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I. INTRODUCCION

La curcumina es una sustancia de color amarillo (diferuloymethano) que se extrae
a partir de los rizomas de la Clrcuma longal?, la cual se ha utilizado
tradicionalmente en la cultura oriental para el tratamiento de muchas
enfermedades; actualmente se han publicado resultados de varias investigaciones
donde se evidencia su actividad antitumoral, inmunomoduladora, antioxidante,
antiinflamatoria, antifingica y antiviral entre otras3®. Respecto a la actividad
antiviral, se ha observado que los extractos de curcuma y la curcumina posee
capacidad de alterar la infeccion de diferentes virus entre los que se encuentran:
Epstein Barr, HIV, Coxsackie, hepatitas B, encefalitis japonesa, influenza entre
otros®1’.

El dengue es una enfermedad re-emergente de distribucion mundial en los paises
tropicales y subtropicales, se estima que de los 2500 millones de personas que
viven en areas en riesgo de transmision, 50 millones se infectan anualmente y
mas de 500.000 contraen sus formas graves. Durante las epidemias, las tasas de
ataque pueden llegar a afectar a 80-90% de las personas susceptibles y la
letalidad puede ser mayor de 5%181° el agente causal pertenece a la familia
flaviviridae, genero flavivirus, posee cuatro serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3,
DEN-4,2%2! |a infeccién causada por cualquiera de estos serotipos del virus, puede
cursar en forma asintomatica, producir el cuadro clasico de la enfermedad
(Dengue sin signos de alarma) o el cuadro grave (Dengue severo, con signos de
alarma), caracterizado por extravasacion de plasma, hemorragias severas o
afectacion de 6rganos.??

Actualmente, no existe una vacuna aprobada para la aplicacion en humanos y no
existe tratamiento farmacologico especifico para esta enfermedad.

La necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas frente al dengue, nos
han llevado a realizar esta investigacion, la cual produjo nuevo conocimiento
respecto al efecto de la curcumina sobre la infeccion por virus dengue en cultivo
celular in-vitro.



II. ANTECEDENTES.

Curcumina y Virus: La Curcuma longa, es una planta originaria de la india y la
china, de la cual se extrae un colorante amarillo que estd compuesto por
curcumina (77%), demetoxicurcumina (17%), bisdemetoxicurcumina (3%), la
curcumina es el mayor componente de la carcuma y ha esta molécula se la ha
reportado actividad antiviral en diferentes virus; respecto al HIV se ha evidenciado
que la curcumina inhibe la integrasa viral y se ha postulado la curcumina como un
nueva molécula promisoria para el tratamiento de los pacientes infectados con
este virus, ademas a través de estudios in silico se ha evidenciado que la
curcumina podria acoplarse de forma eficiente con la retrotranscriptasa viral®19;
frente al virus de la hepatitis B se reporté que el extracto obtenido a partir de la
Cdarcuma longa disminuyo la concentracion intracelular del RNA del virus de la
hepatitis B y HBSag!*'?, también se ha evaluado la actividad de la curcumina
frente al virus de Epstein-Barr y se observd que esta molécula, inhibe
eficientemente la proteina BZLF1 necesaria para la duplicacion viral'®. En el afio
2007, Si et al, publicaron un trabajo realizado con curcumina y el virus coxsackie,
en el cual concluyeron que el tratamiento con curcumina reduce significativamente
la expresion del ARN viral, la sintesis proteica y el titulo viral, ademas protege la
célula del efecto citopatico inducido por el virus y la apoptosis'4. En el afio 2006
Siew T et al, reportd que extractos de varias plantas de la familia Zingiberaceas
incluida la Cdrcuma longa posee actividad inhibitoria dosis dependiente de la
proteasa viral de dengue 2 (NS2B/NS3), en este estudio se utilizaron extractos
crudos, etandlicos y fracciones obtenidas con hexano de varias plantas de la
familia Zingiberaceas; por lo que se concluyé que los extractos de Curcuma longa
deben ser estudiados en su actividad antiviral frente a dengue®®, Dutta K et al
2009, demostraron que la curcumina inhibia la produccion viriones del virus de
encefalitis japonesa, a través de la inhibicién del proteosomal®, Chen TY et al, en
el 2013, reportaron que la curcumina posee la capacidad de inhibir la penetracién
celular de diferentes virus envueltos incluido el virus dengue, también reportan que
este efecto no ocurre cuando la infeccién ya se encuentra instaurada en la célula,
ademas encontraron que la curcumina tiene la capacidad de inhibir la
hemoaglutinina del virus de la influenza y por lo tanto inhibir su infeccion?’.

Curcumina y alteracién del sistema ubiquitina-proteosoma: En la literatura se
ha reportado que el sistema ubiquitina proteosoma es necesario para la activacion
y regulacion de muchas vias metabdlicas necesarias para vida de la célula, como
por ejemplo el ciclo celular, proliferacion, diferenciacién, angiogenesis entre otros?3
ademas, se ha demostrado que la inhibicion del proteosoma puede inducir
apoptosis 24, También se ha reportado que la curcumina induce muerte celular en
el modelo de cancer a través de la alteracion del sistema ubiquitina-
proteososma?®, en el 2002 Mullally et al, pudieron demostrar que la curcumina y
otras moléculas, inducen la inhibicion de la enzima ubiquitin isopeptidasa, la cual
es responsable de la eliminacion de la ubiquitina en las proteinas en el complejo
19S del proteosoma, lo que permite la recirculacion de la ubiquitina y la regulacion


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19434500

de la actividad de una gran variedad de proteinas; también demostraron que la
inhibicién de esta enzima estaba relacionada con la induccién de apoptosis?®.
Milacic V et al en el 2008, evidenciaron que la curcumina inhibia la actividad
proteasa del sistema ubiquitina proteososma, debido a que el carbono carbonilo
de la curcumina, interactia directamente con el residuo de treonina en el anillo
terminal de la subunidad 26S del proteosoma celular?’ De igual manera como se
menciond anteriormente, en el afio 2007, Si et al, en trabajos realizados con el
virus coxsackie demostraron que parte de la actividad antiviral esta relacionada
con la inhibicion del complejo ubiquitina-proteosoma; ya que encontré un aumento
en las proteinas ubiquitinizadas en el citoplasma celular!4. Por otra parte, Dutta K
et al 2009, demostraron que la curcumina inhibia la produccion viriones del virus
de encefalitis japonesa, a través de la inhibiciéon del proteosoma?®.

Citoesqueleto y virus: Diferentes estudios han evidenciado el papel del
citoesqueleto en la infeccion viral, es asi como, en el afio 2002 y 2003 se reporto,
que el virus Herpes Simple 1y el parvovirus, utilizan los microtibulos como medio
de transporte para llegar al nicleo mediado por dineina?82°. Posteriormente, Jibin
Wang y colaboradores (afio 2009) reportaron que el ensamblaje de la proteina M
del coronavirus esta asociado a la actina y que la mutacién de A 159 y K 160
inhibe esta intraccion°,

Referente al virus dengue en el afio 2004, Chee Y et al, demostraron mediante
espectrofotometria de masas la interaccion entre una proteina de 48 kD de las
células de mosquito C6/36 y la proteina E del DENV-2, la cual esta relacionada
con las cadenas de a y B de la tubulina®.. en el afio 2008 se reportd en dos
estudios diferentes, uno en Argentina y otro en México, que la penetracion del
virus dengue a las células de mosquito (Aedes albopictus y C636
respectivamente) se realizaba, a través de vesiculas recubiertas con clatrina, de
igual manera, reportaron que la alteracidon de la actina disminuye la produccion de
viriones de dengue en la células infectadas; mientras que la alteracién de los
microtubulos produjo resultados diferentes en cuanto a la disminucién de viriones;
En el reporte argentino no se demostré disminucién pero en el mexicano si 3233,
Por su parte, Shrivastava et al 2011, demuestran que 8 horas después de la
infeccion con DENV-2 en células BHK-21, se presentd una co-localizacién, entre
los microtubulos y la proteina de envoltura del DENV-2, por lo que concluyeron
que los microtibulos son necesarios para el transporte de la proteina E3*

Curcumina y citoesqueleto: se han reportado pocos estudios donde se
demuestre la accion directa de esta molécula sobre el citoesqueleto; en el afio
2004, Holly reportd disrupcion de los microfilamentos y la motilidad celular en
células PC-3 y LNCaP, observandose un mayor efecto en las células PC-3,
ademas se evidencié un aumento de las fibras de estrés y de F-actina®. En el afio
2006, Gupta y colaboradores, reportaron que la curcumina es un inhibidor dosis
dependiente de los microtubulos en células HeLa y MCF-7, altas dosis, indujeron
despolimerizacion de los microtdbulos en interfase y del huso mitético, ademas,
informaron que este efecto se debid a un union directa entre la curcumina y la


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dutta%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19434500

tubulina lo que generé cambios conformacionales en esta®®. En el afio 2009, Chen
Q y colaboradores, reportaron induccion de apoptosis en células A549 tratadas
con curcumina por alteracion de la arquitectura de los microfilamentos de actina y
una disminucion de los niveles de F-actina; este efecto fue dosis y tiempo
dependiente®’. Chakraborti y colaboradores en el 2011 encontraron en un estudio
de acoplamiento, que la curcumina se unia a la tubulina cerca del sitio de unién
del vinblastina®2.

Curcumina y apoptosis. Se han publicado diferentes trabajos, principalmente en
el modelo de cancer, que demuestran que la curcumina induce apoptosis a través
de diferentes vias (intrinseca y extrinseca) por la regulacion de mudltiples
moléculas dentro de las que se incluyen, Citocromo c, Fas/caspasa 8, P53
dependiente, alteracién del proteosoma, alteracion del citoesqueleto, estrés del
reticulo endoplasmatico3%-46,
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I1l. Marco teérico

Dengue.

Es actualmente una de las mas frecuentes arbovirosis que afectan al hombre y
constituye un severo problema de salud publica en el mundo, especialmente en la
mayoria de los paises tropicales, donde las condiciones del medio ambiente
favorecen el desarrollo y la proliferacion de Aedes aegypti y Aedes albopictus los
principales vectores de la enfermedad®1947-49 A partir de 1995 se estima que su
distribucién es comparable con la malaria y cerca de 2.5 billones de personas
viven en areas de riesgo para su transmision. Cada afo aproximadamente 100
millones de casos de dengue, 500 mil casos de dengue severo y 25.000 muertes
anuales son reportados a la OMS1947-49 E| dengue puede ser definido como una
enfermedad febril aguda, causada por un arbovirus, lo que significa que el agente
etiologico es trasmitido a las personas a través de la picadura de mosquitos. El
virus pertenece a la familia Flaviviridae y la infeccién que produce resulta en un
amplio espectro de presentacion clinica, que va desde formas subclinicas y leves,
hasta cuadros con severo compromiso vascular y de los mecanismos de
coagulacién?2°051 En una infeccién primaria con cualquier serotipo se adquiere
inmunidad contra una reinfeccién con el serotipo homélogo, pero no contra
serotipos heterélogos; estos anticuerpos pueden reaccionar de forma cruzada
frente a otros serotipos, sin presentar neutralizacién viral, por el contrario, facilitan
la infeccidén de otras células de la estirpe monocito/macréfago, lo que provoca una
sobre infeccion celular y sobre produccidbn de citoquina, que generan un
desequilibrio hidrico y electrolitico, produciendo las formas severas de la
enfermedad.5%2, Durante tres décadas, la OMS, ha reconocido y recomendado la
clasificacion del dengue en: fiebre del dengue (FD), fiebre hemorragica dengue
(FHD) con o sin sindrome de choque por dengue (SCD). (OMS. 1997). Pero en los
tltimos afos, se han publicado diferentes articulos que cuestionan la utilidad de
esta clasificacion, por esta razén, el TDR/OMS (Programa de Adiestramiento e
Investigacion en Enfermedades Transmisibles de la Organizacion Mundial de la
Salud) auspicio un estudio internacional, llamado DENCO (Dengue Control), cuyo
objetivo principal fue obtener informacion de un nimero elevado de enfermos con
dengue confirmado y encontrar una mejor forma de clasificarlos, asi como
identificar cuales serian los signos de alarma que fueran utiles para mejorar el
protocolo de manejo de casos de dengue; debido a ello, se generd una propuesta
de clasificacion binaria de la enfermedad: dengue y dengue severo. Los criterios
de dengue severo son los siguientes: a) Extravasacion severa de plasma,
expresada en Choque hipovolémico, y/o por dificultad respiratoria debida al
exceso de liquidos acumulado en el pulmén. b) Hemorragias severas, segun
criterio del médico tratante, y c) la afectaciébn de 6rganos: hepatitis severa por
dengue (transaminasas superiores a 1000 unidades), encefalitis por dengue o la
afectacién grave de otros 6rganos, como la miocarditis por dengue. Estos criterios
de severidad tuvieron 95% de sensibilidad y 97% de especificidad??52, pero
actualmente se han reportado nueva sintomatologia en pacientes con dengue
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principalmente en nifios, los cuales no pueden ser clasificados de acuerdo al
estudio DENCO>,

El agente causal pertenece a la a familia flaviviridae, genero flavivirus, posee 4
serotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4. Es un virus envuelto, con nucleocapside
de simetria icosaédrica; su RNA es de polaridad positiva, de aproximadamente 11
Kb, su extremo 57, es metilado y el extremo 3" es no poliadenilado. EI RNA viral
contiene un "open reading frame" (fragmento de lectura abierto), que codifica una
Gnica poli-proteina, la cual es procesada en 10 proteinas: 3 estructurales (E: de
envoltura, M: asociada a membrana y C: de capside), y 7 no estructurales ( Ns1,
2a, 2b, 3, 4a, 4b, y 5), este procesamiento se realiza a través de proteasas
celulares y una serina proteasa viral 2%21, La proteina de envoltura es el principal
determinante antigénico al cual se dirige la respuesta inmune del hospedero, la
proteina asociada a membrana, presenta dos formas dependiendo de la
maduracion del virion, la proteina Pre-M, que se encuentra asociada a viriones
inmaduros y la proteina de membrana madura (M) que resulta de la protedlisis de
la regidbn amino terminal de la proteina Pre-M. La proteina de la capside pesa
11Kd, es altamente béasica lo que facilita la interaccion con el RNA viral, ademas
contiene dominios hidr6fobos que permiten la interaccion con membranas
celulares, permitiendo el ensamblaje del virion?122%5  Las proteinas no
estructurales cumplen diferentes funciones en la replicacién del virus, algunas
tienen funcion de serina proteasa y helicasa ( NS3 ), otras tienen funcion de RNA
polimerasa dependiente de RNA y metilasa (NS5) y algunas de ellas no se les ha
determinado su funcién??>5 |a Proteina no estructural NS1(40-50 KDa) es
sintetizada en el reticulo endoplasmatico rugoso, como una proteina monomeérica,
lo cual poco tiempo después, se une de forma no covalente, formando dimeros y
en células de mamifero se secreta en forma de hexamero; su funcidon no esta aun
bien definida, pero se ha observado que puede ser necesaria para la replicacién
temprana del virus?1:22:55:56

Curcuma Longay curcumina.

Es una planta medicinal que se ha cultivado tradicionalmente en la India, Sri
Lanka, Filipinas, Indonesia, Jamaica, Trinidad, China y otros paises tropicales.
Botanicamente se ha clasificado en la Clase: Liliopsida, Subclase: Commelinids,
Orden: Zingiberales, Familia: Zingiberaceae, Genero: Clurcuma, Especie: Carcuma
longa. Tiene tallo corto, hojas grandes rectangulares y rizomas alargados de color
amarillo, la carcuma ha sido utilizada como condimento, colorante vy
medicinalmente, desde tiempos inmemoriales en Asia e India. La curcuma
contiene 6,3% de proteina, 5,1% de grasa, 3,5% de minerales, 64,9% de
carbohidratos, y 13,1% de humedad; dentro de los metabolitos encontramos la
curcumina (diferuloymethano), que es la responsable del color amarillo y esta
compuesta a su vez por curcumina (77%), demetoxicurcumina (17%) y
bisdemetoxicurcumina (3%), la curcumina es el mayor componente de la circuma
4. es insoluble en agua y soluble en solventes organicos, es estable a pH 1-6 e
inestable a pH neutro o basico; en buffer fosfato salino mas del 90% de la
curcumina se degrada en los primeros 30 minutos, en medios de cultivo celular
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suplementado con 10% en suero fetal bovino se degrada en forma paulatina
llegando a un 50% a las 8 horas!. Respecto a la actividad farmacolégica de la
curcuma y curcumina, se han publicado varios articulos donde se ha investigado
su actividad antitumoral, inmunomoduladora, antioxidante, antiinflamatorio,
antifangica, antiviral, antiparasitaria, de igual manera, en la medicina tradicional se
ha utilizado la curcumina en el tratamiento del sistema gastrointestinal,
cardiovascular, sistema nervioso central; también ha sido utilizada en
enfermedades reumaticas, diabetes, infertilidad, estrés-1’.

Ubiquitina.

Es una proteina con 76 aminoacidos y 8,6 kDa, no posee enlaces disulfuro, esti
formada por cinco laminas beta y una gran hélice alfa, es estable al calor y posee
una estructura globular, su nombre se debe a su presencia ubicua en casi todos
los tipos de células, es también, una de las proteinas mas conservadas durante la
evolucién, la secuencia de aminoécidos es casi idéntica desde los insectos al
hombre. La ubiquitina, tiene gran capacidad para conjugarse con otras proteinas
en un proceso que requiere energia. La ubiquitinacion se lleva a cabo en residuos
de lisina y pueden presentarse diferentes tipos, los cuales estan relacionados con
funciones diferentes, es asi, como la mono y di-ubiquitinacion estan relacionadas
con la endocitosis y traduccién de sefales y transporte de membrana; la
poliubiquitinacion en el residuo de lisina 63 esta asociada con endocitosis,
activacion de protein kinasas, reparacion del DNA, entre otras y la
poliubiquitinacion del residuo de lisina 48, esta asociada con la degradacion de las
proteinas por el proteosoma®’-8,

Proteosoma.

El proteosoma es un complejo multiprotéico formado por 65 sub-unidades y 3 sub-
complejos: 20S, 19S y 11S, el sub-complejo 20S es el core enzimético
responsable de la degradacion proteica, es cilindrico, posee de 4 a 7 anillos y esta
flangueado en ambos lados por un complejo regulador 1955980 |a degradacion
proteica por el proteosoma se lleva a cabo a través de dos procesos sucesivos:

1. poliubiquitinacién de la proteina: Este proceso se lleva a cabo a través de tres
etapas sucesivas:

1.1 Activacion de la ubiquitina: es una reaccion dependiente de ATP, en la cual el
carboxilo terminal de la ubiquitina se conjuga con la enzima activadora mediante
un enlace tioéster .

1.2 Transferencia de la ubiquitina al transportador: la ubiquitina se transfiere a un
grupo SH de la enzima transportadora.

1.3 Transferencia de la ubiquitina a la proteina correspondiente: La ubiquitina
ligasa transfiere la ubiquitina activada a un grupo amino de una lisina de una
proteina sustrato formando un enlace isopeptidico.
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2. degradacién de la proteina poliubiquitinizada por el proteosoma: este proceso
se ha dividido en varios pasos que incluyen:

2.1 Reconocimiento y union del sustrato poliubiquitinizado por el receptor en el
complejo 19S.

2.2 Despliegue mecénico de la proteina sustrato, dependiente de ATP.

2.3 Introduccion de la proteina desplegada en el nacleo 20S después de haberse
desprendido la cadena de poliubiquitina por accion de isopeptidasas.

2.4 Rotura de la proteina en fragmentos de 8 a 9 residuos.
2.5 Salida de los péptidos por el extremo 19S opuesto 5969,

Citoesqueleto.

El citoesqueleto se puede definir como una red de filamentos de proteinas que se
extiende por el citoplasma de toda la célula eucariota, proporcionando un armazon
estructural que permite entre otras funciones el movimiento de la célula, transporte
interno entre los organulos y otras estructuras y macromoléculas. Este esta
constituido por tres tipos principales de filamentos. Filamentos de actina,
filamentos intermedios y microtibulos que se mantienen unidos a los organulos
intracelulares y a la membrana plasmética mediante proteinas accesorias, los
filamentos de actina se generan por la polimerizacion de actina, los filamentos
intermedios estdn compuestos por diferentes proteinas y se conocen mas de 65
de ellas, los microtubulos se generan por la polimerizacién de tubulina; tanto la
actina como la tubulina estan asociados al movimiento celular, mientras que los
filamentos intermedios parecen desempafiar un papel estructural proporcionando
resistencia mecanica a las células y a los tejidos ©2.

Apoptosis.

La apoptosis es una forma de muerte celular que esta regulada genéticamente y
no genera inflamacién, se produce por la activacion de una serie de proteinas
(caspasas) que desencadenan en la condensacion de la cromatina, fragmentacion
del citoesqueleto y el nlcleo y generacion de cuerpos apoptéticos, los cuales son
fagocitados y retirados de los tejidos. Los estimulos que generan apoptosis se
pueden clasificar como fisiolégicos y patolégicos, los fisiolégicos ocurren
normalmente durante el desarrollo, envejecimiento, mecanismos homeostaticos en
el mantenimiento de la poblacion celular de tejidos, entre otros; los patoldgicos
incluyen, reacciones inmunes, agentes téxicos, infecciones, irradiacién, drogas,
dafo celular. Se ha reportado diferentes vias que inducen apoptosis, la via
intrinseca (dependiente de la mitocondria), la via extrinseca (dependiente de
receptores) y la via perforina/granzima, todas ellas generan la activacion de
diferentes caspasas y convergen en una via de ejecucibn comun donde
intervienen la caspas 3, 6 y 7, con excepcion de la via de granzima que pude
activar directamente la fragmentacion del DNA®263,
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Reticulo endoplasmatico y estrés.

El reticulo endoplasmatico (RE) es un organulo multifuncional que coordina el
plegamiento de las proteinas, biosintesis de lipidos, almacenamiento de calcio
entre otras funciones; la perturbacién o dafio de alguno de estos mecanismos,
pueden generar la acumulacién de proteinas alteradas o aglomeracion proteinas,
gue a su vez generan estrés del reticulo endoplasmatico, el cual desencadena una
respuesta coordinada para limitar la acumulacion de proteinas alteradas, este
proceso es conocido como respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico.
Durante esta respuesta, se activan principalmente 3 sensores que incluyen: la
proteina IRE-1 (inositol requiring element-1), PERK (PKR-like ER kinase), ATF-6
(activating transcription factor 6); estos 3 sensores se mantienen en una forma
inactiva en condiciones normales, IRE-1 y ATF-6 unido a la proteina BiP y PERK a
chaperonas; la acumulacion de proteinas alteradas, genera una liberacion de BiP
y de las chaperonas lo que produce la activacion de los sensores.
PERK, genera fosforilacién del elF2a el cual a su vez, disminuye la sintesis de
proteinas.

IRE-1 genera la activacion de la proteina XBP-1S, la cual induce la expresion de
proteinas que ayudan a la maduracion, plegamiento, transporte y degradacion de
proteinas.

ATF-6 genera la trascripcion de genes de chaperonas (por ejemplo GRP78),
incrementando la capacidad del reticulo endoplasmatico en el plegamiento de
proteinas. Cuando la respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico falla y no se
restaura la capacidad del plegamiento de proteinas, se desencadena la apoptosis
por la activacion de la via intrinseca o extrinseca®4°,
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IV. Objetivos del proyecto
1. General

Evaluar el efecto de la curcumina en la infeccion del virus dengue en un modelo
celular In vitro.

2. Especificos:

2.1 Evaluar el efecto de la curcumina sobre la produccion de viriones infectivos de
dengue en cultivo celular in vitro.

2.2 Evaluar el efecto de la curcumina sobre el sistema ubiquitina-proteosoma en
cultivo de células con y sin infeccion con DENV-2.

2.3 Evaluar el efecto de la curcumina sobre el citoesqueleto de actina,
microtubulos y filamentos intermedios, en cultivo de células con sin infeccion con
DENV-2.

2.4 Evaluar la presencia de la curcumina en la membrana celular y el reticulo
endoplasmatico de células tratadas con esta molécula.

2.5 Evaluar el efecto de la curcumina sobre la activacion de respuesta a estrés del
reticulo endoplasmatico en células con y sin infeccion con DENV-2.

2.6 Evaluar el efecto de la curcumina sobre la generacion de apoptosis en células
con y sin infeccion con DENV-2.
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V. Metodologia

Se desarrollara en dos items, el primero describira las técnicas generales, que
deben estar estandarizadas previamente, para poder realizar la metodologia
especifica. El segundo, corresponde a las técnicas especifica, que permiten
resolver los objetivos especificos.

1. Metodologia general.
1.1 Tipo de estudio: se realizé un estudio de tipo experimental.

1.2 Reactivos y anticuerpos: La Curcumina, el inhibidor de proteosoma
MG132®, la Phalloidin®, Nocodazole®, Paclitaxel®, Lantrunculin® fueron
obtenidas de la casa comercial sigma aldrich®. los anticuerpos: Anticuerpo
policlonal de conejo antitubulina + anti rabbit unido a alexa fluor 594 de molecular
probe TM (rojo), mouse anti-vimentina unido al fluoroforo Cy3 (Naranja), mouse
anti-ubiquitin total, mouse anti-B-actin; rabbit anti-Perk, rabbit anti-pPERK, rabbit
anti-IRE, rabbit anti-ATf-6, Phalloidin unida a TRITC (rojo), anti-mouse fosfatasa
alcalina y anti-rabitt fosfatasa alcalina; fueron obtenidas de la casa comercial
sigma aldrich®. Mouse anti DENV-2 fue obtenido de la casa comercial Santa cruz
biotecnology®, anti-rabitt 1IgG conjugado con IRDye 700CW vy anti-mouse IgG
conjugado con IRDye 800CW fueron obtenidos de la casa comercial LI-COR®. el
anticuerpo rabbit anti-Ubiquitin Lys48 fue obtenido de la casa comercial Cell
Signal®.

1.3 Amplificacion y aumento del titulo viral: se utiliz6 una linea celular de
glandulas salivares de insecto Aedes albopictus C6/36 HT (ATCC CRL 1660),
donadas por Instituto Pedro Kouri Cuba, las cuales se cultivaron en medio L15
(Gibco®) suplementado con suero fetal bovino (Hyclone®) al 10% vy triptosa
fosfato al 10%, se incubaron a 33°C por 7 dias, luego, se infectaron con un MOI de
0,1 y se incubaron por 7 dias, observando diariamente la presencia de efecto
citopético, al cabo de este tiempo, las células se congelaron y descongelaron 2
veces, se centrifugd a 2000 rpm para obtener el sobrenadante, donde se
encontraban los virus suspendidos, se realizaron alicuotas de 200uL y se
guardaron a -70°C para su posterior uso®:7,

1.4 Cultivo de células BHK-21 (ATCC CL-10) y Vero (ATCC CCL-81): (donadas
por el Dr Juan Carlos Gallego Universidad de Antioquia) Se cultivaron en medio
DMEM (Gibco®) suplementado, L-glutamina (Eurobio®) y suero fetal bovino
(Hyclone®) y 1% de antibidtico antimicético [10,000 unidades/ml Penicilina,
10 mg/ml; Streptomicina, 25 pg/ml; Anfotericina B. (Sigma®)]. Se mantuvo una
reserva congelada de cada linea celular para hacer cambio de las células después
del pase 8, de esta forma se traté de evitar deriva genética que seleccione clones
diferentes. Estas células se incubaron a 37°C en una atmosfera del 5% de
C02.66,67
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1.5 Cepa del virus dengue: La cepa DEN2 New Guinea. Se obtuvo por donacion
del laboratorio de Neurociencias de la Universidad del Antioquia (Dr Juan Carlos
Gallego).

1.6 Estandarizacién del titulo viral por la técnica de recuento de unidades
formadoras de placa (PFU): esta técnica se estandarizO con la asesoria de
investigadores del instituto Pedro Kouri de la Habana Cuba. Se evaluaron Células
Vero y BHK-21, observandose que las células BHK-21 son mas sensibles en la
produccion de la PFUs, por lo que este modelo celular, fue el que se siguio
utilizando para este tipo de experimentos.

Para el establecimiento del titulo viral de los virus amplificados en el numeral 1.3,
se utilizé la técnica de recuento de unidades formadoras de placa (PFU), para lo
cual, se sembraron células BHK-21 sobre placas de cultivo celular de 24 pozos
(aproximadamente 50000 células por pozo) en medio DMEM (Gibco®)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone®) al 2%, L-glutamina
(Eurobio®) y antibiotico/antimicético al 1%][10,000 unidades/ml Penicilina,
10 mg/ml Streptomicina, 25 pg/ml Anfotericina B. (Sigma®)], se incubaron por 24
horas a 37°C con 5% de COg, al dia siguiente, se realizaron diluciones seriadas
del virus amplificado de 10! hasta 10 en medio DMEM solo, en frio, con los
cuales se procedié a la infeccion de las células por 2 horas, después de este
tiempo las células se lavaron con PBS (phosphate buffer saline) para eliminar los
virus no adheridos y se adicion6 medio DMEM (Gibco ®) semisdlido (con
carboximetilcelulosa (sigma®) 3%) suplementado con 2% de SFB (Hyclone®), L-
glutamina (Eurobio®) y antibidtico/antimicético 1%(10,000 unidades/ml Penicilina,
10 mg/ml Streptomicina, 25 pug/ml Anfotericina B. Sigma®) y se incub6 a 37°C con
5% de CO:2 por 8 dias; al cabo de este tiempo, se fijaron las células con
paraformaldehido (Sigma®) al 4%, se lavaron y se tifieron con cristal violeta, para
examinar el nimero de unidades formadora de placa (PFU)86.67,

1.7 Evaluacion de la concentracion citotoxica de curcumina: Se evaluaron tres
métodos: viabilidad con tripan azul, Alamar blue® y Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (sigma®), para lo cual, se tomaron
células BHK-21 o Vero crecidas en monocapa (numeral 1.4. Aproximadamente
1x10° células por pozo), se les adicionaron diferentes concentraciones de
curcumina 10 pM, 20 uM, 30 pM, 40 uM, 50 uM y se incubd a 37°C y 5% de CO:2
por 24 horas, después de este tiempo, las células se desprendieron y se les
adicion6 tripan azul al 10% y se observaron directamente al microscopio en
camara de Neubauer para realizar el recuento.

Respecto a la viabilidad medida con Alamar blue®, después del tratamiento con
curcumina se adiciond 10% de Alarmar blue al medio de cultivo y se realizaron
lecturas de absorbancia a 570-nm, cada 4 horas hasta completar 24 horas, el
aumento de la absorbancia se midi6 en el espectrofotometro EPOCH (Biotek®).
Para la técnica de MTT®, después del tratamiento con curcumina, se adiciono
10% de MTT al medio de cultivo y incub6 por 4 horas, para evidenciar el cambio
de tetrametiltetrazolium a formazan, los cristales formados fueron solubilizados
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con una solucion de 10% de triton X-100, en isopropanol acido; posteriormente, se
realizé la lectura por espectrofotometria en el equipo EPOCH (Biotek®) a 570-nm;
seguidamente, se determind el porcentaje de viabilidad celular utilizando la
formula: absorbancia de las células tratadas/absorbancia del control de células X
100. Esta técnica (MTT) también se utilizo para determinar las concentraciones no
toxicas de otras moléculas utilizadas en esta investigacion, que incluyen:
MG132®, Phalloidin®, Paclitaxel®, Latrunculin®, Nocodazole®.

1.8 Presentacién al comité de bioética: Este proyecto fue evaluado y aprobado
por el comité de bioética de la facultad de ciencias de la salud de la universidad
del Quindio mediante acta 309 del 26 de junio de 2009.

1.9 Analisis estadistico: Se realiz6 en el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV, version Il; para determinar si existia diferencia significativa entre los
grupos a evaluar, se realiz6 andlisis de varianza a través de un ANOVA de una o
dos vias de acuerdo con los datos y los resultados que se queria analizar, por otra
parte, en el recuento de PFUs que no presentaron distribucion normal, se realiz6
el analisis de varianza al logaritmo del recuento de las PFUs con el fin de
normalizar los datos.

2. Metodologia especifica:

Objetivo 2.1: Evaluar el efecto de la curcumina sobre la produccion de viriones
infectivos de dengue en cultivo celular In vitro.

2.1 Determinacion del recuento de PFUs a diferentes tiempos, en
sobrenadantes de cultivo celular infectados previamente con DENV-2 y
tratados con diferentes concentraciones de curcumina: Se sembraron 100.000
células BHK-21 sobre placas de cultivo celular de 24 pozos, en medio DMEM
(Gibco®) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone®) al 2%, L-
glutamina (Eurobio®) y antibidtico/antimicético al 1% [10,000 unidades/ml
Penicilina, 10 mg/ml Streptomicina, 25 ug/ml Anfotericina B. (Sigma®)], se
incubaron por 24 horas a 37°C con 5% de COg, al dia siguiente, se infectaron las
células por 2 horas con DENV-2 a una multiplicidad de infeccibnde 1 6 5 (MOl 1 6
5 /célula), luego se lavé 2 veces con PBS y se adicion6 1ml de medio DMEM
(Gibco®) suplementado con 2% de SFB (Hyclone®), 1% de L-Glutamina
(Eurobio®) y 1% de antibidtico antimic6tico(10,000 unidades/ml Penicilina,
10 mg/ml Streptomicina, 25 ug/ml Anfotericina B. Sigma®) y 10 uM, 20 uM y 30
UM, de curcumina grado reactivo (Sigma®), se incub6 a 37°C y 5% de CO2 por 24
horas, tiempo en el cual se recolectaron los sobrenadantes de los cultivo y se
guardaron a -70°C, para realizar posteriormente recuento de unidades formadoras
de placa (PFUs). Ademas, se realiz6 una cuantificaciéon relativa de la proteina del
virus dengue mediante la técnica de In cell western.
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De igual manera, se recolectaron sobrenadantes de cultivo celular a las 24 h y
48h, posterior al tratamiento con curcumina y se cuantificaron las PFUs por la
técnica de recuento en placa®6.6’,

2.2 Determinacion del recuento de PFUs en sobrenadantes de cultivo celular
tratados previamente con diferentes concentraciones de curcumina e
infectados con DENV-2 : Se sembraron 100.000 células BHK-21 sobre placas de
cultivo celular de 24 pozos, en medio DMEM (Gibco®) suplementado con suero
fetal bovino (SFB) (Hyclone®) al 2%, L-glutamina (Eurobio®) vy
antibiotico/antimicotico al 1% [10,000 unidades/ml  Penicilina, 10 mg/ml
Streptomicina, 25 pg/ml Anfotericina B. (Sigma®)], se incubaron por 24 horas a
37°C con 5% de COg, al dia siguiente, se realizo tratamiento con curcumina® a 10
UM, 15 pM y 20 uM por 4 h, seguidamente se infectaron las células por 2 horas
con DENV-2 a una multiplicidad de infeccién de 5 (MOI 5 IF/célula), luego se lavo
2 veces con PBS y se adicioné 1ml de medio DMEM (Gibco®) suplementado con
2% de SFB (Hyclone®), 1% de L-Glutamina (Eurobio®) y 1% de antibibtico
antimicotico(10,000 unidades/ml  Penicilina, 10 mg/ml Streptomicina, 25 pg/ml
Anfotericina B. Sigma®) se incubd a 37°C y 5% de CO2 por 24, 48 y 72 h, tiempo
en el cual se recolectaron los sobrenadantes de los cultivo y se guardaron a -
70°C, para realizar posteriormente recuento de unidades formadoras de placa
(PFUs)6:67,

2.3 Cuantificacién del RNA viral en células Vero infectadas con DENV-2: se
realizd extraccion del RNA viral de pozos con células infectadas y tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina con el kit QlAamp Viral RNA Mini Kit
marca Quiagen®, la mezcla y las condiciones del PCR tiempo real fueron
estandarizadas previamente por el investigador José Usme Ciro, del grupo de
Neurociencias de la universidad del Antioquia.

Objetivo 2.2: Evaluar el efecto de la curcumina sobre el sistema ubiquitina-
proteosoma en cultivo de células con y sin infeccion con DENV-2.

2.4 Evaluaciéon del efecto de la curcumina sobre el sistema ubiquitina-
proteosoma: se realizaron tratamientos con curcumina (Sigma®) a diferentes
concentraciones de 10 pM hasta 70 uM en células BHK-21 6 células Vero
(tratamiento de 10 uM a 30 UM en células infectadas con DENV-2 y sin infectar)
crecidas en monocapa (numeral 1.4), por un tiempo de 8 h para las células BHK-
21 y 24 h para las células Vero. Al término de este tiempo, se determind la
ubiquitina libre, la ubiquitina conjugada y la ubiquitina Lys48, mediante la técnica
de western blot, en el producto de la lisis celular utilizando buffer de lisis (50 mM
pyrophosphate, 50 mM NaF, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 100 uM
Na3Vv0O4 (mevalonato de sodio), 10 mM HEPES, pH 7.4, 0.1% Triton X-100 y 1
mM phenylmethylsulfonyl fluoride)!4. Para la visualizacién de las bandas de
ubiquitina en el western blot se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén
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comerciales especificos contra ubiquitina (Santa Cruz Biotecnoly®) y anticuerpos
monoclonales de conejo contra ubiquitina Lys48 (Cell Singal®). Como anticuerpo
secundario se utiliz6 anti-anticuerpo contra ratdn y contra conejo marcado con
fosfatasa alcalina (Sigma®); como sustrato se utilizé BCIP/NBT (Sigma®).
También, se realizd cuantificacion relativa de la ubiquitina-Lys 48, por la técnica
de In cell western.

2.5 Determinacion de la alteracion del sistema ubiquitina proteosoma sobre
la produccién de viriones infectivos de dengue: Se sembraron células BHK-21
sobre placas de cultivo celular de 24 pozos (marca: Greiner Bio-One)
(aproximadamente 100000 células por pozo) en medio DMEM (Gibco®)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Hyclone®) al 2%, L-glutamina
(Eurobio®) y antibidtico/antimicético al 1%[10,000 unidades/ml Penicilina,
10 mg/ml Streptomicina, 25 pg/ml Anfotericina B. (Sigma, USA)], se incub6 por 24
horas a 37°C con 5% de COz, al dia siguiente, se infectaron las células con DENV-
2, por 2 horas a un MOI de 5, luego se lavo 2 veces con PBS y se adicioné 1ml de
medio DMEM (Gibco®) suplementado con 2% de SFB (Hyclone®), 1% de L-
Glutamina(Eurobio) y 1% de antibiético antimicotico[10,000 unidades/ml
Penicilina, 10 mg/ml Streptomicina, 25 pug/ml Anfotericina B. (Sigma®)] y diferentes
concentraciones del inhibidor de proteosoma MG132: 10 uM, 20 uM y 30 uM
(Sigma®), se incub6 a 37°C y 5% de CO:2 por 24 horas, tiempo en el cual se
recolectaron los sobrenadantes de los cultivo y se guardaron a -70°C, para realizar
posteriormente recuento de unidades formadoras de placa como se describié en el
numeral 1.6.

Objetivo 2.3 Evaluar el efecto de la curcumina sobre el citoesqueleto de actina
microtubulos y filamentos intermedios en cultivo de células con sin infeccion
con DENV-2.

2.6 Determinacién de la alteracién del citoesqueleto de actina, microtabulos
y filamentos intermedios: Se sembraron células Vero (aproximadamente 80000
células por pozo) sobre placas multiwell de 24 pozos que contenian laminas de
vidrio para que crezcan las células sobre este; en medio DMEM suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 2%, L-glutamina y antibiético/antimicotico al 1%, se
incub6 por 24 horas a 37°C con 5% de CO2, al dia siguiente, se realizaron
tratamientos con curcumina a diferentes concentraciones 10 puM, 15 uM, 20 uM y
30 UM por 24 horas, luego, se realizd, inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos.

Microtubulo: Anticuerpo policlonal de conejo antitubulina + anti conejo unido a
alexa fluor 594 de molecular probe® (rojo).

Actina: phalloidin unida a TRITC (rojo) de sigma®.

Filamentos intermedios: anticuerpo monoclonal anti-vimentina unido al fluoroforo
Cy3 (Naranja) de sigma®. Para evitar el dafo del citoesqueleto, las células se
lavaron con tapén de citoesqueleto®®; como control se utilizaron células Vero sin
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tratamiento y células Vero infectadas con DENV-2 y se observd en el microscopio
invertido de fluorescencia EVOSTI®.

Para evidenciar la proteina viral en la célula infectada, se utiliz6 un anticuerpo
monoclonal anti-dengue marca Santa cruz biotecnology®, se realizdé la
visualizacion de las células en un microscopio confocal de disco giratorio marca
Olympus® 1X-81 y las imagenes fueron capturados por el software Media
Cybernetics Imagen Pro Plus®, la intensidad y el contraste fueron mejoradas en el
programa Microsoft Office Picture Manager®.

También, se realizaron experimentos con moléculas que presentan efecto
comprobado tanto en la estabilizacion de la actina y microtibulos como en la
desorganizacion de los mismos, esto con el fin de poder evidenciar si los
tratamientos con curcumina en los modelos celulares estudiados presentan
efectos similares a los de las moléculas evaluadas; en este estudio se utilizo:
Phalloidin (estabilizador de actina, se utilizo a 10uM), Latrunculin (desorganizador
de actina, se utilizo a 500nM), Paclitaxel (estabilizador de microtibulos, se utilizo a
10uM), Nocodazole (desorganizador de microtubulos, se utilizd a 1um). Las
concentraciones utilizadas de las diferentes moléculas se determinaron mediante
la técnica de MTT; se utilizé la menor concentracion de la molécula que presento
un porcentaje de viabilidad mayor al 50% y que presentd el efecto de la droga
sobre las células.

Objetivo 2.4 Evaluar la presencia de curcumina en la membrana celular y el
reticulo endoplasmatico de células tratadas con esta molécula.

2.7 Evaluacion de la presencia de curcumina en células Vero, glébulos rojos
y membranas de globulos rojos: para ello se realizaron tratamientos con
curcumina a concentraciones de 30 UM por 1 h, en células Vero previamente
crecidas en cajas de cultivo de 24 pozos, globulos rojos humanos de una persona
sana (dénate voluntario), tomados por venopunciéon y membranas de glébulos
rojos obtenidos por lisis de los glébulos rojos con una solucién hipotdnica (solucién
de acido acético al 0,1 %), posteriormente, se eliminé el medio o la solucién con
curcumina, se realizaron varios lavados (3 para las células y los globulos rojos 'y 6
para las membranas), se adicioné medio o solucién sin el colorante (DMEM) para
las células y PBS para los glébulos rojos y las membranas) y seguidamente, se
tomaron fotos en el microscopio de Fluorescencia Evosfl® y en la camara digital
marca Samsung®. Para tomar las fotos de las membranas, previamente se
centrifugd a 2500 rpm.

2.8 Evaluacion de la acumulacion de curcumina a nivel del reticulo
endoplasmatico: para ello se realizo un cultivo de células Vero en caja de cultivo
para microscopia de células vivas, como se indico en el numeral 1.4,
posteriormente, se realizd el marcaje del reticulo endoplasmatico con medio
DMEM que contenia 1 uM de ER-Tracker™ Red (Molecular probe®, Invitrogen),
por 30 minutos, luego se elimind este medio y se adicion6 medio DMEM que
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contenia 30 uM de curcumina y se dejo en incubacion por 1 h, se eliminé este
medio y se adicion6 medio DMEM con 2% de SFB, inmediatamente, se tomaron
fotos cada dos segundos en el filtro verde (FITC) y rojo (TRIC) en el microscopio
confocal de disco giratorio marca Olympus® [X-81. y las imagenes fueron
capturados por el software Media Cybernetics Imagen Pro Plus®, la intensidad y el
contraste fueron mejoradas en el programa Microsoft Office Picture Manager®.

Objetivo 2.5 Evaluar el efecto de la curcumina sobre la activacion de
respuesta a estrés del reticulo endoplasmatico en células con y sin
infeccion con DENV-2.

2.9 Determinacion de la respuesta a estrés del reticulo endoplasmaético: La
respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico se determiné a través de la
cuantificacion relativa de las proteinas PERK; pPERK, ATF-6 e IRE, mediante la
técnica de In cell western.

2.10 Cuantificacion relativa de proteinas, por el método de In cell western: se
sembraron 1.5 x 10* células Vero por pozo en cajas de 96 pozos (Greiner Bio-
One, Monroe INC), en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
2%, L-glutamina y antibiotico/antimicético al 1%, se incub6 toda la noche a 37°C in
5% CO:2 , luego, se realizaron tratamientos con diferentes concentraciones de
curcumina (10 uM, 15 uM, 20 uM) por 24h. Posteriormente, las células fueron
fijadas con formaldehido al 3,7% por 30 minutos (concentracion final),
inmediatamente, se realizaron 4 lavados con PBS y se permeabilizé lavando 3
veces con una solucion de PBS que contenia 0,1% de triton X-100 (cada lavado
se realiz6 por 10 minutos), seguidamente, se bloqueé con 20 pL de buffer de
bloqueo (PBS, 1% albumina y 5% sacarosa) por pozo, posteriormente, se adiciono
20 pL por pozo de la solucion de los anticuerpos primarios: uno, mouse- 3-Actina
(que sirvio como normalizador) y otro Rabbit IgG contra la proteina de interés
(proteina del DENV-2, Ubiquitina Lys48, Caspasa 3 activada, proteina PERK,
pPERK, ATF-6, IRE) en la dilucion adecuada para cada proteina de acuerdo con
las indicaciones del fabricante en buffer de bloqueo. Posteriormente se incub6 a
temperatura ambiente por 2 horas, se realizaron nuevamente 4 lavados con PBS
(cada lavado de 10 minutos); después se adiciond 20 uL por pozo de la solucién
de los anticuerpo secundarios uno anti Rabbit igG conjugado con IRDye 700CW
(marca LI-COR®) y otro anti-mouse 1gG conjugado con IRDye 800CW (marca LI-
COR®) se incub6 a temperatura ambiente por 1 horas en oscuridad, se realizé
nuevamente 4 lavados con PBS (cada lavado de 10 minutos), se dejo secar a
temperatura ambiente protegido de la luz y se realiz6 la lectura pozo por pozo, en
el equipo Oddyssey IR Scanner®, las imagenes fueron capturadas usando el
software 3.0 (USA®). La sefal en cada pozo fue cuantificada y normalizada,
realizando la proporcién: lectura a 700-nm/lectura a 800-nm, donde la lectura a
700-nm corresponde a la proteina de interés y la de 800-nm corresponde al
normalizador de B-Actina, de tal manera que la variacion en el nimero de células
en el pozo no afecte la cuantificacién real de la proteina de interés.
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Objetivo 2.6 Evaluar el efecto de la curcumina sobre la generacion de
apoptosis en células con y sin infeccion con DENV-2.

2.11 Determinacién de la generacion de apoptosis: Se determind mediante
citometria de flujo en el equipo FC 500 marca Beckman coulter® usando el kit
comercial Aposcreen anexin V-7AAD, (Rochem Biocare®) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Antes de realizar la medicidn por citometria; se realizé
una estandarizacion de la técnica en el equipo FC 500 que consistié en evaluar
previamente con controles para necrosis, apoptosis temprana (marcaje con
anexina V), apoptosis tardia (marcaje con anexina V y 7AAD) la clasificacion
adecuada de las poblaciones celulares (anexo 1).

Para confirmar la activacién de apoptosis por parte del tratamiento con curcumina,
se realiz6 cuantificacion relativa de la caspasa 3 activada, por el método de In cell
western.

2.12 Evaluacién del efecto de la curcumina sobre células Vero transfectadas
con marcaje para mitocondria. Estas células fueron transfectadas en el grupo
medicina molecular y de traslaciébn de la universidad de Antioquia y fueron
donadas para los experimentos con curcumina, Las células se prepararon de la
siguientes manera: se sembraron 3.0 x 10° células Vero en cajas de 6 pozos x
12h, luego, se adiciond la mezcla del Plasmido mKate-mito (Evrogen®) con
lipofetamine 2000 (Life technologies®) por 5 h, después de este tiempo, se retird
el medio y se adicion6 DMEM nuevo, a las 24 h se comprobo la expresion del
reportero, luego, se despegaron las células y se sometieron a una seleccion por
sorting para sembrar una célula por pozo, luego, a las células seleccionadas se les
adicion6 1,5mg de g-418 (sigma ®); cuando las células formaron colonias, se
revisé cuales expresaron el gen reportero y se expandieron en cultivo. Por ultimo,
Estas células se crecieron sobre vidrios como lo indica el numeral 2.6, luego,
fueron tratadas con diferentes concentraciones de curcumina (10 uM a 20 uM) por
24 horas, después se fijaron como se menciond anteriormente (numeral 2.6) y se
observaron el en microscopio confocal de disco giratorio marca Olympus® 1X-81 y
las imagenes fueron capturados por el software Media Cybernetics Imagen Pro
Plus®, la intensidad y el contraste fueron mejoradas en el programa Microsoft
Office Picture Manager®.
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VI. RESULTADOS.

1. Determinacién de las concentraciones no toxicas de curcumina y de otras
moléculas.

la. Control de Células viables 1b. Células tratadas con 40 uM de
curcumina

Figura 1: Determinacion de la Viabilidad celular por el método de tripan azul en
células BHK-21.

En la Figura 1a, se observan células viables, las cuales se caracterizan por ser
redondas refringentes, brillantes y no toman la coloracion azul (flecha negra), las
cuales fueron contadas en camara de Neubauer, En la figura 1b se observa las
células muertas las cuales toman el color azul debido al dafio de la integridad de
la membrana celular.

Determinacion de la viabilidad celular por el método de alamar
blue en células BHK-21
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Figura 2 Determinaciéon de la Viabilidad celular por el método de alamar blue en
células BHK-21.
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CC: control de células tratadas con 0,24% de DMSO; 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM
tratamientos con curcumina 0, 4, 16, 24 horas. La grafica muestra la media de dos
experimentos por duplicado, de las lecturas de absorbancia a 570-nm; n=4.

Figura 2. Se evidencia la absorbancia versus el tiempo de las células tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina. Se determind, que el control de células
sin tratamiento y las células tratadas con 10 puM de curcumina, presentaron
absorbancia similar. En el tratamiento con 20 pM de curcumina, se observé un
aumento paulatino de la absorbancia en el tiempo, pero esta fue menor, que en el
control; en el tratamiento con 30 UM de curcumina, se evidencié un aumento
discreto de la absorbancia a las 24 horas, mientras que, en el tratamiento con 40
KM, se encontré una disminucion en los valores de absorbancia.
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Figura 3a: Determinacion del Porcentaje de viabilidad de las células BHK-21
tratadas con diferentes concentraciones de curcumina y MG132, por el método de
MTT.

NTC: células control sin tratamiento, C.DMSO: células control tratadas con 0,24%
de DMSO, 10 pM, 20 puM, 30 uM y 40 pM tratamiento con curcumina o MG132. La
gréfica representa la media y la desviacion estandar del porcentaje de viabilidad
de 3 experimentos por duplicado, n=6.

En la figura 3a, se observa la disminucién de la viabilidad celular a medida que
aumenta la concentracién de curcumina. Por este método, aproximadamente el
60% de las células eran viables, cuando se trataron por 24 h con 30 pM de
curcumina, ademas, se observo una disminucién de la viabilidad al 20%, cuando
se trabajé con la concentracion de 40 uM, estos resultados son concordantes con
el recuento realizado en camara de Neubauer y el método de Alamar bleu®;
donde a concentraciones de 40 pM, un mayor niumero de células tomaban el
colorante tripan azul y los valores de absorbancia disminuian a las 24 h (figura 1B
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y 2). Respecto al inhibidor de proteosoma MG132®, se observo una viabilidad
celular dosis dependiente similar a la curcumina, evidenciandose, que a
concentraciones de 30 uM la viabilidad celular se encuentra alrededor del 60%
(figura 3a).

Después de revisar la viabilidad celular por los tres métodos descritos
anteriormente, la maxima concentracion que se tomo para realizar los tratamientos
en los demas ensayos fue la de 30 puM. y el método que se utilizé para
experimentos posteriores fue el MTT.
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Figura 3b: Determinacion del Porcentaje de viabilidad de células Vero tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina, por el método de MTT.

NTC: células sin tratamiento, C.DMSO: células tratadas con 0,24% de DMSO, 10
uM, 20 puM, 30 pM, 40 uM y 50 pM tratamiento con curcumina. La grafica
representa la media y la desviacion estandar del porcentaje de viabilidad de 2
experimentos por duplicado n=4.

Como se observa en el figura 3b, la viabilidad celular disminuye a medida que
aumenta la concentracién de curcumina, pero este efecto se hace mas evidente a
partir del tratamiento con 40 uM, similar a lo observado en las células BHK-21
(figura 3a). En ambos tipos celulares, la maxima concentracion utilizada de
curcumina fue la de 30 uM.

A partir de los datos de viabilidad, se determind la concentracion citotéxica 50
(CCs0) de la curcumina en las células Vero y BHK-21 mediante regresion lineal; la
cual fue de 33,3 pM y 29,5 UM respectivamente. También se determiné el
porcentaje de inhibicion 50 (ICso) y el indice de selectividad en las células BHK-21.
El porcentaje de inhibicion 50 (ICso) se defini6 como la minima concentracion de
curcumina que inhibia la produccion del 50% de PFUs, respecto al control
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infectado sin tratamiento y el indice de selectividad se hall6, mediante la relacion
(ICs0/CCso), los resultados obtenidos fueron de 11,51 uM para el ICso y 2,56 el
indice de selectividad.

Estos resultados corroboran que la concentracion mayor de curcumina con la que
se debia trabajar era 30 pM. Por otra parte, el indice de selectividad bajo, nos
permite sugerir que el efecto de la curcumina es sobre la célula y no
especificamente sobre el virus.
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Figura 3c. Determinacion del Porcentaje de viabilidad de las células Vero tratadas
por 24 horas con diferentes concentraciones de curcumina y medido por 96 horas.

C.DMSO: células tratadas con 0,24% de DMSO, 10 uM, 15 pM, 20 uM, 30 uM
tratamiento con curcumina, las barras azules representan la media y la desviacion
estandar del porcentaje de viabilidad medido a las 24 h, las barras rojas
representan la media y la desviacion estandar del porcentaje de viabilidad medido
a las 48 h, las barras verdes representan la media y la desviacion estandar de el
porcentaje de viabilidad medido por 72 h. las barras moradas representan la media
y la desviacién estandar del porcentaje de viabilidad medido por 96 h. La grafica
representa 2 experimentos por duplicado, n=4.

En la figura 3c se observa el porcentaje de viabilidad de las células Vero medido
por 96h, después de un tratamiento con diferentes concentraciones con curcumina
realizado en la primeras 24 h. Se evidencié un porcentaje de viabilidad por encima
del 60% en las primeras 24 h de tratamiento con curcumina, a partir de este
tiempo, se observo una disminucién de la viabilidad celular a las 48 h, en los
tratamientos mayores e iguales a 15 uM y un aumento de esta, alas 72 hy 96 h.
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Figura 3d. Determinacion del Porcentaje de viabilidad de células Vero tratadas con
Nocodazole, Paclitaxel, Phalloidin, Lantrunculin, por el método de MTT.

Nocodazole, Paclitaxel, Latrunculin y Phallodin, tratamiento con diferentes
moléculas, La barras representan la media y la desviacién estandar del porcentaje
de viabilidad de 2 experimentos por duplicado, n=4.

En la figura 3d, se evidencian los porcentajes de viabilidad obtenidos después del
tratamiento con Nocodazole, Paclitaxel, Latrunculin y Phalloidin. La molécula que
presentd menor toxicidad fue la Phalloidin, seguida de Paclitaxel, Nocodazole y
Lantruculin.
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2. Evaluar el efecto de la curcumina sobre la produccion de viriones
infectivos de dengue en cultivo celular In vitro.

Figura 4a Figura 4b
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Figura 4. Recuento de unidades formadoras de placa de los sobrenadantes de
cultivos infectados con DENV-2 a una MOl 1 y tratados con diferentes
concentraciones de curcumina.

C.N: control de células sin infeccién; C. DMSO: células infectadas a un MOl de 1y
tratadas con 0,24% de DMSO; 10 uM, 20 uM y 30 uM: la figura 4a representa la
técnica de recuento en placa y la figura 4b, representa la media y la desviacién del
recuento de PFU en Log'® de 3 experimentos por duplicado, n=6.

En la figuras 4a se observa el ensayo de recuento en placa de los sobrenadantes
de las células infectadas a una MOI 1 y tratadas con diferentes concentraciones
de curcumina sigma®; como se evidencia en la figura. hay una disminucion de
las unidades formadoras de placa (PFU), en las células tratadas con curcumina
(no se observan PFUSs), respecto al control de infeccion tratado con DMSO. En la
figura 4b se representa el recuento de las PFUs de 3 ensayos por duplicado, en el
cual, se hace evidente la disminucion de los recuentos virales en todas las
concentraciones utilizadas de curcumina, demostrando que hay un efecto de esta
molécula sobre la produccién de viriones infectivos de dengue a esta multiplicidad
de infeccion (MOI).

Para determinar, si el efecto inhibitorio en la produccion de viriones infectivos de
DENV-2 se presentaba a una multiplicidad de infeccion mas alta, se realizaron
ensayos a una MOI de 5.
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Figura 5a. Figura 5b.
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Figura 5. Recuento de las unidades formadoras de placa de los sobrenadantes de
cultivos infectados con DENV-2 a una MOI 5 y tratados con diferentes
concentraciones de curcumina.

DMSO: control de células infectadas a una MOI de 5 tratadas con 0,24% de
DMSO, 10 pM, 20 pM y 30 pM: tratamiento con diferentes concentraciones de
curcumina. La figura 5a representa la técnica de recuento en placa y la figura 5b,
representacion grafica de la media y la desviacion estandar del recuento de PFUs
medido en Log!® de 3 experimentos por duplicado n=6. * representa diferencia
significativa (P < 0,05).

En la figuras 5a se muestra el ensayo de recuento en placa de los sobrenadantes
de las células infectadas a una MOI 5 y posteriormente tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina sigma®, se observo que los tratamientos a 10 uM
presenta unidades formadoras de placa (PFUs) pero en menor cantidad que el
control de células infectadas sin tratamiento; respecto a las concentraciones de 20
UMy 30 UM no se observan PFUs. La figura 5b, es la representacion gréfica del
recuento de las PFUs, en donde se hace evidente la disminucion de los recuentos
virales dependiente de la concentracion de curcumina utilizada, demostrando que
hay un efecto de esta molécula sobre la produccién de viriones infectivos de
dengue.

Con el fin de determinar si existia diferencia significativa, entre los recuentos de
las PFUs de las células infectadas a un MOI de 5 y tratadas con curcumina y el
control de infeccién tratado con DMSO, se realiz6 un ANOVA de Unica via, y una
prueba de rangos multiples para observar entre cuales de los grupos presentaban
dicha diferencia, (se consider6 significativo un valor de P menor a 0,05) (figura 6).
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Figura 6. Gréafica generada por el programa Statgraphic Centurion XV. Version
[I®, después de realizar un ANOVA de Unica via a los datos obtenidos, del
logaritmo (Log) del recuento de las PFUs en las células infectadas con DENV-2 a
una MOI de 5 y tratadas con curcumina o DMSO.

En la figura 6, se observa la representacion gréfica de la media y la desviacion
estdndar de los logaritmos obtenidos de los recuentos de las PFUs de los
diferentes ensayos realizados; se evidencié una disminucion de las PFUs en los
tratamientos con curcumina frente al control de Infeccion tratado con 0,24% de
DMSO. De acuerdo con la prueba de rangos multiples, existe diferencias
significativas entre el control (DMSO) y los tratamientos con curcumina; no existe
diferencia significativa entre los diferentes tratamientos con curcumina de 20 pM y
30 uM ya que no presentaron recuentos de PFUs. (Figura 6)
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Figura 7. Representacion grafica de la cuantificacion relativa de la proteina del
DENV-2, por el método de In cell western.
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C.inf: control infeccién, 10 uM, 15 uM, 20 puM, 30 uM tratamiento con curcumina.
La grafica representa la media y la desviacion estandar (2 experimento por
triplicado, n=6) de la proporcion de proteina viral/ actina, de células infectadas con
DENV-2 y tratadas con diferentes concentraciones de curcumina. * representa
diferencia significativa (P < 0,05).

La figura 7 representa la proporcion obtenida de la cuantificacion relativa entre la
proteina del DENV-2 y el normalizador de actina. Se evidencié una disminucion en
la cuantificacion relativa de la proteina del DENV-2, de manera dosis dependiente
de la concentracion de curcumina utlizada, también, se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre el control de infeccion tratado con DMSO vy los
tratamientos de 15 pM, 20 uM y 30 uM. (P < 0,05).
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Figura 8. Representacion grafica del recuento del logaritmo (Log?) de las PFUs de
los sobrenadantes de cultivos infectados con DENV-2 a una MOI 5 por 72 h.
después del tratamiento con curcumina por 24 h.

C. DMSO, células control infectadas y tratadas con 0, 24% de DMSO, 10 uM, 15
uM, 20 uM tratamientos con curcumina, las barras azules representa la media y la
desviacion estandar del Log'® del recuento de PFUs a las 24 h, las barras rojas
representan la media y la desviacion estandar del Log® del recuento de PFUs a
las 48 h y las barras verdes representan la media y la desviacién estandar del
Log® del recuento de PFUs a las 72 h. La gréfica representa 2 experimentos por
duplicado, n=4.

En la figura 8, se observa, que el tratamiento por 24 h con diferentes
concentraciones de curcumina, disminuyd la produccion de viriones infectivos de
dengue de manera dosis dependiente, respecto al control de células infectadas y
tratadas con DMSO; a las 48 h los recuentos virales aumentaron pero eran mas
bajos que el control y a las 72 h, todos los recuentos eran similares al control.
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Figura 9. Representacion grafica del recuento del logaritmo (Log?) de las PFUs de
los sobrenadantes de cultivos infectados con DENV-2 a una MOI 5 por 72 h.
después del tratamiento previo a la infeccion con curcumina por 4 h.

C. DMSO, células control infectadas y tratadas con 0, 24% de DMSO, 10 uM, 15
UM, 20 uM tratamientos con curcumina, las barras azules representa la media y la
desviacion estandar del Log'® del recuento de PFUs a las 24 h, las barras rojas
representan la media y la desviaciéon estandar del Log® del recuento de PFUs a
las 48 h y las barras verdes representan la media y la desviacién estandar del
Log® del recuento de PFUs a las 72 h. La gréfica representa 2 experimentos por
duplicado, n=4.

En la figura 9 se observa, que el tratamiento previo con diferentes concentraciones
de curcumina, disminuyd la produccion de viriones infectivos de dengue de
manera dosis dependiente en las primeras 24 h respecto al control de células
infectadas y tratadas con DMSO, a las 48 h los recuentos virales aumentaron
pero eran mas bajos que el control; a las 72 h, los tratamientos de 10 uM, 15 uM
con curcumina, presentaron recuentos similares al control, pero estos fueron mas
bajos en el tratamiento de 20 pM.
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Figura 10. Cuantificacion del RNA del DENV-2 a partir de células Vero infectadas.

C.1, control de células infectadas tratadas con 0,24% de DMSO, 10 uM, 15 uM, 20
UM tratamientos con curcumina; Las barras representan la media y la desviacion
estandar de la cuantificacion de RNA del DENV-2 expresado en Log!, a partir de
las células tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, la gréfica
representa un ensayo realizado por triplicado. n=3.

En La figura 10, se observa una tendencia a disminuir la concentracion del RNA
del DENV-2 dosis dependiente, que no alcanza a presentar una diferencia
estadisticamente significativa frente al control de infeccion.

3. Evaluar el efecto de la curcumina sobre el sistema ubiquitina-proteosoma
en cultivo de células con y sin infeccién con DENV-2.

cc. COMSO  10pM  20pM  30pM MPM 40pM 50 M 60 M 70 pM

- -

80 puM 90 pM

Ubiquitina
conjugada

Figura 11a. Western blot, para determinar la presencia de proteinas marcadas con
ubiquitina, en células tratadas con diferentes concentraciones de curcumina.

C.C: control de células sin infeccion ni tratamiento, C.DMSO: control de células
tratadas con 0,24% DMSO sin infeccién, 10 uM a 90 pM: células tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina.
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En la figura 11a, se observa el western blot que se realiz6 a las células tratadas
por 8 horas con curcumina a diferentes concentraciones, se evidencia un aumento
en las proteinas marcadas con ubiquitina a medida que aumenta la concentracion
de curcumina y se hace mas evidente este cambio a partir de la concentracion de
40 pM.

C.C. C.DMSO 10 um 20uM 30 M 40 M 50 uM 60 M 70 uM

Figura 11b. Western blot para determinar la presencia de ubiquitina libre En
células tratadas con diferentes concentraciones de curcumina.

C.C: control de células sin infeccion ni tratamiento, C.DMSO: control de células
tratadas con 0,24% DMSO sin infeccién, 10 uM a 90 puM: células tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina.

La figura 11b, se aprecia, que las concentraciones de ubiquitina libre disminuyen
cuando aumenta la concentracion de curcumina; esto se explica debido a que, al
impedir la funcion del proteosoma, las proteinas marcadas con ubiquitina se
acumulan; por lo tanto no hay recambio de ubiquitina y las concentraciones libres
disminuyen.

CcC 10uM  15puM 20pM 30pM  10pM* 15uM* 20puM* 30puM*

> - " — P“ »9““‘*

- - - -

-
-

Beta-actina.

Figura 11c. Western blot, para determinar la presencia de proteinas marcadas con
ubiquitina Lys-48, en células infectas con DENV-2 y sin infeccion, tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina.

C.C: control de células sin infeccion ni tratamiento, 10 puM, 15 pM, 20 uM, 30 uM
células tratadas con diferentes concentraciones de curcumina. * representa los
ensayos con células infectadas y tratadas con diferentes concentraciones de
curcumina.

La figura 11c muestra las bandas de proteinas marcadas con ubiquitina Lys-48 a

partir de células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina. Se evidencidé un aumento en la concentracion de
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proteinas marcadas con ubiquitina Lys-48 en las células con y sin infeccién,
dependiente de la concentracién de curcumina utilizada.

Para confirmar si las proteinas marcadas con ubiquitina Lys-48 esta en mayor
proporcion en la célula infectada y tratada con curcumina, se realizd, la
cuantificacion relativa de esta proteina mediante la técnica de In cell western.
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Figura 11d. Cuantificacion relativa de las proteinas marcadas con ubiquitina Lys-
48 en células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina.

Las barras de color azul representa la media y desviacion estandar de la
proporcién de células marcadas con ubiquitina Lys48/actina, de las células control
tratadas 0,24% de DMSO (CC) 6 10 pM, 15 pM 20 uM y 30 uM de curcumina. Las
barras de color rojo representa la media y desviacion estandar de la proporcion de
células marcadas con ubiquitina Lys48/ actina, de las células infectadas con DEV-
2 tratadas con 0,24% de DMSO (CC) 6 10uM, 15 uM 20uM y 30uM de curcumina.
La gréfica representa 3 experimentos por duplicado n=6. * representa diferencia
significativa (P < 0,05)

En la figura 11d se observa que las células Vero infectadas y sin infectar con
DENV-2, presentan un aumento en la proporcion de las proteinas marcadas con
ubiquitina Lys-48, también, se evidencid que este efecto, es dosis dependiente,
haciéndose mas evidente en las concentraciones de 20 uM y 30 pM en ambos
tipos de células. Ademas, el aumento de la proporcién de las proteinas marcadas
con Lys-48 es mayor en la célula infectada y tratada con curcumina que en las
células sin infeccion.

Los resultados obtenidos con la prueba de In cell western, corroboran los
resultados encontrados mediante la técnica de western blot, donde se evidencio
un aumento de las proteinas marcadas con ubiquitina y ubiquitina Lys-48 y una
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disminucién de la ubiquitina libre dosis dependiente, lo cual confirma que la
curcumina produce una inhibicion del sistema ubiquitina-proteosoma como ha sido
reportado previamente en la literatura.

Figura 12a Figura 12b
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Figura 12. Inhibicién en la produccion de PFUs en células BHK-21 tratadas con
diferentes concentraciones del inhibidor de proteosoma MG132.

C.DMSO: control de células infectadas tratadas con 0,24% de DMSO, 10 uM, 20
uM 30 pM: tratamientos con inhibidor de proteosoma MG132. La figura 9a,
representa la técnica de recuento en placay la figura 9b, representacion gréfica de
la media y la desviacion estandar del recuento de PFUs en Log!® de 3
experimentos por duplicado n=6. * representa diferencia significativa (P < 0,05)

Como se observa en la figura 12, las células infectadas a una MOI 5 vy
posteriormente tratadas con el inhibidor de proteosoma MG132 presentan una
disminucién en la formacion de PFUs frente al control de infeccion y a la
concentracion de 10 uM; en las concentraciones de 20 uM y 30 um no se
observan PFUSs, estos resultados son similares a los obtenidos cuando se realizan
tratamientos con diferentes concentraciones de curcumina.
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4. Evaluar el efecto de la curcumina sobre el citoesqueleto de actina,
microtubulos y filamentos intermedios, en cultivo de células con sin
infeccién con DENV-2.

Células control

Figura 13a. Evaluacion del efecto del curcumina sobre el citoesqueleto de actina
en células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina por 12 horas.

Mock: células Vero sin infeccidn tratadas con 0, 24% de DMSO, 15 uM, 20 uM, 30
uM tratamiento con curcumina. (Fotos tomadas en el microscopio invertido de
flourescencia EVOSfI® en un aumento de 40X).

Como se observa en la figura 13a, las células Vero infectadas y sin infectar con
DENV-2, presentan una morfologia normal sin dafio aparente del citoesqueleto de
actina. Existe un cambio morfologico a nivel del citoesqueleto de actina mas
acentuado en las células infectadas y tratadas con curcumina que en los controles
tratados sin infeccion.

En las células infectadas con DENV-2, a partir del tratamiento con 15 uM de
curcumina, se observa perdida de citoesqueleto (flecha blanca), redondeamiento
celular y mayor intensidad del marcaje de actina, tambien se observa, perdida de
las fibras de tension que se va acentuando en los tratamientos con 20 uM y 30 uM
de curcumina.
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Células control

Figura 13b. Evaluacion del efecto del curcumina sobre los microtibulos, en
células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina por 24 horas.

Mock: células Vero sin infeccién tratadas con 0, 24% de DMSO, 15 uM, 20 uM,
tratamiento con curcumina. (Fotos tomadas en el microscopio invertido de
flourescencia EVOSfI® en un aumento de 40X).

Como se observa en la figura 13b, las células Vero presentan un cambio en la
morfologia dosis dependiente, respecto, al control infectado y sin infectar, también
se evidencia una mayor alteracion en las células infectadas y tratadas, que en las
células solo tratadas con curcumina. En esta figura se aprecia alteracion de los
microtUbulos, en las concentraciones de 15 uM cuando la célula esta infectada y
este efecto es similar pero en la concentracion de 20 uM cuando la célula no se
encuentra infectada; también se evidencia redondeamiento de las células y mayor
intensidad de la tincibn a medida que la célula cambia su morfologia, ademas, se
observa, perdida del citoesqueleto (flechas blancas). El efecto observado en las
células es mas intenso a las 24 horas de tratamiento que a las 12 horas (figura
13a).
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Células control

Figura 13c. Evaluacion del efecto de la curcumina sobre los filamentos
intermedios en las células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con
curcumina a diferentes concentraciones por 24 horas.

Mock: células Vero sin infeccién tratadas con 0, 24% de DMSO, 15 uM, 20 uM,
tratamiento con curcumina. (Fotos tomadas en el microscopio invertido de
flourescencia EVOSfI® en un aumento de 40X).

Como se observa en la figura 13c, las células Vero presentan un cambio en la
morfologia dosis dependiente, respecto, al control infectado y sin infectar, también
se evidencia una mayor alteracion en las células infectadas y tratadas, que en las
células solo tratadas con curcumina; este mismo comportamiento se observo en el
citoesqueleto de actina y microtubulos, demostrando que la curcumina posee la
capacidad de alterar estas 3 estructuras y que su efecto es dosis dependiente.
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Células control

Figura 13d. Alteracion en el citoesqueleto de actina en las células BHK-21
infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con curcumina a diferentes
concentraciones por 24 horas.

Mock: células Vero sin infeccion tratadas con 0, 24% de DMSO, 15 uM, 20 uM, 30
uM tratamiento con curcumina. (Fotos tomadas en el microscopio invertido de
flourescencia EVOSfI® en un aumento de 40X).

Como se observa en la figura 13d, las células BHK-21 infectadas y tratadas con
curcumina por 24 horas, presentan una alteracion morfolégica aparente, respecto
al control; se hace evidente perdida de citoesqueleto en las concentraciones de
15 uM, cuando las células estan infectadas y un efecto similar en las células no
infectadas en el tratamiento con 20 uM de curcumina.

A medida que aumenta la concentracion de curcumina se observa un
redondamente celular, mayor pérdida de las uniones intercelulares y acumulo de
actina (flecha blanca).
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Nucleo P. DENV-2 Actina

DENV-2

10umM

15uM

20uM

Figura 13el. Células Vero sin infectar, tratadas diferentes concentraciones de
curcumina marcadas con actina.

DENV-2, células Vero infectadas y tratadas con 0, 24% de DMSO (a,b,c,y d), 10
uM (e, f, gy h), 15 uM (i, j, ky I), 20 uM (m, n, o y p) tratamientos con curcumina;
todas las fotos fueron tomadas 24 horas después del tratamiento con curcumina.
(Fotos tomadas en microscopio confocal de disco giratorio marca Olympus® IX-81,
aumento 60X).

En la figura 13el se hace evidente un cambio en la morfologia celular de manera
dosis dependiente de curcumina; en la concentracion de 20 uM, se evidencia
perdida de las fibras de tencion (flechas blancas delgadas) y una mayor
condensacion nuclear (fechas blancas gruesas).
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Nucleo P. DENV -2 Actina Merge
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Figura 13ell, células Vero infectadas y tratadas diferentes concentraciones de
curcumina, marcadas con actina.

Mock: células Vero sin infeccién tratadas con 0, 24% de DMSO (a, b, c,y d);
DENV-2, células Vero infectadas y tratadas con 0, 24% de DMSO (e, f, gy h); 10
uM (i, j, Ky ), 15 uM (m, n, 0y p), 20 uM ( q, r, s y t) tratamientos con curcumina.
Todas las fotos fueron tomadas 24 horas después del tratamiento con curcumina
en el microscopio confocal de disco giratorio marca Olympus® 1X-81 con un
Aumento de 60X.

En la figura 13ell, se hace evidente que los tratamientos con curcumina generan
alteracion de la morfologia celular de manera dosis dependiente, en las
concentraciones de 15 uM y 20 uM, se observa acumulacion de la proteina viral a
nivel perinuclear y en los extremos de union entre las células (flechas blancas),
ademas, de una condensacion nuclear.
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Actina Microtubulos F. Intermedios

Células Vero tratadas con 15 uM de curcumina.

Figura 13f. Alteracién del citoesqueleto en células Vero infectadas y sin infectar
con DENV-2, tratadas con 15 pM de curcumina y marcadas con actina,
microtubulos y filamentos intermedios.

En la figura 13f, se puede apreciar con gran detalle el cambio morfolégico de las
células infectadas y tratadas con curcumina, respecto a su control sin infeccién,
ademas se observa cdémo la proteina viral se encuentra atrapada a nivel
perinuclear y en las uniones intercelulares (flecha blanca), Cada uno de los
marcajes del citoesqueleto (actina, microtibulos y filamentos intermedios)
representan experimentos independientes, lo cual significa que hay
reproducibilidad del efecto sobre la célula infectada y tratada con curcumina.
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Figura 13g. Cambios morfolégicos generados por el tratamiento con:
Nocodazole®, Latrunculin®, Paclitaxel®, Phalloidin®, en las células BHK-21.

a, b, c y d células tefidas para filamentos intermedios, tratadas con Nocodazole
(a), Latrunculin (b), Paclitaxel (c), Phalloidin (d); e, f, g y h, células tefidas para
Microtubulos, tratadas con Nocodazole (e), Latrunculin (f), Paclitaxel (g), Phalloidin
(h); i, J, k y |, células tefiidas para actina, tratadas con Nocodazole (i), Latrunculin
(), Paclitaxel (k), Phalloidin (l). (fotos tomadas en el microscopio invertido de
flourescencia EVOSfI® en un aumento de 40X).

Como se observa en la figura 13g, los cambios mas drasticos en la morfologia
celular se presentan en las células tratadas con Latrunculin [desestabilizador de
actina (b,f,j)], donde se observa un redondeamiento celular y formacién de
filamentos entre célula y célula; con estos experimentos no se puede evidenciar si
existe alteracion en la estructura de los filamentos intermedios o de los
microtubulos en las células tratadas con Latrunculin ya que las células al volverse
redondas no permiten visualizar en detalle esta parte del citoesqueleto; muy
probablemente, al dafiarse los filamentos de actina debido a la falta de
polimerizacion, la célula pierde su arquitectura normal generandose células
redondas, sin verse afectadas directamente las otras estructuras del citoesqueleto
celular.
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El Nocodazole al dafiar los microtibulos, no genera cambios tan drasticos en la
morfologia celular muy probablemente debido a que la estructura de la actina y de
filamentos intermedios se encuentra sin dafio aparente, por lo tanto, la célula
conserva su morfologia. Las moléculas que estabilizan microtibulos y actina no
generaron redondeamiento celular y las células permanecieron con su morfologia
habitual, debido a que al estabilizarse el citoesqueleto la célula conserva su
arquitectura.

Células control BHk-21 30uM curcumina BHK-21 _ 500nM latrunculina BHK-21

Células control Vero 30uM curcumina VERO 500nM latrunculina Vero

Figura 13h. Comparacion en la alteracion del citoesqueleto de actina después de
realizar el tratamiento con curcumina y Latrunculin en células Vero y BHK-21.

En la figura 13h, se observa el efecto del tratamiento con curcumina a 30uM y de
Lantrunculin a 500nM (molécula que desorganiza actina), se puede apreciar un
efecto similar entre ambos tratamientos, ya que se observa un redondeamiento de
las células, formacion de prolongaciones citoplasmaticas, perdida de fibras de
tencion y perdida del citoesqueleto (flecha blanca); teniendo en cuenta que la
Lantrunculin es un desorganizador de actina y presenta un efecto similar al de la
curcumina, se postula como un posible efecto de la curcumina sobre la célula, la
alteracion del citoesqueleto de actina.
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Figura 13i. Gréfica generada por el programa Statgraphic Centurion XV. Version
[I®. después de realizar un ANOVA de Unica via de los diferentes tratamientos con
Nocodazole, Latrunculin, Paclitaxel, Phalloidin.

En la figura 13i, se observa la representacion grafica de la media y su desviacion
estandar, de los log'® obtenidos de los recuentos de las PFUs de los diferentes
tratamientos realizados con Paclitaxel®, Nocodazole®, Phalloidin®, Latrunculin®,
se evidencia una disminucién de las PFUs en los tratamientos con Nocodazole y
Paclitaxel, frente al controles de células infectadas y tratadas con 0,24 % de
DMSO; de acuerdo con la prueba de rangos multiples existe diferencias
significativas entre el control de infeccibn y estos tratamientos y no existe
diferencia entre el control de infeccion y los tratamientos con Phalloidin y
latrunculin.
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5. Evaluar la presencia de curcumina en la membrana celular y el reticulo
endoplasmaético de células tratadas con esta molécula.

membranas G.R

Figura 14a. Evaluacion de la retencion de la curcumina en células Vero, globulos
rojos y membranas de globulos rojos.

Panel A, células Vero tratadas con 30 uM de curcumina por 1 h. panel B, glébulos
rojos sin tratamiento con curcumina; panel C, ensayo de retencién de curcumina
en membranas de glébulos rojos tratadas con diferentes concentraciones del
colorante; panel D, glébulos rojos tratados con 20 uM de curcumina, las fotos de
los panel A, B, C, fueron tomadas en microscopio fluorescente Evosfl® en un
aumento de 40X.

En la figura 14a en el panel A, se aprecian células fluorescentes verdes de mayor
intensidad a nivel perinuclear; en el panel B y D, se muestra el control de glébulos
rojos, el cual no presenta fluorescencia (B), y los glébulos rojos fluorescentes
cuando se realiz6 tratamiento con 20 uM de curcumina (D).

Para poder evidenciar si la curcumina quedaba retenida en la hemoglobina o en la
membrana celular, se realizé, un lisado de los glébulos rojos (metodologia 2.7) y
se observd que las membranas celulares retenian la curcumina de manera dosis
dependiente, debido a que, se presentd un color amarillo mas intenso de acuerdo
a la concentracion utilizada del colorante (C). El control permanecié de un color
café.
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ER-Tracker

Figura 14b. Determinacion de la retencion de la curcumina a nivel del reticulo
endoplasmatico.

30 uM: tratamiento con curcumina; ER Tracker: molécula para marcaje
fluorescente rojo de reticulo endoplasmético; Merge: unién de foto tomada a las
células con marcaje de curcumina (30 uM) y la foto tomada de la misma célula
tratada con marcaje de reticuloendoplasmatico. (Fotos tomadas con microscopio
confocal de disco giratorio marca Olympus® 1X-81. Aumento 60X)

En la figura 14b se observa la fluorescencia verde producida por las células
tratadas por 1 h con 30 uM de curcumina, en la cual se hace evidente la
morfologia celular y una mayor fluorescencia a nivel perinuclear, en ese mismo
campo se tomo la fluorescencia roja emitida por las células que fueron marcadas
previamente (antes del tratamiento con curcumina) con ER tracker®, el Merge,
representa la unién de las dos fotos anteriores, donde se co-localiza ambas
fluorescencias, lo cual indica que la curcumina puede acumularse a nivel de este
organulo.
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6. Determinacion de la activacion del estrés del reticulo endoplasmatico en
células Vero infectadas y sin infectar con DENV-2, tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina.
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Figura 15. Cuantificacion relativa de las proteina ATF-6, PERK, pPERK e IRE, por
el método de In cell western, en células Vero.

Control, 10 uM, 15 pM, 20 uM, 30 pM tratamientos con curcumina. Las barras
rojas representan la media y desviacion estandar de la proporcion de ATF-6,
PERK, pPERK e IRE / actina, de las células infectadas tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina, las barras azules representan la media y
desviacion estandar de la proporcion de ATF-6, PERK, pPERK e IRE / actina, de
las células sin infeccion tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, las
graficas representan 2 experimentos por triplicado, n=6. * representa diferencia
significativa (p<0,05).

En la figura 15 se evidencia una disminucion en la concentracion de la proteina
ATF-6, PERK, pPERK e IRE en las células infectadas y tratadas con curcumina,
frente al control de células infectadas, este mismo patrén se hace evidente en las
células sin infeccion tratadas con curcumina en las proteinas ATF-6, pPERK e
IRE. En este grupo de células, la proteina PERK disminuye significativamente solo
en los tratamientos de 20 uM y 30 UM con curcumina.
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7. Determinar la generacion de apoptosis en células infectadas con DENV-2 y
tratadas con curcumina.

M sin infeccion ®m coninfeccion
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Figura 16a. Representacién grafica del porcentaje de células marcadas con
anexina V en las células infectados y sin infeccion con DENV-2, tratadas con
diferentes concentraciones de curcumina.

10 uM, 12 uM, 14 uM, 15 uM, 16 uM, 20 uM, 30 uM tratamiento con curcumina, las
barras rojas representan la media y la desviacion estandar del porcentaje de
células con marcaje de anexina V de las células infectadas tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina, las barras azules representan la media y la
desviacion estandar del porcentaje de células marcadas con anexina V de las
células sin infeccion tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, la
grafica representa 4 experimentos por duplicado, n=8. * representa diferencia
significativa (p<0,05).

En la figura 16a, se evidencia el aumento de las células marcadas con anexina V
de pendiente de la dosis de curcumina, siendo este efecto mayor en la célula
infectada. EI mayor porcentaje de las células marcadas con anexina V en el grupo
infectado, puede ser debido a que la infeccidén viral genera un aumento en la
sintesis de proteinas virales lo cual produce estrés del reticulo endoplasmatico
(figura 15), ademas la curcumina afecta la funcion del sistema ubiquitina-
proteosoma y evita la degradacién de proteinas por este sistema (figura 11a, b, cy
d) y disminuye las proteinas de respuesta al estrés del reticulo endoplasmatico
(figura 15 a, b, c y d), todo lo anterior podria generar mayor estrés del reticulo
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endoplasmatico en menor tiempo y al no poderse revertir este efecto, se induce
apoptosis celular, por otra parte, la alteracion del citoesqueleto, también podria
desencadenar

apoptosis

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD

118 Célula
—=— Infectada

98 —— sana

78

58

% apoptosis

38

18

0uM  12pM  14pyM  15pM  16pM  20uM  30pM
Tratamiento

Figura 16b. Gréfica de interaccion generada por el programa Statgraphic
Centurion  XV. Version Il, después de realizar un ANOVA de doble via al
porcentaje de células que presentan marcaje con anexina V en las células
infectadas y sin infectar con DENV-2.

10 uM, 12 uM, 14 uM, 15 uM, 16 uM, 20 uM, 30 uM tratamientos con curcumina, la
linea azul representan las células infectadas tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina, la linea rojas representan las células sin infeccién
tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, la gréafica representa 4
experimentos por duplicado, n=8.

Como se evidencia en el grafico de interaccion (figura 16b), existe una diferencia
en el porcentaje de células marcadas con anexina V, en el grupo infectado y no
infectado ambos tratados con diferentes concentraciones de curcumina, lo cual
significa que el estado de la célula (infectada y sin infectar) y la concentracién de
la curcumina, tiene un efecto sobre el porcentaje de apoptosis. En los tratamientos
con 10 uM y 30 uM no se evidencia diferencia significativa entre las células
infectadas y sin infectar, de acuerdo con la prueba de rangos mdultiples (datos no
mostrados).
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Figura 16c. Cuantificacion relativa de caspasa 3 activa en células Vero.

CC: control células, 10 uM, 15 pM, 20 puM, 30 pM tratamientos con curcumina, las
barras rojas representan la media y desviacion estandar de la proporcion de
caspasa 3 activada/ actina, de las células infectadas tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina, las barras azules representan la media y la
desviacidon estandar de la proporcién de caspasa 3 activada/ actina, de las células
sin infeccion tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, la gréfica
representa 2 experimentos por triplicado, n=6. * representa diferencia significativa
(p<0,05).

En la figura 16c existe un aumento de la caspasa 3 activa, dosis dependiente,
existiendo una diferencia significativa en los tratamientos con curcumina de 15 uM,
20 uM y 30 uM entre las células infectadas y sin infectar.
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A. Control células VERO con marcaje de B. Células VERO con marcaje de mitocondria
mitocondria tratadas con 15uM curcumina.

/

C. Células VERO con marcaje de mitocondriay D: Células VERO con marcaje de
tratadas con 20puM curcumina. mitocondria y tratadas con 20uM curcumina.

Figura 16d. Células Vero transfectadas con plasmido mKate-mito con marcaje
para mitocondria tratadas con diferentes concentraciones de curcumina por 24 h.

En la figura 16d se observan células Vero sin tratamiento y con tratamiento con
diferentes concentraciones de curcumina, en el tratamiento de 15 uM, se genera
prolongaciones del citoplasma en algunas células donde se encuentran las
mitocondrias retenidas (flecha blanca delgada), también se observa mayor
acumulo de mitocondrias a nivel perinuclear (flecha blanca gruesa); en las células
tratadas con 20uM de curcumina se evidencia ademas de la prolongacion del
citoplasma, redondeamiento de la célula y la acumulaciéon perinuclear de las
mitocondrias y perdida de algunas de ellas, panel c, (flecha blanca delgada). La
degeneracion en la estructura de la mitocondria, al pasar de una forma alargada
tipo bacilo, a pequefios puntos, se observa en el Panel D (flecha blanca gruesa)

Estos resultados permiten afirmar que el tratamiento con curcumina genera
alteracion en las mitocondrias, lo cual podria estar relacionado con la generacién
de apoptosis (figura 16a) y aumento en la expresion de caspasa 3 activada
(figural6e).
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VII. Discusion.

La curcumina es un pigmento amarillo (diferuloymethano) que se extrae del rizoma
de la curcuma longal? se han reportado investigaciones sobre su efecto
antitumoral, inmunomodulador, anticancerigeno, antifingico, antiparasitario y
antiviral®*'’. Para poder realizar estos estudios, es necesario conocer las
concentraciones mas altas que no general dafio a la célula, cuando se trabaja con
lineas celulares “sanas” ¢ la concentracidn minima de la molécula, que inhibe el
crecimiento de las células tipo cancer. En este trabajo se utilizaron dos tipos
celulares: BHK-21 y Vero, las cuales se han utilizado en el modelo de dengue, por
lo tanto se determind la concentracion mas alta de curcumina que no alterara la
viabilidad celular, para ello utilizamos 3 métodos diferentes: tincién con tripan azul,
viabilidad medida con rezazurin y viabilidad medida con MTT. Encontramos que
los 3 métodos reportaron una viabilidad alrededor de la concentracion de 30 uM en
las primeras 24 h; pero cuando se midio esta viabilidad por el método de MTT a
las 48 h, se encontro una disminucion drastica de esta, en las concentraciones de
20 uM y 30 pM, pasando del 83 % a las 24 h al 55 % a las 48 h en la
concentracion de 20 uM; y del 77 % a las 24 h al 16 % a las 48 h en la
concentracion de 30 uM, (figura 3c); cuando se realizé la medicion de apoptosis
por citometria, se obtuvo, un marcaje con anexiva V del 56 % y 98 % en las
concentraciones de 20 uM y 30 uM respectivamente (figura 16a), lo cual era poco
concordante con el ensayo de MTT a las 24h y mas concordante con este ensayo
a las 48h. Se ha reportado que la técnica de anexina V y la medicion por
citometria es mas sensible y especifica para cuantificar la muerte celular
programada, pero no se esperaba una discrepancia tan alta frente al método de
MTT en las primeras 24 h; por lo tanto, se decidi6 realizar un nuevo ensayo de
viabilidad por el método de MTT para poder visualizar las células; Se observo
células redondas que producian cristales de formazan (anexo 2), lo cual nos
explicé porque a las 24 h se encontraban porcentajes de viabilidad alto, por otra
parte, el ensayo de apoptosis, nos mostr6 que estas células a pesar de ser
metabdlicamente activas ya se encontraban en apoptosis, por lo tanto a las 48h ya
habian muerto estas células y la viabilidad celular disminuia.

Ulukaya en el 2008, reportd que las técnicas utilizadas para evaluar la viabilidad
celular, deben ser elegidas de acuerdo con el tipo de célula y el tipo de molécula a
utilizar, especialmente si se utilizan células tipo cancer; este mismo autor, reporté
que el método de MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5
diphenyltetrazoliumbromide), es uno de los mas utilizados para evaluar la
viabilidad celular, pero, que puede presentar valores de viabilidad mayor que los
obtenidos por otros métodos, especialmente en el modelo de cancer®®.

En este estudio se observd, que a pesar de tener cambios morfol6gicos grandes
en la célula, este puede seguir produciendo los cristales de formazan (anexo 2), lo
cual indica que la deshidrogenasa mitocondrial continua realizando su funcion, a
pesar de que la célula esta alterada, también, los ensayos realizados sobre células
con marcaje de mitocondria tratadas con curcumina, maostraron que una misma
célula puede tener mitocondrias con morfologia normal y alterada al mismo
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tiempo; por lo tanto, si el cambio en la morfologia de la mitocondria esté
relacionada con la funcion, existiria, una compensacion en la funcién de estos
organulos, ya que algunas estarian alteradas y otras no (figura 16d).

Se ha reportado que los extractos de curcuma longa y curcumina poseen la
capacidad de alterar la infeccion de diferentes tipos de virus “in vitro” que incluyen:
Coxsackie, Hepatitis B, Hepatitis C, herpes simplex, HIV and encefalitis japonesa,
influenza entre otros®'’. La inhibicién en la formacién de placas de virus envueltos
incluido el virus dengue ha sido evidenciada recientemente por Chen T Y y
colaboradores en el 2013; ellos reportaron concentraciones citotoxica en ceélulas
Vero de 30 uM, iguales a las encontradas en este estudio, ademas realizaron
tratamientos con 10 uM curcumina, antes durante y después de la infeccion con
DENV-2, JEV (virus de encefalitis japonesa) o virus de la influenza y observaron
que el tratamiento previo a la infeccion y el tratamiento durante la infeccion,
reducian la formacion de placas en todos virus, pero este efecto no se presentaba
cuando las células eran infectadas antes del realizar el tratamiento con curcumina,
ellos concluyen que la curcumina afecta la envoltura viral y por lo tanto se afecta la
entrada del virus a la célulal’. Resultados similares fueron obtenidos en este
estudio, ya que se encontrd recuentos por debajo de 10 PFUs, en los tratamientos
con 10 uM y 15 pM de curcumina, previos a la infeccion y no se observaron PFUs
en la concentracion de 20 uM (figura 9); lo cual indica que existe una alteracion
dosis dependiente en la entrada de virus o en el ciclo viral. Los resultados
obtenidos en este estudio, no permiten asegurar que el efecto de la curcumina es
directamente en la entrada del virus, debido a que cuando se realiz6 el recuento
de PFUs a las 24 h, 48 h, 72 h después de la infeccién, encontramos PFUs en
todos los sobrenadantes evaluados y estos recuentos aumentaron tiempo
dependiente, (figura 9); por lo tanto se puede afirmar que el virus si entré en la
célula. Esta discrepancia frente al estudio de Chen T Y et al, puede deberse al
tipo de célula utilizada para realizar la técnica de recuento en placa, que en este
caso fue células BHK- 21, a las cuales se les han reportado obtencién de mayores
titulos virales frente a las células LLCMK27°,

Por otra parte, estos mismos autores (Chen T Y), reportaron que tratamientos con
10 uM de curcumina posteriores a la infeccion, no afectaban la formacion de
particulas virales; por el contrario, este estudio demostré que tratamientos con 10
UM curcumina disminuian un Log° frente al control de células infectadas, ademas,
no se encontr6 PFUs en los tratamientos con concentraciones mayores a 10 puM.
Nuevamente, el tipo de célula utilizado para realizar la técnica de recuento en
placa podria estar afectando los resultados, ademas, estos autores, no reportaron
el recuento exacto de PFUs en su investigacion.

También es importante resaltar, que mediante microscopia confocal, se observo,
una acumulacion de la proteina viral, a nivel perinuclear y perdida de citoplasma
celular con estas proteinas, cuando se realizo tratamientos con 15 pM y 20 uM
curcumina por 24 h (figura 10f), asimismo, se evidencié, una disminucion de la
proteina viral de manera dosis dependiente del tratamiento con curcumina (figura
7); lo cual confirma que la curcumina afecta la sintesis de proteina viral, aunque
este efecto no sea total. Por otra parte, no se observé una disminucion significativa
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de la concentracion de RNA viral, lo cual podria indicar que la curcumina no afecta
la replicacion del RNA viral (figura 10).

También se evidencid una disminucion en la formacion de PFUs, dosis
dependiente de curcumina, cuando las células fueron tratadas por 24 h (figura 4 y
5) y un aumento de estas, 24 h y 48 h después de retirar el colorante (figura 8), de
igual manera, se observo un restablecimiento de la morfologia y la monocapa
celular después de retirar la curcumina (anexo 3); por lo tanto, estos resultados
permite afirmar que el efecto de la curcumina sobre la infeccion con DENV-2
depende de la dosis utilizada y que este efecto es reversible.

En la literatura consultada no se encontraron articulos que exploren estos
aspectos (concentracion de proteina viral, cuantificacion de RNA viral, alteraciéon
del citoesqueleto y morfologia celular, recuento de PFUs a diferentes tiempos
después de eliminar el tratamiento) en un modelo de infeccidén por dengue tratado
con curcumina.

Algunos estudios han demostrado la capacidad que posee la curcumina de
acoplarse a las membranas lipidicas y se ha postulado un posible efecto sobre la
fluidez y la alteracion de estas estructuras. Se ha evidenciado que la curcumina
puede unirse a las membranas de forma similar al colesterol’t; también se ha
reportado la unién a la superficie (capa externa) de la membrana celular cuando
se utilizan bajas concentraciones de curcumina y union transmembrana a altas
concentraciones’?’3, En esta investigacion se pudo comprobar que la curcumina
se unia a las membranas de los globulos rojos de manara dosis dependiente
(figura 14a) y que a concentraciones de 30 uM se encontraba Co-localizada en el
reticulo endoplasmatico (figura 14b), estos datos son importantes debido a que el
efecto de la curcumina sobre la membrana celular y el reticulo endoplasméatico
podria afectar la entrada viral (Chen T Y), la sintesis proteica (figura 7) y la
liberacién de las particulas virales (figura 13f).

Respecto a la inhibicidbn del proteosoma, cuando se realiza tratamientos con
curcumina, varios estudios han demostrado este efecto en modelos de cancer?® y
también en modelos virales'*'¢, Se ha evidenciado que la curcumina puede
afectar diferentes moléculas del sistema ubiquitina proteosoma que incluye:
inhibicion de la actividad proteasa, debido a que el carbono carbonilo de la
curcumina, interactta directamente con el residuo de treonina animo terminal de la
subunidad 26S del proteosoma celular?’, inhibicion de la enzima ubiquitin
isopeptidasa, la cual es responsable de la eliminacion de la ubiquitina en las
proteinas en el complejo 19S del proteosoma; también, se ha demostrado que la
inhibicién de esta enzima estaba relacionada con la induccién de apoptosis?6. De
igual manera, Si X y colaboradores en el 2007, en trabajos realizados con
coxsackie virus demostraron que parte de la actividad antiviral esta relacionada
con la inhibicion del complejo ubiquitina-proteosoma; debido a la inhibiciéon de la
actividad del proteosoma 20S vy la actividad deubiquitinante celular por inhibicion
de las enzimas responsables de este proceso y aunque no identifican estas
enzimas, demostraron un aumento en las proteinas ubiquitinizadas en el
citoplasma celular'4, observaciones similares fueron realizadas por Duckta vy
colaboradores en el 2009, los cuales reportaron que la inhibicion en la formacion
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de particulas infecciosas del virus de encefalitis japonesa es debido a la alteracién
en la funcion del sistema ubiquitina proteososma, ellos evidenciaron que
tratamientos entre 1 yM y 10 uM con curcumina, producen un aumento de las
proteinas marcadas con ubiquitina y una disminucién de la ubiquitina libre®. En el
modelo celular utilizado en esta investigacidn encontramos aumento en la
concentracion de las proteinas marcadas con ubiquitina (figura 11a), aumento del
marcaje especifico para degradacién por el proteosoma, ubiquitina Lys-48, (figura
11c) y disminucién de la ubiquina libre (figura 11b); también, se observé que estas
proteinas se aumentaban en mayor proporcion en las células infectadas y tratadas
con curcumina (figura 11c y 11d), ademas, este efecto era dependiente de la dosis
de curcumina utilizada (figura 11a, b, c, d). Estos resultados son concordantes con
los estudios previamente relacionados, por lo cual se puede asegurar que en este
modelo celular, la curcumina altera la funcién del proteosoma y esta alteracion
esta relacionada con la inhibicion de la formacion de placas; ya que se demostro
que el tratamiento con concentraciones 10 pM a 30 pM con el inhibidor de
proteosoma MG132, disminuyo la formacién PFUs de manera dosis dependiente
(figura 12), similar a lo ocurrido cuando se realizan tratamientos con diferentes
concentraciones de curcumina (figura 4 y 5); resultados similares, fueron
obtenidos por Fink et al en el 2007; quienes determinaron, que el tratamiento con
los inhibidores del proteosoma MG132 y ALLN {N-[N-(N-Acetyl-L-leucyl)-L-leucyl]-
L-norleucine} en células HepG2 infectadas con DENV, disminuyé un 50% la
replicacion viral, ademas, demostraron que estas células cuando son infectadas
con DENV-2, activan la expresion de genes relacionados con el sistema
ubiquitina-proteososma’#, de igual manera, Kanyala et al 2010, utilizando la
técnica de electroforesis en dos dimensiones e identificacion de las proteinas por
espectrometria de masas, encontraron que células endoteliales primarias
(HUVECSs) infectadas con DENV-2 presentaban una expresion de proteinas
relacionados con el sistema ubiquitina-proteosoma, ademas, demostraron que la
inhibicién de la enzima responsable de la activacién de ubiquitina (UBE1) con un
inhibidor especifico UBEI-41, disminuy6 la formacién de PFUs y los niveles de las
proteinas E y NS1 del virus dengue”™. Por su parte, Nag y Finley, 2012,
encontraron una inhibicion en la producciéon de PFUs en varios flavivirus incluido el
Dengue, cuando inhibieron la enzima USB14 (enzima responsable de la de-
ubiquitinizacion de las proteinas antes de ser degradadas por el proteosoma) con
el inhibidor 1U1  (1-[1-(4-fluorophenyl)-2,5-dimethylpyrrol-3-yl]-2pyrrolidin-1-
ylethanone) a diferentes concentraciones’. Los resultados obtenidos en este
trabajo y lo reportado en la literatura, demuestran que la inhibicion del proteosoma
afecta la produccién de viriones infectivos de dengue y que este sistema es
importante para el ciclo del virus dengue.

Otro de los sistemas estudiados en esta investigacion fue el citoesqueleto, para
ello, las células Vero y BHK 21 con y sin infeccion con DENV-2 fueron tratados
con diferentes concentraciones de curcumina; luego, se identificé la actina, los
microtubulos y los filamentos intermedios a través de fluoroforos especificos para
cada estructura y se visualizé en el microcopio de pluorescencia EVOSfI® vy
microscopio confocal de disco giratorio Olympus® 1X-81, ademas se utilizaron
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diferentes moléculas: Phalloidin  (estabilizador de actina), Latrunculin
(desorganizador de actina), Paclitaxel (estabilizador de microtubulos), Nocodazole
(desorganizador de microtubulos) con el fin de poder comparar el efecto de estas
moléculas sobre el citoesqueleto, frente al efecto producido por el tratamiento con
curcumina; se determind que existe un efecto sobre el citoesqueleto de la célula
(actina, microtubulos y filamentos intermedios) de manera dosis dependiente
cuando se realiza el tratamiento con diferentes concentraciones de curcumina.
También, se evidencio que a concentraciones mayores de 15 uM la célula pierde
su morfologia normal y se generan células redondeadas (anexo 1), ademas, se
observé perdida de citoplasma celular, perdida de las fibras de tension de actina
(Figura 13a, hasta la f) y cambio en la morfologia nuclear (figura 13el, Il). De igual
manera, se hizo evidente un mayor efecto del tratamiento con curcumina sobre el
citoesqueleto de la célula cuando estas se encuentran infectadas con DENV-2
(figura 13el). Cuando se realiza la comparacion del efecto del tratamiento con las
moléculas que estabilizan y desorganizan la actina y los microtabulos frente al
tratamiento con curcumina, se observd, un efecto similar en la células tratadas
con Lantrunculin (figura 13g, 13h), esta molécula, al desorganizar la actina no
permite la formacién de las fibras de tension generando un redondeamiento celular
similar al observado en el tratamiento con curcumina (figura 13a al d, 13h), los
tratamientos realizados con el estabilizador de microtibulos (Paclitaxel) y
estabilizador de actin (Phalloidin), no produjeron cambios en la morfologia celular
y no se observé dafio aparente de microtibulos, actina o filamentos intermedios
(figura 13q); el desestabilizador de microtubulos (Nocodazole) produjo algunas
células redondeadas pero en general la célula se agrandaba mas de lo normal,
ademas la actina y filamentos intermedios se observaban normales (figura 13g),
por lo tanto, podemos afirmar que el citoesqueleto de actina es en gran medida el
responsable de la estabilidad morfolégica de la célula en el modelo celular
utilizado, ya que el tratamiento con Latrunculin produjo redondeamiento celular y
los otros tratamientos no. Después de determinar qué efecto tenian los
tratamientos con Latrunculin, Paclitaxel, Nocodazole y Phalloidin sobre la
morfologia celular, se evalug el efecto de estas moléculas sobre la produccion de
viriones infectivos de dengue; para esto, se infectaron las células BHK-21 por 2h 'y
posteriormente, se tratdé con las diferentes moléculas, después de 24 h de
tratamiento, se tomo los sobrenadantes y se cuantifico la formacién de placas por
la técnica de recuento en placa; se evidencio, que el tratamiento con Nocodazole y
Paclitaxel redujeron significativamente la produccién de placas(figura 13i),
mientras que los tratamientos con Lantrunculin y Phalloidin, no los disminuyeron
(figura 13i), a pesar que el tratamiento con Lantrunculin produjo un cambio
drastico en la morfologia celular (figura 13g, 13h). Por lo tanto se puede afirmar
gue los microtabulos son elementos indispensables para el ciclo del virus dengue,
después de instaurarse la infeccion en el modelo celular utilizado en este estudio;
Estas observaciones, estan de acuerdo con lo reportados por Mosso et al 2008,
ellos observaron una disminucion en la concentracion de la proteina NS1 en los
sobrenadantes celulares obtenidos a partir de las células C6/36 tratadas por 1 h
con Nocodazole (40 uM) y Cytochalasin (2,5 pg/mL)33; por su parte, Shrivastava
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et al 2011, demostraron que 8 h después de la infeccion con DENV-2 en células
BHK-21, existe una co-localizacién, entre los microtubulos y la proteina de
envoltura del DENV-2, ellos, concluyeron que los microtibulos son necesarios
para el transporte de la nueva proteina E que se forma en el reticulo
endoplasmatico34, por el contrario, Chen W, et al 2008, reportaron que el
tratamiento con Nocodazole (20 uM) y Paclitaxel (1 pM) en células ECV 304 y
HepG2, aumentaban la formacion de placas frente al control de infeccion y que el
tratamiento con acrilamida a 4 mM (desorganizador de filamentos intermedios)
disminuia la formacion de placas del DENV-2, en la fraccion celular (lisado de la
célula) pero no en el sobrenadante del cultivo; Por lo tanto ellos concluyen que los
microtUbulos pueden no ser importantes en el modelo de infeccion con DENV-2,
pero que los filamentos intermedios si’’.

De acuerdo con lo expuesto hasta ahora referente a los microtdbulos, parece ser
gue estos son necesarios para el ciclo del virus dengue ya que permiten el
transporte de proteinas virales (Shrivastava et al 2011) y que su alteracién puede
o no modificar la produccion de placas de acuerdo con el modelo celular utilizado
(Chen et al 2008, Moscoso et al 2008).

Respecto a la pregunta: ¢por qué los tratamientos con Phalloidin y Latrunculin no
disminuyeron la produccion de placas de DENV-2?, se han reportado diferentes
estudios en los cuales se informa que actina puede ser necesario para la entrada
viral a la célula y otros reporta que no, por ejemplo: Acosta et al 2008,
demostraron en células C6/36, que la despolimerizacion de la actina inhibia la
entrada del virus dengue a la célula (menor porcentaje de células infectadas)
cuando se realizaban tratamientos previos a la infeccién con Cytochalasin D, pero
si estos tratamientos se realizaban posterior a la infeccidon, no se observaba
diferencia frente al control de infeccion®?. En el 2009 este mismo grupo realiz6
experimentos en células Vero y reportaron que en este modelo celular la
disrupcién o estabilizaciéon de los filamentos de actina no presentaban ningan
efecto en la penetracion del DENV-2, por el contrario, tratamientos con
Nocodazole y Colchicine (despolimerizadores de microtibulos) inhibieron la
penetracion del DENV-2, por lo tanto ellos concluyeron que existen diferentes tipos
de penetracion viral de acuerdo al tipo de célula que se estudia’®. En el 2010
Wang JL et al, reportaron que el DENV-2 requiere del citoesqueleto de actina para
la penetracion del virus a la células ECV304, ellos demostraron que al realizar
tratamientos previos a diferentes tiempos y concentraciones con Jasplakinolide
(estabilizador de actina y Cytocalasina D (depolimerisador de actina), se inhibe la
entrada viral a la célula, en este estudio ellos concluyeron que en este modelo
celular es necesario el citoesqueleto de actina para la penetracion viral”®; por otra
parte, estudios anteriores en modelo de cancer han demostrado que la curcumina
tiene la capacidad de unirse a la tubulina®3 y a la F actina®’; Por lo tanto existe
evidencia de que la curcumina se une a algunos componentes del citoesqueleto y
puede alterar su funcion. Todo lo anterior permite afirmar, que el papel que juega
el citoesqueleto de actina en la penetracion e instauracion de la infeccion viral
depende del modelo celular utilizado, ademas demuestra la gran versatilidad del
virus dengue para penetrar y producir una infeccion viral. Los resultados obtenidos
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en esta investigacion demostraron que el tratamiento con curcumina afecta el
citoesqueleto de actina ya que altera la formacion de las fibras tension y la
morfologia celular, este efecto se presenta con mayor severidad en la célula
infectada con DENV-2 y tratada con curcumina. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en este trabajo, la estabilizacion y la depolimerizacion de la actina no
afectarian la produccién de viriones infectivos de dengue después de instaurada la
infeccion, aunque la estabilizacién y despolimerizacion de microttbulos si. Por otra
parte, los tratamientos con curcumina  produce un alteracion sobre el
citoesqueleto de actina, microttbulos y filamentos intermedios los cuales afectan
el ciclo del virus dengue, ya que como se demostré una retencion de la proteina
viral a nivel perinuclear y en el citoplasma celular (figura 10el, 11 y 10f).

La activacion de apoptosis por parte de la curcumina ha sido estudiada
ampliamente en el modelo de cancer*?#4, Se ha reportado que la curcumina tiene
la capacidad de inducir apoptosis a través de diferentes mecanismos como:
agregacion de Fas ligando, activacion de receptores de muerte celular, activacion
de caspasas, activacion mitocondrial, produccion de estrés del reticulo
endoplasmatico, entre otros*®46; Esta investigacion, pudo demostrar en un modelo
viral que la curcumina induce apoptosis dosis dependiente de la concentracion
utilizada (figura 16a y 16b), ademas, se evidencio que las células infectada con
DENV-2 y tratada con diferentes concentraciones de curcumina presentan un
porcentaje mayor de apoptosis, frente a los controles sin infeccion tratados con la
misma concentracion de curcumina (figuraléa y 16b), esta observacion fue
corroborada, a través de la cuantificacion relativa de caspasa 3 activada (C3A),
donde se encontr6 que las células infectadas y tratadas con curcumina
presentaban mayor proporcion de C3A y que existia una diferencia significativa
entre este grupo y su control sin infeccion a partir del tratamiento con curcumina
de 15 pum (figura 16c); también se corroboré que el tratamiento con curcumina
altera la morfologia de la mitocondria (figura 16d), lo que podria indicar una
activacion de apoptosis a través de esta via. La produccion de apoptosis esta
ligado en muchos casos a la generacion de estrés del reticulo endoplasmatico;
este organulo, coordina el plegamiento de las proteinas, biosintesis de lipidos,
almacenamiento de calcio entre otras funciones, la perturbacion o dafio de alguno
de estos mecanismos, pueden generar la acumulacién de proteinas alteradas o
aglomeracion proteinas, que a su vez generan, estrés del reticulo endoplasmatico;
el cual desencadena una respuesta mediada principalmente 3 sensores que
incluyen: la proteina IRE-1 (inositol requiring element-1), PERK (PKR-like ER
kinase), ATF-6 (activating transcription factor 6). Estos 3 sensores se mantienen
en una forma inactiva en condiciones normales, IRE-1 y ATF6 unido a la proteina
BiP y PERK a chaperonas; la acumulacién de proteinas alteradas, genera una
liberacion de BIiP y de las chaperonas lo que produce la activacion de los
sensores.

PERK, genera fosforilacion del factor elF2 el cual a su vez, disminuye la sintesis
de proteinas, IRE-1: genera la activacion de la proteina XBP-1S, la cual induce la
expresion de proteinas que ayudan a la maduracion, plegamiento, transporte y
degradacion de proteinas. ATF-6: genera la trascripcion de genes de chaperonas
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(por ejemplo GRP78), incrementando la capacidad del reticulo endoplasmatico en
el plegamiento de proteinas. Cuando la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico falla y no se restaura la capacidad del plegamiento de proteinas,
se desencadena la apoptosis por la activacion de la via intrinseca o extrinseca®49°.
En el modelo de cancer, sea demostrado que el tratamiento con curcumina induce
estrés del reticulo endoplasmatico debido a que activa la respuesta al estrés, a
través del aumento en la expresion de pPERK, p-elF2a, GRP78/Bip*°. el caso
contrario, fue evidenciado en esta investigacion, donde se comprobdé que el
tratamiento con curcumina disminuye de manera dosis dependiente la proporcion
de estas moléculas en las células tratadas frente al control, este mismo efecto se
observo en las células infectadas y tratadas con diferentes concentraciones de
curcumina, pero existe diferencia significativa entre el control de infeccién y el
control de células sin infeccion (figura 15), lo cual demuestra que la infeccién con
DENV-2 aumenta la expresion de la proteinas de respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico; esto estd de acuerdo con algunos estudios donde se observé
gue la infeccién por el virus dengue produce estrés del reticulo endoplasmatico e
induce apoptosis en la célula infectada®-83,

Los resultados obtenidos en este trabajo y la revision bibliografica, permiten
generar la siguiente hipétesis:

Cuando se realiza tratamientos con curcumina en las células Vero o BHK 21, esta
molécula afecta de manera dosis dependiente, la fluidez de la membrana celular y
se acumula a nivel del reticulo endoplasmatico, altera la funcién del citoesqueleto
de actina, microtubulos y filamentos intermedios, altera la funcién del proteosoma,
acumulando las proteinas para degradacion a nivel del citoplasma celular,
disminuye la respuesta al estrés del reticulo endoplasmético, todos estos efectos
activan la caspasa 3 y la apoptosis y generan muerte celular. Pero cuando la
célula se encuentra infectada, ademas, de la alteracion que produce la curcumina,
la infeccion con DENV-2, aumenta el estrés celular y esto desencadena una
activacion de apoptosis mas temprana, que en la célula sin infeccion. Por otra
parte, el hecho que la célula no muera por apoptosis, no significa que la curcumina
no esté afectando los diferentes sistemas celulares, aunque el efecto pueda ser
menor, esto explicaria por qué en los tratamientos con concentraciones bajas de
curcumina (10 uM y 15 uM) se observa una disminucion en la formacion de PFUs;
ademas, la recuperacion en la capacidad reproductiva de la célula y el aumento de
los recuentos de PFUs después de eliminar la curcumina de las células infectadas,
nos demuestra que el efecto de la curcumina sobre los diferentes sistemas
celulares es reversible y depende de la dosis.
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VIII. Conclusiones.

1. El tratamiento con curcumina presenta dosis no toxicas a las 24 h. hasta 30
uM; a las 24 y 48 h la concentraciones no toxicas se encuentra por debajo de 30
uM

2. El tratamiento con curcumina a diferentes concentraciones afecta la produccion
de viriones infectivos de dengue.

3. El tratamiento con curcumina a diferentes concentraciones afecta el
citoesqueleto de actina, microtubulos, filamentos intermedios y el sistema
ubiquitina-proteosoma.

4. El tratamiento con curcumina induce apoptosis de manera dosis dependiente de
la concentracion utilizada.

5. La curcumina se acumula en la membrana celular y al reticulo endoplasmaético.

6. La curcumina disminuye la proporcion de proteinas relacionadas con respuesta
al estrés del reticulo endoplasmatico (IRE, PERK, pPERK y ATF-6)

7. El efecto de la curcumina sobre la morfologia celular es dosis dependiente y es
reversible a la eliminacion del tratamiento.

8. En Las células infectadas con DENV-2 y tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina se observa un mayor efecto a nivel de la alteracion
del citoesqueleto de actina, microtibulos y filamentos intermedios, marcaje con
anexina V, alteracion del sistema ubiquitina-proteososma.
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Anexo 1.

Estandarizacion de la citometria de flujo para realizar la medicion de apoptosis.

antes de realizar la medicion de apoptosis por citometria de flujo, se realizé la
estandarizacion de las ventanas donde se deberia medir las células que
presentaban, apoptosis temprana (marcaje solo de anexina V), necrosis (marcaje
solo de 7AAD), apoptosis y dafio de la membrana celular (marcaje de anexina V'y
7AAD) y células infectadas y sin infectar; para esto se desprendieron las células
BHK-21 y se determiné cual era el tamafio y la granularidad de las células para
poder ubicarlas adecuadamente y que correspondieran a una viabilidad superior al
99%, posteriormente se realizaron lecturas de controles de células sin tratamiento
ni infeccién, células en apoptosis y células en necrosis, de tal manera que se
pudiera ubicar cada una de las poblaciones respectivas, después de ajustar estas
poblaciones en el lugar que correspondia se realizé la citometria de las células
tratadas a diferentes concentraciones con curcumina (10 a 30 uM de curcumina)
en infectadas y sin infectar.

Figura 1.Estandarizacion de la posicién y granularidad de las células BHK-21

a. Posicion y granularidad de las células BHK-21. b. determinacion de la posicion
de las célula BHK-21 viables
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Como se evidencia en la figura 1a y b, las células BHk-21 poseen un tamafio y
granularidad variable, por lo cual fue necesario realizar un Gate, amplio que incluia
la mayoria de la células, ademés, este Gate, correspondia exclusivamente a
células que estaban viables. (Cuadrante C3 figura 1b).
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Figura 2. Verificacion de la clasificaciéon de los diferentes tipos de células que se
pueden medir por citometria flujo, utilizando el kit Aposcreen annexin V.

Control células necrosis (C1).
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Control células apoptosis y
necrosis (C2).
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Control células anexina V (C4).
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Como se observa en la figura 2, los controles utilizados para evidenciar la
clasificacion de las células en diferentes procesos fueron realizados de forma
adecuada; en el control de apoptosis y necrosis, se pueden evidenciar los 4 tipos
poblaciones celulares que se pueden encontrar en los diferentes experimentos.
Estos controles nos evidenciaron que el clitbmetro tenia la capacidad de clasificar
las células adecuadamente.
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Figura 3. Medicion del porcentaje de células marcadas con anexina V, en el
control de células infectadas y no infectadas.

Control DMSO.24h.
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Como se observa en la figura 3, los porcentajes de viabilidad de las células
infectadas y las células no infectadas tratadas con DMSO (diluyente de la
curcumina al 0,24%), no presentan diferencia en el marcaje con anexina V, lo cual
nos indica que la infeccion con DENV-2 en las primeras 24h no incrementa la
produccion de apoptosis y que el DMSO no es responsable del incremento de
apoptosis en las células.

74



Anexo 2. Formacion de cristales de formazan en células tratadas con diferentes
concentraciones de curcumina por 24 h.

Cntrol DMSO 10 um 20 uMm 30 uM

Control DMSQO; C¢élulas tratadas con 0,24% DMSO; 10 uM. 20 uM, 30 uM
tratamientos con diferentes concentraciones de curcumina.

En el anexo 2, se hace evidente la formacién de cristales de formazan por parte de
las células que fueron tratadas con diferentes concentraciones de curcumina, lo
cual significa, que la deshidrogenasa lactica mitocondrial sigue activa, a pesar que
muchas de las células han cambiado su morfologia, especialmente en los
tratamientos de 20 uM y 30 uM.
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Anexo 3.

Observacion por 96 h, del crecimiento celular después del tratamiento con
curcumina por 24 h,

24 h 48 h 72 h

DMSO

10 uM

15 uM

20 uM

DMSO, células control crecidas con 0,24% de DMSO, 10 uM, 15 uM, 20 uM
tratamientos con curcumina; a, d, g, j, fotos tomadas después de 24 h de
tratamiento con curcumina; b, e, h, k, fotos tomadas 24 h después de retirado el
tratamiento con curcumina (48 h); c, f, i, |, fotos tomadas 48 h después de retirado
el tratamiento con curcumina (72 h).

En el anexo 3, se observa un cambio morfolégico (redondeamiento) de las células
Vero, dosis dependiente de la concentracion de curcumina utilizada cuando se
realiza el tratamiento por 24 h (panel g y j); a las 48 horas se observa que las
células recuperan su morfologia normal, este cambio es mas evidente en la
concentracion de 15 uM y 20 uM (panel h y k). A las 72 h se hace evidente un
mayor numero de células, lo cual indica que recuperaron su capacidad de
reproduccion (panel c, f,iyl)
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