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Resumen  

 

Los adenovirus son agentes infecciosos ubicuos que causan enfermedades respiratorias, gastroenteritis 

y queratoconjuntivitis. El adenovirus humano, especie D, tipo 36 (HAdV-D36) puede causar obesidad en 

modelos animales e induce la diferenciación de preadipocitos en cultivo celular, se ha asociado como un 

cofactor causal de obesidad en humanos. La infección por HAdV-D36 altera la expresión génica y el 

metabolismo de las células infectadas, resultando en una mayor captación de glucosa por el transportador de 

glucosa Glut4, la activación de la vía Ras/PI3K y la acumulación de triglicéridos por la regulación positiva 

de C/EBPs y PPARγ. Sin embargo, no se ha explorado la reprogramación metabólica de los preadipocitos en 

el contexto del ciclo de replicación viral, ni si los preadipocitos humanos pueden ser blanco de la infección in 

vivo. Hasta la fecha, la proteína adenoviral E4 open reading frame 1 (E4Orf1) se ha asociado con cada uno 

de los efectos descritos arriba. Sin embargo, los mecanismos adipogénicos alterados por la proteína E4Orf1 

de HAdV-D36 se han evaluado en detalle en células transfectadas, y no se sabe si las mismas actividades 

pueden verse afectadas en el contexto de la infección viral. 

Los fibroblastos murinos 3T3-L1, que se han utilizado ampliamente como modelo de diferenciación 

de preadipocitos a adipocitos, se utilizaron en estos experimentos. En estas células, la infección por HAdV-

D36 promueve la proliferación y la diferenciación hacia adipocito, pero la replicación viral es abortiva.  

Por lo tanto, durante el desarrollo del presente proyecto, inicialmente se establecieron las condiciones 

bajo las cuales las células 3T3-L1 son permisivas a la infección y encontrado que solo estando comprometidas 

para la diferenciación hacia adipocitos son permisivas y soportan la replicación viral productiva. Bajo estas 

condiciones, hemos evaluado el papel de la proteína E4Orf1 sobre la adipogénesis y replicación viral en 

células infectadas con HAdV-D36, comparando el efecto del virus HAdV-D36 Wt con el de un virus 

recombinante que no expresa la proteína E4Orf1 (HAdV-D36E4Orf1-). Los niveles de mRNAs virales y la 

replicación del DNA viral se midieron mediante RT-qPCR y qPCR, respectivamente, y la producción de 

progenie viral se determinó mediante ensayo en placa, en células infectadas con HAdV-D 36 Wt o HAdV-

D364Orf1-.  El efecto lipogénico de la proteína E4Orf1 se evaluó con tinción Oil Red O (ORO); y la 

expresión de genes que controlan el metabolismo de los lípidos se midió mediante RT-qPCR. Además, se 

hizo un análisis transcriptómico de células infectadas con HAdV-D36 Wt o HAdV-D364Orf1- mediante 

RNAseq, donde buscamos otras funciones asociadas a E4Orf1, siendo una de estas la activación de genes 

glucolíticos blancos de MYC que pudieran estar asociados al metabolismo alterado de la célula infectada. 

Los resultados muestran que solo las células 3T3-L1 en un estado de compromiso a adipocitos son 

permisivas para la síntesis de mRNAs virales tempranos y tardíos, así como para la replicación de DNA viral 

y la producción de progenie, lo que respalda la replicación viral productiva de HAdV-D36. En el contexto 

de un ciclo productivo viral, HAdV-D36 moduló la expresión de los genes adipogénicos, C/EBPα, C/EBPβ 
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y PPARγ, así como la acumulación de lípidos intracelulares, y la infección se acompañó de la expresión 

alterada de genes glucolíticos que son regulados por MYC. Por otro lado, los resultados mostraron que en las 

células 3T3-L1 que son permisivas a la infección, la proteína E4Orf1 no es necesaria para la producción de 

mRNAs virales tempranos o tardíos, ni para la replicación del DNA viral o la producción de progenie. 

Significativamente, nuestros datos indican que en el contexto de la infección viral de células 3T3-L1 en un 

estado permisivo la proteína E4Orf1 contribuye, pero no es indispensable para inducir la expresión de los 

genes adipogénicos C/EBPα, C/EBPβ o PPARγ, o la acumulación de lípidos intracelulares. Por otro lado, 

observamos que E4Orf1 no solo está involucrada en la alteración de genes adipogénicos, sino que al igual 

que E4Orf1 de HAdV-C5 y HAdV-D9, está involucrada en el metabolismo glucolítico asociado a MYC y en 

la respuesta antiviral a la infección.
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1. Introducción. 
 

1.1 Generalidades. 

La obesidad es una enfermedad crónica de origen multifactorial prevenible y es considerada uno 

de los principales problemas de salud pública. Se caracteriza por el exceso de adiposidad visceral, visible 

y cuantificable y está asociada con un incremento en el riesgo de desarrollar enfermedades crónico-

degenerativas tales como diabetes, cáncer, enfermedades cardiovasculares, cardiopatía isquémica, 

hipertensión, resistencia a la insulina, enfermedad hepática, osteoartitris, dislipidemias[1] 

La obesidad ha alcanzado cifras epidémicas a nivel mundial. Se estima que en las últimas tres 

décadas la prevalencia a nivel mundial se ha casi triplicado. De acuerdo con la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), en 2016 más de 1,900 millones de adultos sufrían sobrepeso y más de 650 millones 

eran obesos [1]. A nivel global, la proporción de adultos con un índice de masa corporal (IMC) mayor 

o igual a 25 kg/m2 (definido como sobrepeso por la OMS), incrementó entre 1980 y 2016 de 28.8% a 

39% en hombres y de 29.8% a 40% en mujeres. Asimismo, la prevalencia de obesidad ha también 

incrementado sustancialmente en niños y adolescentes, tanto en países desarrollados como en desarrollo. 

En el 2016 se estimó que aproximadamente 41 millones de niños menores de 5 años tenían sobrepeso u 

obesidad y se registraron cerca de 340 millones de individuos entre 5 y 19 años con sobrepeso u 

obesidad. La OCDE (Organización para la cooperación y el desarrollo económico) estima que uno de 

cada dos adultos y uno de cada seis niños tienen sobrepeso u obesidad y estima que la obesidad seguirá 

incrementando al menos hasta el 2030 [2]. Más del 50% de los más de 650 millones de individuos 

obesos en el mundo se agrupan en 10 países, México incluido. En México, el problema es 

particularmente agudo, ya que se estima que desde 1980 la prevalencia de sobrepeso y obesidad se ha 

triplicado y el país ocupa el segundo lugar más alto de prevalencia a nivel mundial [3]. 

 

1.1.1 Etiología del sobrepeso y la obesidad.  

La etiología de la obesidad es una compleja interacción entre factores metabólicos, genéticos, 

ambientales, sociales y culturales, pero la causa principal de obesidad y sobrepeso es un desequilibrio 

energético entre la ingesta y gasto de calorías. A nivel mundial, al mismo tiempo que ha aumentado la 

ingesta de alimentos de alto contenido calórico ricos en grasa y altos en azucares refinados, ha 

disminuido la actividad física debido a la naturaleza cada vez más sedentaria de muchas formas de 

trabajo, así como los nuevos modos de transporte y la creciente urbanización [1]. 

La obesidad es considerada como un estado de inflamación crónica de bajo grado, causado 

principalmente por la presencia en el torrentee sanguíneo de LPS (lipopolisacárido) proveniente de las 

paredes de las bacterias de la microbiota intestinal, esto debido a que la permeabilidad intestinal se 

encuentra comprometida, aumentando el paso de estas moléculas las cuales son detectadas 

principalmente por el sistema inmune innato, el cual es activado y se comienzan a producir diferentes 

citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), interleucina (IL) 6, IL-1β, 
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la proteína quimioatrayente de monocitos (MCP1) y la leptina, se elevan en la sangre periférica, mientras 

que citocinas antiinflamatorias como laIL-10 y la hormona adiponectina, , se encuentran reducidas [4]. 

Los intentos por explicar el aumento de la obesidad en la mayoría de los países del mundo 

aproximadamente al mismo tiempo, han llevado a buscar factores adicionales que puedan ajustarse más 

adecuadamente a las características de un fenómeno epidemiológico [5]. En estas búsquedas se han 

explorado una variedad de factores que van desde aumento del consumo de comida rápida, aumento del 

tiempo frente a la televisión, aumento de anuncios de comida rápida en televisión, calidad y horas de 

sueño, aumento del uso de medicamentos que causan aumento de peso. Todos estos factores pueden 

haber cambiado, aunque en muy diferente grado y en diferentes regiones del mundo desde el inicio de 

la epidemia de obesidad.  

Uno de los nuevos factores que se encuentran relacionados en gran medida con la obesidad y 

resistencia a la insulina es la microbiota intestinal, un complejo ecosistema con interacciones entre 

microorganismos y células del intestino que influyen de manera importante en el metabolismo. La 

microbiota intestinal interviene en la obtención de energía de la dieta, la generación de moléculas menos 

complejas que sean fácilmente absorbibles, la producción de ácidos grasos de cadena corta y la síntesis 

de vitaminas [6]. Los microorganismos que componenla microbiota intestinal incluyen bacterias, virus, 

hongos y protozoarios y en algunas etapas de la vida los parásitos [7].  

Los principales filos bacterianos que se encuentran en la microbiota intestinal son Firmicutes (60-

65%), Bacteroidetes (20-25%), Proteobacteria (5-10%) y Actinobacteria (3%) constituyendo más del 

97% de la microbiota intestinal. Mientras que la microbiota intestinal sufre fluctuaciones constantes en 

la composición en respuesta a los cambios en la dieta o la exposición a los antibióticos. Factores 

adicionales que modifican al microbioma intestinal incluyen (1) el ejercicio, que se ha asociado con una 

inflamación sistémica reducida y un cambio en la estructura microbiana intestinal; (2) la pérdida de 

sueño, que se vinculó con un aumento en el filo bacteriano Firmicutes Firmicutes; y (3) el estrés que 

aumenta la permeabilidad intestinal y un cambio ascendente en las citoquinas inflamatorias. 

Se sabe que la composición de la microbiota intestinal es diferente entre individuos normopeso y 

con obesidad. La alteración en la microbiota intestinal provoca una alteración en la permeabilidad de la 

barrera intestinal, lo que facilita la entrada de componentes bacterianos al torrente sanguíneo, 

provocando un desbalance en la absorción de nutrientes asociado a inflamación de bajo grado y la 

obesidad [8]. 

 

1.2 Infecciones virales como posibles factores asociados a obesidad. 

Se ha determinado que la infección con algunos virus en células en cultivo altera el metabolismo 

celular, optimizando las condiciones celulares para llevar a cabo un ciclo viral eficiente. Las principales 

rutas del metabolismo celular que se ven alteradas por infecciones virales son la glucólisis, lipogénesis 

y la glutaminólisis [9-11]. Estas modificaciones en las rutas metabólicas en las células infectadas pueden 
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aumentar y optimizar fuentes de carbono, la energía disponible para la replicación del virus y la 

producción de progenie, proporcionar sustratos celulares específicos para la replicación del virus y crear 

sitios para la replicación viral al tiempo que aumentan la supervivencia de la célula infectada [11]. El 

metabolismo inducido por la infección viral puede proporcionar un mayor número de nucleótidos libres 

necesarios para la replicación del genoma viral, así como una mayor producción de aminoácidos para la 

producción de proteínas virales y en el caso de los virus con envoltura, aumentar el contenido de lípidos 

intracelulares podría proporcionar material de membrana adicional para la envoltura viral. Además de 

proporcionar sustratos directos para la producción de progenie, se pueden requerir ajustes en las vías 

metabólicas para proporcionar ATP para la biosíntesis de macromoléculas virales. Ciertas infecciones 

virales han sido propuestas como posibles factores asociados a la obesidad ya que algunos virus son 

capaces de alterar vías metabólicas para modificar el metabolismo de la célula infectada [9, 10]. 

 

1.2.1 Virus que modifican el metabolismo de la glucosa. 

Se ha demostrado que varios virus inducen la glucólisis para la producción de progenie viral. Por 

ejemplo, el poliovirus y el virus del herpes simple (HSV-1) dependen de la presencia de glucosa para su 

replicación ya que cuando se inhibe la glucólisis mediante el uso de 2-DG, se reduce la producción de 

virus [12-14] Además, se ha encontrado que los genes virales pueden modificar directamente el 

metabolismo de la glucosa. En el caso del virus de pseudorrabia, su material genético induce la glucólisis 

y las proteínas virales se sintetizan incluso en presencia de 2-DG, aunque con una disminución en la 

producción de virus infecciosos [15]. El citomegalovirus humano (HCMV) también induce la glucólisis 

durante la infección, aumentando la producción de lactato [16] y la captación de glucosa a través del 

aumento de la expresión de Glut4 en membrana [17], además de que la expresión de proteínas virales 

tempranas es necesaria para la inducción de la glucólisis [18]. El virus de la influenza A y el virus de la 

hepatitis C (VHC) también modifican la glucólisis y aumentan la producción de lactato en las células 

infectadas [19] [20] [21] que conlleva a un mayor requerimiento de glucosa y un aumento en la 

producción de lactato en las células infectadas, mediante la proteína NS5A que interactúa con la 

hexoquinasa (HK) 2 para mejorar su actividad [22]; mientras que el oncogén LMP-1 (proteína de 

membrana latente 1) del virus de Epstein-Barr (EBV) durante el periodo de latencia promueve la 

expresión de HK2 lo que lleva al aumento de la glucólisis [23]. El virus del herpes asociado al sarcoma 

de Kaposi (KSHV) induce la absorción de glucosa a través de la inducción del transportador Glut 3 y 

aumenta la producción de ácido láctico [24]. 

Los adenovirus que infectan humanos (HAdV) también inducen la glucólisis. La infección con 

HAdV-C5 de células epiteliales de mama no tumorigénicas conduce a un mayor consumo de glucosa y 

producción de ácido láctico [25]. Se ha relacionado al gen adenoviral E4Orf1 como responsable de 

inducir la glucólisis. Esta proteína coinmunoprecipita con  MYC (oncogén que codifica un factor de 

transcripción, MYC, asociado a metabolismo celular, ciclo celular y muerte) y se ha observado que 
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promueve la expresión constitutiva de MYC y su interacción con MYC es necesaria para la inducción 

de la glucólisis [26]. Se ha observado que el HAdV-C5 incrementa el flujo de carbono hacia la síntesis 

de nucleótidos y que la replicación de su DNA disminuye cuando se inhibe la activación de MYC. 

Además, la disminución de la expresión de MYC conduce a una reducción en la producción de virus en 

células con un bajo metabolismo de glucosa [25].  

 

1.2.2 Virus que modifican el metabolismo de los ácidos grasos.  

La síntesis de ácidos grasos es esencial para la producción de lípidos en las células y desempeña 

un papel importante en la formación de membranas y otras necesidades celulares. En las células de 

mamíferos, la síntesis de ácidos grasos se inicia con la producción de palmitato a partir de acetil-CoA y 

malonil-CoA, en una reacción catalizada por la ácido graso sintasa (FASN). El HCMV induce el flujo 

de carbono derivado de la glucosa hacia la síntesis de ácidos grasos, lo cual se evidencia por la marca 

radioactiva de glucosa en los medios de cultivo de células infectadas. Este flujo de carbono abastece la 

síntesis de ácidos grasos y el ciclo de Krebs. [27]. Aunque el mecanismo exacto de inducción de la 

síntesis de ácidos grasos por HCMV no se conoce, se ha demostrado que la inhibición de la proteína 

SREBP-1 inhibe tanto la síntesis de ácidos grasos inducida por HCMV como la producción de viriones 

infecciosos. En el caso del virus de la varicela zoster (VZV), se ha demostrado que la síntesis de ácidos 

grasos es necesaria durante su replicación lítica. La inhibición de la ácido graso sintasa bloquea la 

producción de VZV sin afectar la síntesis de proteínas virales. Además, en las células infectadas con 

VZV, la síntesis de ácidos grasos puede ser necesaria para aumentar la expresión de glucoproteínas en 

los viriones[28]. El virus de la hepatitis C (VHC) también depende de la síntesis de ácidos grasos para 

su ciclo de replicación [29]. Se ha observado que el VHC induce la expresión de enzimas involucradas 

en la síntesis de ácidos grasos y activa los factores de transcripción SREBP y FASN, lo que resulta en 

un aumento en la síntesis de ácidos grasos [30]. El virus del dengue y el poliovirus también requieren la 

síntesis de ácidos grasos para su replicación. [31-33]. Virus del dengue-1 induce la reubicación de la 

ácido graso sintasa a nuevas estructuras de membrana que se forman por la proteína viral NS3 [31] , 

mientras que el poliovirus induce la absorción celular de ácidos grasos extracelulares a través de la 

proteína viral 2A [34].  

En general, la síntesis de ácidos grasos aumentada por parte de los virus puede ayudar en la 

remodelación de las membranas celulares para crear sitios específicos de replicación viral. Aunque en 

el caso de los virus de DNA no está claro cómo se relaciona el aumento en la síntesis de ácidos grasos 

con su ciclo de replicación. 

 

1.2.3 Virus que modifican el metabolismo de la Glutamina.   

La glutamina es un aminoácido no esencial que se absorbe del medio extracelular y converge en 

múltiples vías metabólicas celulares. En la glutaminólisis, la glutamina se metaboliza en glutamato y 
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luego en alfa-cetoglutarato. El alfa-cetoglutarato puede transportarse a la matriz mitocondrial donde se 

utiliza como intermediario en el ciclo de Krebs (TCA). En células con un metabolismo alterado, el 

carbono de la glucosa se desvía del ciclo TCA tanto hacia la producción de ácido láctico como la síntesis 

de ácidos grasos por lo que se requiere glutamina como intermediario para el TCA. HCMV promueve 

la absorción de glutamina [16], y la glutamina puede sustituir a la glucosa como fuente de energía. En 

ausencia de glutamina en los medios, las células infectadas con HCMV tienen niveles disminuidos 

de ATP y hay una pérdida significativa de producción de virus, también Poliovirus requiere de la 

glutamina para la replicación eficiente [35].  

 

En el contexto de la obesidad, se ha investigado la posible asociación entre infecciones virales y 

el desarrollo de esta condición. Las infecciones virales pueden alterar significativamente el metabolismo 

celular. para favorecer su replicación.  

1.2.4 Adenovirus como agente causal de Obesidad. 

En las últimas décadas se han obtenido una cantidad considerable de datos que sugieren que 

agentes infecciosos pueden no sólo establecerse más fácilmente en individuos con obesidad, sino que la 

infección puede ser un agente causal de obesidad. En 1982, Lyons y colaboradores encontraron que el 

virus del moquillo (Distemper Canino, CDV por sus siglas en inglés) producía obesidad en ratones. El 

virus tipo 7 asociado a Rous (RAV-7) y el virus de la enfermedad de Borna (BDV) causan obesidad en 

animales, pero no se han asociado a obesidad en humanos[36]. Sin embargo, la obesidad relacionada 

con estas infecciones virales se asoció con daño en el hipotálamo y un incremento en colesterol y 

triglicéridos séricos. En contraste, los adenovirus, patógenos humanos ubicuos, no sólo son causantes 

de obesidad en animales [37-39], sino que se han relacionado con obesidad en humanos sin que exista 

daño en el sistema nervioso central. 

La infección con HAdV de los tipos HAdV-C5, HAdV-D36 y HAdV-D37 ha mostrado 

incremento en adiposidad en modelos animales y en modelos celulares. Los tipos HAdV-C5, HAdV-

D36 y HAdV-D37 producen adiposidad o incremento de peso en animales, mientras que HAdV-D9, y 

HAdV-A31 incrementan el almacenamiento de grasa en células en cultivo, pero no se han asociado con 

obesidad en humanos [40, 41].  

HAdV-D36 fue el primer virus humano que se identificó como causante de obesidad en animales 

[37]. Los pollos, ratones y ratas infectados con HAdV-D36 aumentaron significativamente de peso y 

tejido adiposo comparados con los controles no infectados [37, 42, 43]. Un estudio longitudinal en 

monos mostró un aumento del 15 % en el peso corporal y una reducción del 29 % en los niveles de 

colesterol sérico después de una infección natural con HAdV-D36 y la infección experimental de monos 

con HAdV-D36 provocó un aumento de casi cuatro veces en el peso corporal en comparación con los 

controles no infectados y un aumento del 58 % en la grasa corporal en comparación con los controles; 

el colesterol sérico disminuyó significativamente (p < 0.006) en comparación con los controles [44]. 

HAdV-D36 es el único virus que se ha relacionado con la obesidad y/o alteraciones metabólicas en 
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humanos seropositivos y ha sido el patógeno más estudiado cuando se trata de factores biológicos que 

causan la epidemia de obesidad humana. La correlación es más fuerte y consistente en los niños, pero 

algunos estudios no correlacionan el sobrepeso u obesidad ni en niños ni en adultos [45], como se 

describe más adelante.  

 

1.3 Adenovirus.  

Los adenovirus (Ad) fueron aislados por primera vez en 1953 por dos grupos que estaban 

buscando agentes etiológicos de infecciones respiratorias agudas.  

 

1.3.1 Clasificación. 

En los humanos, las infecciones por Ad son comunes y causan infecciones de vías respiratorias, 

gastroenteritis o conjuntivitis. La presencia de anticuerpos para adenovirus es común en la población 

general [46].  

Los Ad fueron aislados por primera de adenoides removidos quirúrgicamente. Posteriormente han 

sido aislados de todo tipo de vertebrados, desde peces hasta mamíferos. 

La familia Adenoviridae consta de más de 200 tipos diferentes, los cuales se agrupan en 5 géneros. 

El género Aviadenovirus fue aislado de aves; el género Siadenovirus ha sido aislado de reptiles y aves. 

El género Atadenovirus se ha aislado de un mayor número de especies, tales como reptiles, aves, 

mamíferos. Los Atadenovirus fueron nombrados así por su alto contenido inusual de A+T en su genoma 

[47]. El género Mastadenovirus incluye a virus que infectan a mamíferos y a todos los Ad que infectan 

humanos (HAdV). Se han identificado más de 100 genotipos de HAdV, los cuales son clasificados en 

siete especies (A-G) con base en características de secuencia; capacidad de hemaglutinación; reactividad 

con anticuerpos neutralizantes; y capacidad oncogénica [48].  

En pacientes inmunocompetentes generalmente causan un efecto leve, sin embargo, en recién 

nacidos y pacientes inmunodeprimidos, incluidos los pacientes con SIDA, pueden causar neumonía fatal 

fulminante, hepatitis y encefalitis [47].  

 

1.3.2 Estructura.    

Los Ad tienen un genoma de DNA lineal de doble cadena, de entre 26 y 45 kb. La partícula mide 

entre 60-90 nm de diámetro y no tiene envoltura (Figura 1). La cápside es icosaédrica y está constituida 

por 252 capsómeros formados por 11 proteínas estructurales enumeradas por convención de II-IX, IIIa, 

IVa2, TP, µ y la proteasa viral p23. La proteína II se organiza en 240 trímeros que forman la estructura 

más abundante, llamada hexón. La proteína III forma 12 pentones en los vértices y está asociada con 

trímeros de la glicoproteína IV que se proyectan de los vértices en estructuras llamadas fibras que son 

responsables de la interacción del virus con el receptor celular. La cara interna de la cápside está asociada 

a las proteínas estructurales IX, IIIa VI, y VIII estabilizando las interacciones no equivalentes entre 

trímeros de hexón [47].  
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Figura 1. Estructura de Adenovirus. Representación de la partícula viral.  Se muestran las once proteínas estructurales del 

virión, así como las proteínas de la nucleocápside unidas al genoma de dsDNA viral [49].  

 

La nucleocápside está formada por las proteínas V, VII, Mu y TP. Las proteínas V, VII y Mu son 

ricas en argininas, por lo cual pueden interaccionar con las cargas negativas del DNA. El DNA viral se 

enrolla sobre la proteína VII, la cual es la más abundante de la nucleocápside. Además, dentro de las 

partículas virales se encuentran aproximadamente diez copias de una proteasa viral (L3 23K) que es 

esencial para el ciclo de replicación del virus, ya que es necesaria para la maduración de las partículas 

virales recién ensambladas por el corte proteolítico de los precursores (p) pIIIa, pVI, pVIII, pVII, pMu 

y pTP y permite la entrada del virus a la célula, favoreciendo el desensamble de las partículas virales y 

su salida del endosoma  [47]. 

 

1.3.3 Genoma.  

El genoma está organizado en cinco unidades de transcripción temprana (E1A, E1B, E2, E3 y E4), 

dos unidades tempranas retrasadas (IX y IVa2) y una unidad de transcripción tardía ML (Major late, por 

sus siglas en inglés) que se procesa por selección diferencial de sitios de poliadenilación (Figura 2). 

Estos transcritos son procesados por splicing alternativo, lo que genera diversos mRNAs que se agrupan 

en cinco familias (L1 a L5) todos procesados por splicing alternativo (excepto IX). Todos los mRNAs 

de estas unidades de transcripción son transcritos por la RNA polimerasa (RNApol) II celular. Además, 

existen dos genes virales que son transcritos por la RNApol III, llamados VA RNA (Virus associated 

RNA) I y II. El DNA viral tiene una proteína terminal (TP) unida covalentemente en sus extremos 5´. 

La proteína TP actúa como “primer” para el inicio de la replicación del DNA viral. El genoma viral 

tiene secuencias repetidas invertidas (ITR) en sus extremos y éstas funcionan como orígenes de 

replicación [49].  
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Figura 2.  Diagrama de la organización del genoma de adenovirus en unidades transcripcionales. Las barras azules 

representan el DNA de doble cadena viral. Las unidades transcripcionales están representadas por flechas: la unidad temprana 

inmediata E1A, las unidades tempranas E1B, E4, E3 y E2; las unidades tempranas retrasadas IX y IVa2; y la unidad transcripcional 

tardía ML (Formada por 5 familias L1-L5 y la secuencia del líder tripartita, TPL) [50]. 

 

1.3.4 Ciclo de replicación.  

La mayoría de los estudios sobre la replicación de Ad se han realizado utilizando HAdV-C2 o 

HAdV-C5 (Mastadenovirus, grupo C) mediante la infección de células tumorales humanas, HeLa 

(carcinoma cervical humano), A549 (carcinoma de pulmón), Hek-293 (embrionarias de riñón) y de 

células no trasformadas, HFF (prepucio humano).  

Convencionalmente, el ciclo de replicación se divide en 2 fases, las cuales están separadas por el 

inicio de la replicación del DNA viral. Los eventos tempranos incluyen desde la interacción del virus 

con su receptor celular hasta la internalización del DNA viral al núcleo y la expresión de todos los genes 

tempranos. Esta fase tiene como función establecer las condiciones óptimas dentro del ambiente celular 

para la replicación y la expresión eficiente del genoma viral. Los productos de los genes tempranos 

inducen a la célula huésped a ingresar a la fase S del ciclo celular, suprimir la respuesta antiviral de la 

célula huésped y sintetizar productos génicos virales necesarios para la replicación del DNA viral.  

Una vez que inicia la replicación del DNA viral, comienza la fase tardía con la expresión de genes 

tardíos y el posterior ensamblaje de la progenie viral. Los genes virales que codifican para las proteínas 

IVa2 y IX se expresan en un tiempo intermedio, por lo cual, como se describió antes, se clasifican en 

una categoría temprana-retrasada [47].   

Los eventos tempranos inician cuando la glicoproteína fibra de la superficie del virión interacciona 

con una proteína celular conocida como receptor de coxsackie y adenovirus (CAR, por sus siglas en 

inglés). Posteriormente, la interacción del pentón con integrinas αvβ3 o αvβ5 promueve la entrada del 

virus por endocitosis mediada por clatrina. Esta etapa es regulada por proteínas celulares como PI3K, 
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p130CAS y la familia de Rho GTPasas que favorecen la reorganización del citoesqueleto de actina 

necesaria para la endocitosis del virión. Una vez internalizada la partícula viral, dentro del endosoma 

continúa un desensamble parcial de la cápside debido a que el bajo pH activa a la proteasa viral asociada 

al virión; la membrana de la vesícula endocítica es desestabilizada, produciéndose así, la liberación de 

la partícula viral al citoplasma. Se liberan parcialmente las proteínas pentón, IIIa y hexones quedando 

expuesta la nucleocápside con el DNA viral. La nucleocápside migra al núcleo mediante la interacción 

con dineínas asociadas a microtúbulos y el genoma viral entra al núcleo a través del complejo del poro 

nuclear. Una vez en el núcleo, el DNA viral es reconocido por la maquinaria de transcripción celular y 

se transcriben los genes virales tempranos E1A. Las proteínas codificadas en E1A activan la 

transcripción de las otras unidades de transcripción tempranas y genes celulares que llevan a la célula a 

un estado de proliferación. Una vez que se acumulan las proteínas tempranas E1, E4 y en particular las 

codificadas en la unidad E2, las cuales son directamente responsables de la replicación del genoma viral, 

inicia la síntesis de DNA viral y la transición a la fase tardía. Los genes tardíos codifican 

mayoritariamente para proteínas estructurales del virión las cuales ingresan al núcleo en donde se 

ensambla la progenie viral que es liberada por lisis (Figura 3) [51].  

 

Figura 3. Resumen de los principales sucesos en el ciclo de replicación de adenovirus. Entrada y adhesión (1-6), Expresión 

genes virales tempranos (7-15), Fase tardía (16), Expresión genes virales tardíos (16-24), liberación y maduración de partículas 

virales (25 y 26) [49]. 

 

1.4 Adenovirus 36. 

Adenovirus tipo 36 (HAdV-D36) fue aislado por primera vez en 1978 en Alemania de las heces 

fecales de una niña con diabetes y con diarrea; se clasificó en el grupo D y está comúnmente asociado 



10  

a infecciones respiratorias y conjuntivitis. HAdV-D36 fue el primer adenovirus humano que se demostró 

que causa obesidad en modelos animales, así como el aumento en la diferenciación de adipocitos. La 

infección altera la expresión de genes y el metabolismo de las células que resulta en un incremento en 

el trasporte de glucosa a través de GLUT y acumulación celular de triglicéridos. Estudios experimentales 

en modelos animales han mostrado que HAdV-D36 puede conducir a la progresión de la obesidad al 

causar hiperplasia e hipertrofia en los adipocitos de ratones, ratas y monos. Además, estudios 

serológicos y moleculares, tanto en niños como en adultos sugieren que existe asociación entre la 

presencia de anticuerpos contra HAdV-D36 en suero y obesidad.  HAdV-D36 se ha convertido en el 

adenovirus adipogénico más extensamente estudiado y se ha correlacionado en diferente medida con 

sobrepeso u obesidad en humanos [36]. 

 

1.4.1 Estudios Epidemiológicos. 

Reportes de países desarrollados y en vías de desarrollo sugieren que la infección con HAdV-D36 

podría estar relacionada con la obesidad en adultos y en niños, ya que en general se observa una alta 

prevalencia de anticuerpos contra HAdV-D36 en personas obesas. Sin embargo, no todos los estudios 

realizados en adultos muestran una correlación entre la presencia de anticuerpos contra el virus y 

obesidad. Estudios realizados en niños muestran una mayor correlación entre la infección con HAdV-

D36 y obesidad [52].  

Cinco metaanálisis que abarcan estudios hasta el 2020 han proporcionado evidencia de una asociación 

entre la infección por HAdV-D36 y un mayor riesgo de obesidad. Sin embargo, no todos los estudios 

han mostrado una correlación directa entre la presencia de anticuerpos contra HAdV-D36 y la obesidad, 

lo que sugiere que pueden existir otros factores involucrados en esta relación. Además, se ha observado 

que la infección por HAdV-D36 está más relacionada con la acumulación de grasa subcutánea que con 

la grasa visceral. En la tabla 1 se resume la información que resulta de estos metaanálisis. 

 

Tabla 1. Datos de los metaanálisis y la correlación de la infección de HAdV-D36 con obesidad. 

 Estudios  Muestra Año Conclusión  

Yamada T, et 

al.  

10 transversales   2,870 donde 409 

eran niños obesos y 

117 niños no obesos; 

1073 adultos obesos 

y 1271 adultos no 

obesos. 

2012 La infección por HAdV-D36 está asociada con el riesgo de obesidad y 

aumento de peso, pero no con marcadores metabólicos anormales, sugiriendo 

que la infección con HAdV-D36 está más asociada con la acumulación de 

grasa subcutánea que con grasa visceral [52]. 

 Shang Q, et al.  11 caso‐control 2,508 sujetos obesos 

y 3,005 controles 

2014 La infección por HAdV-D36 se asocia con un mayor riesgo de desarrollo de 

la obesidad. El primer informe que revela la relación significativa en niños con 

un análisis de datos serológicos [53]. 
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Xu MY, et al.  17 análisis de 

metarregresión y 

análisis de 

subgrupos 

3,988 casos de 

obesidad y 2,991 

controles. 

2015 Hay un mayor número de sujetos obesos que presentan anticuerpos contra 

HAdV-D36 en comparación con los controles y con un mayor nivel de IMC 

en 16 de los 17 estudios, sugiriendo una asociación entre la infección con 

HAdV-D36 y obesidad [45]. 

Da Silva 

Fernandes, et 

al.  

37 estudios  10,300 adultos de 18 

a 70 años y 4,585 

niños y adolescentes 

de 3 a 18 años 

2021 La prevalencia media de HAdV-D36 entre adultos fue del 22.9 %. Entre los 

niños y adolescentes, la prevalencia promedio de Adv36 fue de 

28.9%. Relación positiva entre HAdV-D36 y el aumento de peso, la obesidad 

y cambios en perfiles metabólicos en 31 de los estudios analizados [54]. 

Arezoo 

Marjani, et al. 

30 caso-control y 

de cohorte 

 2021  La prevalencia global de infección por HAdV-36 en población obesa fue del 

32% en casos y del 24% en controles. Se encontró una asociación significativa 

entre la infección por adenovirus y la obesidad, especialmente en adolescentes 

[55]. 

 

En general, la mayoría de los estudios sugieren una correlación entre la infección por HAdV-D36 

y con la obesidad, especialmente en la población infantil. Sin embargo, no se ha establecido un 

mecanismo preciso que explique esta asociación y se requieren más investigaciones para comprender 

los efectos del HAdV-D36 en el metabolismo de las células infectadas y su contribución a la obesidad. 

 

1.4.2 Estudios con HAdV-D36 en animales. 

Experimentos con animales han demostrado que la infección con HAdV-D36 produce obesidad 

en gallinas, ratones y primates no humanos. Los animales infectados con HAdV-D36, a pesar de 

presentar mayor adiposidad, exhiben bajos niveles séricos de colesterol y triglicéridos. En pollos 

experimentalmente infectados con HAdV-D36 se presenta un fenotipo obesogénico y estos pollos 

fueron capaces de infectar a pollos no infectados con los que compartían jaula, que posteriormente 

desarrollaban el fenotipo obesogénico. La infección natural de primates no humanos se ha 

correlacionado con el aumento de peso [56]. 

La infección de ratas con HAdV-D36 muestra un aumento en el tejido adiposo, favoreciendo la 

diferenciación de preadipocitos a adipocitos [57]. HAdV-D36 estimula la expresión de la proteína 

C/EBP-β (CCAAT/enhancer binding protein), seguida de la expresión de C/EBP-α y PPAR-γ 

(peroxisome proliferatoractivated receptors), con la consecuente acumulación de lípidos. Estos 

experimentos sugieren que la diferenciación de preadipocitos podría ser un mecanismo que subyace el 

efecto adipogénico de HAdV-D36. Diversos estudios muestran que HAdV-D36 aumenta la captación 

de glucosa por la célula a través de la activación de Ras/PI3K (las proteínas RAS son pequeñas GTPasas 

implicadas en la proliferación, diferenciación, apoptosis y senescencia celular. La fosfatidilinositol 3-

quinasa (PI3K) es una de las principales vías efectoras de RAS, que regula el crecimiento celular, la 

entrada al ciclo celular, la supervivencia celular, la reorganización del citoesqueleto y el metabolismo), 

y mejora el control hiperglicémico en ratones a pesar de una dieta alta en grasa, sin reducir la adiposidad. 

El control hiperglicémico mejora mediante el aumento de la captación de glucosa por el tejido adiposo 

y músculo esquelético, y por la reducción de la producción de glucosa hepática [58]. Por otra parte, se 
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ha demostrado que la infección con HAdV-D36 incrementa la expresión de GLUT1 y GLUT4 (proteínas 

de membrana cuya actividad es trasportar la glucosa al interior de la célula) mediada por Ras/PI3K de 

forma independiente de la activación por insulina. Este efecto de incremento de entrada de glucosa 

independiente de insulina inducido por HAdV-D36 es además de gran interés para el desarrollo de 

nuevas drogas para diabetes tipo 2 [59] [60] 

Los mecanismos por los que HAdV-D36 promueve la adipogénesis se han asociado hasta ahora a 

la proteína viral E4Orf1. En ratones que expresan establemente la proteína de HAdV-D36 E4Orf1 

mejoró el control glucémico y bajaron los niveles de glucosa en sangre. Se observó mejora en el control 

glucémico sin estimulación de la vía de señalización de la insulina proximal. La expresión hepática de 

HAdV-D36 E4Orf1 mejora el control glucémico y promueve el metabolismo de la glucosa a través de 

la activación de AKT mediante PI3K, aumentando el transportador de glucosa en la membrana 

plasmática lo que lleva al aumento en el trasporte de glucosa.  

 

1.4.3 Estudios en líneas celulares.  

Experimentos en cultivo de células han demostrado que la infección por HAdV-D36 promueve la 

proliferación y diferenciación de preadipocitos de ratón (3T3-L1) [59]. La diferenciación de adipocitos 

in vitro sigue un orden específico. El proceso de diferenciación de los adipocitos comprende la detención 

de la proliferación, seguido de una fase de expansión clonal, culminando con la expresión de factores 

de transcripción y diferenciación que inducen un estado adipogénico. Se reducen los niveles de 

expresión de los genes Pref-1 y Wnt10b, los cuales son inhibidores clave de la cascada adipogénica; 

posteriormente se incrementa la expresión del receptor PPAR-γ y el enhancer CCAAT (C/EBP), los 

cuales son promotores de la diferenciación. Finalmente, la acumulación de C/EBPβ es crítica para la 

activación de PPAR-γ y otros genes proadipogénicos. La co-expresión de C/EBPβ y C/EBPδ induce la 

expresión de PPAR-γ, que junto con C/EBPα conduce a la activación de varios genes incluyendo AP2 

(factor de transcripción involucrado en la diferenciación y función de los adipocitos) y GAPDH 

(participa en la regulación del metabolismo de los lípidos y los carbohidratos) [61, 62]. 

 

1.4.4 La proteína E4Orf1. 

El mecanismo de acción de HAdV-D36 en adipogénesis se ha ligado hasta ahora exclusivamente 

a la proteína codificada por el marco de lectura 1 del gen temprano 4 (E4Orf1), un polipéptido de 125 

aminoácidos [25, 63]. Mutaciones en el gen de la E4Orf1 de HAdV-C5 tienen efectos mínimos sobre la 

replicación viral y se sabe muy poco sobre las funciones de la proteína en la infección. La secuencia de 

E4Orf1 de todos los HAdV caracterizados muestra una similitud significativa con enzimas deoxiuridina 

5′-trifosfato nucleotidohidrolasas (dUTPasa). Aunque las proteínas E4Orf1 no tienen actividad 

enzimática conocida se ha propuesto que tienen como ancestro una dUTPasa. La proteína E4Orf1 

interacciona con un conjunto de factores celulares a través de un motivo de unión a dominio PDZ 
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funcional en el Carboxilo terminal. El dominio PDZ interacciona con proteínas implicadas en la 

transducción de señales como DLG, MUPP1 y MAGI-1 [64].  

Recientemente, se ha descubierto que diversas proteínas virales interaccionan con dominios PDZ 

desestabilizando uniones estrechas entre las células epiteliales y, en consecuencia, probablemente 

ayudando en la diseminación de la progenie viral.  

 

 

Figura 4. Representación esquematizada de la proteína E4Orf1 de Adenovirus 9 (HAdV-D9). E4Orf1 tiene dos dominios 

funcionales con los que se asocia a diferentes proteínas celulares, el dominio 2 (D2) y el dominio de unión a PDZ (PBM). El D2 

se encuentra en el centro de la proteína y el PBM en el carboxilo-terminal. Se muestran los residuos importantes para la interacción 

con las proteínas celulares p70, p150 y p190 de D2 (números entre paréntesis) y los residuos PBM. También se indican blancos 

celulares que se unen a D2 o PBM. El elemento de trimerización de E4Orf1 (TRI) se sobrepone con la secuencia PBM [64]. 

 

El incremento en adiposidad asociado a E4Orf1 parece depender de la estimulación de tres vías 

de señalización celular: E4Orf1 activa la vía de Ras/PI3K e incrementa receptores de glucosa en 

membrana plasmática [40, 65]; incrementa la expresión de la sintasa de ácidos grasos que aumenta la 

conversión de glucosa a ácidos grasos; y aumenta la expresión de PPAR-γ resultando en diferenciación 

de las células en adipocitos. La activación de la vía de Ras/PI3K por E4Orf1 requiere la interacción de 

la proteína viral con Dlg-1 (Drosophila disc-large 1) y, como sucede en HAdV-D9, esta interacción 

requiere del dominio de unión al PDZ (PBM) de E4Orf1 (Figura 4) [66]. 

En el caso de HAdV-D9, un virus tumorigénico en un modelo de rata, se ha asociado a E4Orf1 

con la regulación positiva del metabolismo de la glucosa y se ha sugerido que E4Orf1 es suficiente para 

promover la glucólisis por la activación de MYC. E4Orf1 se une a MYC y conduce a un aumento de la 

transcripción de los genes blanco de MYC que resulta en la expresión elevada de enzimas glucolíticas 

[25].  

Como se muestra en la Figura 4, dos dominios son responsables de las actividades de E4Orf1, el 

dominio 2 (D2), definido por 7 residuos de aminoácidos (GVDLFHF) ubicados en el centro de la 

proteína, y el dominio de unión a PDZ (PBM), situado en el extremo carboxilo terminal 

(RVIFPSVKIATLV). La activación de PI3K depende de los dominios D2 y PBM, mientras que la 

activación de MYC parece depender solo del dominio D2 [25]. Mientras que el dominio D2 media la 

unión a factores celulares no identificados y también a MYC, el dominio PBM interacciona con un 

grupo de proteínas con dominios PDZ celulares para ejercer dos funciones distintas: (i) la interrupción 

de las uniones estrechas y la pérdida de la polaridad celular apicobasal, ya que como monómero E4Orf1 
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secuestra a las proteínas PDZ, MUPP1, PATJ, MAGI-1, y ZO-2 en el citoplasma y (ii) la activación de 

PI3K inducida por el homotrímero de E4Orf1 en un complejo de E4Orf1:PI3K que se asocia a la 

membrana plasmática. La E4Orf1 de HAdV-C5 también interacciona con MYC mediante D2 y el 

dominio de interacción a PDZ (PBM) de E4Orf1 también activa a PI3K y a AKT, pero mutaciones que 

eliminan el dominio PBM no interfieren con el incremento en el consumo de glucosa, por lo que E4Orf1 

podría aumentar el metabolismo de glucosa por un mecanismo independiente de PI3K que dependa de 

MYC, lo que se sugiere que E4Orf1 puede mejorar el metabolismo glucolítico de una manera PI3K-

independiente [65]. Sin embargo, no se ha determinado si HAdV-D36 podría tener un efecto similar 

sobre la activación de MYC en la regulación del metabolismo de glucosa. La activación de la vía de 

Ras/Mek/Erk está conservada en todos los adenovirus humanos, pero sólo los subtipos HAdV-C5, 

HAdV-D36 y HAdV-D37 producen adiposidad. Es por lo tanto esencial determinar el papel que juegan 

las vías de Ras y MYC en la infección con HAdV-D36, y el papel de E4Orf1 en estos procesos en el 

contexto de la célula infectada. En comparación con otros HAdV del grupo D la proteína E4Orf1 de 

HAdV-D36 y HAdV-D9 (ambos del grupo D) se encuentra altamente conservada. Estas dos proteínas 

tienen el 92% de similitud. En contraste, la comparación de la secuencia de E4Orf1 de HAdV-D36 y 

HAdV-C5 muestra que las proteínas están menos conservadas ya que tienen el 72% de similitud (Figura 

5).  

 

Figura 5. Alineamiento de E4Orf1 de HAdV-D36, HAdV-D9 y HAdV-C5. Se puede observar el alto grado de conservación y 

las diferencias en aminoácidos en el dominio 2 (D2), el dominio de unión a PDZ (PBM) y fuera de estos. Alineamiento hecho con 

el programa CLC 6.06. 

 

Se ha demostrado que E4Orf1 de HAdV-C5 se une a MYC en el núcleo, en donde activa genes 

glucolíticos. En un estudio en células MCF10A que expresan E4Orf1 se observó un aumento de 

expresión de genes glucolíticos blanco de MYC. En este se utilizó glucosa marcada con carbono-14 y 

se observó que éste se integraba en la síntesis de novo de nucleótidos, por lo que se concluyó que E4Orf1 
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promueve un cambio en la glucólisis anaerobia que convierte la glucosa en nucleótidos para la 

replicación viral.     

E4Orf1 de HAdV-D36 y HAdV-C5 tienen 29 residuos diferentes en el dominio D2 y solo 6 en el 

PBM, por lo que la capacidad de activar tanto la vía de señalización de Ras/PI3K como la de MYC 

pudiera estar conservada entre estas proteínas.  

 

2. Justificación.  

En conjunto, la evidencia sugiere que la infección con HAdV-D36 podría ser un agente causal de 

obesidad en humanos y que el efecto adipogénico es debido a la proteína E4Orf1. Sin embargo, no se 

ha estudiado el efecto de la E4Orf1 sobre adipogénesis en el contexto de la infección con HAdV-D36. 

Las actividades asociadas a la proteína E4Orf1 de HAdV-D36 se han demostrado exclusivamente 

en células transfectadas y en los estudios en donde se evalúa su efecto in vitro, se suplementa el medio 

con factores de diferenciación de adipocitos. En el presente trabajo, se realizaron experimentos con el 

HAdV-D36 silvestre y con un recombinante que no expresa la proteína E4Orf1 con la finalidad de 

entender el papel de esta proteína sobre el ciclo de replicación viral y sobre la regulación del 

metabolismo de la célula infectada.  

Entender con detalle el efecto de la infección con HAdV-D36 sobre el metabolismo de glucosa y 

adipogénesis permitirá aportar información para establecer un nuevo marco para tratamientos caso-

específicos de obesidad y el diseño de nuevos agentes terapéuticos antidiabéticos. 

 

3. Hipótesis.  

 La alteración del metabolismo de glucosa y lípidos inducida por E4Orf1 de HAdV-D36 en 

células humanas infectadas, depende de la regulación de las vías de Ras/PI3K y MYC. 

 

4. Objetivos. 

 

4.1 Objetivo general: Determinar los mecanismos moleculares que son alterados por E4Orf1 

de HAdV-D36 en células infectadas.  

 

4.2 Objetivos particulares:  

• Determinar el efecto de E4Orf1 sobre el ciclo de replicación de HAdV-D36:  

➢ La eficiencia de síntesis de DNA viral durante el ciclo de replicación. 

➢ La eficiencia de producción de progenie de HAdV-D36.  

➢ La eficiencia de la expresión de genes virales durante la infección. 

• Determinar el efecto de E4Orf1 sobre la diferenciación, proliferación y adipogénesis en células 
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infectadas con HAdV-D36.  

• Evaluar el efecto de E4Orf1 sobre la expresión de genes celulares implicados en el 

metabolismo de lípidos y glucosa.  

5. Materiales y Métodos. 
 

5.1 Células y Virus.  

 

Células A549: Las células A549 (células humanas de carcinoma pulmonar) se utilizaron para la 

amplificación de los adenovirus y para determinar la producción de progenie viral. Las A549 se 

crecieron como cultivos en monocapa en medio DMEM (Dulbecco Modified Eagle’s Medium) 

suplementado con 5% de suero bobino (SB) + 5% de suero fetal (SF) (v/v). Se incubaron a 37º C, 5% 

CO2.  

 

Células 3T3-L1: Las células 3T3-L1 (preadipocitos murinos) se utilizaron como modelo de 

preadipocitos. Las células 3T3-L1 se crecieron como cultivos en monocapa en medio DMEM 1.5 g/L 

bicarbonato + 10% SB; 10 µl de piruvato. Se incubaron a 37º C, 5% CO2 como medio mínimo o de 

mantenimiento (MM) y DMEM 1.5 g/L bicarbonato+ 10% SB; 1% de piruvato + 10mg/mL de insulina 

+ 0.5mM de dimetil-etil-xantina + 25mg/mL de dexamentasona en medios complementario o de 

diferenciación (MDI) cambiándoles el medio de cultivo cada 2 días.    

 

Amplificación de virus: En todos los experimentos se utilizaron adenovirus serotipo 36 Wt 

(HAdV-D36) y el mutante HAdV-D36E4Orf1- que no expresa la E4Orf1 ya que se insertaron codones 

de paro inmediatamente rio abajo del codón de inicio, por lo que es nulo para la expresión de la proteína. 

Ambos virus fueron amplificados en células A549 utilizando una multiplicidad de infección (MOI) de 

0.1 unidades formadoras de placa por célula (UFP/célula). Se infectaron 10 cajas de 100 mm por virus 

(8.8x106 células/caja de 100 mm) y a los 7 dpi (días post infección) las células se cosecharon con 

gendarme, se centrifugaron a 400 g durante 5 min a 4°C y el pellet se resuspendió en 1 ml de solución 

IV USB (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM MgCl2 y 0.1% w/v dextrosa). 

Después se lisaron las células para liberar las partículas virales mediante congelación y descongelación, 

5 min en nitrógeno líquido y 5 min a 37°C (3 veces); posteriormente se centrifugó a 20,000 g durante 5 

min a 4°C y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo; los virus se titularon por ensayo en placa en 

células A549. La adsorción de los virus se realizó durante 1.5 h, a 37°C, durante la cual se movieron las 

células cada 15 min para asegurar una distribución homogénea del inóculo. Posteriormente se retiró el 

inóculo y se adicionó DMEM/5% de SB + 5% de SF, manteniendo las células a 37°C dependiendo del 

tiempo post-infección requerido.  
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5.2 Eficiencia de replicación Viral.   

El efecto de la ausencia de la E4Orf1 sobre la replicación del virus se determinó mediante la 

cuantificación de la eficiencia de producción de progenie viral comparando a HAdV-D36 Wt y el 

mutante HAdV-D36E4Orf1-, por ensayos en placa. Para titular la progenie viral producida en células 

3T3-L1, se crecieron células A549 en cajas de 12 pozos con DMEM/5% de SB + 5% de SF. Cuando 

llegaron al 90% de confluencia las células A549 se infectaron con la progenie, del virus Wt o el mutante 

de E4Orf1, producida en células 3T3-L1 cosechadas a los 2d, 6d, 12d y 18d post-infección; así como 

con la progenie obtenida de sobrenadantes de los 2d, 4d, 6d, 8d, 10d, 12d, 14d, 16d y 18d post-infección 

(dpi). Posteriormente se retiró el inóculo y se mantuvieron las células en DMEM agar (DMEM con agar 

al 1% suplementado con 7.5% de NaHCO3, 10 mg/ml gentamicina, l M MgCl2, y 2% SF). Para 

cuantificar la progenie viral se utilizaron diluciones seriadas de 10-1 a 10-3. Cuando se observó la 

formación de placas (7 días después de iniciado el ensayo) se adicionó al medio rojo neutro a una 

concentración de 1% para contar las placas formadas. Después de 4 horas de haber adicionado el rojo 

neutro se contaron las placas en cada una de las diluciones para calcular el título de los virus. Para 

calcular el título viral se tomó el promedio de diluciones con <50 placas utilizando la siguiente formula:  

Título viral (UFP/ml) = (# placas formadas) x (10 x 1/factor de dilución). 

 

5.3 Extracción y cuantificación de DNA viral. 

Para determinar el efecto la proteína E4Orf1 sobre la acumulación de DNA viral, las células 

infectadas se cosecharon a diferentes tiempos post infección y el DNA viral se cuantificó por qPCR 

utilizando primers específicos para HAdV-D36. Se crecieron células 3T3-L1 en cajas de 100 mm y 

después de 12 días de haber llegado a confluencia se infectaron como se describe anteriormente. Las 

células se colectaron a 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi y 18 dpi con 500 µl de tripsina, se centrifugaron por 5 

minutos a 400 g a 4°C y el pellet se resuspendió en 5 ml de PBS, del cual se tomó 1 ml para extraer 

DNA. Se centrifugó a 400 g a 4°C y el pellet se resuspendió en 100 µl de una solución con 1 mg/ml de 

Proteinasa K (Promega) y 1:200 de Tween20 (Promega) y se incubó por 1 h a 55°C. Después de la 

incubación se inactivó la Proteinasa K durante 10 min a 95°C. Se centrifugó por 2 min a 22,000 g y se 

colectó el sobrenadante. El DNA se precipitó con 1/10 de Acetato de Sodio 3M y un volumen de 

isopropanol a 4°C toda la noche. Después de precipitar, se centrifugó a 22,000 g durante 10 min a 4°C. 

El pellet obtenido se lavó con 1 ml de Etanol al 70%, centrifugando por 5 min a 22,000 g 4°C. El DNA 

se resuspendió en 10 μl de Tris 10 mM pH 7.4 y se almacenó a -20°C hasta su uso.  

 

5.4 Extracción y cuantificación de RNA.  

Se crecieron células 3T3-L1 en cajas de 100 mm y 12 días después de haber llegado a confluencia 

se infectaron como se describe anteriormente. Las células se colectaron a 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi y 18 

dpi con 500 µl de tripsina, se centrifugaron por 5 minutos a 400 g a 4°C y el pellet se resuspendió en 5 
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ml de PBS, del cual se tomó 1.5 ml para extraer RNA. Se centrifugó a 400 g a 4°C y el pellet se 

resuspendió en 500 μl de TRIzol (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se añadió 

200 μl de cloroformo por cada ml de TRIzol. Se incubó por 3 minutos a TA y se centrifugó a 16,000 g 

a 4°C por 15 min. En este punto se separaron tres fases y se recuperó la fase superior que corresponde 

a la fase acuosa con RNA. La fase acuosa se transfirió a otro tubo, cuidando de no llevarse la interfase, 

esta fase se precipitó con 500 μl de isopropanol por cada ml de TRIzol. Las muestras se incubaron 30 

min a 4°C y después se centrifugó por 15 min a 22,000 g. El pellet se lavó con 1 ml de etanol al 70% 

por cada ml de TRIzol inicial. Se mezcló por inversión y se centrifugó a 22,000 g durante 5 min a 4°C. 

Se desechó el sobrenadante y el pellet de RNA se dejó secar durante 5 min. Finalmente, se resuspendió 

en 50 μl de agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) y las muestras se guardaron a -70°C. El RNA 

de cada muestra se cuantificó utilizando NanoDrop. 

5.5 Diseño de primers para PCR.  

Para el diseño y evaluación de primers se utilizaron los programas CLC Sequence Viewer (CLC 

Bio), PrimerPlex (Premier Biosoft) y Primer-Blast de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). Los pares de primers se diseñaron para generar productos de entre 70 y 250 pares de bases (pb) 

aproximadamente. Se seleccionaron los primers que no generaran productos secundarios inespecíficos. 

Las secuencias de cada par de primers se describen en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Primers utilizados en RT-qPCR 

Nombre Secuencia 5’-3’ Producto (pb) 

E1A 

Fw. CGGCGACCTGGCTGTGATTATG 

253 
Rv. TTCAGGTATGGGAGGCAGAGTGG 

L3 Hexón 

Fw ATCGCAGTCGCAAATGGCCA 

149 
Rv CCCAGGCTGAAGTACGTGTC 

IVa2  

Fw. TGGAGACGCGAGGGCGAAG 

112  
Rv. ACGTCACCGAGCTCTGGGAC 

HAdV-D36 

DNA 

Fw. CCGTGTGGTTAAAGAGCAGC 

184 
Rv. TTCCACATTCCTCCGCATGG 

HK2  

Fw. CGGCCGTGCTACAATAGG 

80 
Rv. CTCGGGATCATGTGAGGG 

PFK 

Fw GGCGGAGATCACATCAGG 

82 
Rv GTAATCCCACGCTTCACCAG 

GAPDH 

Fw. CCCACCACACTGAATCTCCC 

88 
Rv. TACATGACAAGGTGCGGCTC 

LDHA 

Fw. ACGTCAGCATAGCTGTTCCACT 

83 
Rv. TGAGATCCGGAATCGGCGG 

PPAR-γ 

Fw GCCTGCGAAAGCCTTTTGGTG 

151  
Rv GGCTTCACATTCAGCAAACCTGG 
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C/EBP-α 

Fw AGGAACACGAAGCACGATCAG 

141 
Rv CGCACATTCACATTGCACAA 

C/EBP-β 

Fw CGGACTGCAAGCGGAAGGAGGA 

150 
Rv GGCTGGACGACGAGGATGTGGA 

 

5.6 Cuantificación de la expresión de genes virales.  

Para evaluar el efecto de E4Orf1 sobre la expresión de genes virales E1A, IVa2 y Hexón. Se 

midieron cada uno de estos mRNA en células infectadas con el virus Wt o mutante de E4Orf1 por RT-

qPCR. El gen de actina fue utilizado para normalizar. Se crecieron células 3T3-L1 en cajas de 100 mm 

y se infectaron con el virus HAdV-D36 Wt o HAdV-D36E4Orf1- como se describe anteriormente y se 

extrajo RNA total. 

 

RT: Con los RNA obtenidos de las células infectadas se hicieron reacciones de RT utilizando 100 

ng de RNA total; 10 pmol de cada uno de los primers descritos en la Tabla 2; 2 μl de Buffer de reacción 

5X (Fermentas); 10 unidades (U) de inhibidor de RNasa RiboLock (Fermentas); 2 μl de una mezcla de 

desoxirribonucleótidos (dNTPs) (Fermentas) que contiene 10 mM de cada dNTP y 50 U de transcriptasa 

reversa RevertAid (Fermentas). La reacción se mezcló, posteriormente se incubó a 42°C por 60 minutos, 

la enzima RT se inactivó a 70°C por 10 minutos. Una vez realizada la RT se prosiguió a la qPCR para 

cada uno de los genes virales y celulares de interés.  

 

qPCR: Para el análisis cuantitativo de los mRNA, se utilizó el sistema de detección SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems), usando los primers que se muestran en la tabla 2 como genes 

de interés (GOI), así como U1 como gen de referencia, partiendo de los cDNA obtenidos de la RT. Este 

kit utiliza el siguiente programa de ciclado: 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de: 15 segundos a 95°C y 1 

minuto a 60°C. Para la amplificación de los GOI, se utilizaron 50 ng del templado (cDNA), 1X del 

Master Mix del kit (SYBR® Green I Dye, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase UP, dNTPs, referencia 

pasiva (ROX). Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo StepOne (Applied Biosystems). Para cada 

par de primers se hicieron controles de muestra sin templado (NTC) para verificar si existía 

amplificación por formación de estructuras secundarias entre los primers. Además, se hicieron curvas 

con diluciones 1:10 partiendo de 100 ng totales de RNA de las muestras para verificar que la eficiencia 

de amplificación de todos los pares de primers utilizados fuera similar. Las muestras se analizaron por 

el método comparativo ΔΔCt en el cual se seleccionó como genes de referencia (ref) a actina para 

calcular el ΔCt de acuerdo con la siguiente fórmula:  

ΔCt muestra = Ct GOI–Ct referencia  

Como calibrador se seleccionó el gen de interés (en cada caso) a 3 hpi para calcular el ΔΔCt de 

acuerdo con la siguiente fórmula: 

ΔΔCt = ΔCt muestra – ΔCt calibrador  
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Se obtuvo el cambio de expresión (Fold-change) de cada muestra, en relación con el calibrador, 

de acuerdo a la fórmula:   

Fold-change = 2(-ΔΔCt)  

Los resultados (fold-change) y la desviación estándar se graficaron utilizando el programa Graph 

Prism. 

Para el análisis cuantitativo del DNA viral, se utilizó el mismo sistema de detección SYBR Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems), usando los primers específicos para DNA de HAdV-D36, 

siguiendo el protocolo antes descrito. 

 

5.7 Cuantificación de la expresión de genes implicados en la adipogénesis y en el 

metabolismo de glucosa que son blancos de MYC. 

Para evaluar el efecto de E4Orf1 sobre la expresión de genes clave en la cascada de regulación 

adipogénica, se midieron los mRNAs de marcadores adipogénicos, PPARγ, C/EBP-α y C/EBP-β. Por 

otro lado, para los mRNAs celulares claves del metabolismo de glucosa que son blancos de MYC 

evaluamos los siguientes mensajeros: Hexocinasa 2 (HK2); Fosfofructocinasa (PFK); Gliceraldehido-

3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH); Lactato deshidrogenasa A (LDHA). 

 Se midieron cada uno de estos mRNA en células infectadas con el virus Wt o mutante por RT-

qPCR. El gen celular de U1 fue utilizado para normalizar. Se crecieron células 3T3-L1 en cajas de 100 

mm y se infectaron con el virus HAdV-D36 Wt o HAdV-D36E4Orf1- y posteriormente se siguió el 

protocolo de exacción de RNA total, seguido por RT-qPCR como se describió previamente. 

 

5.8 Activación de Ras/PI3K/AKT. 

La activación de las vías de Ras/PI3K/AKT se evaluaron por determinación directa de la 

fosforilación de las subunidades de AKT que se midieron por western blots. Se crecieron células 3T3-

L1 en cajas de 100 mm y después de 12 días de haber llegado a confluencia se infectaron como se 

describe anteriormente. Las células se colectaron a 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi y 18 dpi con 500 μl de 

tripsina al 0.05%, se centrifugaron por 5 minutos a 400 g a 4°C y el pellet se resuspendió en 5 ml de 

PBS, del cual se tomó 1.5 ml para obtener proteína total. Se centrifugó a 400 g a 4°C y el pellet se 

resuspendió en buffer RIPA (NaCl 159 mM, Tris HCl 25 mM, SDS 0.5%, deoxicolato de sodio 0.5% 

EDTA pH 8.5 mM y NP40 1%) para liberar las proteínas. Posteriormente se recuperó el sobrenadante 

y se mezcló con buffer laemmli. Las proteínas obtenidas se analizaron por electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las proteínas en los geles se 

tiñeron con azul de Coomassie. Paralelamente las proteínas se transfirieron a membranas de PDVF, que 

se trató previamente antes con metanol durante 5 minutos, por electrotransferencia húmeda, por 1.5 h, 

a 400 mA. Las membranas de PDVF se bloquearon con TBS (NaCl 150 mM, Tris 20 mM; pH 7.6), 3% 

leche descremada/ 0.5% Tween 20, a temperatura ambiente (TA) durante 1 hora y posteriormente se 
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incubó 2 horas a TA con el anticuerpo primario anti-tAKT 1:1000 (cell signaling technology) y anti-

pAKT 1:2000 (Pronteintech) diluidos en TBS, 0.3% leche descremada/ 0.05% Tween 20. Después de 3 

lavados con TBS, la membrana se incubó por 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario anti-IgG de ratón o conejo acoplado a peroxidasa a una dilución 1:10,000 (Jackson 

InmunoResearch). La señal se reveló con un sustrato quimioluminiscente (ECL), como lo describe el 

fabricante (Invitrogen) y la membrana se reveló utilizando el equipo LI-COR C-Digit. Se utilizó anti-

tubulina 1:2,000 (Abcam) como control de carga. 

 

5.9 Tinción de lípidos intracelulares. 

Para determinar el efecto de la proteína E4Orf1 en la acumulación de lípidos intracelulares se 

crecieron células 3T3-L1 en cajas de 35 mm y después de 12 días de haber llegado a confluencia se 

infectaron como se describe anteriormente. Las células se fijaron durante 10 min con formalina al 10%; 

posteriormente se lavaron con agua MiliQ esteril y se tiñeron con Oil Red O (Sigma) a las 3 hpi, y a los 

2, 6, 12 y 18 dpi (una tinción distinta por tiempo y por medio de cultivo). Las células teñidas se trataron 

con isopropanol al 100% para eluir la tinción y se midió la absorbancia a 510 nm siendo la densidad 

óptica proporcional a la acumulación de lípidos intracelulares. 

 

5.10 Efecto de E4Orf1 sobre la expresión de genes celulares por RNA seq.  

Se crecieron células 3T3-L1 en cajas de 100 mm y 12 días después de haber llegado a confluencia 

se infectaron con HAdV-D36 Wt o HAdV-D36E4Orf1- como se describe anteriormente. Las células se 

colectaron a 3 hpi, 2, 6, 12 y 18 dpi y el RNA total de células infectadas o no infectadas se extrajo con 

Trizol. La calidad del RNA se evaluó mediante un Bioanalizador con nanochip de RNA (Agilent 

Technologies). La verificación de calidad de las bibliotecas (tamaño y calidad) se visualizó en un 

BioAnalyzer High Sensitivity DNA Chip (High Sensitivity DNA K.it de Agilent Technologies). Las 

bibliotecas de cDNA se secuenciaron en el sistema Illumina HiSeq 2500. Las lecturas sin procesar se 

asignaron al genoma de referencia de ratón con el alineador STAR RNA-seq (v.2.7.8), las lecturas no 

asignadas se excluyeron del archivo BAM de salida, los niveles de abundancia de transcritos se 

cuantificaron utilizando Feature Counts (v.2.0 .1) con la versión de anotación GENCODE M25 y 

realizamos el análisis EdgeR para la identificación de genes expresados diferencialmente (DEGS) con 

FDR <0.01 y fold-change > 2. Las listas completas de DEG están disponibles en la Tabla 

complementaria. Los archivos BAM de cada muestra se usaron para calcular la correlación de Pearson 

y PCA (v.3.5.1). Los niveles de abundancia para los DEG se transformaron en Z-score y se usaron para 

crear mapas de calor con gplots usando R. El análisis de ontología genética se realizó con Metascape 

(https://metascape.org) y los genes específicos de cada término GO se tomaron de Mouse Genome 

Informatics (https://metascape.org) ://www.informatics.jax.org). Para obtener genes compartidos y 
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específicos de listas de DEG de todos los conjuntos de datos, utilizamos Intervene (v.0.6.1). 

En la siguiente figura, se esquematiza de forma general el flujo del trabajo experimental que se 

realizó en este proyecto. 

 

Figura 6. Flujo de trabajo de los experimentos. Las células 3T3-L1 se infectaron con HAdV-D36 o se infectaron con HAdV-

D36E4Orf1- y se comparó con células no infectadas a los 2 (A) o 12 (B) días después de la confluencia (2 dpc o 12 dpc, 

respectivamente), en ausencia o presencia de factores de diferenciación (MM o MDI, respectivamente). Las células se recolectaron 

en los puntos de tiempo indicados cuando se realizaron mediciones de mRNA viral y celular, DNA viral, producción de progenie 

viral y lípidos intracelulares como se describe en materiales y métodos. 

6. Resultados.  

6.1 Se requiere el compromiso a adipocito de las células 3T3-L1 para permitir la 

replicación productiva de adenovirus 36 que lleva a un metabolismo alterado de lípidos y 

glucosa. (Artículo: Márquez et. al 2022). 

Las células 3T3-L1 se han utilizado ampliamente como modelo para el estudio de la 

diferenciación de adipocitos. Cuando estas células alcanzan la confluencia, se detiene su crecimiento e 

inicia su diferenciación a adipocitos [67]. Las células 3T3-L1 tienen una morfología de tipo 

fibroblasto cuando no están diferenciadas y su diferenciación a adipocito puede inducirse por contacto 

célula-célula o usando factores de diferenciación (Metil-etil-xantina, insulina y dexametasona: MDI) 

[68]. En ambos escenarios, durante las etapas iniciales del proceso de diferenciación, se observa un 

aumento en la expresión de C/EBPβ y C/EBPα, lo cual lleva a la expresión de PPARγ y a la 

acumulación de lípidos estimulada por la adiponectina y la FAS. Todo esto contribuye a la formación 

de adipocitos maduros en etapas posteriores [69, 70]. 

Aunque la infección por HAdV-D36 de 3T3-L1 promueve la proliferación y diferenciación 

celular [60, 71], el ciclo de replicación viral es abortivo [72]. Por lo tanto, los efectos de la replicación 

de HAdV-D36 en la diferenciación de adipocitos y el metabolismo de los lípidos aún no se han 

dilucidado por completo. En este apartado determinamos bajo qué condiciones las células son 

permisivas para la replicación de HAdV-D36 y evaluamos el efecto adipogénico en el contexto de la 

replicación viral.  

 

6.1.1 Las células 3T3-L1 que han iniciado la diferenciación a adipocitos son 

susceptibles, pero no permisivas a la infección por HAdV-D36. 
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Con el fin de determinar si la fase de diferenciación celular influye en la permisividad de las 

células 3T3-L1 a la replicación de HAdV-D36 y analizar el impacto de la replicación viral en la 

adipogénesis, decidimos comparar los efectos de la infección por HAdV-D36 en células 3T3-L1 a los 2 

y 12 días después del inicio de la diferenciación en presencia de MDI. Inicialmente, medimos los niveles 

de expresión de mRNA de C/EPBβ, C/EPBα, PPARγ y la acumulación de lípidos, comparando células 

3T3-L1 no infectadas en medio suplementado con MDI a los 2 y 12 días después de que las células 

llegaran a confluencia (dpc). Las células se cosecharon a las 3 horas, 6 días y 12 días después de la 

adición de MDI (Figura 7), como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Utilizamos RT-

qPCR con primers específicos para secuencias de mRNAs procesados, y utilizamos el reactivo ORO 

para medir la acumulación de lípidos. Como era de esperar, el número de células aumentó 

aproximadamente diez veces entre los 2 dpc y 12 dpc en presencia de MDI. Sin embargo, cuando las 

células a los 2 dpc fueron estimuladas con MDI, solo aumentaron aproximadamente dos veces cada 6 

días, y el aumento en células a 12 dpc entre los días 2 y 6 fue de solo aproximadamente un 30% cuando 

se agregó MDI (Figura 7D). También se observó, como era de esperar, que tanto el porcentaje de células 

(Figura 7E) como la acumulación total de lípidos por célula (Figura 7F) fueron significativamente 

mayores en las células suplementadas con MDI a los 12 dpc. Se ha demostrado que los niveles de 

C/EPBβ y C/EBPδ aumentan temporalmente durante las etapas iniciales de la diferenciación y 

disminuyen en etapas posteriores, cuando se acumulan C/EPBα y, en consecuencia, PPARγ lo que 

conduce a la síntesis y almacenamiento de ácidos grasos [73]. En nuestros experimentos encontramos 

diferencias significativas en los patrones de expresión de los genes C/EPB y PPARγ entre las células a 

los 2 dpc y 12 dpc (Figura 7A,7B). Las células a 12 dpc mostraron niveles de mRNAs de C/EPBβ, 

C/EPBα y PPARγ de 2 a 4 veces más altos y un patrón de expresión que corresponde a células 

comprometidas a la diferenciación a adipocitos. En este patrón de expresión, se observó un aumento 

temporal de C/EPBβ y C/EPBα seguido de niveles más altos de PPARγ. 

 

Tabla 3. Número de células 3T3-L1 a los 2 y 12 dpc en MDI. 

 

 Tiempo Número de Células 

2dpc 12dpc 

3h 1.36 X 106 1.82 X 107 

6d 2.35 X 106 2.36 X 107 

12d 4.02 X 106 2.30 X 107 
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Figura 7. Las células 3T3-L1 a los 12 dpc muestran características de preadipocitos comprometidos con la 

diferenciación. La diferenciación de los preadipocitos 3T3-L1 se indujo por contacto célula-célula y la adición de MDI. Se aisló 

RNA de células 3T3-L1 a 2 dpc (A) o 12 dpc (B), y se analizaron los niveles de expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ mediante 

RT-qPCR. La acumulación de lípidos intracelulares se observó mediante tinción con ORO y microscopía de campo claro (C). El 

número de células se midió utilizando una cámara de Neubauer (D). Los cambios en el porcentaje de células con acumulación de 

lípidos se contaron mediante tinción con ORO y microscopía de campo claro (E), y la cantidad relativa de acumulación de lípidos 

se determinó por elución de la tinción ORO, medida a una densidad óptica (DO) de 510 nm (F). Todos los valores representan la 

media de dos experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo 

en relación con 3 h (A, B) y entre cada grupo de tiempo (D-F) se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 

0,00001. ns, no significativo.  

 

Utilizando el mismo diseño experimental, procedimos a evaluar las condiciones bajo las cuales 

las células 3T3-L1 son susceptibles a la infección con HAdV-D36. Las células 3T3-L1, suplementadas 

con MDI a los 2 dpc y 12 dpc, fueron infectadas con una MOI de 5 UFP/célula. Se aisló DNA y RNA 

para determinar los niveles de expresión de los genes virales tempranos y tardíos, así como la replicación 

del DNA viral y la producción de progenie a diferentes tiempos después de la infección (3 horas, 6 días 

y 12 días). Se seleccionaron el gen viral temprano E1A, y el gen viral tardío hexón, ya que la expresión 

de E1A es necesaria para inducir la expresión de todos los genes virales, mientras que la expresión de 

hexón ocurre después del inicio de la replicación del DNA viral [47].  

Se observaron niveles muy bajos y transitorios de mRNA viral en células infectadas a los 2 dpc, 

y no se detectó replicación de DNA viral, ni producción de progenie viral, lo cual coincide con resultados 

previos (datos no mostrados) [72]. En cambio, se observó un aumento en los niveles mRNA de E1A y 

hexón cuando las células fueron infectadas a los 12 dpc. Algo que resulta interesante, es que los niveles 
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de mRNA de E1A y hexón, así como el DNA viral, alcanzaron su punto máximo a los 6 días post-

infección, y aunque la producción de progenie viral continuó acumulándose hasta los 12 días post-

infección, no aumentó significativamente después de los 6 días (Figura 8A-8D). Estos resultados indican 

que las células 3T3-L1 tratadas con MDI a 2 dpc son susceptibles a la infección, pero solo las células 

tratadas con MDI durante 12 días (es decir que están comprometidas a la diferenciación a adipocito) son 

permisivas para la replicación viral productiva. También se observaron diferencias significativas en los 

patrones de expresión de los genes C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ entre las células infectadas a los 2 dpc y 

12 dpc (Figura 8E, 8F). Se detectaron niveles elevados de C/EBPβ a los 12 días post-infección en las 

células infectadas a los 2 dpc, pero no se observó un aumento en los niveles de PPARγ. En contraste, se 

observaron niveles más altos de PPARγ en las células infectadas a los 12 dpc a los 6 días post-infección, 

pero la acumulación de C/EBPα fue mayor hasta los 12 días post-infección, lo cual difiere del patrón de 

expresión en las células no infectadas (comparar Figura 7A, 7B con Figura 8E, 8F), por lo que parece 

que el efecto de HAdV-D36 podría ser en la activación de C/EBPα. Tanto el porcentaje de células que 

acumularon lípidos intracelulares, como la cantidad total de lípidos aumentaron considerablemente en 

las células infectadas a los 12 dpc, mientras que el aumento de lípidos en las células infectadas a los 2 

dpc fue similar al observado en las células no infectadas (comparar Figura 7C-7F con Figura 8G-8J). 

Como se mencionó previamente, después de inducir la diferenciación, los preadipocitos experimentan 

una fase de mitosis post-confluencia con al menos una ronda de replicación de DNA y división celular, 

seguida de la salida del ciclo celular y nulo crecimiento [74, 75]. En las células infectadas, el número 

de células a los 2 dpc se duplicó para los 6 dpi y continuaron proliferando. Por el contrario, las células 

a los 12 dpc solo tuvieron un aumento del 20% sin un aumento adicional a los 12 dpi (Figura 8H y Tabla 

4). 

 

 

Tabla 4. Número de células 3T3-L1 en diferentes tiempos post-infección infectadas con HAdV-

D36 a los 2 y 12 dpc 

 

 

 

 

 

 

Tiempo post 

infección  

Número de células 

2dpc 12dpc 

3h 1.86 X 106 1.42 X 107 

6d 3.52 X 106 1.70 X 107 

12d 4.00 X 106 1.73 X 107 
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Figura 8. Las células 3T3-L1 a 12 dpc, pero no a 2 dpc, son permisivas para la replicación de HAdV-D36. Se infectaron 

células 3T3-L1, a los 2 dpc o 12 dpc, con HAdV-D36 en presencia de MDI. Los niveles de expresión de mRNA viral de E1A (A) y 

Hexón (B) se midieron mediante RT-qPCR. El DNA se aisló y analizó mediante qPCR (C) y la producción de progenie viral se 

determinó mediante ensayo en placa (D).  Los niveles de expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ se midieron mediante RT-

qPCR (E, F). La acumulación de lípidos intracelulares se observó mediante tinción con ORO y microscopía de campo claro (G). El 

número de células se determinó utilizando una cámara de Neubauer (H) y el cambio en el porcentaje de células con acumulación 

de lípidos en presencia de MDI se determinó usando la tinción con ORO y microscopía de campo claro (I), la acumulación de 

lípidos se determinó por elución de la tinción del colorante ORO, medido a una densidad óptica (DO) de 510 nm (J). Los valores 

representan la media de dos experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos. Los datos se expresan como la media 

y las barras de error representan las desviaciones estándar. Diferencias significativas de cada punto de tiempo relativo a 3h (A–

F) y entre 2 y 12 dpc en cada punto de tiempo (H-J) se indican con **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. Ns: no 

significativo. hpi: horas postinfección. dpi: días postinfección.  

 

6.1.2 Se requiere el compromiso a adipocito para que las 3T3-L1 permitan la 

replicación productiva de HAdV-D36. 

Los resultados previos indican la importancia del compromiso a la diferenciación de los adipocitos 

en la replicación viral productiva de HAdV-D36, y sugieren que el impacto de la infección por HAdV-

D36 en la adipogénesis puede ser más significativo cuando las células están comprometidas a adipocito. 

Por lo tanto, decidimos comparar los niveles de mRNA de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ, así como los 

niveles de lípidos, en células 3T3-L1 no infectadas (MK) y células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 

a los 12 dpc (comprometidas a diferenciación), tanto en ausencia (Figura 9) como en presencia de MDI 

(Figura 10). Las células se cosecharon en diferentes tiempos después de la infección: 3 h, 2 d, 6 d, 12 d 

y 18 d para las células MK y 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi y 18 dpi para las células infectadas. A diferencia 

de los experimentos anteriores, los puntos de tiempo de 2 y 18 días se incluyeron en estos experimentos 
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para obtener una mejor comprensión del efecto inicial del MDI, así mismo, se decidió evaluar el efecto 

de HAdV-D36 en ausencia de MDI, ya que los factores de diferenciación podrían estar favoreciendo el 

efecto que la infección. Los resultados mostraron patrones complejos en los niveles de mRNAs de 

C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ entre todas las condiciones evaluadas, principalmente en las células 

infectadas en presencia de MDI, donde se observaron incrementos de 10 a 500 veces en los niveles de 

los marcadores de adipogénesis (Figura 9A, 9B vs Figura 10A, 10B). En ausencia de MDI, las células 

MK presentaron un aumento máximo en los niveles de mRNA de C/EBPβ y C/EBPα a los 12 días, 

mientras que los niveles de mRNA de PPARγ mostraron un ligero aumento a los 6 días, manteniéndose 

relativamente estables hasta los 18 días. Además, solo alrededor del 10% de las células mostraron 

acumulación de lípidos a los 18 días (Figura 9C, 9E). Por otro lado, la infección con HAdV-D36 indujo 

aumentos de aproximadamente 2 y 5 veces en los niveles de mRNA de C/EBPβ y C/EBPα, 

respectivamente, a los 2 días post-infección (Figura 9B). Los niveles de mRNA de PPARγ aumentaron 

aproximadamente 2 veces a los 12 días y 30 veces a los 18 días, y alrededor del 40% de las células 

mostraron acumulación de lípidos en estos tiempos (Figura 9E, 9F). 

 

Figura 9. La infección por HAdV-D36 aumenta la adipogénesis en las células 3T3-L1. Las células 3T3-L1 a los 12 dpc se 

infectaron con HAdV-D36 sin inductores de diferenciación de adipocitos (MM) y los niveles de expresión de C/EBPβ, C/EBPα y 

PPARγ se analizaron mediante RT-qPCR (A, B). La acumulación de lípidos intracelulares se observó mediante tinción con ORO 

y microscopía de campo claro (C) y el número de células se determinó utilizando una cámara de Neubauer (D). El porcentaje de 
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células con acumulación de lípidos intracelulares se contó usando tinción ORO y microscopía de campo claro (E) y la acumulación 

de lípidos se determinaron por elución de la tinción ORO, medido por densidad óptica (DO) a 510 nm (F). Los datos se expresan 

como la media y las barras de error representan las desviaciones estándar del duplicado de 2 experimentos independientes. Las 

diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3h (A, B) y entre células Mock e infectadas con HAdV-D36 en 

cada punto de tiempo (DF) se indican mediante *p < 0,05. ** p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo.  

 

Como se esperaba, cuando se aplicó MDI a células no infectadas, se observó un aumento 

significativo en los niveles de C/EBPβ y C/EBPα, así como un aumento de aproximadamente 7 veces 

en los niveles de mRNA de PPARγ a los 12 días (Figura 10A), y alrededor del 20% de las células 

mostraron acumulación de lípidos (Figura 10C, 10E). Sin embargo, se observó un aumento mucho más 

pronunciado en los niveles de mRNA de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ en las células infectadas con 

HAdV-D36 (Figura 10B) donde casi el 80% de las células acumuló lípidos intracelulares (Figura 10E) 

y lípidos totales hasta dos veces más altos (Figura 10F), confirmando que el efecto adipogénico más 

marcado se indujo en presencia de MDI, en las células infectadas a los 12 días, lo que corresponde a un 

estado de compromiso de diferenciación a adipocito. 

 

Figura 10. El efecto de HAdV-D36 sobre la adipogénesis de 3T3-L1 se potencia por los inductores de diferenciación de 

adipocitos. Para evaluar el efecto de la infección sobre células 3T3-L1 a los 12 dpc cultivadas en MDI, se infectaron células 3T3-

L1 a 12 dpc con HAdV-D36 en presencia de inductores de diferenciación de adipocitos (MDI) y se analizaron los niveles de 

expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ mediante RT-qPCR (A, B). La acumulación de lípidos intracelulares se observó mediante 

tinción con ORO y microscopía de campo claro (C).  El número de células se midió utilizando una cámara de Neubauer (D).  El 

porcentaje de células con lípidos intracelulares en presencia de MDI se determinó mediante tinción ORO y microscopía de campo 

claro (E) y la acumulación de lípidos se determinó por elución de la tinción con ORO, medida por densidad óptica (DO) a 510 
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nm (F). Los valores representan la media de dos experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos. Los datos se 

expresan como la media y las barras de error representan las desviaciones estándar. Las diferencias significativas de cada punto de 

tiempo en relación con 3h (A, B) y entre células infectadas con Mock y HAdV-D36 en cada punto de tiempo (DF) se indican 

mediante *p < 0,05. ** p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo.  

 

De acuerdo con los resultados descritos en la Figura 8 y como lo demuestran resultados previos 

[72], se observaron niveles apenas detectables y transitorios de mRNA de E1A y hexón, y no se detectó 

replicación de DNA viral, ni producción de progenie en las células 3T3-L1 infectadas a los 2 dpc en 

presencia de MDI. Con el fin de evaluar el impacto de la fase de diferenciación de los adipocitos en la 

replicación productiva de HAdV-D36, llevamos a cabo mediciones de mRNA virales, temprano (E1A), 

intermedio (IVa2) y tardío (hexón), replicación de DNA viral y producción de progenie viral en células 

3T3-L1 infectadas a los 12 dpc (en un estado de compromiso a adipocito), con o sin MDI. Se incluyó el 

mRNA de IVa2 en estos experimentos debido a que la proteína IVa2 es necesaria para la transición de 

la fase temprana a la tardía de la replicación de adenovirus, así como para la activación de los genes 

virales tardíos, los cuales dependen de una replicación activa del DNA viral durante la replicación 

productiva del virus. Siguiendo la misma estrategia experimental, se cosecharon células infectadas con 

HAdV-D36 a una MOI = 5 UFP/célula a las 3 horas y a los 2, 6, 12 y 18 dpi (Figura 11). En ausencia 

de MDI (Figura 11A-11D, barras negras), la acumulación de mRNA de E1A fue muy baja y transitoria, 

seguida de un aumento en la expresión de IVa2, que alcanzó el nivel máximo a los 6 dpi y luego fue 

seguido por la acumulación de mRNA de hexón, que alcanzó el nivel máximo a los 12 dpi. Se observaron 

niveles más bajos de mRNA y DNA viral comparados con los niveles detectados en presencia de MDI, 

sin embargo, estos niveles fueron suficientes para respaldar la producción de progenie viral, la cual se 

detectó inicialmente a los 6 dpi y alcanzó el punto máximo a los 12 dpi (Figura 11E, barras negras). En 

presencia de MDI (Figura 11A-11D, barras grises) se observaron niveles de mRNA virales de 2 a 5 

veces más altos, alcanzando el nivel máximo a los 6 dpi, y mostrando un patrón de acumulación similar 

al DNA viral (Figura 11D, barras grises). Sin embargo, este aumento en la acumulación de mRNA 

virales no se vio reflejado en la producción de progenie (Figura 11E, barras grises), la cual fue detectable 

hasta 6 dpi . Estos resultados confirman que la expresión de genes virales y la replicación del DNA 

alcanzan su punto máximo cuando se alcanzan niveles más altos de RNA de C/EBPα y PPARγ (Figura 

10B), y que las células 3T3-L1 comprometidas a adipocitos apoyan la replicación viral productiva de 

HAdV-D36, con un mayor efecto en el aumento de la adipogénesis. 
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Figura 11.  La replicación productiva de HAdV-D36 ocurre solo en células 3T3-L1 comprometidas a adipocito. Las células 

3T3 con o sin inductores de diferenciación de adipocitos (MDI o MM) se infectaron 12 dpc y el RNA y el DNA se purificaron 

como se describe en materiales y métodos. Los niveles de expresión de E1A (A), IVa2 (B) y Hexón (C) se midieron mediante RT-

qPCR y el DNA mediante qPCR (D). La producción de progenie viral se determinó por ensayo en placa (E). Los valores 

representan la media de dos experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos y los datos se expresan como la media 

y las barras de error representan las desviaciones estándar. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 

3h (A-D) y con relación a 6 dpi (E) se indican mediante *p < 0,05. ** p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no 

significativo. 

 

6.1.3 La infección por HAdV-D36 promueve el metabolismo de la glucosa a través de 

genes blanco de MYC. 

Los cambios metabólicos inducidos por HAdV que contribuyen al efecto adipogénico de la 

infección están asociados con una mayor activación transcripcional de los genes glucolíticos regulados 

por MYC [25, 76, 77]. Por lo tanto, decidimos determinar si la activación de los genes diana de MYC 

involucrados en el metabolismo de la glucosa requiere condiciones favorables en las células infectadas 

que permitan una replicación viral eficiente. Para ello, medimos los niveles de mRNA de los genes 

blanco de MYC, hexocinasa (Hk), fosfofructocinasa (PFk), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

(GAPDH) y lactato deshidrogenasa (LDHA), en células 3T3-L1 MK e infectadas con HAdV-D36 a los 

12 dpc, en presencia (MDI) o ausencia (MM) de inductores de diferenciación de adipocitos. Utilizamos 

los mismos tiempos post-infección que en los experimentos anteriores. En células MK, en ausencia de 

MDI, se observaron variaciones relativamente pequeñas en los niveles de mRNA durante 30 días de 

cultivo celular (12 dpc + 18 días), excepto por un aumento inesperado de 6 veces en el nivel de mRNA 

de Hk-2 en el día 12 (Figura 12A). Por otro lado, la presencia de MDI en las células MK indujo un 

aumento progresivo y rápido de 5 a 50 veces en los niveles de mRNA (Figura 12C), como era de 

esperarse para respaldar las demandas energéticas y biosintéticas de la diferenciación de adipocitos y la 

acumulación de lípidos (Figura 7). Los factores de diferenciación de adipocitos mostraron un efecto 

claro en el aumento de Hk-2 y LDHA a los 6 días, y los cuatro mRNA aumentaron al menos 10 veces a 
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los 18 días. Sin embargo, el efecto de la infección en los niveles de mRNA de los genes glucolíticos fue 

aún mayor que el efecto propio del MDI (Figura 12D). A los 2 dpi, se observaron niveles 

aproximadamente 10 veces más altos de Hk-2 y PFk-2, y los cuatro mRNA aumentaron entre 15 y 150 

veces a los 6 dpi. Los niveles de Hk-2, PFk, GAPDH y LDHA aumentaron entre 50 y 100 veces, 

alcanzando niveles máximos que coincidieron con la expresión de genes virales y la replicación del 

DNA (Figuras 11A-D), así como con los niveles más altos de C/EBPα y PPARγ (Figura 10B). Estos 

resultados sugieren que el compromiso de los adipocitos, que es necesario para respaldar la replicación 

productiva de HAdV-D36 está correlacionado con la activación dependiente de MYC del metabolismo 

de la glucosa. 

 

Figura 12 La infección de HAdV-D36 de células comprometidas a adipocitos promueve la expresión de genes glucolíticos 

blanco de MYC. Para determinar el efecto de la infección en los genes blanco de MYC, las células 3T3-L1 a 12 dpc se infectaron 

con HAdV-D36 (B, D) sin inductores de diferenciación de adipocitos (MM) (A, B) o con (MDI) (C, D) y los niveles de expresión 

de hexocinasa (Hk), fosfofructocinasa (PFk), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y lactato deshidrogenasa (LDHA) 

se midieron mediante RT-qPCR y se compararon con células no infectadas (A, C). Todos los valores representan la media de dos 

experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos. Los datos se expresan como la media y las barras de error 

representan las desviaciones estándar. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3 h se indican 

mediante *p < 0,05. ** p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo. 

 

6.2 La proteína E4Orf1 no es necesaria para el efecto adipogénico de HAdV-D36. 

(Artículo en preparación) 

Como se mencionó anteriormente, hasta la fecha, la alteración del metabolismo celular causada 

por HAdV-D36 se ha asociado exclusivamente a la proteína E4Orf1. Sin embargo, es importante 

destacar que estos hallazgos se basan en estudios realizados en células que fueron transfectadas o en 

cultivos celulares a los que se les añaden factores de diferenciación de adipocitos. Esto plantea preguntas 

sobre si los efectos observados se deben a una sobreexpresión artificial de la proteína y si los resultados 

obtenidos con estas metodologías reflejan fielmente lo que ocurre durante una infección viral natural.  
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Por lo tanto, es crucial investigar cómo actúa la proteína E4Orf1 durante la infección viral 

productivo y si los efectos sobre el metabolismo celular son similares o divergentes en comparación con 

los observados en estudios de sobreexpresión de la proteína. Comprender el impacto de la proteína 

E4Orf1 durante la infección viral es esencial para obtener una visión completa de los mecanismos 

subyacentes a la alteración del metabolismo celular inducida por HAdV-D36. 

Adicionalmente, existen múltiples evidencias que muestran que al menos la proteína E1A del virus 

induce la alteración del metabolismo celular [78, 79]. 

En este estudio, se realizaron experimentos con un virus que no expresa la proteína E4Orf1 con la 

finalidad de comprender su papel en el ciclo de replicación viral y la regulación del metabolismo de la 

célula infectada. 

 

6.2.1 La proteína E4Orf1 coopera, pero no es necesaria para el proceso de adipogénesis 

inducido por HAdV-D36. 

Con el fin de determinar el efecto de la proteína E4Orf1 sobre la adipogénesis en células 3T3-L1 

que son permisivas a la replicación viral decidimos evaluar 

 los efectos de la infección por HAdV-D36 con los generados por virus mutante que no expresa la 

proteína E4Orf1 (HAdV-D36E4Orf1-), siendo estos los primeros estudios en los que se evalúa el efecto 

de E4Orf1 en el contexto de la infección.   

Siguiendo la estrategia experimental anterior, inicialmente, medimos la acumulación de lípidos 

intracelulares en células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 Wt o con el virus HAdV-D36E4Orf1- en 

células 3T3-L1 infectadas tanto en MM (Figura 13) como en MDI (Figura 14). Las células fueron 

infectadas a los 12 dpc y se recolectaron en diferentes tiempos después de la infección: 3 horas, 2 días, 

6 días, 12 días y 18 días. Utilizando el colorante ORO, las células se tiñeron y se observaron al 

microscopio. Los resultados revelaron un aumento en la acumulación de lípidos en células infectadas 

con ambos virus en comparación con células no infectadas, tanto en condiciones de MM (Figura 13) 

como en MDI (Figura 14). Sin embargo, se observó un porcentaje mayor de células con lípidos 

intracelulares en las células infectadas con el virus HAdV-D36 Wt en comparación con el virus mutante 

HAdV-D36E4Orf1-. 

En las células 3T3-L1 no infectadas cultivadas en MM (Figura 13), se observó que 

aproximadamente el 10% de las células perdían su morfología de fibroblasto y presentaban un aumento 

de lípidos a medida que avanzaba el tiempo de cultivo (Figura 13A, primera columna). En contraste, las 

células infectadas con el virus HAdV-D36 Wt (Figura 13A, segunda columna) mostraron un aumento 

significativo en la presencia de células teñidas a partir del segundo día después de la infección (2 dpi). 

A los 18 dpi, aproximadamente el 40% de las células tenían lípidos intracelulares, lo cual representa 

aproximadamente 4 veces más en comparación con las células Mk (Figura 13B) y el doble en 
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comparación con el virus HAdV-D36E4Orf1- (Figura 12C). Al comparar el número de células con 

lípidos entre el virus HAdV-D36E4Orf1- y las células Mk, se observó que, a partir de 6 dpi, el número 

de células con lípidos se duplicó y la cantidad total de lípidos aumentó el 50%. Estos hallazgos indican 

que, en condiciones de MM (en ausencia de suplementos de diferenciación), la proteína E4Orf1 favorece 

la acumulación de lípidos intracelulares, pero no es necesaria para el efecto adipogénico de HAdV-D36, 

lo que sugiere que otro(s) producto(s) viral(es) está(n) involucrado(s) en el efecto adipogénico del virus.  

 

 

Figura 13. La proteína E4Orf1 coopera, pero no es necesaria para el proceso de adipogénesis inducido por HAdV-D36.Las células 

comprometidas 3T3-L1 se infectaron con HAdV-D36 y el efecto sobre la acumulación intracelular de lípidos se comparó con las células 

comprometidas 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36E4Orf1- en mínimos medios. La acumulación de lípidos intracelulares se observó 

mediante tinción con ORO y microscopía de campo claro (A). Los cambios en el porcentaje de células con acumulación de lípidos se 

calcularon utilizando tinción ORO y microscopía de campo claro (B) y mediante la elución de la tinción ORO, se determinó la cantidad 

relativa de acumulación de lípidos medidas a 510 nm de densidad óptica (DO) (C). El número de células se determinó utilizando una 

cámara de Neubauer (D). Todos los valores representan lo medido en duplicados técnicos. Los datos se expresan como la media y las 

barras de error representan las desviaciones estándar de la media de dos experimentos independientes y las diferencias significativas de 

cada punto de tiempo relativo a 3h se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo. 

Como era de esperarse, en los experimentos en presencia de MDI (Fig. 14), se observó un aumento 

significativo en la acumulación de lípidos intracelulares en las células no infectadas (Figura 14A, 

primera fila), ya que se encontró un aumento de hasta un 20% en la cantidad de lípidos a los 18 d. Sin 

embargo, se observó un incremento mucho más pronunciado en la acumulación de lípidos en las células 

infectadas con el virus HAdV-D36 (Figura 14A, segunda fila), donde más del 80% de las células 

presentaron lípidos intracelulares (Figura 14B) y la cantidad total de lípidos fue casi 3 veces mayor 
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(Figura 14C).  Las células infectadas con el virus HAdV-D36E4Orf1- mostraron aproximadamente un 

50% más de lípidos intracelulares en comparación con las células Mk y un 50% menos en comparación 

con el virus Wt (Figura 14E). 

 

 

Figura 14.  En presencia de MDI, E4Orf1 potencia la acumulación intracelular de lípidos. Las células 3T3-L1 comprometidas 

a adipocito se infectaron con HAdV-D36 y el efecto sobre la acumulación intracelular de lípidos se comparó con las células 

infectadas con HAdV-D36E4Orf1- en MM. La acumulación de lípidos intracelulares se observó mediante tinción con ORO y 

microscopía de campo claro (A). Los cambios en el porcentaje de células con acumulación de lípidos se calcularon utilizando 

tinción ORO y microscopía de campo claro (B) y mediante la elución de la tinción ORO se determinó la cantidad relativa de 

acumulación de lípidos medida por densidad óptica (DO) a 510 nm (C). El número de células se determinó utilizando una cámara 

de Neubauer (D). Todos los valores representan la media de dos duplicados técnicos. Los datos se expresan como la media y las 

barras de error representan las desviaciones estándar de la media de dos experimentos independientes y las diferencias 

significativas de cada punto de tiempo relativo a 3 h se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no 

significativo. 

 
 

6.2.2 E4Orf1 altera el patrón de expresión de C/EBP,  C/EBP y PPAR-γ.  

En conjunto, los resultados descritos anteriormente sugieren que la proteína E4Orf1 no es 

necesaria para inducir la acumulación de lípidos. Sin embargo, aún se desconoce el papel específico que 

podría desempeñar la proteína E4Orf1 en la adipogénesis en el contexto de un ciclo de replicación 

productivo. Por lo tanto, para determinar el efecto de E4Orf1 sobre la adipogénesis, medimos los niveles 

de expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ en células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 Wt o HAdV-

D36E4Orf1- en presencia o ausencia de MDI (Figura 15). Siguiendo la misma estrategia experimental, 
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las células se cosecharon en diferentes tiempos post-infección: 3 h, 2 d, 6 d, 12 d y 18 d para las células 

MK y 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi y 18 dpi para células infectadas. Al igual que los datos obtenidos en las 

Figuras 9 y 10, los patrones de expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ fueron muy complejos en cada 

una de las condiciones evaluadas. En ausencia de MDI (Figura 15 A-C) la infección con HAdV-D36 

Wt indujo un aumento significativo a partir de los 2 dpi en los niveles de mRNAs de C/EBPβ y C/EBPα, 

de aproximadamente 2 y 10 veces, respectivamente (Figura 15A). Además, los niveles de PPARγ 

aumentaron aproximadamente 40 veces a los 6 dpi y se mantuvieron altos, indicando un estado de 

adipocito maduro. Por otro lado, en ausencia de la proteína E4Orf1, se observó un nivel hasta 10 veces 

menor en la expresión de C/EBPα y PPARγ en comparación con el virus WT (Figura 15B). Sin embargo, 

al comparar la expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ entre HAdV-D36E4Orf1- y células MK (Figura 

15C), se encontró un aumento de casi 10 veces en los niveles de C/EBPβ y PPARγ a los 6 dpi.  

 

Figura 15. E4Orf1 promueve la maduración de los adipocitos. Se infectaron células 3T3-L1 con HAdV-D36 Wt o HAdV-

D36E4Orf1- en presencia (D-F) o ausencia (A-C) de inductores de diferenciación de adipocitos y los niveles de C/EBPβ, C/EBPα 

y PPARγ se midieron usando RT-qPCR y la expresión de estos genes se comparó con células no infectadas (A y D). Los datos se 

expresan como la media y las barras de error representan las desviaciones estándar de la media de dos experimentos independientes 

y todos los valores representan la media de dos duplicados técnicos. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en 

relación con 3h se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns: no significativo. MM: medio de 

mantenimiento. MDI: Medio de diferenciación.  

 

En presencia de MDI, se observó un incremento significativo en los niveles de mRNA de C/EBPβ, 

C/EBPα y PPARγ en las células infectadas con HAdV-D36 en comparación con las células infectadas 

con HAdV-D36E4Orf1- y Mk (Figura 15D, 15E y 15F, respectivamente). Al igual que los resultados 

mostrados antes (Figura 10B), se observó un aumento en el patrón de expresión desde los 2 dpi 

principalmente en C/EBPα y PPARγ. En contraste, la infección viral en ausencia de la proteína E4Orf1 

indujo menores niveles de expresión tanto de C/EBPβ y C/EBPα, así como de PPARγ (Figura 15F). En 

conjunto, los resultados sugieren que la proteína E4Orf1 no es indispensable para inducir la 

adipogénesis.  
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6.2.3 La proteína E4Orf1 participa en la última fase del ciclo de replicación de HAdV-D36. 

 

De acuerdo con los resultados descritos en la Figura 11, determinamos que las células 3T3-L1 

comprometidas a la diferenciación son permisivas a la infección y a un ciclo de replicación productivo 

de HAdV-D36, por lo que nos propusimos evaluar el impacto de la E4Orf1 en el ciclo de replicación 

viral. Para ello, se siguió la misma estrategia experimental y se midieron los mRNA virales, temprano 

(E1A), intermedio (IVa2) y tardío (Hexón), la replicación de DNA viral y la producción de progenie 

viral en células 3T3-L1 infectadas en un estado de compromiso a adipocito, con o sin MDI (Figura 16).  

En las células infectadas con HAdV-D36 Wt en ausencia de MDI, se observaron niveles bajos de 

mRNA y DNA virales (Figura 16, barras negras). Cuando las células se infectaron con HAdV-

D36E4Orf1-, los niveles de los genes virales fueron aún más bajos, excepto para los niveles de Hexón 

a los 18 dpi (Figura 16C). Por otro lado, en presencia de MDI, se observaron niveles más altos de los 

mRNA evaluados en células infectadas con HAdV-D36 Wt, excepto para Hexón 18 dpi. Los niveles de 

mRNA viral son menores en HAdV-D36E4Orf1-, pero son suficientes para detectar síntesis de DNA 

viral (Figura 16D). Sin embargo, la síntesis de DNA viral aumenta hasta tres veces en presencia de la 

proteína E4Orf1. La producción de progenie viral de HAdV-D36 Wt, que se detectó inicialmente a los 

6 dpi y alcanzó su punto máximo a los 12 dpi (Figura 16E), fue hasta un 50% mayor en comparación 

con el virus HAdV-D36E4Orf1- en MM y hasta 2 veces mayor cuando se añadió MDI. Sin embargo, 

para los 18 dpi, la producción de progenie fue similar.  

 

 

Figura 16. La ausencia de E4Orf1 retrasa el ciclo de replicación de HAdV-D36. Se infectaron células 3T3-L1 en compromiso 

a diferenciación con HAdV-D36 o HAdV-D36E4Orf1- en presencia (MDI) o ausencia (MM) de inductores de diferenciación de 

adipocitos y se aisló RNA y DNA. Los niveles de E1A (A), IVa2 (B) y Hexón (C) se midieron por RT-qPCR y el DNA por qPCR 

(D). La producción de progenie viral se determinó mediante ensayo de placas (E). Los primers se diseñaron para hibridarse en las 

uniones exón-exón para medir el mRNA maduro y las uniones intrón-exón para medir el DNA. Los datos se expresan como la 

media y las barras de error representan las desviaciones estándar de la media de dos experimentos independientes y todos los 

valores representan los medidos en duplicados técnicos. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3h 

se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo. 

En ausencia de E4Orf1, la síntesis de mRNA y DNA virales se retrasó, y la producción de progenie 
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viral fue menor que en el Wt a los 6 dpi, pero aumentó a los 12 dpi y fue mayor que en el Wt a los 18 

dpi. Estos hallazgos sugieren que la diferenciación retrasada de los adipocitos cuando E4Orf1 está 

ausente favorece la producción de progenie viral. En resumen, estos resultados confirman que la 

expresión de genes virales y la replicación de DNA viral alcanzan su punto máximo cuando se alcanzan 

niveles más altos de mRNA de C/EBPα y PPARγ (Figura 15). La disminución en la activación de estos 

genes adipogénicos relacionada con E4Orf1 parece comprometer y retrasar la expresión de genes virales 

hasta que los niveles de C/EBPα y PPARγ alcanzan valores más altos respaldando así la replicación 

viral productiva de HAdV-D36 y ejerciendo un mayor efecto en el aumento de la adipogénesis. 

 
 

6.2.4 La proteína E4Orf1 favorece la activación de la vía de señalización PI3K en 

células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36.  

Como se ha descrito en secciones anteriores, los mecanismos subyacentes a la alteración 

metabólica y al efecto adipogénico HAdV-D36 se han asociado exclusivamente a la proteína E4Orf1. 

E4Orf1 interacciona con un conjunto de factores celulares a través de un motivo de unión a dominio 

PDZ en su extremo Carboxilo terminal [80]. Se sabe que el incremento en adiposidad asociado a E4Orf1 

parece depender de la vía de señalización de Ras/PI3K que incrementa receptores de glucosa en 

membrana plasmática [40]; aumentando la internalización de glucosa a la célula y el posterior aumento 

de PPAR-γ, que resulta en la diferenciación de las células a adipocitos, pero como se ha señalado, una 

limitante de estos resultados es que todos se han demostrado fuera del contexto de la infección.  

Los resultados descritos en secciones anteriores demostraron que las células 3T3-L1 

comprometidas a adipocito son permisivas ya que son capaces de soportar el ciclo de replicación 

productivo de HAdV-D36. Por lo tanto, decidimos utilizar esas condiciones para evaluar el efecto de la 

proteína E4Orf1 de HAdV-D36 sobre la vía de PI3K en el contexto de la infección. Se utilizaron lisados 

de células infectadas con HAdV-D36 Wt o con HAdV-D36E4Orf1- a diferentes tiempos post-infección 

y se analizaron por Western blot con anticuerpos dirigidos contra AKT total (tAKT), la cual es la 

segunda proteína de la cascada de PI3K, y AKT fosforilada (pAKT), que es la forma activa de AKT y 

es la encargada de la señalización de la vía de PI3K. 

Cuando las células se crecieron en MM (Figura17A), se observaron niveles similares de la proteína 

total (tAKT) en las células infectadas tanto con HAdV-D36 como con HAdV-D36E4Orf1-, en todos los 

tiempos post-infección. De manera similar, en las células infectadas en presencia de MDI (Figura 17B), 

se observaron ligeras diferencias en los niveles de tAKT tanto con HAdV-D36 como con HAdV-

D36E4Orf1-.  
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Figura 17. La infección con HAdV-D36 no altera los niveles de tAKT. En el panel A se muestran los niveles cuantificados de 

tAKT en células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 en medio MM. En el panel B, se muestran los valores de tAKT en células 

infectadas con HAdV-D36 Wt en MDI. En el panel C, se muestran los niveles de tAKT en células infectadas con el virus HAdV-

D36E4Orf1- en MM y en el panel D, se muestran los niveles de tAKT en células infectadas con el virus HAdV-D36E4Orf1 MDI. 

Los datos se expresan como la media y las barras de error representan las desviaciones estándar de la media de tres experimentos 

independientes y todos los valores representan los medidos en duplicados técnicos. Los valores obtenidos se analizaron por 

densitometría (ImageJ) y se graficaron utilizando el programa Graph Prism. (P= 0.0001). Los datos fueron normalizados utilizando 

α-tubulina. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3h se indican mediante **p < 0,005. *** p < 

0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo. U.A: unidades arbitrarias. 

En conclusión, los resultados indican que los niveles de tAKT se mantienen estables en células 

cultivadas en MM y en células infectadas tanto con HAdV-D36 como con HAdV-D36E4Orf1-. Esto 

sugiere que ni la infección, ni la presencia de E4Orf1 tienen algún efecto sobre la regulación de los 

niveles de tAK ya que el efecto que se observa parece ser una sumatoria de efectos entre la infección y 

el MDI.  

Posteriormente, se evaluó la fosforilación de AKT (pAKT) y se observó un aumento continuo en la 

señal de pAKT desde los 2 hasta los 12 dpi, pero a los 18 dpi se registró una disminución del 50% en 

células infectadas con HAdV-D36 Wt en condiciones de MM (Figura 18A). En células infectadas con 

HAdV-D36 Wt en presencia de MDI, se observó un aumento del 50% en pAKT a los 2 dpi, 

manteniéndose hasta los 12 dpi. De manera similar a lo observado en MM, los niveles de pAKT 

disminuyeron a los 18 dpi.  

Al comparar el efecto de la proteína E4Orf1 en células cultivadas en MM (Figura 18C), se 
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observaron cambios significativos en los niveles de pAKT. Estos datos sugieren que la proteína E4Orf1 

podría potenciar la fosforilación de AKT, ya que se observa fosforilación en la proteína, pero esta se 

mantiene constante durante todos los tiempos de infección evaluados. Además, se encontró que la 

adición de factores de diferenciación podría reemplazar el efecto de E4Orf1, ya que al medir la 

fosforilación de AKT en células cultivadas en MDI e infectadas con el virus que no expresa E4Orf1 

(Figura 18D), se observó un aumento de la fosforilación a los 2 dpi, seguido de una disminución del 

15% a los 6 dpi y una disminución continua del 30% a los 12 dpi. Curiosamente, a diferencia de lo 

observado anteriormente, se observó un aumento en la fosforilación de AKT a los 18 dpi. 

 

Figura 18. La proteína E4Orf1 aumenta la fosforilación de AKT. En el panel A se muestran los niveles cuantificados de pAKT 

en células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 en medio MM. En el panel B, se muestran los valores de pAKT en células infectadas 

con HAdV-D36 Wt en MDI. En el panel C, se muestran los niveles de pAKT en células infectadas con el virus HAdV-D36E4Orf1- 

en MM y en el panel D, se muestran los niveles de pAKT en células infectadas con el virus HAdV-D36E4Orf1 MDI. Los datos se 

expresan como la media y las barras de error representan las desviaciones estándar de la media de tres experimentos independientes 

y todos los valores representan los medidos en duplicados técnicos. Los valores obtenidos se analizaron por densitometría (ImageJ) 

y se graficaron utilizando el programa Graph Prism. (P= 0.0001). Los datos fueron normalizados utilizando α-tubulina. Las 

diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3h se indican mediante **p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 

0,00001. ns, no significativo. U.A: unidades arbitrarias. 

 

En conclusión, estos resultados sugieren que la infección con HAdV-D36 favorece la fosforilación 

de AKT, incluso en ausencia de la proteína E4Orf1. Esto podría explicarse porque la proteína E4Orf1 
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está involucrada en la señalización de PI3K, y el medio suplementado con factores de diferenciación 

contiene insulina, la cual también activa la vía de PI3K. Por lo tanto, los factores de diferenciación 

podrían estar compensando la actividad de E4Orf1 en la fosforilación de AKT. Sin embargo, se 

requieren más estudios para comprender la interacción entre E4Orf1, los factores de diferenciación y la 

fosforilación de AKT durante la infección productiva de HAdV-D36. 

 

6.2.5 La regulación del metabolismo de la glucosa a través de la expresión de genes 

blanco de MYC no depende de E4Orf1.  

Estudios recientes han demostrado que la proteína E4Orf1 de HAdV-D9 y HAdV-C5 activa el 

metabolismo de la glucosa mediante la activación de MYC, independientemente de la regulación de 

Ras/PI3K. Esta activación se produce a través de la interacción del dominio central de la proteína 

denominado D2 con MYC [25, 26]. Si bien la secuencia de E4Orf1 muestra una alta similitud entre 

HAdV-D36 y HAdV-D9 (96,8% de similitud de aminoácidos), su similitud es menor entre HAdV-D36 

y HAdV-C5 (64,4% de similitud de aminoácidos) (Figura 19A) y considerando nuestros resultados 

previos que respaldan la correlación entre la replicación productiva de HAdV-D36 y la activación 

dependiente de MYC en el metabolismo de la glucosa (Figura 12), nos propusimos determinar si la 

activación de los genes blanco de MYC en el metabolismo de la glucosa depende de la proteína E4Orf1 

en HAdV-D36. Para ello, se midieron los niveles de mRNA de Hk, PFk, GAPDH y LDHA en células 

3T3-L1 infectadas con HAdV-D36 y se compararon con los niveles obtenidos en células infectadas con 

HAdV-D36E4Orf1-, en ausencia (MM) o presencia (MDI) de inductores de diferenciación de 

adipocitos, en los mismos puntos de tiempo que los experimentos anteriores.  

Se observó un aumento significativo en los niveles de mRNA de los genes glucolíticos (Hk-2, 

PFk, GAPDH y LDHA) en células infectadas con HAdV-D36, especialmente a los 2 y 6 dpi (Figura 

19B). Los valores de GAPDH y LDHA se mantuvieron elevados en el día 12 y 18 dpi, lo que podría 

indicar un mayor metabolismo de lactato, en concordancia con estudios previos sobre la E4Orf1 de 

HAdV-C5 [25]. Además, en presencia de MDI, la infección con HAdV-D36 mostró un efecto más 

pronunciado, con un aumento general de 10 a 100 veces en los niveles de Hk-2, PFk, GAPDH y LDHA. 

Sin embargo, al comparar con células infectadas con HAdV-D36E4Orf1- (Figura 19C), se observó que 

solo hubo un aumento en la expresión de Hk-2 a los 2 dpi, lo que sugiere que otros productos génicos 

de HAdV-D36 podrían compensar la ausencia de E4Orf1. Al comparar con células MK (Figura 19D), 

se observaron niveles más altos en todos los genes evaluados a 2 y 6 dpi, excepto para PFk-2, que no 

mostró un aumento significativo en ningún punto evaluado. Estos resultados sugieren que la E4Orf1 



41  

podría estar involucrada principalmente en la activación de PFk-2 en el metabolismo de la glucosa. 

 

Figura 19. La regulación del metabolismo de la glucosa a través de la expresión de genes blanco de MYC no depende de E4Orf1. 

Para determinar el efecto de la infección en los genes blanco de MYC, las células 3T3-L1 a 12 dpc se infectaron con HAdV-D36 (C y E) 

o HAdV-D36E4Orf1- (G y D), sin inductores de diferenciación de adipocitos (MM) (B-D) o con (MDI) (E-G)) y se comparó con células 

no infactadas (B y E). El RNA se aisló en los puntos de tiempo indicados y los niveles de expresión de hexokinasa (Hk), fosfofructoquinasa 

(PFk), la gluceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y la lactato deshidrogenasa (LDHA) fueron medidas por RT-qPCR. Todos 

los valores representan la media de dos experimentos independientes, medidos en duplicados técnicos. Los datos se expresan como la 

media y las barras de error representan desviaciones estándar. Las diferencias significativas de cada punto de tiempo en relación con 3h se 

indican con * p < 0,05. ** p < 0,005. *** p < 0,0005. **** p < 0,00001. ns, no significativo. MM: Medio de mantenimiento. MDI: Medio 

de diferenciación. 

 

Adicionalmente, en células infectadas con HAdV-D36 en presencia de MDI, se observó un 

aumento significativo de hasta 100 veces en PFk-2 y GAPDH a los 2 dpi, y estos dos genes se 

mantuvieron elevados hasta el día 12. A los 6 días, Hk-2 y GAPDH también mostraron un aumento de 

hasta 10 veces, mientras que LDHA no presentó cambios significativos. Sin embargo, para los 18 dpi, 

todos los genes evaluados disminuyeron su expresión (Figura 19E). La comparación entre HAdV-D36 

Wt y HAdV-D36E4Orf1- en la expresión de Hk-2, PFk, GAPDH y LDHA (Figura 19F) mostró que PFk 

fue el gen más afectado por la ausencia de E4Orf1 en los primeros tiempos de infección, aunque este 

efecto pareció disminuir a partir de los 6 dpi. Algo similar ocurrió con Hk-2, GAPDH y LDHA a los 6 

dpi, donde la presencia de E4Orf1 parecía ser necesaria para una expresión eficiente de estos genes. Sin 

embargo, a los 18 dpi, solo se observó un efecto significativo de E4Orf1 en la síntesis de GAPDH. Estos 

datos confirman, como se esperaba por el efecto previamente reportado de la proteína E1A sobre el 

metabolismo celular, que la E4Orf1 no es la única responsable del metabolismo glucolítico y que otros 

genes adenovirales están involucrados en la activación de MYC y el metabolismo de la glucosa.  

 

6.3 Análisis del transcriptoma de células 3T3-L1 infectadas con HAdV-D36. 

Los experimentos descritos en las secciones anteriores mostraron que, aunque las células 3T3-L1 

son susceptibles a la infección con HAdV-D36, solo las células que alcanzan un estado de compromiso 

de diferenciación a adipocito son permisivas. Por otra parte, aunque la infección en las células no 
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diferenciadas (en las que no hay una replicación productiva del virus) tiene un efecto adipogénico, este 

efecto se ve aumentado por la infección cuando las células están diferenciadas. Los datos muestran 

además que, aunque la proteína E4Orf1 contribuye al efecto adipogénico de la infección, su expresión 

no es indispensable ni para la diferenciación, reprogramación metabólica o adipogénesis, ni para la 

replicación del virus. 

Por otra parte, la E4Orf1 sí tiene un claro efecto adipogénico ya que además de cooperar en la 

reprogramación de la expresión de CEBPs y PPAR, y en la alteración del metabolismo celular a través 

de la activación de las vías de PI3K y AKT, tiene también un claro efecto sobre la activación de MYC. 

Adicionalmente, en ausencia de E4Orf1 disminuye la expresión de genes virales y la replicación del 

genoma viral, aunque no se impacta la producción de progenie. En conjunto, estos resultados sugieren 

por una parte que la E4Orf1 podría afectar la expresión de otros genes celulares y, por otra parte, que 

otros genes virales como E1A y E1B inducen cambios en la expresión de genes celulares que incluyen 

no solo las vías de PI3K, AKT, MYC o CEBPs y PPAR. 

Por lo anterior, se decidió analizar el transcriptoma de las células 3T3-L1 que se encuentran en un 

estado permisivo a la replicación de HAdV-D36 (12 dpc), y se compararon células no infectadas (a los 

2 y 18 dpc) con células infectadas con el HAdV-D36 Wt y el mutante que no expresa la E4Orf1 (a los 

2, 6 y 12 dpi). Se extrajo el RNA total y se secuenció con la tecnología Illumina como se describe en 

materiales y métodos. Inicialmente, para analizar la calidad de la secuencias, se utilizó la herramienta 

FASTQ. En todas las muestras se observó calidad suficiente para el análisis de RNAseq.  

Posteriormente se analizaron los archivos FASTA. Para este análisis se siguieron los pasos que se 

esquematizan en el siguiente diagrama.  

 

Figura 20.  Diagrama de flujo para el análisis de RNAseq. 
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Los comandos que se utilizaron para el análisis fueron desarrollados por el Biol. Ángel Josué 

Cerecedo-Castillo. Instituto de Fisiología Celular, UNAM y se muestran en el Anexo 2. Se alinearon 

los archivos FASTA con el genoma de ratón (ya que las células 3T3-L1 usadas en estos experimentos 

son fibroblastos murinos) y con el genoma de HAdV-D36 utilizando la herramienta de bowtie2. Los 

resultados del mapeo de lecturas sobre el genoma de ratón se muestran en la Figura 21, en donde se 

puede observar que en todas las muestras secuenciadas se mapearon al menos un 70% de las lecturas.  

 

 

Figura 21. Mapeo de secuencias y porcentaje de alineamiento 

 

Una vez que se obtuvieron los alineamientos en los respectivos genomas, se procedió a cuantificar 

los genes en cada una de las lecturas utilizando la herramienta Feature Counts. 

Con los datos generados por Feature Counts se hicieron análisis comparativos utilizando la herramienta 

EdgeR para normalizar y calcular las dispersiones de datos de expresión génica. 

Inicialmente se analizaron los genes que son alterados únicamente por la infección comparando a 

las células Mk 2d con las células infectadas, ya sea con HAdV-D36 o con HadV-D36E4Orf1- a 2dpi 

(Figura 22). 

 
Figura 22. Análisis funcional de DEG a los 2dpi. Diagramas de Venn de genes positiva o negativamente regulados, representando 

el número de DEG que son únicos o compartidos en cada grupo evaluado y la agrupación de los DEG significativamente 

enriquecidos. A; Genes cuya expresión aumenta en las células infectadas. B; Genes cuya expresión disminuye en las células 

infectadas. 

 

Como se esperaba, al igual que otros análisis previamente reportados del efecto de la infección 
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con HAdV-C2 y HAdV-C5 [81, 82], la infección, tanto con HAdV-D36 como el HAdV-D36E4Orf1- 

mostraron un efecto en la expresión de más de 1,000 genes celulares. Un análisis detallado reveló que 

la mayoría de los genes cuya expresión se ve alterada durante la infección son comunes entre HAdV-

D36 y HAdV-D36E4Orf1- (694 genes comunes aumentaron su expresión y 761 disminuyeron). 

Además, es interesante notar que en las células infectadas con el mutante de E4Orf1, el número de genes 

únicos con alteración de expresión con respecto a Mk es mayor en comparación con HAdV-D36 (633 

vs 211 genes aumentaron y 562 vs 231 genes disminuyeron su expresión). Entre los grupos de genes 

destacados, se observa que la activación de la respuesta antiviral se ve aumentada solo en el virus HAdV-

D36, mientras que en los genes comunes se destacan actividades esperadas en la infección por 

adenovirus, como la activación del ciclo celular, replicación y reparación del DNA (Figura 22A). Por 

otro lado, se observa una disminución en la expresión de genes asociados a la transición epitelio-

mesénquima y la regulación negativa de la diferenciación de células grasas (Figura 22B). 

Posteriormente, comparamos los genes diferencialmente expresados entre HAdV-D36 y HAdV-

D36E4Orf1- en diferentes tiempos post-infección. 

En la Figura 23 se muestran gráficas de volcán en las que se compararon los genes alterados por 

el HAdV-D36 contra el mutante que no expresa a la E4Orf1 a los tres tiempos post-infección (2, 6 y 12 

dpi). Los resultados muestran que a los 2 dpi (Figura 23A) se encontró la mayor diferencia en los genes 

expresados. Para los 6 dpi (Figura 23B) disminuye el número de genes que están regulados negativa o 

positivamente y para los 12 dpi, menos de 50 genes mostraron regulación positiva o negativa.  

 

Figura 23. Genes expresados diferencialmente en adipocitos 3T3-L1 infectados con HAdV-D36 vs el mutante que no 

expresa a la E4Orf1 a diferentes tiempos post-infección. A–C. Gráficas de volcán para las muestras con diferencias de expresión 

de mRNA. El registro (Fold-change) se representa como abscisa y el registro 10 (valor P corregido) se representa como 

ordenada. Las distribuciones representativas de genes cuya expresión aumenta o disminuye entre cada dos etapas se muestran en 

los volcanes. Los genes cuya expresión aumenta se indican en rojo y en azul se indican los genes cuya expresión disminuye. 

 

Para comprender mejor las funciones o actividades asociadas a los genes que están expresados 

diferencialmente, se utilizó un análisis de ontología génica (GO) (Figura 24). Este análisis reveló 

patrones distintos en la presencia o ausencia de la proteína E4Orf1 en diferentes tiempos post-infección. 
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A los 2 dpi (Figura 24A), se observó una disminución en mRNA de la respuesta inflamatoria, la vía de 

señalización de JAK-STAT y la adhesión focal en ausencia de E4Orf1, mientras que se favoreció la 

respuesta al interferón tipo I y la señalización por TNF, entre otros.  

 

  

 

Figura 24. Análisis funcionales de DEG por clasificación de ontología génica (GO) comparando HAdV-D36 vs HAdV-

D36E4Orf1- a diferentes tiempos post-infección. La comparación muestra los principales términos GO significativamente 

enriquecidos. Se representan gráficamente el número de genes enriquecidos como abscisas y los términos GO como ordenadas. 

 

A los 6 dpi (Figura 24B), se encontró que la presencia de E4Orf1 está relacionada con la 

diferenciación de adipocitos, la adipogénesis y el metabolismo general de lípidos. En ausencia de 

E4Orf1, se observó una disminución de los mRNA implicados en estos procesos celulares y una 

regulación positiva de la regulación del ciclo celular y la actividad de GTPasa. A los 12 dpi (Figura 

24C), no se observaron genes relacionados con el metabolismo de lípidos, pero se encontró una 

regulación negativa en la respuesta a la fase aguda y la regulación del factor de necrosis tumoral en 

ausencia de E4Orf1. Estos hallazgos sugieren que E4Orf1 puede tener un impacto en la respuesta 

inflamatoria, la diferenciación de adipocitos y otros procesos celulares relevantes como la regulación 

del ciclo celular, dependiendo del punto de tiempo analizado.  
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Se llevó a cabo un análisis de los Genes Diferencialmente Expresados (DEGs). A los 2 dpi, se 

identificaron 226 genes cuya expresión aumentó en ausencia de E4Orf1 (Figura 25A). se observa que la 

presencia de la proteína E4Orf1 tiene un impacto significativo en la regulación de la expresión génica 

en el contexto del HAdV-D36E4Orf1-. Solo dos genes se mantienen expresados a los 6 días 

postinfección (dpi), lo que sugiere que la mayoría de los genes que estaban inicialmente regulados a los 

2 dpi han experimentado cambios en su expresión en presencia de E4Orf1. Además, se notó una 

tendencia interesante en los patrones de regulación negativa. De los 47 genes que estaban regulados 

negativamente en ausencia de E4Orf1, solo uno permanece regulado negativamente a los 12 dpi. Esto 

indica que la presencia de E4Orf1 puede tener un efecto estabilizador en la expresión génica a lo largo 

del tiempo, previniendo la regulación negativa persistente de la mayoría de los genes. Al considerar los 

patrones temporales de regulación negativa, se encontró que, a los 12 dpi, se identifican 43 genes que 

están regulados negativamente, de los cuales 38 son exclusivos de este período de tiempo. Esto sugiere 

que hay una modulación continua y específica de la regulación génica en presencia de E4Orf1 a lo largo 

de la infección. Al comparar los genes regulados negativamente en ausencia de la proteína E4Orf1, se 

observó una compleja interacción temporal. Por ejemplo, de los 116 genes regulados negativamente a 

los 2 dpi, solo uno se comparte con los 73 genes regulados al alza a los 6 dpi. Estos patrones cambiantes 

sugieren que la presencia o ausencia de E4Orf1 no solo influye en la expresión génica de manera directa, 

sino que también puede tener efectos secundarios en la regulación de otros genes a lo largo de diferentes 

momentos de la infección. En resumen, los resultados indican que la proteína E4Orf1 tiene un papel 

clave en la regulación dinámica de la expresión génica durante la infección por HAdV-D36E4Orf1-. 

Sus efectos pueden ser complejos y variados, afectando tanto la regulación negativa como positiva de 

genes específicos en diferentes momentos post-infección 

Realizamos un análisis adicional comparando los genes que solo se regulan positivamente en el 

virus silvestre y el mutante para E4Orf1 (Figura 25C) y los resultados revelaron una vez más su 

asociación con la diferenciación de células grasas y adipogénesis. También se observaron mecanismos 

de regulación positiva en la activación de macrófagos y la vía de señalización de IL-17. Para el virus 

mutante, la ausencia de E4Orf1 favoreció la respuesta a interferón tipo I y II, así como la respuesta 

general a virus y la vía de detección de DNA citosólico, así como los checkpoints del ciclo celular. 
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Figura 25. Análisis funcionales de DEG por clasificación de ontología génica (GO) comparando HAdV-D36 vs HAdV-

D36E4Orf1- a diferentes tiempos post-infección. A-B. Diagramas de Venn.  Representando el número de DEG que son únicos 

o compartidos en cada tiempo post-infección evaluado. C. Se muestran los GO de genes cuya expresión aumenta en el virus Wt vs 

aquellos que aumentan en ausencia de E4Orf1.  

 

Para representar la expresión diferencial de genes entre HAdV-D36 y HAdV-D36E4Orf1-, se 

realizaron mapas de calor de algunas de las categorías de interés. Tales como; diferenciación de células 

grasas marrones y diferenciación de células grasas (Figura 26); metabolismo de glucosa y metabolismo 

de lípidos (Figura 27).  

Entre los genes relacionados con la diferenciación de células grasas marrones destaca el gen Lrg1 

que, en células infectadas con HAdV-D36 aumentó su expresión a los 2 dpi y después disminuyó, 

mientras que con el mutante de E4Orf1 su expresión se encontró disminuida en todos los tiempos 

evaluados. Lrg1 suprime la señalización de insulina al disminuir la expresión del Sustrato del receptor 

de insulina 1 y 2 (IRS1/2) [83]. Por otra parte, en nuestros experimentos la expresión de la adiponectina 

aumentó entre los 6 dpi y a los 12 dpi en HAdV-D36, lo que sería indicativo del proceso de maduración 

de los adipocitos [84].  

Se sabe que cuando se sobre expresa SH2B2 en adipocitos 3T3-L1, aumenta la activación inducida 

por insulina/IGF de la vía IRS1/PI3K/AKT [85]. Los efectos distales de la insulina y el IGF-1, el 

transporte de glucosa, la captación de aminoácidos, la síntesis de glucógeno y la lipogénesis se ven 

potenciados por la sobreexpresión de SH2B2 en los preadipocitos 3T3-L1 [86]. En nuestros datos, 

observamos que en células infectadas con HAdV-D36, la expresión de SH2B2 aumentó a los 6 dpi, 
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mientras que en ausencia de E4Orf1 no se observó un aumento en su expresión en ningún tiempo 

evaluado.  

FABP4 está involucrada en el transporte y el metabolismo de ácidos grasos en la célula, lo que es 

esencial para el almacenamiento de lípidos en forma de gotas lipídicas en el citoplasma del adipocito y 

aumenta a medida que las células se comprometen con la diferenciación a adipocitos. La regulación de 

la expresión de FABP4 está mediada por factores de transcripción adipogénicos como C/EBPα y 

PPARγ, que se activan durante la diferenciación de adipocitos [87]. En nuestros datos observamos que 

la expresión de este gen aumentó progresivamente en células infectadas con HAdV-D36, mientras que 

en ausencia de E4Orf1 disminuyó en los primeros tiempos post-infección y solo aumentó para los 12 

dpi.  

 

Figura 26. E4Orf1 promueve la expresión de genes involucrados en la diferenciación de adipocitos. La anotación de color 

del mapa de calor se muestra en la escala de color superior izquierda. Los genes regulados positiva o negativamente están 

representados por barras amarillas y azules, respectivamente. 

 

Adicionalmente, la expresión de Fcor aumentó solo a los 2 dpi en células infectadas con HAdV-D36 

(Figura 26B), y disminuyó en los tiempos posteriores. En contraste, en células infectadas con HAdV-

D36E4Orf1 la expresión de Fcor disminuyó. Fcor inhibe la actividad de FOXO, por lo que también está 

involucrado en el proceso de adipogénesis.  

Observamos que, a los 12 dpi en células infectadas con HAdV-D36, aumentó la expresión de genes que 

son marcadores de adipocito maduro, como Adipogenina (Adig), una proteína enriquecida en adipocitos 

cuya expresión se induce durante la adipogénesis; AdipoQ cuya expresión aumenta durante la 

diferenciación de los adipocitos en las células 3T3-L1, tiene propiedades antiinflamatorias y reguladoras 

del metabolismo de la glucosa y los lípidos y está identificada como un evento tardío en la adipogénesis; 

MRAP, una proteína específica de grasa y altamente enriquecida en adipocitos diferenciados [88]. 

Resistina (Retn), una adipocina secretada por los adipocitos que puede influir en la sensibilidad a la 

insulina y en la diferenciación de los adipocitos [89]. El Factor de Crecimiento Similar a la Insulina 1 
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(IGF1), participa en la regulación de la diferenciación de adipocitos y la acumulación de lípidos en las 

células adiposas, y puede actuar junto con otros factores de crecimiento y hormonas para estimular la 

adipogénesis y el crecimiento de los adipocitos.[90]. Estos marcadores de adipocito maduro, que se 

encontraron aumentados en las células infectadas con HAdV-D36, aumentaron solo ligeramente hasta 

los 12 dpi en las células infectadas con el mutante HAdV-D36E4Orf1-, lo que sugiere que la E4Orf1 es 

importante para promover la adipogénesis. 

En cuanto al metabolismo de lípidos (Figura 27A), diversos genes son activados por factores de 

transcripción clave involucrados en la diferenciación de los adipocitos, como PPARγ, C/EBPα, y 

SREBP-1c; por ejemplo, 3-Hidroxi-3-Methilglutaril-CoA Sintasa 2 (HMGCS2) y Citoglobina (CYGB) 

que promueven la síntesis de lípidos o inhiben su catabolismo (ANGPTL4).  [87, 91]. Además, algunos 

estudios han identificado vías de señalización, como la vía de Wnt, que también pueden estar 

involucradas en la regulación la adipogénesis [92]. La vía de Wnt parece desempeñar un papel dual en 

la adipogénesis, ya que puede promover o inhibir la diferenciación de los adipocitos dependiendo del 

contexto celular. Entre los genes adipogénicos que aumentaron su expresión en la infección con HAdV-

D36 están, Porcupine Homolog (PORCN) que está implicada en la diferenciación celular y el desarrollo 

del tejido adiposo. La regulación de PORCN durante la adipogénesis sugiere que la vía de señalización 

de Wnt puede estar involucrada en la diferenciación y función de los adipocitos y Wingless-Type 

MMTV Integration Site Family Member 4 (WNT4) que están involucradas en la regulación de la 

diferenciación celular y el desarrollo tisular [93].  
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Figura 27. E4Orf1 promueve la expresión de genes involucrados en el metabolismo celular. La anotación de color del mapa de calor 

se muestra en la escala de color superior izquierda. Los genes regulados positiva o negativamente están representados por barras amarillas 

y azules, respectivamente. 

 

El metabolismo de glucosa también se altera por la infección con HAdV-D36 (Figura 27B), 

observamos que la glucoquinasa (GCK) que es la enzima que cataliza la fosforilación de la glucosa a 

glucosa-6-fosfato, lo que es el primer paso en el metabolismo de la glucosa en muchas células está 

regulada durante la adipogénesis y está asociada con la captación y metabolismo de glucosa en los 

adipocitos y observamos que aumenta su expresión en células infectadas con HAdVD-36 desde los 6dpi 

y en HAdV-D36E4Orf1- no aumenta su expresión. La Diacylglycerol O-Acyltransferase 2 (DGAT2) es 

una enzima involucrada en la síntesis de triglicéridos y es regulada por PPARγ [94] aumenta para los 

12dpi, tanto en HAdV-D36 Wt, pero en niveles más bajos en HAdV-D36E4Orf1-.  

Los genes Oas1a y Oas1g son miembros de la familia de enzimas OAS (Oligoadenilato Sintetasas) 

que participan en la respuesta antiviral mediada por interferón tipo I [95]. Estas enzimas están 

involucradas en la detección y respuesta a los virus al catalizar la síntesis de oligonucleótidos de 
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adenilato (2-5A) a partir de ATP, lo que a su vez activa la ribonucleasa L para degradar el RNA viral y 

así limitar la replicación viral. En el contexto de la adipogénesis, Oas1a y Oas1g pueden estar regulados 

por la presencia de interferones y citoquinas inflamatorias, que son liberadas en respuesta a la infección 

viral o la inflamación. Oas1a, Oas1g y Atf3 aumentaron a los 2 dpi en ausencia de la E4Orf1, por lo que 

la E4Orf1 podría no solo estar involucrada en alteración del metabolismo celular, sino también en la 

defensa antiviral; ya que el Factor de Transcripción 3 Activado por la Actividad de Adenilato Ciclasa 

(Atf3) es un factor de transcripción que puede ser regulado en respuesta a diversos estímulos, incluidos 

los factores de crecimiento, las citoquinas y el estrés celular. Atf3 puede interactuar con factores de 

transcripción clave en la vía de señalización de la insulina, como el factor de transcripción FoxO1 y el 

receptor de insulina, para modular la expresión de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa, 

se sabe que su sobre expresión genera resistencia a la insulina [96].  

Se decidió entonces evaluar la expresión diferencial de genes relacionados con la respuesta 

antiviral entre HAdV-D36 y HAdV-D36E4Orf1-. Para ello, se realizaron mapas de calor con genes de 

la respuesta a virus (Figura 28A), respuesta a interferón beta (Figura 28B) y respuesta a interferón 

gamma (Figura 28C). 

La mayoría de los genes que aumentaron su expresión en ausencia de E4Orf1 están principalmente 

involucrados en la respuesta antiviral mediada por el interferón tipo I, parte importante de la respuesta 

inmune innata contra las infecciones virales. Algunos de los genes encontrados también están 

relacionados con la respuesta inflamatoria y la activación de vías de señalización. 

La Interleucina 33 (IL-33 y la lipocalina 2 (Lcn2) son las únicas que están mayormente expresadas 

cuando se encuentra la E4Orf1. La IL-33 es una citocina proinflamatoria. En relación con la 

adipogénesis y el metabolismo de la glucosa, se ha demostrado que IL33 puede influir en el desarrollo 

y la función de los adipocitos y puede estar implicada en la regulación del tejido adiposo y el 

metabolismo energético [97]. Estudios han sugerido que IL-33 contribuye a la obesidad y la resistencia 

a la insulina ya que la expresión de IL-33 en el tejido adiposo puede aumentar en la obesidad y se ha 

relacionado con la activación de células inmunitarias proinflamatorias en el tejido adiposo, lo que puede 

llevar a la inflamación crónica y la disfunción metabólica. También se ha observado que IL-33 puede 

promover la diferenciación de células madre mesenquimales en adipocitos y puede aumentar la síntesis 

y liberación de adipocinas proinflamatorias, como la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α). Por otro lado, Lcn2 es una proteína transportadora de lípidos y actúa como una proteína 

de unión de hierro y se ha asociado con la obesidad y la resistencia a la insulina. Se ha observado que 

los niveles de Lcn2 están aumentados en el tejido adiposo de individuos obesos y se correlacionan 

positivamente con la resistencia a la insulina [98]. Además, Lcn2 puede inducir la expresión de citocinas 

proinflamatorias, como TNF-α e IL-6, y puede estar involucrada en la regulación del equilibrio entre la 

inflamación y la homeostasis metabólica en el tejido adiposo. 

En general, la E4Orf1 parece tener un papel complejo en la modulación de la respuesta inmune.  
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Figura 28.  E4Orf1 suprime la respuesta antiviral. La anotación de color del mapa de calor se muestra en la escala de color 

superior izquierda. Los genes regulados positiva o negativamente están representados por barras amarillas y azules, 

respectivamente. 
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7. Discusión. 
 

En los últimos años se ha acumulado evidencia sólida sobre el impacto de adenovirus humano tipo 

D36 (HAdV-D36) en la adipogénesis en diversos modelos celulares, como preadipocitos murinos 3T3-

L1 [99] y células madre/estromales derivadas del tejido adiposo humano [100], además de en modelos 

animales [37, 42, 44, 56]. Sin embargo, hasta la fecha muy pocos estudios han investigado el efecto de 

la infección en la fase de diferenciación celular en la que las células son permisivas a la replicación 

productiva de HAdV-D36. En este estudio se abordó el impacto de la replicación productiva del virus 

en el metabolismo celular, proporcionando información nueva y valiosa para comprender la relación 

entre la infección por HAdV-D36 y el desarrollo de la obesidad. 

Los resultados obtenidos en este estudio revelan que, durante la fase inicial de la diferenciación 

de adipocitos, las células 3T3-L1 son susceptibles a la infección con HAdV-D36. Sin embargo, la 

expresión de genes virales tempranos, como E1A, requeridos para la replicación del DNA viral y la 

expresión de genes virales tardíos, tal como Hexón, es deficiente, como resultado que el DNA viral no 

se replique y el ciclo viral no progrese (Figura 8). De acuerdo con publicaciones anteriores, la expresión 

baja y transitoria de los genes virales tempranos [47, 72, 101, 102] podrían ser suficientes para inducir 

el aumento en la acumulación de lípidos que observamos en los preadipocitos infectados (Figura 8); sin 

embargo, la acumulación de lípidos fue comparable con células no infectadas que se crecen en MDI 

(Figura 7), lo que sugiere que la expresión sostenida de genes virales, que conduce a la replicación viral, 

es necesaria para el efecto adipogénico de la infección. 

Asimismo, se logro determinar que a los 12 dpc, las células 3T3-L1 presentan un patrón de 

expresión de C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ característico de adipocitos comprometidos (Figura 7), siendo 

hasta 3 veces mayores los niveles de mRNAs de estas proteínas, comparadas con células a los 2 dpc; 

además, las células a 12 dpc mostraron una acumulación de lípidos intracelulares y un porcentaje mayor 

de células que presentaron lípidos en el citoplasma. Debido a que las células 3T3-L1 en estado de 

preadipocitos (2 dpc) no son permisivas a la infección con HAdV-D36, nos preguntamos si en un estado 

de compromiso a adipocito las células serían permisivas a la infección culminando en la producción de 

progenie viral. Observamos que la acumulación de DNA viral aumentó solo en células comprometidas 

(12 dpc) y no en células en estado de preadipocitos (Figura 8). También observamos que, solo en células 

en compromiso a adipocito, se expresaron los mRNAs virales y se produjo progenie viral. La infección 

por HAdV-D36 de adipocitos comprometidos resultó en una mayor expresión de marcadores 

adipogénicos y niveles de lípidos (Figura 9-10), aun en células en medio MM. Estos datos sugieren que, 

en células comprometidas a diferenciarse en adipocito, la infección con HAdV-D36 es suficiente para 

impulsar la expresión de los mRNAs de las proteínas C/EBPβ, C/EBPα y PPARγ que se refleja en mayor 

acumulación de lípidos intracelulares.  

 Aunque se produjeron niveles de 3 a 10 veces más altos de mRNA y DNA viral en células 

infectadas a los 12 dpc en presencia de DMI, la fase de diferenciación de las células 3T3-L1 fue 
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suficiente para respaldar niveles comparables de progenie viral en ausencia de inductores de 

diferenciación (MM) (Figura 11). Estos datos sugieren que, una vez comprometidas a adipocito, las 

células 3T3-L1 permiten la replicación viral productiva y muestran la alteración en el metabolismo de 

los lípidos, aun en ausencia de factores de diferenciación, lo que indica que en células comprometidas a 

adipocito la infección con HAdV-D36 es suficiente para que la replicación productiva del virus se vea 

acompañada con un claro efecto adipogénico [103]. 

 

Las actividades de varios productos génicos de HAdV que reprograman cada paso de la expresión 

génica celular, desde la remodelación y transcripción de la cromatina, hasta el procesamiento 

postranscripcional, la exportación de RNA y la traducción de mRNA, se han estudiado ampliamente 

[49, 104-116], pero no se ha estudiado con detalle su papel en el efecto adipogénico de HAdV.  Hasta 

la fecha, la única proteína de HAdV que se ha relacionado directamente con las alteraciones metabólicas 

asociadas a obesidad que resultan de la infección por HAdV es la proteína E4Orf1, que como se 

describió en la introducción interacciona con un grupo de proteínas celulares a través de un motivo de 

dominio de unión a PDZ, lo que resulta en la activación de PI3K y AKT [66, 80], sin embargo, es bien 

sabido que la infección por HAdV aumenta la captación de glucosa y la fermentación a lactato a través 

de E1A [117]. En el caso de HAdV-D36, E4Orf1 muestra efectos adipogénicos que dependen de una 

mayor expresión de los receptores de glucosa y la captación de glucosa [61, 101, 102, 118]; aumento de 

la sintasa de ácidos grasos y conversión de glucosa en ácidos grasos [58, 99]; y la activación de C/BEP´s 

y PPAR-γ que dan como resultado la diferenciación de los adipocitos [42, 60, 119-121] y la proteína 

E4Orf1 es suficiente para inducir los efectos adipogénicos cuando se expresa en células transfectadas o 

a través de vectores lentivirales [71, 122, 123], pero su efecto adipogénico en el contexto de la 

replicación viral productiva no se había determinado. Nuestros resultados evidencian que, en el contexto 

de una infección productiva, la proteína E4Orf1 no es indispensable, sino que desempeña una función 

cooperativa en el proceso de adipogénesis (Figura 15). Esto se destaca dado que, en ausencia de E4Orf1, 

se observa una alteración en la expresión de los genes C/EBP´s y PPARγ, incluso en células cultivadas 

en MM. 

Observamos un impacto particularmente relevante de E4Orf1 en la expresión de C/EBPα, siendo 

más pronunciado a los 18 dpi, ya que su ausencia ocasiona una disminución drástica de casi 100 veces 

en la expresión de este gen adipogénico. Llama la atención que en condiciones de cultivo que favorece 

la diferenciación (MDI), la presencia de E4Orf1 resulta en un aumento de más de 50 veces en la 

acumulación de C/EBPβ a 2 dpi. Esto sugiere que E4Orf1 es crucial para dar inicio al proceso de 

adipogénesis. Con el avance del tiempo post infección, la falta de E4Orf1 parece afectar principalmente 

la síntesis de C/EBPα. Entre los días 6 y 12 dpi, se observa una reducción en su síntesis de 5 a 30 veces 

en ausencia de E4Orf1. Este patrón sugiere que existe una deficiencia en la regulación positiva de la 

adipogénesis ocasionada por la infección, considerando que C/EBPα desempeña un papel fundamental 
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como factor de transcripción en la activación de diversos genes relacionados con la adipogénesis. Entre 

estos genes se incluyen la proteína transportadora de ácidos grasos (FABP4) y la proteína desacopladora 

1 (UCP1), que participan en el metabolismo de grasas y la regulación del gasto energético. C/EBPα 

también interactúa con otros factores de transcripción clave en la adipogénesis, como PPARγ y C/EBPβ, 

en una colaboración sinérgica que orquesta la expresión de genes en el proceso de diferenciación de las 

células adiposas [124, 125]. En conjunto, la regulación de la adipogénesis por C/EBPα es un proceso 

complejo que involucra la activación de cascadas de señalización, la interacción con otros factores de 

transcripción y la modulación de la expresión de genes adipogénicos clave. Dado el papel central de 

C/EBPα en la diferenciación y maduración de los adipocitos, la detección de niveles más bajos de este 

factor en ausencia de E4Orf1 sugiere que esta proteína favorece el proceso de maduración de los 

adipocitos al contribuir a la regulación positiva de genes clave en este proceso. Una implicación 

interesante de estos resultados es que la E4Orf1 no es la única proteína viral responsable del efecto 

adipogénico, ya que en células infectadas con el virus que no expresa la E4Orf1, se detectaron niveles 

aumentados, no solo de la expresión de C/BEP´s y PPAR-γ, sino también en la acumulación de lípidos 

intracelulares en comparación con células no infectadas (Mk) (Figuras 13-15). 

Está bien establecido que los HAdV alteran el metabolismo de la célula infectada a través de una 

variedad de mecanismos que incluyen el metabolismo de glucosa, glutamina y lípidos para satisfacer las 

demandas bioenergéticas y biosintéticas de la síntesis de macromoléculas virales y la producción de 

progenie [25, 63, 77, 79]. La replicación productiva de HAdV en células permisivas sigue un programa 

de expresión de genes virales complejo que induce cambios en la expresión de genes celulares, las vías 

de señalización y el metabolismo.  En nuestros experimentos, la expresión de los genes de HAdV-D36, 

la replicación del DNA y la producción de progenie alcanzaron niveles máximos entre 6 y 12 dpi y 

disminuyeron para los 18 dpi (Figura 16), lo que sugiere que a medida que los adipocitos maduran se 

vuelven menos permisivos. La proteína E4Orf1 parece ser necesaria para la expresión eficiente de genes 

virales y la replicación de DNA viral, pero sorpresivamente, esto no impactó en la producción de 

progenie (Figura 16). Nuestros resultados muestran que el efecto principal se observa en la acumulación 

de Hexón y DNA viral, por lo que la ausencia de E4Orf1 podría estar implicada en la transición a la fase 

tardía.  

Se sabe que la proteína viral E1A también puede alterar el metabolismo de la célula infectada [78, 

126]. E1A es esencial para el ciclo de replicación de HAdV.  E1A sirve para condicionar el entorno 

celular en un estado favorable para la infección por HAdV al interactuar con muchas proteínas 

reguladoras celulares. Lo más probable es que el efecto metabólico de E1A dependa predominantemente 

de las interacciones de la proteína con el retinoblastoma (pRB), que da como resultado la activación de 

los factores de transcripción E2F de fase S, y con las lisina acetilasas p300/CBP [127, 128], lo que lleva 

a la progresión del ciclo celular y a un estado proliferativo sostenido [47]. En combinación, la interacción 

entre E1A representa más de 4000 asociaciones únicas, que comprenden una parte significativa de todo 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/mbio.00390-18#core-B20
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/mbio.00390-18#core-B20
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/mbio.00390-18#core-B17
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el proteoma humano[78, 128, 129]. E1A interacciona con los complejos que contienen MYC y puede 

resultar en la regulación de los genes blanco de MYC que afectan el metabolismo energético a través de 

la activación de genes involucrados en la glucólisis, el metabolismo de la glutamina y la biogénesis 

mitocondrial [40, 130-133], por lo que E1A podría también tener un papel clave en el proceso de 

diferenciación celular.  

La proteína E4Orf1 producida por HAdV-D9 y HAdV-C5 se une a MYC, lo que conduce a un 

aumento en la transcripción de genes diana de MYC y una mayor expresión de enzimas glucolíticas, lo 

que a su vez mejora la replicación viral al promover una mayor biosíntesis de nucleótidos a partir de 

intermediarios de glucosa y permite una replicación óptima de adenovirus en células epiteliales de 

pulmón primario [25, 26, 63]. Nuestros resultados muestran que la infección por HAdV-D36 también 

da como resultado un aumento en los niveles de mRNAs de genes glucolíticos que son blanco de MYC, 

con un claro efecto sobre la expresión de Hk-2 y PFk (Figura 12), de acuerdo con hallazgos anteriores 

[25, 26, 63]. Sin embargo, como se esperaba, observamos que E4Orf1 no es la única proteína viral 

responsable de alterar el metabolismo glucolítico inducido por MYC, ya que aun en ausencia de la 

proteína, la infección induce un aumento en la expresión de estos genes (Figura 19). Como se describió 

previamente, este efecto, aunque no se había estudiado en HAdV-D36, se ha estudiado con detalle para 

HAdV-C5 y depende de la proteína E1A, por lo que la E4Orf1 solo potencia el efecto glucolítico 

observado.   

E4Orf1 de HAdV-C5, al formar un trímero con E4Orf6 y MYC, promueve la expresión de las 

enzimas glucolíticas HK-2 y PFk para inducir la glucólisis independiente de PI3K [63]. Este mecanismo, 

a su vez, proporciona intermediarios que entran en la vía de las pentosas fosfato para, en última instancia, 

proporcionar nucleótidos para la replicación del DNA viral. Nuestros resultados indican que el efecto 

de E4Orf1 de HAdV-D36 está principalmente en Hk-2 a los 6dpi en MM; y PFk-2 a los 2dpi, GAPDH 

y LDHA a los 6dpi en MDI (Figura 19), lo que coincide con el aumento en la expresión de genes virales 

y el inicio en la acumulación de lípidos, por lo que la deficiencia en estas enzimas podría estar 

correlacionada con una baja síntesis de DNA viral y mensajeros tardíos. 

Los mecanismos subyacentes al efecto adipogénico, así como al metabolismo alterado por HAdV-

D36 se asocia a la proteína E4Orf1, que interactúa con un conjunto de factores celulares a través de un 

motivo de unión a dominio PDZ funcional en el extremo carboxilo terminal lo que conlleva a la 

activación de la vía de señalización de PI3K [80]. La ruta de señalización de PI3K/AKT es un complejo 

mecanismo de transducción de señales donde la PI3K y la proteína cinasa B (AKT) juegan un papel 

importante para la captación de glucosa y crecimiento celular. Se sabe que el incremento en adiposidad 

asociado a E4Orf1 parece depender de la vía de señalización de Ras/PI3K al incrementar receptores de 

glucosa en membrana plasmática [134]; incrementando la internalización de glucosa a la célula y el 

posterior aumento de PPAR-γ resultando en diferenciación de las células en adipocitos. En el contexto 

de la infección, observamos que hay un ligero aumento en la acumulación de la proteína AKT, y que la 
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ausencia de E4Orf1 no parece estar involucrada en la acumulación de AKT (Figura 17). En la 

fosforilación de la serina/treonina cinasa AKT (pAKT), el cual es un punto central en la vía de 

señalización de PI3K [135], observamos una variabilidad en la fosforilación de AKT inducida por la 

infección con HAdV-D36 (Figura 18). Los niveles de pAKT disminuyeron cuando se infectan con 

HAdV-D36 en MM, sin embargo, cuando las células se crecen en MDI los niveles de pAKT se 

mantienen durante la infección con un pico máximo a los 2 dpi que posteriormente disminuye (12dpi), 

lo que coincide con la disminución en la producción de progenie viral.  

Al igual que la interacción con MYC, la señalización de Ras/PI3K es una vía de señalización 

celular importante involucrada en el control del crecimiento, supervivencia y proliferación celular. Los 

adenovirus pueden activar esta vía de diversas formas y no solo de forma dependiente de E4Orf1. Las 

proteínas E1A y E1B juegan un papel crucial en la manipulación del ambiente celular para favorecer la 

replicación viral. En el caso de la proteína E1A ésta puede activar la vía de Ras/PI3K al interaccionar 

con proteínas celulares, como la proteína retinoblastoma (pRb), lo que podría también tener un papel 

importante en la regulación de PI3K y cooperar con E4Orf1 para promover el metabolismo celular.  

Se sabe que las proteínas E1A y E4Orf1 de HAdV-C5 y HAdV-D9 alteran el metabolismo celular 

por múltiples mecanismos, incluida la vía de Myc. Los resultados mostraron que en células infectadas 

con HAdV-D36 Myc es activado y en ausencia de E4Orf1 no se observaron diferencias significativas 

en su activación en comparación con Wt. Estos experimentos no nos permiten determinar si la E4Orf1 

activa a Myc, ya que el efecto podría verse enmascarado por la activación a través de E1A. La 

interacción entre E1A y MYC puede resultar en la regulación de genes blanco de MYC que afectan el 

metabolismo energético a través de la activación de genes involucrados en la glucólisis, el metabolismo 

de la glutamina y la biogénesis mitocondrial, por lo que también podría estar involucrada en el 

metabolismo celular. Este efecto parece ser aditivo con la activación de la vía de señalización de PI3K 

por E4Orf1, lo que promueve la captación de glucosa y el crecimiento celular. En este punto será 

interesante investigar si, al igual que la E4Orf1 de HAdV-C5 y HAdV-D9, la proteína de HAdV-D36 

puede interaccionar con Myc e inducir la activación de sus genes blanco. En cualquier caso, los datos 

muestran que la infección con HAdV-D36 induce la activación de PI3K y de Myc. 

La transcriptómica de células 3T3-L1 ha ampliado nuestra comprensión de las actividades 

asociadas con la infección de HAdV-D36 y E4Orf1 en el metabolismo celular. Confirmamos que 

E4Orf1 promueve la diferenciación de células adiposas, especialmente a los 6 dpi (Figura 24B). Genes 

como Adipoq, Fabp4, Pnpla3, Gck, Gpt, Cbr2, Gm5431, Gm4841, Cyp2e1, Aldh3a1 y Hmgcs2 son 

regulados por factores de transcripción como PPARγ y C/EBP. Esta regulación también se observa en 

la infección por HAdV-D36, y la regulación positiva de estos genes favorece la transcripción de Fabp4 

y Igf1, los cuales están relacionados con el metabolismo y la función de adipocitos.  

Con relación a E4Orf1, sus actividades se concentran en gran medida en la respuesta de la célula 

huésped a la infección, con un énfasis particular en la modulación de genes relacionados con la respuesta 
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a interferones beta y gamma, como se aprecia en la Figura 28. La inhibición de la producción de IFN-I 

por parte de E4Orf1 podría constituir una estrategia viral para evadir la respuesta inmunológica del 

huésped, facilitando así su reproducción y propagación en el organismo infectado. Por consiguiente, 

entender los mecanismos mediante los cuales E4Orf1 inhibe IFN-I resulta fundamental para dilucidar 

cómo HAdV-D36 influye en el desarrollo de la obesidad. 

La infección por adenovirus también se ha vinculado a la inducción de una respuesta inflamatoria 

en el tejido adiposo. Durante la infección, se liberan citocinas proinflamatorias, como la interleucina-6 

(IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Estas citocinas podrían contribuir a la inflamación 

crónica de bajo grado característica de la obesidad [134]. Genes como Il1rn, Ccl5, Saa1 y Angptl4, que 

tienen relación con la respuesta inflamatoria, son regulados en respuesta a la infección por adenovirus, 

sugiriendo que E4Orf1 de HAdV-D36 podría estar implicada en el mantenimiento de la inflamación de 

bajo grado observada en la obesidad. [136].  

Aunque la correlación de HAdV-D36 con la obesidad en humanos ha sido reportada en muchos 

estudios [45, 52-55], quedan varias preguntas, incluyendo si los sujetos obesos son más susceptibles a 

la infección que los sujetos no obesos o si la infección causa o aumenta la obesidad [137, 138]. 

 Nuestros hallazgos revelan que el estado de diferenciación de los adipocitos 3T3-L1 determina si 

las células son permisivas para la replicación viral, y que los mayores efectos sobre los genes glucolíticos 

diana de MYC, la expresión de C/EBPβ, C/EBPα, PPARγ y la acumulación de lípidos ocurren en los 

adipocitos que permiten la replicación viral productiva y que, en estas condiciones, la proteína E4Orf1 

no es la única responsable del efecto adipogénico asociado a HAdV-D36 y que la glucólisis dependiente 

de PI3K y el aumento en la glucólisis dependiente de MYC no necesariamente son mutuamente 

excluyentes. En cambio, ambos podrían trabajar en conjunto para reestablecer el metabolismo celular, 

lo que tendría un efecto aditivo en la proliferación celular o la replicación del virus. Estos hallazgos 

justifican estudios más detallados sobre el impacto de la replicación de HAdV-D36 en la adipogénesis, 

tanto en el adipocito modelo 3T3-L1 como en preadipocitos humanos.  

La comprensión del papel de HAdV-D36 en la obesidad humana demanda investigaciones 

adicionales. Es esencial comprender si la infección por este virus contribuye al desarrollo de la obesidad 

en individuos susceptibles.  
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8. Conclusiones. 

• Durante la fase inicial de la diferenciación de adipocitos, las células 3T3-L1 son susceptibles a 

la infección por HAdV-D36, pero no permisivas, ya que la expresión de genes virales tempranos 

es muy baja, no hay replicación del genoma viral, ni producción de progenie. 

• Las células comprometidas a diferenciación a adipocito son permisivas a la replicación viral 

productiva que resulta en una mayor expresión de marcadores adipogénicos y acumulación de 

lípidos. 

• La proteína viral E4Orf1 juega un papel importante en la adipogénesis inducida por HAdV-D36 

y colabora con la expresión de C/EBPα y PPARγ, factores clave en la diferenciación de 

adipocitos, pero la expresión de estos marcadores adipogénicos no es exclusivo de E4Orf1. 

• La proteína E4Orf1 potencia el proceso de replicación de HAdV-D36, pero no es necesaria para 

el ciclo de replicación de HAdV-D36. 

• La activación de la vía de señalización de PI3K se favorece en células 3T3-L1 infectadas con 

HAdV-D36 aún en ausencia de la proteína E4Orf1. 

• La infección con HAdV-D36 promueve el metabolismo de la glucosa a través de genes blanco 

de MYC. 

• La regulación del metabolismo de la glucosa a través de la expresión de genes blanco de MYC 

no depende de E4Orf1. 

9. Perspectivas 

• Determinar el efecto de E1A de HAdV-D36 sobre el metabolismo de la célula infectada. 

• Determinar el mecanismo molecular de MYC sobre el ciclo viral de HAdV-D36.  

• Determinar la interacción entre E1A y E4Orf1 de HAdV-D36 con MYC.  

• Determinar el efecto de HAdV-D36 sobre la respuesta a antiviral.  

• Determinar el efecto del estado inflamatorio sobre la replicación de HAdV-D36. 

• Determinar la interacción de E4Orf1 con factores celulares implicados en la respuesta 

inmunológica y la inflamación que pudieran favorecer la replicación viral y potenciar el efecto 

adipogénico. 

• Determinar el efecto la activación de la vía de Ras/PI3K por E1A y su impacto en el metabolismo 

de la célula infectada  

• Realizar análisis funcionales de genes blanco que estén involucrados tanto en el metabolismo 

celular como en la respuesta antiviral.  
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Má rquez V, Ballesteros G, Dobner T 
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Human adenovirus 36 

(HAdV-D36) can cause 

obesity in animal models, 

induces an adipogenic 

effect and increased 

adipocyte differentiation in 

cell culture. HAdV-D36 infection alters gene expression and the metabolism of 

the infected cells resulting in increased glucose internalization and 

triglyceride accumulation. Although HAdV-D36 prevalence correlates with 

obesity in humans, whether human preadipocytes may be targeted in vivo 

has not been determined and metabolic reprogramming of preadipocytes has 

not been  explored  in  the  context  of  the  viral  replication  cycle.  HAdV-

D36 

infection of the mouse fibroblasts, 3T3-L1 cells, which can differentiate into 

adipocytes, promotes proliferation and differentiation, but replication of the 

virus in these cells is abortive as indicated by short-lived transient expression of 

viral mRNA and a progressive loss of viral DNA. Therefore, we have evaluated 

whether a productive viral replication cycle can be established in the 3T3-L1 

preadipocyte model under conditions that drive the cell differentiation process. 

For this purpose, viral mRNA levels and viral DNA replication were measured by 

RT-qPCR and qPCR, respectively, and viral progeny production was 

determined by plaque assay. The lipogenic effect of infection was evaluated 

with Oil Red O (ORO) staining, and expression of genes that control lipid and 

glucose metabolism was measured by RT-qPCR. In the context of a viral 

productive cycle, HAdV-D36 modulated the expression of the adipogenic 

genes, C/EBPa, C/EBPb and PPARg, as well as intracellular lipid accumulation, 
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and the infection was accompanied by altered expression of glucolytic genes. 

The results show that only adipocyte-committed 3T3-L1 cells are permissive 

for the expression of early and late viral mRNAs, as well as viral DNA replication 

and progeny production, supporting productive HAdV-D36 viral replication, 

indicating that a greater effect on adipogenesis occurs in adipocytes that 

support productive viral replication. 

 

KEYWORDS 

human adenovirus 36, obesity, adipocyte commitment, permissive replication, lipid 

and glucose metabolism 

 
 
 
 

 

Introduction 

 
Obesity, defined as a metabolic disorder caused by excessive 

caloric intake, is considered a major nutritional burden in both 

high-income and low-income countries (Romieu et al., 2017), 

and has become one of the most serious health problems 

globally. Obesity is a multifactorial disease caused by the 

interaction of genetic, epigenetic, metabolic, lifestyle, 

immunologic and environmental factors, and is currently 

considered a pandemic phenomenon (Chooi et al., 2019; Jaacks 

et al., 2019). Attempts to explain the increase in obesity in most 

countries of the world during the last four decades have led to the 

search for additional factors that may be more adequately 

adjusted to the characteristics of an epidemiological 

phenomenon (Dhurandhar, 2001; Blaut and Clavel, 2007; Mitra 

and Clarke, 2010). The accumulated evidence has shown that 

some virus infections induce metabolic alterations and have 

adipogenic effects in different animal species (Dhurandhar et al., 

2000; Whigham et al., 2006; Pasarica and Dhurandhar, 2007; 

Munger et al., 2008; Voss et al., 2015); however, many questions 

still remain about the role of infectious agents and their 

contribution to obesity in humans and  the current obesity 

pandemic. 

The prevalence of Human Adenovirus 36 (HAdV-D36) has 

been correlated with obesity in humans (Yamada et al., 2012; 

Shang et al., 2014; Xu et al., 2015). Moreover, virus infection can 

cause obesity in animal models (Dhurandhar et al., 2001; 

Dhurandhar et al., 2002; Atkinson, 2007) and alter lipid 

metabolism in cellular models (Vangipuram et al., 2004; 

Pasarica et al., 2008). In animal models HAdV-D36 infection 

increases adiposity, decreases cholesterol and serum 

triglycerides, alters the expression of adipogenic genes, 

increases glucose metabolism and promotes preadipocyte to 

adipocyte differentiation, as well as cellular proliferation 

without cell lysis (Pasarica et al., 2008). In cellular models 

HAdV-D36 infection of rodent preadipocytes increases 

differentiation and lipid accumulation (Vangipuram et al., 

2004), and enhances differentiation of human adipose-derived 

stem cells (Pasarica et al., 2008). However, detailed studies of the 

effect of productive virus replication in adipocytes that are 

permissive to infection is still lacking. Therefore, studies are 

needed to determine the specific effects of HAdV-D36 infection 

and replication on adipocytes at different stages of 

adipocyte differentiation. 

The molecular events associated with adipocyte 

differentiation have been studied in detail in the mouse 

preadipocytes, 3T3-L1 cells, because these cells can be induced 

to differentiate in response to dimethyl-ethyl-xanthine (MIX), 

dexamethasone (DEX), and insulin (MacDougald and Lane, 

1995; Yeh et al., 1995), an adipogenic cocktail commonly 

abbreviated MDI. The adipogenic program follows two 

sequential phases: the first includes events that favor the 

commitment of cells to preadipocytes, while the second involves 

mechanisms that allow mature adipocyte formation (Hershey 

and Merrick, 2000). Studies of the coordinated activation of 

Cytosine-Cytosine-Adenosine-Adenosine- 

Thymidine/Enhancer-binding proteins (C/EBPs) and 

peroxisome proliferator activated receptor g (PPARg) have 

shown that the induction of C/EBPb increases expression of 

C/EBPa, which in turn activates the expression of adipocyte 

genes and thus stimulates the differentiation process (Tanaka et 

al., 1997; Gregoire et al., 1998; Salma et al., 2004). PPARg and C/ 

EBPa are two key regulators of adipogenesis that are necessary 

for adipocyte differentiation both in cell culture and in animal 

models, and act in a reciprocal positive feedback loop (Wu et al., 

1999; Linhart et al., 2001; Rosen et al., 2002; Farmer, 2005). 

HAdV-D36 infection increases the expression of C/EBPb 

downstream genes, C/EBPa and glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase (GPDH), suggesting that a direct target of 

HAdV-D36 in the adipocyte differentiation program may be 

C/EBPb (Pasarica et al., 2008; Na et al., 2012). C/EBPb results in 

activation of C/EBPa and PPARg at an early stage, which in turn 

increase adiponectin and fatty acid synthase (FAS) levels for 

mature adipocyte formation. 
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Although HAdV-D36 infection of 3T3-L1 promotes cell 

proliferation and differentiation (Vangipuram et al., 2004; 

Dubuisson et al., 2011), the viral replication cycle is abortive and 

cellular metabolism is altered without ensuing cell lysis or 

cytopathic effect (Rathod et al., 2007). Hence, the effects of 

HAdV-D36 replication in adipocyte differentiation and lipid 

metabolism have not yet been fully elucidated. Therefore, to 

determine under what conditions the cells are permissive for 

HAdV-D36 replication and to evaluate the adipogenic effect in 

the context of viral replication, we measured viral early and late 

mRNA expression, DNA replication and progeny production, as 

well as genes that are key regulators of the adipogenic cascade, C/ 

EBPa, C/EBPb and PPARg, and MYC glycolytic target genes, in 

3T3-L1 cells infected with HAdV-D36 at different stages of 

differentiation (Figure 1). The results show that the infection 

with HAdV-D36 increased the expression of adipogenic genes 

C/EBPa, C/EBPb and PPARg, as well as intracellular lipid 

accumulation, regardless of the differentiation stage. However, 

only 3T3-L1 cells that have engaged the differentiation process 

were permissive for HAdV-D36 replication allowing the 

expression of early and late viral mRNAs, as well as viral DNA 

replication and viral progeny production, concurrent with 

greater metabolic alterations and amplified adipogenic effects. 

 

Materials and methods 

Cells and viruses 

 
Mouse 3T3-L1 cells were used as a model of preadipocytes. 

The cells were maintained in monolayer cultures in minimum 

medium (MM) consisting of Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) with 1.5 g/l NaHCO3, supplemented with 10% 

(vol/vol) bovine serum (BS), 0.1% sodium pyruvate, 100 U/ ml 

penicillin, and 100 µg/ml streptomycin at 37°C in 5% CO2. For 

the differentiation medium (MDI), 0.5 mM dimethyl-ethyl- 

xanthine, 25 mg/ml dexamethasone, 10 mg/ml insulin were 

added. The culture medium was replaced with fresh medium 

every 2 days. Human lung carcinoma A549 cells were 

maintained in monolayer cultures in DMEM supplemented with 

10% (vol/vol) BS, 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml 

streptomycin at 37°C in 5% CO2. Human Adenovirus 36 wild 

type (HAdV-D36) was propagated in A549 cells and virus titers 

were determined using plaque assays. Briefly, A549 cells were 

grown in 12-well plates with DMEM/5% BS + 5% Fetal Bovine 

Serum (FBS). When the cells reached 90% confluence, they were 

infected and overlaid with agarose (DMEM 2X supplemented 

with 7.5% NaHCO3, 10 mg/ml gentamicin, 1 M MgCl2, 2% FBS 

and 1% agarose). Serial dilutions were used to determine viral 

titers. When plaque formation was observed (14 days post- 

infection), 125 µl of neutral red (1% in MilliQ water) was added 

to the medium and after 4 hours plaques were counted at each 

of the dilutions to calculate virus titer. The 3T3-L1 cells were 

infected with HAdV-D36 at a MOI of 5 PFU/cell in all 

experiments. 

 
 

Quantitative PCR and RT-PCR 

 
DNA or RNA was isolated from total lysates of mock- 

infected (MK) or HAdV-D36-infected cells. 3T3-L1 cells were 

grown to confluence and 12 days after confluence, were 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

points when measurements of viral and cellular mRNA, viral DNA, viral progeny production and intracellular lipids were performed as described 

in materials and methods. 
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infected with HAdV-D36 at a MOI of 5 PFU/cell. For viral 

DNA, the cells were collected at 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi and 

18 dpi and centrifuged for 5 minutes at 400 g at 4°C; the cell 

pellet was resuspended in 1 mg/ml Proteinase K (Promega) and 

1:200 Tween20 (Promega) and incubated for 1 h at 55°C. After 

incubation, Proteinase K was inactivated for 10 min at 95°C. The 

solution was centrifuged for 2 min at 10,000 g and the 

supernatant was collected. The DNA was precipitated with 1/ 10 

volume of 3M Sodium Acetate and 1 volume of isopropanol at 

4°C overnight. The DNA was resuspended in 10 ml of 10 mM Tris 

pH 7.4 and stored at -20°C until use. For RNA, the cells were 

collected at 3 hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi and 18 dpi and centrifuged 

for 5 minutes at 400 g at 4°C; the cell pellet was extracted using 

TRIzol (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. The RNA from each sample was quantified using 

NanoDrop. To analyze RNA, equal volumes (approximately 100 

ng) of RNA were reverse transcribed using Revert -Aid 

reverse transcriptase  according to the manufacturer’s 

instructions (Thermo Scientific) in 20 µl reaction volumes. Viral 

or cellular genes were quantified using the Power SYBR green 

PCR master mix kit according to the manufacturer’s instructions 

(Applied Biosystems). The StepOne system (Applied 

Biosystems) was used for real-time thermocycling. The cDNA 

samples were analyzed using the DDCt comparative method. 

The U1 cellular gene was used as the internal reference and the 

samples at the earliest time-point 

were used as the calibrator. All experiments were performed in 

technical duplicates for two independent experiments. 

 
 

Primers 

 
The CLC Sequence Viewer (CLC Bio), Primer Plex (Premier 

Biosoft), and Primer-BLAST (NCBI) programs were used to 

design primers specific for the viral and cellular gene sequences 

of interest. These primers allowed the amplification of a unique 

product of the expected size, as determined by melt curve 

analyses. All primers were validated to confirm an 

amplification efficiency of 100% ± 10%, as calculated by the 

linear regression obtained from standard curve assays. The 

primers used to quantify viral and cellular mRNAs are shown 

in Table 1. 

 
 

Intracellular lipid staining 

 
The accumulation of intracellular lipids was determined with 

the Lipid Oil Red O (ORO) Staining; 3T3-L1 cells were grown 

in 35 mm culture plates and 12 days after confluence were infected 

as described above. The cells were fixed for 10 min with 10% 

formalin; formalin was removed and the cells were gently 

washed 2X with sterile Milli-Q water. Isopropanol (60%) was 

 
TABLE 1 Primers used for qPCR and RT-qPCR. 

 

Target genes Primer sequence 5’-3’ Amplicon size (bp) 
 

E1A 21k Fw. CGGCGACCTGGCTGTGATTATG 253 

 Rv. TTCAGGTATGGGAGGCAGAGTGG  

L3 Hexón Fw ATCGCAGTCGCAAATGGCCA 149 

 Rv CCCAGGCTGAAGTACGTGTC  

IVa2 Fw. TGGAGACGCGAGGGCGAAG 112 

 Rv. ACGTCACCGAGCTCTGGGAC  

HAdV-D36 DNA Fw. CCGTGTGGTTAAAGAGCAGC 184 

 Rv. TTCCACATTCCTCCGCATGG  

HK2 Fw. CGGCCGTGCTACAATAGG 80 

 Rv. CTCGGGATCATGTGAGGG  

PFK Fw GGCGGAGATCACATCAGG 

Rv GTAATCCCACGCTTCACCAG 

88 

GAPDH Fw. CCCACCACACTGAATCTCCC 88 

 Rv. TACATGACAAGGTGCGGCTC  

LDHA Fw. ACGTCAGCATAGCTGTTCCACT 83 

 Rv. TGAGATCCGGAATCGGCGG  

PPAR g Fw GCCTGCGAAAGCCTTTTGGTG 151 

 Rv GGCTTCACATTCAGCAAACCTGG  

C/EBP a Fw AGGAACACGAAGCACGATCAG 141 

 Rv CGCACATTCACATTGCACAA  

C/EBP b Fw CGGACTGCAAGCGGAAGGAGGA 150 

 Rv GGCTGGACGACGAGGATGTGGA  
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added to each well and incubated for 5 min. Isopropanol was 

removed and Oil Red O Working Solution (0.5% W/V Oil Red/ 

Isopropanol 100%) was added and incubated for 1 h. The cells 

were washed five times with Milli-Q water and viewed and 

photographed using bright field microscopy. For ORO 

quantification, stained cells were treated with 100% 

isopropanol to elute the staining and absorbance of the eluate 

was measured at 510 nm. 

 
 

Statistical analyses 

 
All data were analyzed with two-way analysis of variance 

(ANOVA) and multiple t tests using GraphPad 8.0.2 for 

Microsoft (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 

 
 

Results 

3T3-L1 cells that have initiated 
adipocyte differentiation are 
susceptible but not permissive to 
HAdV-D36 infection 

 
The 3T3-L1 adipocyte model has been used extensively to 

study the process of cell differentiation and commitment. When 

the cells reach confluence proliferation is arrested and initial 

preadipocyte differentiation ensues. By 12 days post-confluence 

(dpc) the cells commit to differentiation, undergo mitotic clonal 

expansion and progress to adipocyte maturation (Scott et al., 

1982; Wille and Scott, 1982). Cell differentiation and 

commitment can also be induced by dimethyl-ethyl-xanthine, 

dexamethasone and insulin (MDI) (Yeh et al., 1995). In both 

conditions the differentiation process is accompanied at the early 

phase by increased expression of the C/EBPs adipogenic 

regulators, which lead to PPARg expression and lipid 

accumulation induced by adiponectin and fatty acid synthase 

(FAS) for mature adipocyte formation at the later phase 

(Gregoire et al., 1998; Moseti et al., 2016). 

To evaluate if the phase of cell differentiation determines 

whether the 3T3-L1 cells are permissive for HAdV-D36 

replication, and analyze the effect of productive viral replication 

on adipogenesis, we decided to compare the effect of HAdV-

D36 infection in 3T3-L1 cells at 2 and 12 dpc, in the presence of 

MDI. Initially the expression levels of C/EPBb, C/ EPBa, 

PPARg mRNAs and lipid accumulation were measured 

comparing uninfected 3T3-L1 cells in medium supplemented 

with MDI at 2 and 12 dpc. The cells were then harvested at 3 h, 6 

d and 12 d after MDI addition (Figure 2), as described in the 

Materials and Methods section. The cellular mRNAs were 

measured by quantitative reverse transcription PCR (RT- qPCR) 

with primers targeting mature mRNA sequences, and lipid 

accumulation was measured with the ORO reagent. As expected, 

the cell number increased approximately ten-fold from 

2 dpc to 12 dpc in the presence of MDI, but only approximately 

2-fold every 6 days when cells at 2 dpc were stimulated with 

MDI, and increased only by approximately 30% between 2 and 6 

days when MDI was added to cells at 12 dpc (Figure 2D and 

Table 2). Also as expected, both the percentage of cells (Figure 

2E) and the total lipid accumulation per cell (Figure 2F) 

was significantly higher in the cells supplemented with MDI at 

12 dpc. The levels of C/EBPb and C/EBPd have been shown to 

increase transiently during the early phase of differentiation and 

to decrease at the later stage, when C/EPBa and consequently 

PPARg accumulate leading to synthesis and storage of fatty acids 

(MacDougald and Lane, 1995). Significant differences in the 

patterns of expression of CEBPs and PPARg were observed 

between the cells at 2 dpc and 12 dpc (Figures 2A, B). The cells at 

12 dpc displayed 2 to 4-fold higher levels and a pattern of 

C/EPBb, C/EPBa, PPARg mRNAs that would be expected for 

committed adipocytes at 12 d after MDI addition to the medium 

(Figure 2B), where a transient increase of C/EPBb and C/EPBa 

was followed by higher levels of PPARg. 

Using the same experimental set-up, we then evaluated the 

conditions in which 3T3-L1 cells are permissive for HAdV-D36 

replication. The 3T3-L1 cells supplemented with MDI at 2 and 

12 dpc were infected at a MOI of 5 PFU/cell. DNA and RNA 

were isolated and viral early and late mRNA expression levels, as 

well as viral DNA and progeny production were determined at 3 

hours, 6 days and 12 days post infection (hpi or dpi). The viral 

early, E1A, and viral late, hexon, mRNAs were chosen because 

E1A expression is required to induce expression of all viral genes 

and the hexon gene is only expressed after viral DNA replication 

initiates (Berk, 2013). Very low and transient levels of viral 

mRNAs were measured in cells infected at 2 dpc, and no viral 

DNA replication or progeny production were detected (data not 

show), in agreement with previous results (Rathod et al., 2007). 

In contrast, steady state levels of both E1A and hexon mRNA 

increased when the cells were infected at 12 dpc. Interestingly, 

E1A and hexon mRNA, and viral DNA peaked at 6 dpi, and 

although viral progeny production accumulated until 12 dpi it 

did not significantly increase after 6 dpi (Figures 3A-D). These 

results indicate that in the presence of MDI at 2 dpc the 3T3-L1 

cells are susceptible to infection, but only cells at 12 dpc are 

permissive for productive viral replication. The patterns of C/ 

EBPb, C/EBPa and PPARg differed markedly between the cells 

infected at 2 and 12 dpc (Figures 3E, F). High C/EBPb levels 

were detected at 12 dpi in the cells infected at 2 dpc, but were not 

accompanied by higher PPARg. In contrast, higher levels of 

PPARg were observed in the cells infected at 12 dpc at 6 dpi, but 

accumulation of C/EBPa was higher at 12 dpi, an expression 

pattern that was different from the uninfected cells (compare 

Figures 2A, B with Figures 3E, F). Both the percentage of cells 

and the total lipid accumulation increased sharply in the cells 

infected at 12 dpc, while the lipid increase in cells infected at 2 

dpc was similar to that of uninfected cells (compare Figures 2C– 

F to Figures 3G–J). As mentioned above, after differentiation is 
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induced the preadipocytes undergo postconfluent mitosis with at 

least one round of DNA replication and cell division, and 

subsequent growth arrest (Scott et al., 1982; Wille and Scott, 

1982). In the infected cells the number of cells at 2 dpc (Figure 

3H black bars and Table 3) doubled by 6 dpi and continued to 

proliferate. In contrast, cells at 12 dpc increased 

 
TABLE 2 Number of 3T3-L1 cells at different time-points at 2 and 12 

dpc in MDI. 

 

Time Number of cells 
 

 

2dpc 12dpc 
 

 

3h 1.36 X 106 1.82 X 107 

6d 2.35 X 106 2.36 X 107 

12d 4.02 X 106 2.30 X 107 
 

 

only by 20%, and there was no increase by 12 dpi (Figure 3H 

gray bars and Table 3). 

 

 

3T3-L1 adipocyte commitment is 
required to support HAdV-D36 
productive replication 

 
Taken together, the results described above suggest that 

adipocyte commitment may be required to support HAdV- D36 

productive viral replication, and that the effect of HAdV- D36 

infection on adipogenesis may be greater when cells are 

committed to adipocytes. Therefore, we decided to compare C/ 

EBPb, C/EBPa and PPARg mRNAs, and lipid levels as above, in 

both mock-infected (MK) and HAdV-D36-infected 3T3-L1 cells at 

12 dpc, in the absence (Figure 4) or in the presence (Figure 5) 

 

 

 

   

 

3T3-L1 cells at 12 dpc show characteristics of differentiation committed preadipocytes. Differentiation of 3T3-L1 preadipocytes was induced by 

incubation postconfluence and addition of MDI. RNA was isolated from 3T3-L1 cells at 2 dpc (A) or 12 dpc (B), and expression levels of C/EBPb, 

C/EBPa, and PPARg were analyzed by RT-qPCR. Intracellular lipid accumulation was observed by ORO staining and white field microscopy (C). 

Scale bar = 100 mm. Cell numbers were measured using a Neubauer chamber (D). Changes in the percentage of cells with lipid accumulation 

were counted using ORO staining and white field microscopy (E), and the relative quantities of lipid accumulation were determined by elution 

of ORO staining, measured at 510 nm Optical Density (OD) (F). Primers were designed to hybridize at exon-exon junctions to measure mature 

mRNA. All values represent the mean of two independent experiments, measured in technical duplicates. Data are expressed as the mean and error 

bars represent standard deviations. Significant differences from each time-point relative to 3h (A, B) and between Mock- and HAdV-D36- infected 

cells at each time-point (D-F) are indicated by **p < 0,005. ***p < 0,0005. ****p < 0,00001. ns, not significant. 
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of MDI. The cells were harvested at 3 h, 2 d, 6 d, 12 d and 18 d (3 

hpi, 2 dpi, 6 dpi, 12 dpi and 18 dpi for infected cells). The 2 and 

18 d time-points were included in these experiments in an 

attempt to gain better insight into the initial effect of MDI, 

 
TABLE 3 Number of 3T3-L1 cells at different time-points. HAdV-36- 

infected at 2 and 12 days dpc in MDI. 

 

Time post infection Number of cells 
 

 
2dpc 12dpc 

3h 1.86 X 106 1.42 X 107 

6d 3.52 X 106 1.70 X 107 

12d 4.00 X 106 1.73 X 107 

and because PPARg mRNA levels were lower than those of C/ 

EBPa mRNA at 12 dpi in cells infected both at 2 and 12 dpc, 

suggesting the possibility that the cells have not reached a mature 

adipocyte phase by 12 days. The data obtained with these 

experiments are shown in Figures 4, 5 and Table 4, 5, where 

complex patterns and marked differences in the mRNA levels of 

C/EBPb, C/EBPa and PPARg were observed between all 

conditions tested. However, only in the infected cells in the 

presence of MDI, 10- to 500-fold increments in the levels of the 

adipogenesis markers were observed (compare Figures 4A, B 

with Figures 5A, B). In the absence of MDI in the MK-infected 

cells the levels of C/EBPb and C/EBPa mRNA increased 

reaching a maximum level at 12 d, but the levels of PPARg 

mRNA decreased by 2 d and increased only slightly by 6 d 

    

  

 

 
  

 

3T3-L1 cells at 12 dpc, but not at 2 dpc, are permissive for HAdV-D36 replication. 3T3-L1 cells, 2dpc or 12dpc, were infected with HAdV-D36 in 
the presence of MDI. Viral mRNA expression levels of E1A (A), and Hexon (B) were measured by RT-qPCR. DNA was isolated and analyzed by 

qPCR (C) and viral progeny production was determined by plaque assay (D). The expression levels of C/EBPb, C/EBPa and PPARg was measured 

by RT-qPCR (E, F). Intracellular lipid accumulation was observed by ORO staining and white field microscopy (G). Scale bar = 100 mm. Cell 

numbers were measured using a Neubauer chamber (H). Change in the percentage of cells with lipid accumulation in the presence of MDI 

were counted using ORO staining and white field microscopy (I), the relative quantities of lipid accumulation were determined by elution of 

ORO staining, measured at 510 nm Optical Density (OD) (J). Primers were designed to hybridize at exon-exon junctions to measure mature 

mRNA and to hybridize at sequences that correspond to intron-exon junctions to measure DNA. All values represent the mean of two 

independent experiments, measured in technical duplicates. Data are expressed as the mean and error bars represent standard deviations. 

Significant differences from each time-point relative to 3h (A–F) and between 2 and 12 dpc at each time-point (H-J) are indicated by 
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remaining at a similar level up to the 18 d time-point (Figure 

4A), when only about 10% of the cells displayed lipid 

accumulation (Figure 4E). The infection with HAdV-D36 

induced approximately 2-fold and 5-fold rise in C/EBPb and 

C/EBPa mRNA, respectively, by 2 dpi. PPARg mRNA levels 

increased 2-fold by 12 dpi, and 30-fold by 18 dpi (Figure 4B), 

when approximately 40% of the cells accumulated lipids 

(Figures 4C, E). As expected, the presence of MDI was sufficient 

to induce a significant rise in the levels of C/EBPb and C/EBPa, 

and approximately 7-fold increase in PPARg mRNA levels by 

12 d (Figure 5A), with close to 20% of the cells displaying lipid 

accumulation (Figures 5C, E). However, a much sharper increase 

in C/EBPb, C/EBPa and PPARg mRNAs was observed in HAdV-

D36-infected cells. Nearly 80% of the cells accumulated more 

than 2-fold higher levels of total lipids (Figures 5B, C, E, F), 

confirming that the most pronounced adipogenic effect was 

induced in cells infected at 12 dpc in the presence of MDI. 

As described in the experiments in Figure 3, as expected 

(Rathod et al., 2007), barely detectable and transient levels of 

E1A and hexon mRNA, and no viral DNA replication or virus 

production were observed in the 3T3-L1 cells infected at 2 dpc in 

the presence of MDI. Therefore, to evaluate the effect of the 

phase of adipocyte differentiation on HAdV-D36 productive 

replication, we then measured viral early (E1A), intermediate 

(IVa2), and late (hexon) mRNAs, viral DNA replication, and 

viral progeny production in 3T3-L1 cells infected at 12 dpc, with 

or without MDI. The IVa2 mRNA was included in these 

experiments because the IVa2 protein is required for the 

transition of the early to the late phase of adenovirus replication 

and the activation of the viral late genes, which depends on 

active viral DNA replication during productive virus 

replication. As before, the cells were harvested at 3 hpi, and 2, 

6, 12 and 18 dpi. Interestingly, although transiently the cells 

infected at 12 dpc, both in the absence or presence of MDI, were 

permissive for HAdV-D36 replication (Figure 6). In the absence 

of MDI, lower levels of the viral mRNA and DNA were produced 

(Figures 6A–D, black bars); however, they were sufficient to 

sustain production of viral progeny, which could be initially 

detected by 6 dpi and peaked by 12 dpi (Figure 6E). The 

accumulation of E1A mRNA was very low and transient, and 

was followed by increased IVa2 expression, which peaked at 

 

 

 

   

FIGURE 4 

differentiation inducers (MM) and the expression levels of C/EBPb, C/EBPa and PPARg were analyzed by RT-qPCR (A, B). Intracellular lipid 

Optical Density (OD) (F). Primers were designed to hybridize at exon-exon junctions to measure mature mRNA. All values represent the mean of 

two independent experiments, measured in technical duplicates. Data are expressed as the mean and error bars represent standard deviations. 
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6 dpi, and later by hexon mRNA accumulation, which was 

delayed and reached a maximum level at 12 dpi. In the presence 

of MDI 2- to 5-fold higher levels of the viral mRNAs were 

measured, which reached a maximum level at 6 dpi, with a 

pattern of accumulation that more closely paralleled that of viral 

DNA (Figure 6D, grey bars). These results confirm that viral 

gene expression and DNA replication peak when higher levels of 

both C/EBPa and PPARg mRNAs are reached (Figure 5B), and 

 
TABLE 4 Number of 3T3-L1 cells at different time-points. HAdV-36- 

infected vs MK-infected at 12 dpc in MM. 

 

Time post infection Number of cells 
 

 
WT MK 

3h 1.42 X 107 1.39 X 107 

2d 1.73 X 107 1.53 X 107 

6d 1.39 X 107 1.81 X 107 

12d 2.61 X 107 2.40 X 107 

18d 2.62 X 107 2.55 X 107 

that adipocyte committed 3T3-L1 cells support HAdV-D36 

productive viral replication, with a greater effect on 

increased adipogenesis. 

 

 

HAdV-D36 infection promotes 
glucose metabolism through MYC 
target genes in adipocyte committed 
3T3-L1 cells 

 
The metabolic changes induced by HAdV that contribute to 

the adipogenic effect of the infection are accompanied with 

increased Myc transcriptional activation of glycolytic genes 

(Thai et al., 2014) (Prusinkiewicz et al., 2020). Therefore, we 

wished to determine whether the activation of Myc target genes 

for glucose metabolism require conditions in the infected cell that 

support efficient viral replication. The mRNAs of the hexokinase 

(Hk), phosphofructokinase (PFk), glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) and Lactate dehydrogenase (LDHA) 

Myc target genes were measured in 3T3-L1 cells that were Mock- 

infected or infected with HAdV-D36 at 12 dpc, in the absence 

 

 

 

   

 

The effect of HAdV-D36 on 3T3-L1 adipogenesis is enhanced by adipocyte differentiation inducers. The effect of infection on 12 dpc 3T3-L1 

cells cultured in MDI was evaluated. 12 dpc 3T3-L1 cells were infected with HAdV-D36 in the presence of adipocyte differentiation inducers 

(MDI) and the expression levels of C/EBPb, C/EBPa and PPARg were analyzed by RT-qPCR (A, B). Intracellular lipid accumulation was observed 

by ORO staining and white field microscopy (C). Scale bar = 100 mm. Cell numbers were measured using a Neubauer chamber (D). Change in 

 

relative quantities of lipid accumulation were determined by elution of ORO staining, measured at 510 nm Optical Density (OD) (F). Primers 

were designed to hybridize at exon-exon junctions to measure mRNA. All values represent the mean of two independent experiments, 

measured in technical duplicates. Data are expressed as the mean and error bars represent standard deviations. Significant differences from 
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TABLE 5 Number of 3T3-L1 cells at different time-points. HAdV-36- 

infected vs MK-infected at 12 dpc in MDI. 

 

Time post infection  Number of cells 

WT  MK 

3h 1.42 X 107 1.82 X 107 

2d 1.42 X 107 1.94 X 107 

6d 1.70 X 107 2.36 X 107 

12d 1.73 X 107 2.30 X 107 

18d 2.55 X 107 2.35 X 107 
 

 
 

(MM) or presence (MDI) of adipocyte differentiation inducers, at 

the same time-points as the previous experiments (Figure 7). 

Except for an unexpected 6-fold rise in the level of the Hk-2 

mRNA at 12d, relatively small variations in the levels of mRNA 

were observed in Mock-infected cells in the absence of MDI 

through 30 days of cell culture (12 dpc + 18 d), which may be due 

to the addition of fresh medium to the contact-arrested cells every 

48 hrs (Figure 7A). In contrast, the sole presence of MDI in the 

Mock-infected cells induced a rapid and progressive 5- to 50-fold 

rise in the levels of mRNA (Figures 7A, C), as would be expected 

to support the bioenergetic and biosynthetic demands of 

adipocyte differentiation and lipid accumulation (Figure 2). The 

adipocyte differentiation inducers showed a clear effect on the 

increase of Hk-2 and LDHA by 6 d, and all four mRNA increased 

by at least 10-fold by 18 d. The effect of infection on the rise of the 

mRNA levels of all four glycolytic genes was higher than MDI, 

when already by 2 dpi approximately 10-fold higher levels of Hk-2 

and PFk-2 were measured, and all four mRNA increased between 

15- and 150-fold by 6 dpi. Interestingly, an even more pronounced 

effect was induced in HAdV-D36-infected cells when in the 

presence of MDI. A general 50- to 100-fold rise in the levels of 

Hk-2, PFk, GAPDH and LDHA reached maximum levels that 

were concurrent with both viral gene expression and DNA 

replication (Figures 6A-D), and the highest levels of C/EBPa 

and PPARg (Figure 5B). These data suggest that the adipocyte 

commitment that supports HAdV-D36 productive replication 

correlates with Myc-dependent activation of glucose metabolism. 

 

Discussion 

 
Extensive evidence has been obtained of the effect of HAdV- 

D36 on adipogenesis in animal models (Dhurandhar et al., 2000; 

Dhurandhar et al., 2001; Dhurandhar et al., 2002, Pasarica et al., 

2006), and it has been established that the infection induces 

preadipocyte differentiation and lipid accumulation in both the 

3T3-L1 preadipocyte model (Vangipuram et al., 2004), and in 

human adipose-derived stem/stromal cells (Pasarica et al., 2008). 

However, studies of the differentiation phase in which the cells 

are susceptible and permissive to HAdV-D36 replication leading 

 
 

 

   

  

 

Adipocyte commitment of 3T3-L1 cells is required to support productive replication of HAdV-D36. 3T3 cells treated with or without adipocyte 

differentiation inducers (MDI or MM) were infected 12dpc, and RNA and DNA were purified as described in materials and methods. Expression 

levels of E1A (A), IVa2 (B) and Hexon (C) were measured by RT-qPCR and DNA by qPCR (D). Viral progeny production was determined by 

plaque assay (E). Primers were designed to hybridize at exon-exon junctions to measure mature mRNA and at sequences that correspond to 

intron-exon junctions to measure DNA. All values represent the mean of two independent experiments, measured in technical duplicates. Data 

are expressed as the mean and error bars represent standard deviations. Significant differences from each time-point relative to 3h (A-D) and 
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to viral progeny production are lacking, as is the analysis of the 

effect of virus replication on adipogenesis. Our results show that 

3T3-L1 cells at the initial phase of adipocyte differentiation are 

susceptible to infection with HAdV-D36, but the expression of 

viral early genes that is required for viral DNA replication and 

ensuing late gene expression, was sustained only in cells that 

were committed to differentiation (Figures 3A–D). In agreement 

with previous reports, either the effect of the penton and penton- 

base proteins during initial stages of infection (McIntosh et al., 

1971) or the low and transient expression of viral early genes 

(Rathod et al., 2007) may have been sufficient to induce 

increased C/EBPb, C/EBPa and PPARg mRNAs and lipid 

accumulation (Figures 3E–G), but only to levels that were 

comparable to or slightly higher than those induced by MDI 

in the MK-infected cells (compare Figures 3E, G, I, J with 

Figures 5A, C, E, F). In stark contrast, HAdV-D36 infection of 

committed adipocytes resulted in several-fold higher expression 

of adipogenic markers and lipid levels (compare Figure 4 and 

Figure 5). Interestingly, although 3- to 10-fold higher levels of 

viral mRNA or viral DNA were produced in cells infected at 12 

dpc in the presence of DMI, the differentiation phase of the 3T3- 

L1 cells at this stage was sufficient to support comparable levels 

of viral progeny in the absence of the differentiation inducers 

(Figures 4–6). These findings indicate that at this stage of 

differentiation 3T3-L1 cells support productive viral replication 

and display the most pronounced alteration in lipid metabolism. 

It is well established that HAdVs alter the metabolism of the 

infected cell through a variety of mechanisms that include 

glucose,   glutamine   and   lipid   metabolism   to   meet   the 

b ioen e rg e  t i c and bio sy n the t i c  de man d s of vi ral  

macromolecular synthesis and progeny production 

(Prusinkiewicz and Mymryk, 2019). HAdV productive 

replication in permissive cells follows a highly complex viral 

gene expression program that induces changes in cellular gene 

expression, signaling pathways and metabolism. Such changes in 

the infected cell are dynamic and differ as the viral replication 

cycle progresses (Thai et al., 2015; Carinhas et al., 2017; Valdés 

et al., 2018). In our experiments, HAdV-D36 viral gene 

expression, DNA replication and progeny reached maximum 

levels between 6 and 12 dpi and declined by 18 dpi (Figure 6), 

suggesting that as the adipocytes mature they become less 

permissive. Therefore, to gain further insight into the effect of 

HAdV-D36 infection of adipocytes it will be interesting to 

determine in further detail in what phase of differentiation the 

cells are most permissive and support the highest level of virus 

reproduction and propagation. 

The activities of various HAdV gene products that 

reprogram every step of cellular gene expression, from chromatin 

remodeling and transcription, to posttranscriptional processing, 

RNA export and mRNA translation, have been studied 

extensively (Babich and Nevins, 1981; Babiss et al., 1985; Pilder 

et al., 1986; Hardy et al., 1989; Huang and 

  

  

 

phosphofructokinase (PFk), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and Lactate dehydrogenase (LDHA) were measured by RT- 

qPCR. All values represent the mean of two independent experiments, measured in technical duplicates. Data are expressed as the mean and 
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Hearing, 1989; Chang and Shenk, 1990; Hayes et al., 1990; 

Mathews, 1990; Nordqvist and Akusjärvi, 1990; Bridge et al., 

1991; Sandler and Ketner, 1991; Shenk and Flint, 1991; 

Nordqvist et al., 1994; Tribouley et al., 1994; Lutz and Kedinger, 

1996; Lutz et al., 1997; Hershey et al., 2019; Cuesta et al., 2001; 

Hidalgo et al., 2016; Hidalgo et al., 2022), but their role on the 

adipogenic effect of HAdV has not been elucidated. To date the 

only HAdV protein that has been directly linked to the metabolic 

alterations that result from HAdV infection is the E4Orf1 protein, 

which interacts with a group of cellular proteins through a PDZ 

binding domain motif, resulting in activation of PI3K and AKT 

(Frese et al., 2003; Javier and Rice, 2011). In the case of HAdV-

D36, E4Orf1 displays adipogenic effects that depend on 

increased expression of glucose receptors and glucose uptake 

(Rogers et al., 2008b; Wang et al., 2008; Krishnapuram et al., 

2011; Mostofinejad et al., 2021); increased fatty acid synthase 

and conversion of glucose to fatty acids (Vangipuram et al., 

2007, Kusminski et al., 2015); and the activation of CBEPs and 

PPAR-g that results in adipocyte differentiation (Vangipuram et 

al., 2004; Farmer, 2005; Pasarica et al., 2006; Jiao et al., 2017; 

Afruza et al., 2020). The E4Orf1 protein is sufficient to induce 

the above adipogenic effects when expressed in transfected cells 

or through lentiviral vectors (Rogers et al., 2008a; Dhurandhar et 

al., 2011; Dubuisson et al., 2011), but its adipogenic effect in the 

context of productive viral replication is incompletely 

understood. Furthermore, in addition to the well characterized 

effect of E4Orf1 on metabolic pathways, the E1A viral proteins 

can also alter metabolism (Tessier et al., 2021). The metabolic 

effect of E1A is most likely predominantly dependent on the 

protein’s interactions with retinoblastoma (pRB), which results in 

activation of S phase E2F transcription factors, and with the 

p300/CBP lysine acetylases (Ferrari et al., 2014), leading to 

progression of the cell cycle and a sustained proliferative state 

(Berk, 2013). E1A interacts with Myc-containing complexes and 

may result in regulation of Myc-target genes impacting energy 

metabolism through activation of genes involved in glycolysis, 

glutamine metabolism and mitochondrial biogenesis (Shim et 

al., 1997; Osthus et al., 2000; Li et al., 2005; Gao et al., 2009; 

Voss et al., 2015). Interestingly, the E4Orf1 protein produced by 

HAdV-D9 and HAdV-C5 binds Myc leading to increased 

transcription of Myc target genes and greater expression of 

glycolytic enzymes (Thai et al., 2014; Kong et al., 2015). Our 

results now show that HAdV-D36 infection of 3T3-L1 cells also 

results in increased levels of glycolytic Myc-target genes 

displaying a clear effect on Hk-2 and PFk, in agreement with 

previous findings (Thai et al., 2014; Kong et al., 2015) (Figure 

7), suggesting that the HAdV- D36 E4Orf1 may stimulate 

glucose metabolism through Myc, in addition to its effect 

through PI3K. 

Although the correlation of HAdV-D36 with obesity in 

humans has been reported in many studies (Xu et al., 2015), 

several questions remain, including whether obese subjects are 

more susceptible to the infection than non-obese subjects or if 

the infection causes or increases obesity. A few studies have 

shown that HAdV-D36 DNA is present in the adipose tissue of 

some individuals (Goossens et al., 2011). However, evidence of 

virus replication in human adipose tissue is still lacking. Our 

findings reveal that the state of differentiation of the 3T3-L1 

adipocytes determines whether the cells are permissive for viral 

replication, and that the greater effects on Myc-glycolytic target 

genes, C/EBPb, C/EBPa, PPARg expression, and lipid 

accumulation occur in adipocytes that support productive viral 

replication. These findings therefore warrant further detailed 

studies of the impact of the HAdV-D36 replication on 

adipogenesis, both in the 3T3-L1 model adipocyte, and in human 

preadipocytes. In particular, transcriptomic analysis of HAdV-

D36 infected cells at different stages of human adipocyte 

differentiation should lead to identification of viral and cellular 

genes implicated in adipogenesis, and produce functional 

insights of HAdV-D36 association with obesity. 
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