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RESUMEN

La quinasa dependiente de ciclina 5 (CDKS) regula diversas funciones en neuronas, células endoteliales y epiteliales, entre ellas la
dindmica del citoesqueleto. Asi mismo, se ha reportado que componentes del citoesqueleto, tales como, filamentos de actina y
microtibulos juegan un rol importante durante la infeccién por el virus dengue (DENV). El objetivo del presente trabajo fue evaluar
por dos métodos, inhibicién quimica y silenciamiento génico, la participacién de CDKS5 durante la infeccién por DENV-2. La actividad
antiviral de roscovitina fue evaluada usando ensayos de Unidades Formadoras de Placa (PFU). La eficiencia de transfeccién y el
silenciamiento de CDKS, empleando miARNS artificiales, se determiné por citometria de flujo. El efecto sobre la proteina de envoltura
viral y elementos del citoesqueleto se evidencié mediante microscopia avanzada de fluorescencia y andlisis de imdgenes. Roscovitina
mostré actividad antiviral en etapas pre y post-infectivas en una forma dependiente de la dosis. El tratamiento con roscovitina y
miRCDKS mostré ser efectivo reduciendo la cantidad de CDKS en células no infectadas. En células infectadas y transfectadas con
miRCDKS, asi como tratadas con el inhibidor, se observé una reduccién significativa de la proteina de envoltura viral; sin embargo, no
se encontré reduccidn significativa de CDKS. Ademds, el tratamiento con roscovitina indujo cambios celulares morfoldgicos evidentes
en células infectadas. Los resultados indican la potencial participacién de CDKS durante la infecciéon por DENV-2, posiblemente
mediando la traduccién proteica o la replicacién del genoma viral a través de la regulaciéon de la dindmica del citoesqueleto. Se
requieren datos adicionales para esclarecer la mecanistica del fenémeno usando métodos alternativos.

Palabras clave: Filamentos de actina, microtibulos, quinasas dependiente de ciclina, roscovitina, silenciamiento génico, virus dengue.

ABSTRACT

Cyclin-Dependent Kinase 5 (CDKS) regulates several functions in neurons, endothelial, and epithelial cells, including the cytoskeleton
dynamics. Likewise, it has been reported that some cytoskeleton elements, such as actin filaments and microtubules, play an essential
role during Dengue virus (DENV) infection. This work aimed to evaluate the role of CDKS5 during DENV-2 infection by two methods,
chemical inhibition, and gene silencing. The antiviral activity of roscovitine was evaluated using Plaque Forming Units (PFU) assay.
The transfection efficiency and knockdown of CDKS, using artificial miRNAs, was carried out by flow cytometry. The effect on
the viral envelope protein and cytoskeleton elements was evidenced by advanced fluorescence microscopy and image analysis.
Roscovitine showed antiviral activity in pre and post-infection stages in a dose-dependent manner. Treatment with roscovitine and
miRCDKS5 decrease the amount of CDKS in uninfected cells. In cells infected and transfected with miRCDKS5, as well as treated
with the inhibitor, a significant reduction of the viral envelope protein was observed; however, no significant reduction of CDKS5
was found. Also, evident morphological cellular changes were observed during the treatment with roscovitine in infected cells. The
results indicate the potential participation of CDK5 during DENV-2 infection, possibly mediating protein translation or replication
of the viral genome through the cytoskeletal dynamics regulation. Additional data are required to clarify the mechanistic of these
phenomena using alternative methods.

Keywords: Cyclin-dependent kinase 5, cytoskeleton, dengue virus, gene silencing, roscovitine.
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La pérdida de funcién de CDKS altera el citoesqueleto y reduce la infeccién in vitro por DENV-2

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por el virus Dengue (DENV)
han ido en aumento durante las dltimas cinco décadas,
reportdndose cifras que oscilan entre los 50-100 millones
de casos de dengue en todo el mundo cada afio; dicha
enfermedad genera no solo un impacto importante en
salud publica, sino, ademds, a nivel econémico (Shepard
et al., 2016). DENV es un virus con envoltura perteneciente
al género Flavivirus (familia Flaviviridae) y su genoma, una
cadena sencilla de ARN de polaridad positiva, codifica diez
proteinas (tres estructurales y siete no estructurales) las cuales
conforman la particula viral infecciosa (Kunh etal., 2002).

En la actualidad, los virus con genoma ARN representan
un reto en la busqueda de antivirales debido a su alta tasa
de mutacién y baja estabilidad genética. Asi mismo, al
igual que los virus con genoma ADN, estos virus requieren
de factores celulares para realizar practicamente todas
las etapas del ciclo replicativo, incluyendo: la entrada y
desnudamiento, traduccién del ARN, procesamiento de
la poliproteina, replicacién del genoma, ensamblaje y
liberacién de la progenie viral (Whelan, 2013). Por tal razén,
estudios recientes demuestran la importancia de conducir
la investigacién antiviral a encontrar compuestos dirigidos
hacia blancos celulares, ya que estos no seleccionan
mutantes resistentes a los farmacos, pueden mostrar
actividad antiviral de amplio espectro y tener mecanismos
de accién complementarios a los antivirales de accién
directa (Plummer et al., 2015).

La Quinasa Dependiente de Ciclina 5 es una serinina/
treonina quinasa atipica, ya que no se ha demostrado su
participacién durante el ciclo celular, ha sido considerada
tradicionalmente como una quinasa neuro-especifica
(Shah y Lahiri, 2014). No obstante, en células epiteliales
y endoteliales se ha reportado que CDKS, entre otras
funciones, regula la dindmica del citoesqueleto (Arif, 2012;
Hydbring et al, 2016). Componentes del citoesqueleto
como filamentos de actina y microttbulos, son necesarios
para que se lleve a cabo la entrada, produccién y liberacién
de muchos tipos virales, entre ellos el DENV (Zamudio-
Meza et al., 2009; Wang et al., 2010; Shrivastava et al., 2011;
Zhang et al., 2016; Cuartas et al., 2018), lo cual resalta la
importancia del este complejo supramolecular para que se
lleve a cabo una infeccién productiva.

Diferentes aproximaciones metodoldgicas se han
empleado a través de los afios para bloquear o suprimir
el efecto de determinadas proteinas celulares, incluyendo
la inhibicién quimica con pequefias moléculas o el uso
de micro ARNs (miARNs) artificiales. Estos ultimos
representan una poderosa herramienta para regular la
expresién génica disminuyendo selectivamente la expresién
de genes especificos (Pillai, 2005). Teniendo en cuenta lo
anterior, el presente trabajo tiene como objetivo determinar
el rol CDKS5 durante la infeccién por DENV-2 empleando
un miARN artificial y el inhibidor quimico roscovitina,

asi como evidenciar los efectos de su inhibiciédn sobre la
reorganizacién de los filamentos de actina y microttbulos
en el contexto de la infeccién.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos y reactivos

Las soluciones madre de roscovitina se prepararon en
Dimetil sulféxido (DMSO), a una concentracién de 10 uM y
se conservaron a -20 °C hasta su uso. La concentracién de
DMSO en los ensayos biolégicos fue de 0,05 %y se utilizaron
controles celulares con DMSO a esta concentracién. El
Medio Esencial Minimo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) vy el reactivo para la técnica del MTT (bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio) fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich Chemical Co. (Nueva Jersey,
USA). El Suero Fetal Bovino (FBS) y el antibiético penicilina/
estreptomicina/neomicina  (PSN) se adquirieron de
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). El DMSO
se obtuvo de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).

Virus y células

Para todos los ensayos se empleé el virus Dengue tipo 2
(DENV-2) cepa Nueva Guinea, donado por la doctora Eva
Harris (Instituto de Ciencias Sostenibles y de la Universidad
de California en Berkeley), el cual se amplificé en células
C6/36HT de Aedes albopictus y posteriormente se titulé en
células Vero (células de rifién de mono verde africano ATCC
CCL-81) (Martinez-Gutiérrez et al., 2011).

Las células Vero fueron mantenidas a 37 °C en atmésfera
de CO, al 5 %, en fase logaritmica de crecimiento con
DMEM suplementado con 10 % de FBS inactivado, 1 pg/
mL de penicilina/estreptomicina y 2 pg/mL de neomicina.
Estas células se emplearon para realizar los ensayos de
citotoxicidad, inhibicién quimica y silenciamiento con el
miARN artificial. Las células C6/36HT, empleadas para
realizar la expansién del virus Dengue, fueron mantenidas
a 34 °C en atmésfera de CO, con DMEM al 10 % de FBS,
ademds de las condiciones anteriormente descritas.

Citotoxicidad del inhibidor quimico (roscovitina)

Con el fin de determinar la concentracién inhibitoria
50 (IC,,) de roscovitina en células Vero, y conocer la
concentracién éptima para utilizaren los ensayos posteriores,
se empled la técnica del MTT (Betancur et al, 2002),
realizando dos diferentes esquemas de tratamiento. Las
células fueron cultivadas en platos de 96 pozos e incubadas
con roscovitina en un rango de concentracién de 12,5-1000
pM durante 24 h o en un rango de concentracién de 3,9-
31,25 uM por 6 dfas a 37 °C (5 % de CO,). Posteriormente
se adiciond el reactivo MTT (4 mg/mL) y se realizé la
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lectura espectrofotométrica a 570 nm. Los valores de IC_,
fueron obtenidos por andlisis de regresién lineal de curvas
de dosis-respuesta a partir de las absorbancias obtenidas
utilizando el programa estadistico GraphPad Prisma 5.0 y
fue expresada como la media = el error estdndar de la media
de dos ensayos independientes por cuadruplicado.

Ensayos actividad antiviral empleando roscovitina

Para evaluar el efecto del compuesto previo a la infeccién
de las células, diluciones seriadas (1:2) del inhibidor
se prepararon y agregaron a los platos en un rango de
concentracién de 7,5-60 pM; células y compuestos se
dejaron en incubacién durante 24 h a 37 °C (5 % de
CO,). Pasado este tiempo, se realizé un lavado de las
células con PBS (phosphate buffered saline, pH = 7,4) y se
infectaron con una multiplicidad de infeccién (MOI = 0,01
PFU/célula) del virus DENV-2. Luego de 2 h, las células
fueron lavadas nuevamente con PBS y se les agregé CMC
(carboximetilcelulosa) al 1,5 %.

Para el ensayo post-infeccidn, las células fueron infectadas
con una MOI = 0,01 se incubaron durante 2 ha 37 °C (5%
de CO,). Luego se realizé un lavado con PBS y se agregaron
diferentes diluciones de roscovitina (rango de concentracién
de 3,75-30 pM) previamente preparadas en CMC 1,5 %
(Roa-Linares et al., 2016). Tanto para el ensayo de pre-
tratamiento y post-infeccién, los platos se dejaron incubar
durante 6 dias, se fijaron y se tifieron con una solucién de
3,5 % de formaldehido/cristal violeta al 0,2 % y se realizé el
conteo de placas con el fin de determinar la concentracién
que inhibe en un 50 % el nimero de placas (EC, ).

Los valores de EC, fueron obtenidos por analisis de
regresion lineal de curvas de dosis-respuesta, empleando el
programa estadistico GraphPad Prisma 5.0 y fue expresada
como la media + el error estdndar de la media de tres ensayos
independientes por duplicado.

Purificacion de plasmidos

La purificacién de los pldsmidos que contenian la secuencia
interferente (pAAV-U6miRCDKS.2-hrGFP) y control (pAAV-
U6miRCDKS.scr-hrGFP), se llevé a cabo mediante el protocolo
(Plasmid or Cosmid DNA Purification Using QIAGEN Plasmid
Maxi Kits). Una vez purificado el ADN, se cuantificé su
concentracién, asi como la relacién proteina/ADN (260/280)
empleando un NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer. Para
los ensayos de silenciamiento génico solo se emplearon aquellos
pldsmidos cuya relacién 260/280, estuviese entre 1,8 y 2,0.

Eficiencia de transfeccién de los miARNs y
silenciamiento de CDK5 en células Vero

Para la transfeccién de los pldsmidos, células Vero (55
000 células/pozo) fueron sembradas en platos de 24 pozos,
con el fin de asegurar un 80 % de confluencia luego de 24 h

de incubacién a 37 °C (5 % de CO,). Pasado este tiempo,
se preparé una mezcla de transfeccién del ADN plasmidico
con lipofectamina 2000 (Invitrogen™) en una relacién ADN/
lipofectamina (500 ng/2 ul), la cual se agregd a las células
gota a gota. Pasadas 3 h de incubacién se retiré la mezcla
de las células, luego se lavaron con PBS y se agregé DMEM
suplementado al 2 % FBS. Las células fueron monitoreadas
al microscopio con el fin de observar la expresién de la
fluorescencia del gen reportero GFP (Green Fluorescent
Protein) luego de 24 horasy 48 horas post-transfeccién (hpt).

Con el fin de cuantificar la cantidad de células que
expresaban GFP luego de 48 h post-transfeccién y la eficiencia
de silenciamiento de los miARNS, las células se desprendieron
de los platos y fueron lavadas con PBS. Posteriormente se
fijaron con paraformaldehido (3,8 % peso/vol) durante 15
minutos a 37 °C. Luego fueron permeabilizadas con Triton
X-100 (0,2 % vol/vol) y posibles sitios de unién no especifica
fueron bloquedos con una solucién de albdmina sérica
bovina al 5 % preparada en PBS. Finalmente, se adicioné un
anticuerpo primario contra CDKS5 (C8-rabbit, Santa Cruz
Biotechnology; 1:500) y un anticuerpo secundario (Alexa
fluor 594, Invitrogen; 1:1000), con el fin de detectar la
cantidad de quinasa presente. La eficiencia de transfeccién
fue determinada empleando un citémetro de flujo (FACS
Canto Il, BD Biosciencies, USA) ajustando los pardmetros del
laser para determinar el nimero de células que expresaban
GFP en el citoplasma. 10 000 eventos por condicién fueron
capturados para el andlisis. Por otra parte, la efectividad del
silenciamiento de CDKS5 fue evaluada empleando microscopia
avanzada de fluorescencia.

Efecto del silenciamiento e inhibicion quimica sobre
la proteina de envoltura viral, filamentos de actina y
microtubulos.

Para este ensayo se evalué el efecto del inhibidor quimico,
asi como del miRCDKS durante la infeccion por DENV,
empleando microscopia avanzada de fluorescencia (Cuartas
et al, 2018). Células Vero se sembraron sobre ldminas
cubreobjetos y fueron transfectadas como se describié
previamente; pasadas 24 h y 48 hpt, las células fueron
infectadas a una multiplicidad de infeccién (MOI = 3) de
DENV-2 durante 24 h. Para evaluar el efecto de roscovitina
(30 uM), las células fueron infectadas y posteriormente
tratadas con la molécula por 24 h. Luego, los cristales se
lavaron con buffer de citoesqueleto (CBS) y se fijaron con
paraformaldehido (3,8 % peso/vol) preparado en CBS
por 30 minutos (Cuartas et al., 2018). Posteriormente, las
células fueron permeabilizadas con Triton X-100 (0,2 % vol/
vol), posibles sitios de unién no especifica se bloqueron con
PBS (5 % FBS) y se incubaron con un anticuerpo primario
dirigido hacia la proteina CDKS5 (C8-rabbit;1:500) y la
proteina de envoltura viral (4G2 anti-E; 1:500). Luego se
adicionaron los anticuerpos secundarios (Alexa fuor 488
o Alexa fluor 594;1:1000), asi como faloidina conjugada a
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Alexa 594 (marcaje de actina;1:1000), tubulina conjugada
a Cy3 (marcaje de microttbulos;1:1000) y Hoechst 33258
(marcaje de nicleos; 1:10.000). Los anticuerpos secundarios
se utilizaron para el marcaje de las proteinas de envoltura o
CDKS, y se emplearon las combinaciones adecuadas para
diferenciar los marcajes en cada experimento. Por dltimo,
las células se lavaron con PBS y los cristales se observaron en
un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX83P2ZF).
Las imagenes fueron procesadas con el software Image J,
con el fin de cuantificar la intensidad media de fluorescencia
(IMF) de las proteinas CDKS5 y de envoltura viral durante
el tratamiento con roscovitina o en condiciones de
silenciamiento con miRCDKS5.

RESULTADOS

Roscovitina tiene actividad contra DENV-2 en etapas
pre y post-infectivas

Inicialmente se determind la concentracién de roscovitina
capaz de inhibir el 50 % de la viabilidad celular (IC_}), con
el fin de establecer la concentracién éptima para realizar

24h
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los experimentos de actividad antiviral, asi como los demds
ensayos planteados en este trabajo.

El efecto citotdéxico del inhibidor quimico se evalud
usando la técnica del MTT, luego de la exposicién de las
células al compuesto durante 24 hy 6 dias, siendo la IC
obtenida de 158,5 pM y 13,77 pM, respectivamente (Figs.
1a y 1b). El andlisis estadistico en los dos casos arrojé un
coeficiente de regresién lineal (R*> 0,70) y un valor p <0,05.

Una vez definida la IC, se evalud el efecto de roscovitina
durante dos diferentes momentos de la infeccién por
DENV-2, con el propésito de definir en qué etapa del ciclo
replicativo viral podria estar participando la quinasa CDKS.
Para ambos tratamientos se realizé un ensayo de reduccién
de unidades formadoras de placa (PFU) y la concentracién
de roscovitina que redujo el ndmero de placas virales en
un 50 % (EC,,) se interpolé a partir de curvas de dosis-
respuesta. Los resultados revelan que antes de la infeccién,
roscovitina redujo en un 50 % las unidades formadoras
de placas a una concentracién de 24,45 pM (Fig. 1c). Un
resultado similar se observé en el tratamiento después de la
infeccién, ya que roscovitina mostré actividad anti-DENV a
una EC_, de 23,89 pM (Fig. 1d).
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Figura 1. Roscovitina tiene actividad contra DENV en etapas pre y post-infectivas. Células Vero fueron tratadas con diferentes concentraciones
del inhibidor para determinar la concentracién inhibitoria 50 (IC, ) después de 24 h (a) y 6 dfas (b) de tratamiento. La actividad antiviral de
roscotivina contra DENV-2 en etapas pre (c) y post (d) infectivas se calculé a partir de curvas de dosis-respuesta empleando concentraciones no
citotéxicas del compuesto. Los resultados son expresados como la media + el error estdndar de la media de dos ensayos realizados por cuadruplicado

(a-b) y tres ensayos realizados por duplicado (c- d).
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miRCDKS5 y roscovitina alteran la cantidad de proteina
de envoltura viral

Una vez definido en qué punto de la infeccién viral podria
estar participando la proteina CDKS, se llevé a cabo la
transfeccién de los plasmidos que contenian las secuencias
control (Scr) y la secuencia interferente (miRCDKS),
con la finalidad de determinar la cantidad de células que
contenfan el gen reportero GFP por citometria de flujo. En
las figuras 2a y 2b se puede observar que el porcentaje de
células que expresan GFP es de un 23 - 24 %, indicando
un porcentaje moderado de células transfectadas con los
plasmidos. Asi mismo, se puede apreciar la cantidad de
células transfectadas respecto al total de células sembradas
empleando un microscopio invertido.

Seguidamente se evalto la capacidad del miRCDKS de
bloquear o suprimir la expresién de su proteina blanco, luego
de 48 hptempleando microscopia avanzada de fluorescencia
(Fig, 2c). Las imdgenes obtenidas fueron analizadas en el
software Image ] y la intensidad de fluorescencia de CDKS5
fue calculada. Como se puede observar, la intensidad de
fluorescencia de la proteina CDKS5 se reduce de manera
significativa (aproximadamente en un 70 %) cuando las
células fueron transfectadas con miRCDKS, respecto al
control de silenciamiento (Fig. 2d).

En paralelo, se comparé el efecto del interferente y
roscovitina sobre la proteina CDK5 y de envoltura viral
(ENV), durante la infeccién por el virus DENV-2. Luego
de 24 horas post-infeccién (hpi) y 48 hpt con el miARN
interferente, no se observé una reduccién significativa en
la intensidad de fluorescencia de la proteina CDKS (Fig.
3a y 3b). Dicho resultado es inesperado ya que en células
no infectadas, miRCDKS reduce de manera eficiente la
IMF de CDKS. Por su parte, el tratamiento por 24 h de las
células infectadas con el inhibidor quimico (Fig. 3e y 3f),
tampoco reduce la IMF de CDKS5. Dicho efecto es esperado
ya que roscovitina actua como un inhibidor de la funcién
de CDKS5, pero no de su expresién en las células tratadas.
Sin embargo, se observé una reduccién significativa de la
proteina ENV en presencia del interferente (Figs. 3cy 3d) y
de roscovitina (Figs. 3e y 3g), lo cual puede estar asociado
con una disminucién en la replicacién del genoma viral y/o
traduccién proteica.

Roscovitina afecta el remodelamiento de los filamentos
de actina y la distribucion de los microtibulos durante
la infecciéon por DENV

Finalmente, el efecto sobre elementos del citoesqueleto
(actina y microtibulos) fue evaluado en presencia de
miRCDKS, asi como del inhibidor quimico. En las figuras 4b
y 5b no se aprecian cambios evidentes sobre los filamentos
de actina ni sobre la distribucién de los microtibulos en las
células transfectadas con Scr o miRCDKS y posteriormente

infectadas con DENV-2, en comparacién con los controles
no infectados (Figs. 4a y 5a). Sin embargo, durante
el tratamiento con roscovitina se evidencian cambios
moderados en la morfologia celular, reduccién en la
cantidad de fibras de estrés y proyecciones de la membrana
plasmatica (Fig. 4c), asi como alteracién de la distribucién
de los microtibulos (Fig. 5¢), particularmente durante la
infeccién por DENV.

DISCUSION

En la bidsqueda de nuevas alternativas antivirales, los
denominados antivirales dirigidos hacia blancos celulares
(HTA, por sus siglas en inglés) se han postulado como
una estrategia promisoria, principalmente contra virus con
genoma de ARN, debido a que la célula hospedera tiene
una alta estabilidad genética y baja tasa de mutacién, lo
cual restringe la seleccién de mutantes virales resistentes a
los farmacos (Martinez et al., 2014; Plummer et al., 2015;
Boldescu et al., 2017). Asi mismo, este tipo de estudios han
permitido ahondar atin més en |a estrecha relacién del virus
con su célula hospedera y por ende comprender mejor la
patogénesis viral.

Dentro de la amplia gama de dianas terapéuticas
estudiadas hasta el momento, las quinasas dependientes
de ciclina (CDKs) se han postulado desde hace més de
15 afios como potenciales blancos para la bidsqueda de
agentes contra virus que no dependen del ciclo celular
para su infeccién productiva, tales como el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1), citomegalovirus
humano (HCMV), virus de la varicela zoster (VZV) y los
virus del herpes simple humano tipo 1y 2 (HSV-1 y HSV-
2). Lo anterior se basa en datos que demuestran la potente
actividad in vitro de flavopiridol y roscovitina, dos inhibidores
de CDKs, contra estos virus (Schang, 2002; 2005; Schang et
al., 2006).

Reportes mds recientes indican que la activacién de
CDKS5 mediada por p53, durante la infeccién aguda in vitro
por HSV-1 es necesaria para evitar la apoptosis en neuronas
y, por tanto, perpetuar la infeccién (Mostafa et al., 2015).
Asi mismo, la hiperactivacién de CDKS5 causada por la
proteina Tat de HIV resulta en la fosforilacién anormal de
la proteina Tau, lo cual estd relacionado con la aparicién
de desérdenes neurocognitivos durante la infeccién por este
virus (Fields et al., 2015).

Por otra parte, la participacién de otras quinasas entre
las cuales se encuentran la fosfoinositol 3-quinasa (Lee et
al., 2005; Chen et al., 2017; Cuartas et al., 2018), proteina
quinasa activada por AMP (Jordan y Randall, 2017), Fyn
quinasa (de Wispelaere et al, 2013), proteina quinasa
activada por mitégenos (Sreekanth etal., 2018), Scr quinasa
(Chu y Yang, 2007) y esfingosina quinasa (Al-Shujairi et al.,
2019), durante la infeccién por DENV-2 ha sido previamente
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Figura 2. Efecto del silenciamiento con miARNSs artificiales sobre la proteina CDKS5. La eficiencia de transfeccién de los plasmidos Scr (a) y
miRCDKS (b) fue determinada por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia (objetivo 10X) luego de 48 horas post transfeccién. El efecto
del silenciamiento de los miARNSs artificiales sobre la proteina CDKS5 se evidencié por microscopia avanzada de fluorescencia (c). La cuantificacién
de la intensidad media de fluorescencia (d) se realizé empleando el software Image J. Los resultados son expresados como la media + el error
estandar de la media de tres ensayos realizados por duplicado. La comparacién entre grupos se realizé usando una prueba t de Student de datos
no pareados (**, p <0,01) IMF: intensidad media de fluorescencia.
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Figura 3. miRCDKS y roscovitina reducen la cantidad de proteina de envoltura viral pero no de CDKS5 durante la infeccién por DENV-2. Células
Vero fueron transfectadas o tratadas con roscovitina, infectadas con DENV-2 y tenidas con anticuerpos especificos para observar su efecto sobre
la proteina CDKS5 (a) y de envoltura viral (b) empleando microscopia avanzada de fluorescencia. La cuantificacién de la intensidad media de
fluorescencia (c-d) se realizé empleando el software Image J. Los resultados son expresados como la media + el error estdndar de la media de tres
ensayos realizados por duplicado. La comparacién entre grupos se realizé usando una prueba t de Student de datos no pareados (*, p <0,05; **,
<0,01). IMF: intensidad media de fluorescencia; ENV: proteina de envoltura viral. Rosco: roscovitina.
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Figura 4. Efecto de miRCDKS5 y roscovitina sobre el remodelamiento de actina durante la infeccién por DENV-2. Células Vero fueron transfectadas
(b) o tratadas con roscovitina (c), infectadas con DENV-2 y tenidas para observar su efecto sobre los filamentos de actina comparado con el mock
(a). Las imagenes son representativas de tres experimentos realizados por duplicado y fueron capturadas con un objetivo de 60X. Las flechas indican
reduccién de proyecciones derivadas de la membrana pldsmatica y filamentos de actina durante el tratamiento con roscovitina en comparacién con
el control de infeccién no tratado. ENV: proteina de envoltura viral. Rosco: roscovitina.
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Figura 5. Efecto de miRCDKS y roscovitina sobre la distribucién de los microttibulos durante la infeccién por virus DENV-2. Células Vero fueron
transfectadas (b) o tratadas con roscovitina (c), infectadas con DENV-2 y tenidas para observar su efecto sobre los microtiibulos comparado con el
mock (a). Las imdgenes son representativas de tres experimentos realizados por duplicado y fueron capturadas con un objetivo de 60X. Las flechas
cambios en la morfologia celular y en el patrén de distribucién de los microtibulos durante el tratamiento con roscovitina en comparacién con el
control de infeccién no tratado. ENV: proteina de envoltura viral. Rosco: roscovitina.
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documentada; sin embargo, el efecto de la perdida de
funcién de CDKS5 en el curso de la infeccién por DENV-2 no
ha sido reportado. En este estudio, se evidencia la potencial
participacién de la quinasa CDKS5 durante la infeccién por
virus dengue, empleando dos diferentes métodos, inhibicién
quimicay silenciamiento génico con un micro ARN artificial.

Los resultados revelan que roscovitina, una pequefia
molécula que inhibe eficientemente CDKS5, reduce de manera
estadisticamente significativa la infeccion por DENV-2 a
concentraciones no citotéxicas, cuando el compuesto se
adiciond antes y después de la infeccién (Fig. 1). El ensayo
de pre-infeccién permite hacer una estimacién aproximada
sobre el rol de CDKS durante la adherencia y/o entrada
de la particula viral a la célula hospedera; por su parte el
ensayo posinfeccién permite suponer la participacién de
esta quinasa en varios pasos posteriores a la entrada, que
incluyen el tréfico, replicacién del genoma, ensamblaje,
liberacién de nuevas particulas virales y diseminacién célula-
célula. La eficacia del micro ARN artificial (miRCDKS) sobre
su proteina blanco, fue evaluada inicialmente en células
no infectadas luego de 48 hpt, evidenciandose un 70 % de
silenciamiento de la quinasa (Fig. 2).

Para confirmar el posible rol de CDKS5 en la replicacién
y/o traduccién de la poliproteina viral, las células fueron
transfectadas con miRCDKS por 24 h y posteriormente
infectadas con DENV-2 o infectadas y luego tratadas
con roscovitina por 24 h. Empleando este esquema de
tratamiento, se evidencié que tanto el interferente como
el inhibidor quimico reducen de manera significativa la
cantidad de proteina de envoltura viral (Fig. 3d y 3g). No
obstante, contrario a lo esperado, el miARN artificial no
reduce la cantidad de CDKS durante la infeccién viral (Figs.
3b y 3f). Ensayos adicionales, como la deteccién de CDKS
por citometria de flujo en condiciones de silenciamiento
e infeccién, son necesarios para confirmar los datos
obtenidos.

Si bien el rol de CDK5 en células no neuronales no se
encuentra ampliamente estudiado, se ha reportado que
esta quinasa regula la dindmica del citoesqueleto en este
tipo de células (Arif, 2012; Hydbring et al, 2016). Asi
mismo, el papel de los filamentos de actina y microtibulos
durante la infeccién por dengue y de otros flavivirus ha sido
extensamente documentado (Zamudio-Meza et al., 2009;
Wang et al., 2010; Shrivastava et al., 2011; Zhang et al.,
2016; Cuartas et al., 2018).

Nuestros resultados demuestran que solo el tratamiento
con roscovitina ejerce un efecto apreciable sobre la
reorganizacién de actina y distribucién de los microtibulos
(Figs. 4c y 5c), ya que durante el silenciamiento con
miRCDKS estas estructuras celulares conservan un patrén
similar a los controles no tratados.

La diferencia en el efecto cuando las células se someten
a estas dos diferentes condiciones de tratamiento podria
explicarse considerando que el silenciamiento génico puede

inhibir de manera regulada y parcial la expresién de una
proteina celular. Por su parte, un compuesto quimico puede
llegar a inducir un efecto mds agresivo sobre la funcién
celular, la cual se puede observar de manera evidente a nivel
fenotipico (Weiss et al., 2007).

Otro aspecto técnico para tener en cuenta, es que las
células previamente transfectadas en tapices celulares
resultan ulteriormente un poco refractarias a la infeccién,
razén por la cual en los dltimos afios se ha implementado
la llamada “transfeccién reversa” (Erfle et al., 2007). Se le
llamado asi porque la transfeccién convencional implicaba
realizar el procedimiento sobre células adheridas a cristales,
a las cuales se les adicionaba el reactivo de la transfeccién
con los plasmidos conteniendo los ADNs de interés. Por el
contrario, en la transfeccién reversa primero se adiciona
la mezcla de transfeccién a las células en suspension,
logrdndose un mejor efecto para posteriores tratamientos,
que necesitan una membrana plasmatica mas permisiva,
por ejemplo, a la infeccién viral.

Hacia una perspectiva bdsica en la biologia del
virus dengue, restan muchos interrogantes por evaluar
experimentalmente que acd se han abierto, porque la
participacién decisiva de CDKS en la dindmica de los
microtibulos adn debe ser examinada, en vista que
nuestra aproximaciéon metodolégica no lo permitié. Serian
requeridos ensayos de imagenologia de células vivas (Live
Cell Imaging) para reconocer la participacién de esta
quinasa en la dindmica de microtibulos y en general del
citoesqueleto, porque cada vez son mas los reportes que
hablan de un entrecruzamiento funcional y estructural
para los tres elementos (actina, microtibulos y filamentos
intermedios). En otra investigacién en la cual hemos
contribuido (Piedrahita et al., 2010; Lépez-Tobén et al.,
2011), pudimos entrever el grado de complejidad del
problema, de tal forma que futuros planteamientos basados
en esta experiencia pero ahora aplicados al dengue, podran
ser de gran utilidad en el entendimiento de la biologfa celular
de la infeccién viral.

Nuestros datos tienen relacién con la EMT (Epithelial-
to-Mesenchymal Transition), porque ademds constituyen
parcialmente la validacién biolégica, de una prediccién
computacional ya publicada en un trabajo de nuestro grupo.
Resulta curioso que uno de esos blancos hallados por una
prediccién por biologia computacional, para las estructuras
del genoma DENV que son parecidas a microARNSs, sea
el gen para la proteina CDKS (Ospina et al., 2014) y que
ademds en otro trabajo sobre cadncer de mama (Liang et
al., 2013) esta quina resulte esencial en la induccién de la
Transicién Epitelio-Mesénquima (EMT, por sus siglas en
inglés) dada por TGF-f1. Igualmente, nos pone en una ruta
optimista el hecho que hemos hallado que la migracién
celular relacionada con EMT (Alvarez et al., 2018), podrian
estar explicando parte de la fisiopatologia del dengue de
una manera no convencional.
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Conjuntamente todos los datos aportados en esta
investigaciéon asi como las referencias de otros trabajos,
apuntan a que la efectividad de la terapia basada en blancos
de células del hospedero, ademds de ser una excelente
alternativa de antivirales de amplio espectro, esta abriendo
posibilidades para farmacos antitumorales como se ha visto
en otros estudios (Mulder et al., 2013; Shin etal., 2018).

CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio, tales como
reduccién de la infeccién en etapas pre y post-infectivas,
disminucién de la proteina de envoltura viral y cambios en
el remodelamiento del citoesqueleto, indican la potencial
participacién de CDKS5 durante la infeccién por DENV-2.
Lo anterior es consistente con la regulacién que este virus
hace de otras quinasas para llevar a cabo una infeccién
productiva y aporta nueva informacién sobre la patogénesis
de DENV-2 en células epiteliales. Asi mismo, estos datos
permiten postular a CDK5 como una potencial diana
terapéutica para el tratamiento de las infecciones causadas
por este virus. Sin embargo, ensayos adicionales se requieren
para comprender especificamente en que etapa del ciclo
replicativo actud esta quinasa, asi como para confirmar el
motivo por el cual no se detecta un efecto significactivo del
microARN sobre CDKS5 en células infectadas con DENV-2.

AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a Colciencias por el apoyo econdémico
otorgado a través del proyecto 111554531592 y al
Comité para el Desarrollo de la Investigacién-Universidad
de Antioquia, Estrategia para el Apoyo a los Grupos de
Investigacién en proceso de consolidacién 2018-2019.
Ademads, agradecemos de manera especial a Camilo
Eduardo Herndndez Cuellar por su colaboracién en el
disefio del resumen grifico.

CONFLICTO DE INTERESES

Los autores declaran que no existe conflictos de intereses.

REFERENCIAS

Al-Shujairi WH, Clarke JN, Davies LT, Pitman MR, Calvert
JK, Aloia AL, Pitson SM, Carr JM. In vitro and in vivo roles
of sphingosine kinase 2 during dengue virus infection. |
Gen Virol. 2019;100(4):629-641. Doi: https://doi.org/
10.1099/jgv.0.001245

Arif A. Extraneuronal activities and regulatory mechanisms
of the atypical cyclin-dependent kinase Cdk5. Biochem
Pharmacol. 2012;84(8):985-993. Doi: https://doi.org/10.
1016/j.bcp.2012.06.027

Alvarez-Diaz DA, Gutiérrez-Diaz AA, Orozco-Garcia E,
Puerta-Gonzalez A, Bermtdez-Santana Cl, Gallego-Gémez

JC. Dengue virus potentially promotes migratory responses
on endothelial cells by enhancing pro-migratory soluble
factors and miRNAs.Virus Res. 2018;259:68-76. Doi:
https://doi.org/10.1016/].virusres.2018.10.018

Betancur-Galvis LA, Morales GE, Forero JE, Roldan]. Cytotoxic
and antiviral activities of Colombian medicinal plant
extracts of the Euphorbia genus. Mem Inst Oswaldo Cruz.
2002;97(4):541-546. Doi: http://dx.doi.org/10.1590/S00
74-02762002000400017

Boldescu V, Behnam MAM, Vasilakis N, Klein CD. Broad-
spectrum agents for flaviviral infections: dengue, Zika and
beyond. Nat Rev Drug Discov. 2017;16(8):565-586. Doi:
https://doi.org/10.1038/nrd.2017.33

Chen HH, Chen CC, LinYS, Chang PC, Lu ZY, Lin CF, etal. AR-
12 suppresses dengue virus replication by down-regulation
of PI3K/AKT and GRP78. Antiviral Res. 2017;142:158-
168. Doi: https://doi.org/10.1016/}.antiviral.2017.02.015

Chu]JH, Yang PL. c-Src protein kinase inhibitors block assembly
and maturation of dengue virus. PNAS. 2007;104(9):3520-
3525. Doi: https://doi.org/10.1073/pnas.0611681104

Cuartas-Lépez AM, Hernandez-Cuellar CE, Gallego-Gémez
JC. Disentangling the role of PI3K/Akt, Rho GTPase and
the actin cytoskeleton on dengue virus infection.Virus
Res. 2018;256:153-165. Doi: https://doi.org/10.1016/j.
virusres.2018.08.013

de Wispelaere M, LaCroix AJ, Yang PL. The small molecules
AZD0530 and dasatinib inhibit dengue virus RNA
replication via Fyn kinase. ] Virol. 2013;87(13):7367-7381.
Doi: https://doi.org/10.1128/JVI.00632-13

Erfle H1, Neumann B, Liebel U, Rogers P, Held M, Walter T,
et al. Reverse transfection on cell arrays for high content
screening microscopy. Nat Protoc. 2007;2(2):392-399.
Doi: https://doi.org/10.1038/nprot.2006.483

FieldsJA, Dumaop W, Crews L, Adame A, Spencer B, Metcalf], et al.
Mechanisms of HIV-1 Tat neurotoxicity via CDKS translocation
and hyper-activation: role in HIV-associated neurocognitive
disorders. Curr HIV Res. 2015;13(1):43-54. Doi: https://doi.
org/10.2174/1570162X13666150311164 201

Hydbring P, Malumbres M, Sicinski P. Non-canonical
functions of cell cycle cyclins and cyclin-dependent kinases.
Nat Rev Mol Cell Biol. 2016;17(5):280-292. Doi: https://
doi.org/10.1038/nrm.2016.27

Jordan TX, Randall G. Dengue Virus Activates the AMP
Kinase-mTOR Axis To Stimulate a Proviral Lipophagy. ]
Virol. 2017;91(11):1-13. Doi: https://doi.org/10.1128/
JVI1.02020-16

Kuhn RJ, Zhang W, Rossmann MG, Pletnev SV, Corver J,
Lenches E, et al. Structure of Dengue Virus: Implications
for Flavivirus Organization, Maturation, and Fusion. Cell.
2002;108(5):717-725. Doi: https://doi.org/10.1016/S00
92-8674(02)00660-8

Lee CJ, Liao CL, Lin YL. Flavivirus activates phosphatidylinositol
3-kinase signaling to block caspase-dependent apoptotic
cell death at the early stage of virus infection. ] Virol.
2005;79(13):8388-8399. Doi: https://doi.org/10.1128/
JV1.79.13.8388-8399.2005

484 - Acta biol. Colomb., 24(3):474-485, Septiembre-Diciembre 2019



La pérdida de funcién de CDKS altera el citoesqueleto y reduce la infeccién in vitro por DENV-2

Liang Q, Li L, Zhang J, Lei Y, Wang L, Liu DX, et al. CDK5
is essential for TGF-1-induced epithelial-mesenchymal
transition and breast cancer progression. Sci Rep.
2013;3:2932. Doi: https://doi.org/10.1038/srep02932

Lépez-Tobon A, Castro-Alvarez JF, Piedrahita D, Boudreau
RL, Gallego-Gémez JC, Cardona-Gémez, GP. Silencing
of CDKS as potential therapy for Alzheimer’s disease.
Rev Neurosci. 2011;22(2),143-152. Doi: https://doi.org/
10.1515/RNS.2011.015

Martinez-Gutiérrez M, Castellanos JE, Gallego-Gomez JC.
Statins reduce dengue virus production via decreased
virion assembly. Intervirology. 2011;54(4):202-216. Doi:
https://doi.org/10.1159/000321892

Martinez JP, Sasse F, Bronstrup M, Diez J, Meyerhans A.
Antiviral drug discovery: broad spectrum drugs from
nature. Nat Prod Rep. 2014;32(1):29-48. Doi: https://
doi.org/10.1039/C4NP00085D

Mostafa HH, van Loben Sels JM, Davido DJ. Herpes simplex
virus 1 upregulates p35, alters CDK-5 localization, and
stimulates CDK-5 kinase activity during acute infection in
neurons. J Virol. 2015;89(9):5171-5175. Doi: https://doi.
org/10.1128/JV1.00106-15

Mulder KC, Lima LA, Miranda V], Dias SC, Franco OL.Current
scenario of peptide-based drugs: the key roles of cationic
antitumor and antiviral peptides. Front Microbiol.
2013;4:321. Doi: https://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00
321

Ospina-Bedoya M, Campillo-Pedroza N,Franco-Salazar
JP, Gallego-Gémez JC. Computational Identification of
Dengue Virus MicroRNA-Like Structures and their Cellular
Targets. Bioinform Biol Insights. 2014;8:169-176. Doi:
https://doi.org/10.4137/BBI.S13649

Piedrahita D, Herndndez |, Lépez-Tobén A, Fedorov D,
Obara B, Manjunath BS, et al. Silencing of CDKS5 reduces
neurofibrillary tangles in transgenic alzheimer’s mice. |
Neurosci. 2010;30(42):13966-13976. Doi: https://doi.
org/10.1523/JNEUROSCI.3637-10.2010

Pillai RS. MicroRNA function: multiple mechanisms for a tiny
RNA? Rna. 2005;11(12):1753-1761. Doi: https://doi.
org/10.1261/rna.2248605

Plummer E, Buck MD, Sanchez M, Greenbaum JA, Turner
J, Grewal R, et al. Dengue Virus Evolution under a Host-
Targeted Antiviral. J Virol. 2015;89(10):5592-5601. Doi:
https://doi.org/10.1128/JV1.00028-15

Roa-Linares VC, Brand YM, Agudelo-Gémez LS, Tangarife-
Castafio V, Betancur-Galvis LA, Gallego-Gémez JC, et al.
Anti-herpetic and anti-dengue activity of abietane ferruginol
analogues synthesized from (+)-dehydroabietylamine.
Eur. J. Med. Chem. 2016, 108:79-88. Doi: https://doi.
org/10.1016/j.ejmech.2015.11.009

Schang LM. Cyclin-dependent kinases as cellular targets for
antiviral drugs. ] Antimicrob Chemother. 2002;50(6):779-
792. Doi: https://doi.org/10.1093/jac/dkf227

Schang LM. Advances on cyclin-dependent kinases (CDKs)
as novel targets for antiviral drugs. Curr Drug Targets
Infect Disord. 2005;5(1):29-37. Doi: https://doi.
org/10.2174/1568005053174609

Schang LM, St Vincent MR, Lacasse JJ. Five years of progress
on cyclin-dependent kinases and other cellular proteins
as potential targets for antiviral drugs. Antivir Chem
Chemother.2006;17(6):293-320. Doi: https://doi.org/10.
1177/095632020601700601

Shah K, Lahiri DK. Cdk5 activity in the brain-multiple paths
of regulation. J Cell Sci. 2014;127(11):2391-2400. Doi:
https://doi.org/10.1242/jcs. 147553

Shepard DS, Undurraga EA, Halasa YA, Stanaway JD. The
global economic burden of dengue: a systematic analysis.
Lancet Infect Dis. 2016;16(8):935-941. Doi: https://doi.
org/10.1016/S1473-3099(16)00146-8

Shin HJ, Kim C, Cho S. Gemcitabine and Nucleos(t)ide
Synthesis Inhibitors Are Broad-Spectrum Antiviral Drugs
that Activate Innate Immunity. Viruses. 2018;10(4):1-11.
Doi: https://doi.org/10.3390/v10040211

Shrivastava N, Sripada S, Kaur J, Shah PS, Cecilia D. Insights
into the internalization and retrograde trafficking of Dengue
2 virus in BHK-21 cells. PLoS One. 2011;6(10):e25229.
Doi: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0025229

Sreekanth GP, Yenchitsomanus PT, Limjindaporn T. Role of
mitogen-activated proteinkinasesignalinginthepathogenesis
of dengue virus infection.Cell Signal. 2018;48:64-68. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2018.05.002

Wang JL, Zhang JL, Chen W, Xu XF, Gao N, Fan DY, et al.
Roles of Small GTPase Rac1 in the Regulation of Actin
Cytoskeleton during Dengue Virus Infection. PLoS Negl
Trop Dis. 2010;4(8):e809. Doi: https://doi.org/10.1371/
journal.pntd.0000809

Weiss WA, Taylor SS, Shokat KM. Recognizing and exploiting
differences between RNAi and small-molecule inhibitors.
Nat Chem Biol. 2007;3(12):739-744. Doi: https://doi.
org/10.1038/nchembio1207-739

Whelan SP. Viral Replication Strategies. Fields Virology. 6th
ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2013.
P.105-126.

Zamudio-Meza H, Castillo-Alvarez A, Gonzalez-Bonilla C, Meza
I. Cross-talk between Rac1 and Cdc42 GTPases regulates
formation of filopodia required for dengue virus type-2
entry into HMEC-1 cells. ] Gen Virol. 2009;90(Pt12):2902-
2911. Doi: https://doi.org/10.1099/vir.0.014159-0

Zhang J, Wu N, Gao N, Yan W, Sheng Z, Fan D, et al. Small
G Rac1 is involved in replication cycle of dengue serotype
2 virus in EAhy926 cells via the regulation of actin
cytoskeleton. Sci China Life Sci. 2016;59(5):487-494. Doi:
https://doi.org/10.1007/s11427-016-5042-5

Acta biol. Colomb., 24(3):474-485, Septiembre-Diciembre 2019 = 485



	Marcador 2

