importante la replicacion de los cuatro
serotipos de DENV (182, 183).

Esto puede ser una ruta de conversion, en donde tanto la actividad de AurkKB
y de las HDAC es importante para la regulacion de vias metabdlicas necesarias y
explotadas por DENV 2 y que podrian participar en los fenomenos que describimos

en el presente trabajo.
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19. CONCLUSIONES

Al inhibir la actividad cinasa de AurKB se afecta la produccién de particulas

virales sin alterar la sintesis de proteina o genoma viral.

La actividad Cinasa de AurKB es esencial para la correcta formacion y
distribucion de los complejos replicativos de DENV asi como para la

localizacion de la proteina de la capside.

La inhibicion de HDACs interfiere con la replicacion y traduccion del genoma

viral asi como la produccién de nuevas particulas virales.
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20. PERSPECTIVAS

% Analizar si el tratamiento con BuNa modifica la distribucion de los complejos
replicativos de DENV 2.

+» Realizar RNA-seq en las células tratadas con BuNa para analizar durante el
tratamiento que mensajeros cambian su expresion.

+«» Cuantificar la produccién de particulas virales extra e intracelularmente para
analizar el proceso de salida viral durante la inhibicion de AurKB.

+» Realizar qRT-PCR del RNA viral de manera extra e intracelular para observar
alteraciones en salida viral en presencia de ZM447439.

+ Realizar Western Blot contra componentes de ESCRT-IIl para determinar si
es este el mecanismo por el cual AurKB esta llevando a cabo su efecto.

.

¢ Analizar el efecto de las clonas mutantes de AurKB durante la infeccion por
DENV 2.
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ALTERACIONES EPIGENETICAS DURANTE LA INFECCION POR VIRUS
DENGUE

Olais J. H.', Ruiz-Jiménez F. ', Hernandez-Rivas R2., Del Angel R. M.!

! Departamento de Infectdmica y Patogénesis Molecular Centro de Investigacion v
de Estudios Avanzados-IPN.

2 Departamento de Biomedicina Molecular Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados-IPNM.

Av. Instituto Politéenico Nacional 2508, Gustavo A. Madero, San Paedro Zacatenco,
07360 México, D_F. Tel. 55 5747 3800 Ext. 5647 . jholaisf@gmail.com

Dengue &= &l principal Arbovirus transmitido a humanos calculandose alrededor de
novecientos millonas de infecciones y mas de doscientas mil muertes al ano. Hasta
el momento no se tiene un esquema de vacunacidn o tratamiento exitoso para los
pacientes, dabido a eslo es importante conocer logs mecaniemos moleculares que
permitan el astablecimiento de la infeccion por el virus v [a progresién a cualquiera
de sus formas clinicas. La respuesta inmune de la célula huésped frente a la
infeccidn por virus dengue ha sido ampliamente estudiada vy descrita a nivel de
interaccibn proteica, reconocimients de matenal genédlico viral y activacién de
receptores de superficie. Los antes mencionados dependen de manera directa o
indirecta de mecanismos epigenéticos que controlan la expresion génica, en
espacial aguellos que involucran maoadificaciones en las histonas que forman parte
del nucleosoma. Debido a esto, nos planteamos como objetivo analizar las posibles
alteraciones inducidas por DENY en las histonas de la célula huésped v el posible
efecto que tienen durante el ciclo de replicacidn viral, tomando en cuenta marcas
de fosforilacibn, acetilacibn vy metilacidn. Durante la infeccién con DEMNVY
observamos modificaciones an hislonas que tienen relacidn con represion
transcripcional v regulacidn del ciclo celular. Deé manera interesanie, estas,
resultaron modularse de manera diferencial a las 24 y 48 de después de la infeccidn.
Debido a que durante la infeccidn encontramos disminucidn en los de niveles de
acalilacibn de la histona H3, utilizamos un inhibidor de deacetilasas de histona
(HDACs) lo que causo una reduccidn en el titulo viral. Este resultado suglere que
esta modificacion (Acetilacién) o proteinas con actividad HDAC participan durante
la replicacibn viral. Este hallazgo da pie al desarmollo inhibidores selectivos de
HDAC s para inhibir [a infeccidn por DENV y permite ampliar el conocimiento que
sa liene de la interaccidn de virus dengue con su huésped.
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ABSTRACTS

tham RMA recombination in vive. The chimeric RMA was not detecied
when the tmnscript with the consensns sequences deleted or with o highly
processive thermostable BT ndicating that the %-nt seguences servers as o
hot spot Tor BT templare ssirching. This study demoaseraied tha semplae
switch ooours al homalogous sequences between cellubar and viral BMA
during reverse frnnscription,

W49

ALGDI KNOCKOUT HUH 75 CELLS SUPPORT EFFICIENT
HEFPATITIS C VIRUS REFLICATION,

Yalena Amador-Canizares, Joyce A, Wilsan
University of Saskatchewan

A livergpecific microRENA. miB-122, protecis the HOW  penome
from degradation and promoies its replication by a poorly understood
mechanism, Arganaute (Ago) profeins are host mulfifunctional proteins
imvolved in the activity of miENAs, and are also necessary for miR-122
promsotion of the HOW 1ife cyele. Hunsins express 4 Ago solonns, Agol, 2,
Jand 4, and Apgo? has generally been viewed as the primary Ago involved
im the HCW life cyele, To invesiignte the specific role of Age? and o
determine the impact of the ather Ago issforms in the HOV lifecycle we
have generated Agoe? knockout cells uwsing CRISPRACast echmology. We
have generated two cells lines with confirmed bialbelic inde] muaiations in
the Agn2 gene and both shoowed undetecinble levels of Agn2 expression by
Western blot. We also confirmed that the Ago? knockom cells were devoud
of knockdown sctivity by assaying for stRNA direcied eleavage sctivity.
Somewhat unespectadly, Apo? knockow cells suppori HEY replication
o levels similar 1o wild-twpe cells, This indicates thai the other haman
Ago soforms (Agol, 3 andor 4) are able to sustain high levels of HOY
replication in the absence of Agoe2, and that a least one, but potemtally all,
of the other Ago proteins ¢an mediste miR-122 promovion of the HCY life
cyche, Al present, we nre generating cell lines in which combinations of all
4 Aga iseforms are keocked out in order to assess the roles of each Ago
isodiorn in the HOW life eyele, and generate an Ago nuall ezl line (o be used
for trars-complementation assays to investigabe the mechanism by which
Agoe and miR-122 promote the HCV life cyvele,

Wal-10

HEPATITIS C VIRUS MUTANTS ESCAPE SIRMA KNOWCR MW N
BY USURPING THE SIEMNA A% A MIE-122-MIMIC

Joyee A Wilson, Adam Huoys, Rasika [, Kunden, Michael Schinold,
Pairscin A. Thibaul, Halim Adams

Universiy of Saskatchewan

Efficiem replication of HOW requires anncaling of a liver specific miRMNA,
miF- | 22 to tacg binding sites anthe 3 termina] sequencesofthe HOVY genome,
Ta better understand the role of the multifunctional and highly conserved 57
terminal sequence m HOV replication we charactenss the impesa of single
nucleatide changes within this region. We uwsed siRNAs knockdown and
vinus esenpe from knockdown as mulagenic ool to generaie 33 replication
ocompetent mutant genomes having deletions or pomt matations in the 57
tenminal sequence. Analyses of e mutanl viruses revealed pao categories
of myutam vins phesorypes. YWinses having deleiions or poim mlations.
within the Sawiclentides that sepamte the two miR-122 sead-binding sites
exhibating high replicative fitness and varinble resistance (o the siENA. This
sugmests hst this region s relatively tolerant i poant mutshions. Virneses
having mutafions within the firs mik-122 seed-binding sie bad bower
replicative fitness, presumably due to failure f0 bind miR-122, but their
replication efficiency was enhanced o varying levels by the siENAL Thus,
e maulanl virnses appeared W bave gained the shility 10 s the sa A as
A miR-122 minmic, Ong oucant in panticalar exhibined very linbe response o
miB- [ 22 bt when stimmlnted by the siR™NA replicated almost os eficientty
as wild type virus, and thus appears to be almaost completely dependent on

the siRMNAL Al of muiang gemomes that could use the siRMA a5 a miR-122-
mimic had perfect sequence complementarity between miclentides 1-8 of
siFMA and the seguence separating the milt-122 sites and we speculate this
regson forms & new seedHbinding site for siR™ A ansealing, whech alloaws it
1o promaoie HEY replication as a miR-122 mimie, These findings reveal that
nesitheer miR-122 nor its specific anmealimg location in the HCV 57 LITRE ame
essential for efficeent small EMA promoton of HOW replication.

W4i-11

HISTONE DEACETYLASE INHIBITHON™
VIRUS REPLICATION

Jogé H. Pérex CHais, Fernando Buix Jiménez, Lilinna Ramirer Hernandes,
Cimthia L. Dhomicee Bodnigeer, B, Hemandese-Rrvas, B4 Del Angel
CIMNVESTAV-IPM

[rengue is the mest imporinnt masquito-baome viml disease in the workd.
The infection with any of the 4 dengue vims serotypes (XENY) produces
a wile range of elneal condisons ranging from the mild foem called
denpue fever 1 the more severe form known &5 dengue bemarrhagic
fever that may progress inio denpgue shock symdrome. During DENY
mfection changes in host cell gene expression has been described. Some
of the genes expressed during miection are involved m viral palsogenesis
and replication, hoowever the mechanisms implicated in the capression of
those genes are until now mot fully understood, It is likely that epigenetics
mechanisms such os histones acetylation, methylaticn and phesphorylation
are rebsted 1o this process. For this resson, the aim of this study was 1o
analyze epigenetics marks in histone H3 during DENY 2 infection in
Hep(a2 cells. Cells were infected ai a MO of 3 and assays comried out at 24
hrs post infection. Using a EprQuik™ Histone H3 Modifcation Multiplex
Assry Kin (Eprgenek), a redoction in histone H3 acetvlation and an
imcrease in H3 methylation were abserved. The reduction in acerylation
levels of HY histone during infection was confirmed by Wesierm-bloting.
Sodlium butyrate {Bufva), a histome deacetylase imhibator (iHDACS),
mhibits varal rephcation at 24 hopi, sugeesimg that deacetylason s
reguined for viral infection. Furthermore, ihe possible alieration in the czll
gene capression profile induced by DENY 2 infection in the ahsence or
presence of BuMa is curmemly analyzed using whole-transcriptome high-
throughpul sequencing (KMA-seqlh. Changes m manscnpls  expressmon
will be walidated by RT-gPCR. The resuls obiain wp 10 now suggest that
DEMY 2 infection allers the epigenetic programming of the host cells 1o
pramede viral replication and sugeest possible therapewtic rgets w fght
mffecticn o prevent prognessien Lo severe dengue.

IMPAIRS DENGUE

Wal-1

INFLUEMAAAVIRUS AVOIDS CAPSNATOCHING TRANSCRIFTS
ESSENTIAL FOR YVIRAL REPLICATION

Fuleyma Peralta, Romain Ferouil, Alexancer Bialdi, Arvin Lapds, Fyan
O Handon, Megan Shaw, Ivan Marazsd, Harm vanBakel

lenhm Schanl of Medicine o Mount Sinni

Influenza A vimas (LAY} is 2 major respiraiory pathogen that causes severe
tlbness and menality worldwade. LAY crncally depends on host Facioes for
mlriple functions thar are not encoded by the vieal genome, Motably, the
1AV RNA-dependent RMNA polymerase (RARP) complex lacks intrinsic
T-methylguanosine (m7G) capping activity and instead “snatches™ the
F'mT0 caps and the sdjpcmt 10-15n1s of hest ramsenpls o prime viral
mAMA produsction, allowing viral transeripis © be recognieed by the
st tronslation mochinery. Copsnasching selectivity, its function in the
timimg of infection, and its effects on hest gene expression still remain
unclar, We developed a2 new Capsnatch-3eg sequencmg melbod thal
allows us 1o gimulaneoasly sy both host sand viral ranseriptomes in
n mingle experiment, We used this technique fo study the progression of
1AV infection in AS549 cells and determiined that the RARP complex has
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Elucidating the role of the Aurora Kinase
B during the replicative cycle of DENV 2

Olais J. Humberto. 1, Ruiz-liménez F.3, Calderdan-Garcia E1,
Hurtado-Monzén Arianna M1, Herndndez-Rivas R.2, Del Angel R. M*1

1 Infectomics and Molecular Pathogenesis Department,
Centre for Research and Advanced Studies-HdPN.
2 Malecular Biomedicine Department, Centre for Research and Advanced Studies-1PN,
3 Molecular Virology, School of Life Sciences, the Mattingham University, Nottingham, UK,
&y, Instituto Politécnico Macional 2508, Gustavo A. Madero, San Pedro Zacatenco, 07360
México, D.F. Tel. 55 5747 3800 Ext. 5647, jholais@amail.com
Keywords: Dengue, Aurora Kinase B, Replicative Complex

Flaviviruses, such as Dengue (DENV), Zika, Yellow Fever, Japanese Encephalitis and West Nile are the
causative pathogens of infections with high morbidiry rates. The last estimation indicated that ~370 mil-
lions of people are infected by DENV per year and almaost 90 million develop different clinic forms of
the infection. The interaction between viral and host proteins play important functions during DENWV
replicative cycle. The study of these interactions could be useful to develop antiviral, therapeutic or pro-
phylactic drugs.

In previous work we observed a decrease in the phosphorylation of serine 10 and 28 of histone H3 during
the DENW 2 infection, both marks are controlled mainly by the Aurora Kinase B (AurKB). In the present
work, we analyzed the role of AurKB during DENV 2 infection in Huh-7 cell line. Initially, we used the
AurkB inhibitor called £M 447439, Interestingly, we observed an increase in the % of cells infected by
Flow cytometry but no alteration in viral protein NS3 production/MNS1 secretion or in genome replication
was observed. At structural level, the presence of the inhibitor induced the formation of structures sur-
rounded by a lipid bilayer like stress granules. By confocal microscopy, alteration in the co-localization
of dsRNA and N54A in the replicative complex and the migration of the Capsid protein to nucleus was
also observed. Altogether these results, suggest that AurkB activity is necessary for a correct replicative
complex formation and this enzyme could be considered as a target for antiviral design.
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