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RESUMEN

La infeccion por el virus del dengue activa diversos procesos en la célula
huésped, los cuales buscan inhibir el ciclo replicativo del virus y asi la diseminacién de
la infeccion. Entre los mecanismos de defensa antiviral que se han descrito mas
recientemente, se encuentran los miRNAs, cuya funcién es modular la expresion
genética mediante el bloqueo de la traduccion y en algunos casos también la
degradacion de los RNA mensajeros. Las funciones asociadas a los miRNAs se inician
por la interaccion de dichos RNAs pequenos principalmente en la UTR 3’ del transcrito
blanco. En el presente trabajo, se planted investigar el papel del miRNA-222 en el ciclo
replicativo del virus del dengue, ya que mediante analisis bioinformatico se predijo su
interaccion con la region DB1 de la UTR 3’ del genoma de DEN-2, la cual es muy
importante para la viabilidad viral. Primeramente, se realizé el perfil de expresion del
miRNA-222 en cultivos primarios de macrofagos humanos no infectados e infectados
en una cinética de 12, 24 y 36h postinfeccion. Los resultados obtenidos después de la
deteccion de dicho miRNA por RT-PCR en tiempo real indican que la infeccion viral no
produce cambios en la expresion del miRNA-222. Posteriormente se realizaron
experimentos para definir el efecto que los niveles basales del miRNA-222 pudiesen
llevar a cabo en el ciclo replicativo viral utilizando mimetizadores e inhibidores de la
funcién de dicho miRNA. Para tal proposito, las células se transfectaron con los
mimetizadores e inhibidores del miRNA-222, se infectaron con DEN-2 y se determind la
eficiencia de replicacion del virus mediante RT-PCR semicuantitativa. Los resultados
mostraron que los mimetizadores no causaron efecto en la eficiencia de replicacion
viral, sin embargo, los inhibidores la aumentaron significativamente. Por lo tanto, los
resultados obtenidos sugieren que el miRNA-222 podria estar inhibiendo la eficiencia

replicativa del virus del dengue en los cultivos primarios de macréfagos humanos.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

Infeccion por el virus del dengue

Antecedentes historicos

La fiebre del dengue DF (del inglés Dengue Fever) es producida por el
virus del dengue, el cual es transmitido al humano por la picadura del mosquito
vector del género Aedes. Se tienen reportes de epidemias reportadas en el
este de la India desde 1635 y en 1699 en Panama. A finales de 1700, la
infeccion tuvo una distribucion en los tropicos, con epidemias de compatibilidad
clinica con la enfermedad en 1779 en Batavia, Indonesia y El Cairo, Egipto, y
en 1780 en Estados Unidos en los estados de Filadelfia y Pensilvania.

La etiologia del virus del dengue no fue documentada hasta 1944
cuando cientificos japoneses y americanos simultaneamente aislaron el virus
de soldados en el Pacifico y Asia. Los virus de La India y Hawai nombrados
como dengue 1 (DEN-1) y una cepa de Nueva Guinea como dengue 2 (DEN-2)
asignandose como virus prototipo del DEN-1 a la cepa Hawaii, y DEN-2 a la
cepa Nueva Guinea. Después dos serotipos mas, nombrados dengue 3 (DEN-
3) y dengue 4 (DEN-4) se aislaron por William Hammon. Aunque existen miles
de virus dengue aislados de varias partes del mundo a través del tiempo, todos
se han clasificado antigénicamente dentro de estos cuatro serotipos (1).

Los trabajos de H. Grahan en 1903 indicaban que el virus del dengue
era transmitido por mosquitos, pero fue hasta 1906 que T.L. Bancroft demostré
la transmision viral por Aedes aegypti y posteriormente se supo que éste era el
principal mosquito vector urbano del virus del dengue. Estudios posteriores en
las Filipinas, Indonesia, Japon y el Pacifico dieron a conocer a Aedes
albopictus y Aedes polynesiensis como vectores eficientes secundarios del

virus del dengue (2).



El incremento en la urbanizacién y el movimiento de la gente dentro y
entre las diferentes regiones del mundo via aérea ha resultado en un aumento
de movimiento del virus dengue entre la poblacién, incrementando la frecuencia
de las epidemias, el desarrollo de hiperendemicidad (co-circulacién de multiples
serotipos) y el surgimiento de la fiebre de dengue hemorragico DHF (del inglés
Dengue Hemorragic Fever) y sindrome de choque por dengue DSS (del inglés
Dengue Shock Sindrome) principalmente en paises del sureste de Asia en
1960.

Ciclo infeccioso

El virus del dengue existe en la naturaleza en tres ciclos basicos:

» El ciclo primitivo del bosque, que involucra al mosquito canopy dwelling
y primates inferiores.

e« Un ciclo rural, primordialmente en Asia y el Pacifico, en el que se
involucran mosquitos peridomésticos (Ae. albopictus y Ae. scutellaris
spp.) y humanos.

o El ciclo urbano, el cual es el mas importante epidemiolégicamente y de
impacto para la salud publica en México, involucra al mosquito Ae.

aegyptiy humanos.

Los virus se mantienen en la mayoria de los centros urbanos de los
trépicos con epidemias en diferentes periodos del afo, con un aumento de los

brotes de dengue en la época de lluvia (1).
Tipos de huésped

Se conocen solamente tres huéspedes naturales del virus del dengue: el
mosquito Aedes, primates inferiores y humanos, en el que la viremia puede
durar de 2-12 dias (en promedio, 4-5 dias). Las evidencias experimentales
muestran que varias especies de primates inferiores (chimpancé, gibones y
macacos) son infectados y desarrollan titulos de viremia suficientemente

elevados para infectar mosquitos pero no desarrollan la enfermedad (1).



El virus dengue causa sintomas clinicos y enfermedad solamente en
humanos. Los ratones neonatos, que se usan para el aislamiento viral
generalmente no muestran signos de la enfermedad después de la inoculacién
intracerebral con la mayoria de las cepas sin pasajes de virus dengue. Sin
embargo, algunas cepas pueden adaptarse en el laboratorio para producir
enfermedad y muerte en los ratones neonatos.

Solamente las especies del género Aedes parecen ser el vector natural
del mosquito para el virus dengue. Asi, las especies del subgénero Stegomyia
son los mas importantes en términos de transmision humana, el cual incluye
Ae. Aegypti, como principal vector urbano del dengue a nivel mundial y Ae.
albopictus vector en Asia-Americas entre otras. Las especies de mosquito
comunmente usadas para la propagacion “in vivo” incluyen Ae. aegypti, Ae.

albopictus 'y Toxorhynchites spp.

Epidemiologia en Ameérica

La primera epidemia de fiebre del dengue en América ocurrié en Cuba
en 1977-78 y fue causada por DEN-1, posteriormente se presenté la primera
epidemia de DHF en 1981 y fue causada por DEN-2. Interesantemente en esta
ultima, las infecciones secundarias por dengue fueron 99% de los casos
reportados, por lo que se establecio un programa de control especialmente
enfocado a la erradicacion del mosquito vector, el cual permitié la ausencia de
casos de dengue en Cuba durante 16 afos.

Durante las ultimas dos décadas la incidencia de la fiebre del dengue ha
incrementado significativamente en esta region. En el 2002, mas de 30 paises
de Latinoamérica reportaron alrededor de un millon de casos de DF y 17,000
casos de DHF, de los cuales 225 fueron fatales (2).

México se encuentra entre los principales paises afectados por la
enfermedad del dengue, tan solo en la década de 1995 a 2005 se reportd que
los casos ascienden a alrededor de 10,000 durante este periodo.

En el ano 2006 se reportaron 24,661 casos de DF y 5,175 de DHF se en
la poblacion en general, teniendo el pico mas alto de casos en los meses que
comprenden la temporada de lluvia. En el afno 2007, se reportaron 22,485

casos de DF y 4,390 casos confirmados de DHF, mientras que en el afio 2008



a la semana 27 se han reportado 9,064 casos de DF y 1973 casos confirmados
de DHF. (4).

Ciclo de replicacion viral

El virus dengue se une a la célula huésped mediante su interaccién con
proteinas de la superficie celular entre las que se han descrito distintos
candidatos en diversas lineas celulares estudiadas como son: CD209 en
células dendriticas, Heparan sulfato en células Vero y BHK, asi como HSP70 y
90 y moléculas asociadas a CD14 en monocitos humanos (5,6).

Los viriones son internalizados por los receptores mediante endocitosis,
posteriormente el ambiente acido del endosoma activa la trimerizaciéon
irreversible de la proteina E lo que resulta en la fusion de las membranas
celulares y virales para que se lleve a cabo la liberacion de la nucleocapside al
citoplasma celular a la vez que la proteina de la capside y el RNA se disocian.
Enseguida el genoma viral que es un RNA de polaridad positiva se traduce a
una poliproteina que se procesa por proteasas virales y del huésped (7,8).

Una vez que se han producido las proteinas virales, el RNA del virus se
replica a una cadena intermediaria de polaridad negativa que sirve como
templado para la producciéon de grandes cantidades de la progenie de polaridad
positiva.

El proceso de replicacion del genoma ocurre en las membranas
intracelulares, mientras que el ensamblaje del virus ocurre en la superficie del
RE cuando las proteinas estructurales y el RNA recién sintetizado geman en el
lumen del mismo.

Como se muestra en la figura 1, inicialmente las particulas inmaduras se
forman en el lumen de el reticulo endoplasmico (RE), dichas particulas
contienen a las proteinas E, prM, C, y al genoma, los cuales constituyen al
virus no infecciosos. Posteriormente, el corte de prM se lleva a cabo en la red
del trans-Golgi lo que conduce a la formacion de las particulas virales maduras
infecciosas. Cabe mencionar que los virus deben sufrir posteriormente
modificaciones postraduccionales para finalmente ser liberadas de la célula

por exocitosis ().
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Figura 1. Ciclo de replicacion del virus dengue (6).

Genoma viral del dengue

El virus dengue consiste de un genoma de RNA de cadena sencilla de
polaridad positiva envuelto por una nucleocapside icosaédrica. El genoma viral
es de aproximadamente 11kb de longitud y tiene un marco de lectura abierto,
OREF (del inglés Open Reading Frame), el cual esta flanqueado por las regiones
no traducidas, UTR (del inglés Untranslated Region) 5’ y 3’ con una longitud de
aproximadamente 100 y 600 nucleétidos respectivamente. El ORF codifica para
una poliproteina de alrededor de 3400 aminoacidos que es procesada en
proteinas individuales clasificadas como estructurales y no estructurales (NS)
ordenadas en el genoma como sigue: C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5 (8).

Las UTRs del genoma de los flavivirus se han postulado como regiones
de importancia en la viabilidad viral, principalmente por su participacién en la
traduccion y replicacion del genoma viral. La UTR 3’ se conforma por tres
regiones: una regién variable (VR) inmediatamente del codon de paro 3’, una

regién core rio abajo del VR y una regién 3’ terminal, la cual contiene la



secuencia de circularizacion (CS) y una orquilla de longitud estable llamada SL
3’ (del inglés Stem Loop). La UTR 3’ esta implicada en la circularizacién del
genoma a través de la interaccién de la secuencia del mismo nombre con la
regién 5’ terminal. También se ha determinado que la funcién de la UTR 3’ de
los flavivirus depende tanto de la secuencia primaria como de la estructura
secundaria (9).

La gran importancia adjudicada a la UTR 3’ en la replicacion del virus se
demostré deletando o mutando regiones especificas de la UTR 3’ de DEN-4
causando una distorsion importante en la estructura secundaria sin abolir la
viabilidad del virus, ya que fue posible recuperar virus viables de las lineas
celulares Vero y C6/36. Sin embargo, al mutar la region CS la viabilidad se
pierde casi por completo (9,10).

Otra region dentro de la UTR 3’ que ha mostrado ser muy importante en
la viabilidad viral es la region DB1, debido a que en experimentos realizados
por Durbin y cols. la mutacion de dicha region genera virus con caracteristicas
de atenuacion. El hallazgo anterior adquiere mayor importancia debido a que
dichos virus mutantes pudieran servir como candidato vacunal, aunque esto
solo ha tenido éxito para DEN-4, ya que en el resto de los serotipos la mutaciéon
de la DB1 causa la generacion de particulas virales no viables a la infeccion y
en consecuencia no se puede obtener la respuesta inmune adecuada lo cual es

indispensable en la generacién de una vacuna (11).

Proteinas virales

La nucleocapside que contiene al genoma esta cubierta por una
envoltura lipidica, la cual deriva de membranas celulares del huésped de donde
emerge el virus. El viribn completo tiene alrededor de 50nm de diametro y
contiene tres proteinas estructurales: proteina del core de la nucleocapside (C),
una proteina asociada a membrana (M), la proteina de la envoltura (E). El virus
codifica para siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b, y NS5) que llevan a cabo distintas funciones necesarias para la

replicacion viral (1,3).



Proteinas Estructurales

Proteina de la capside (C): es una proteina basica de aproximadamente
11 kDa que interacciona con el genoma viral para formar la nucleoproteina. Los
residuos cargados positivamente estan agrupados en el extremo amino y
carboxilo, separados por una regién hidrofébica interna que media la
asociacion a la membrana viral (12).

Proteina de membrana (M): la proteina M (7-9 kDa), se produce
inicialmente como precursor de aprox. 26 kDa llamada prM que se tfansloca al
RE por el dominio hidrofébico del carboxilo terminal de la proteina C. La forma
inmadura prM se encuentra presente en viriones inmaduros o intracelulares.
Una de las funciones de la proteina prM es la de formar heterodimeros con la
proteina E para evitar que esta ultima sufra cambios conformacionales en
compartimentos acidos durante el proceso de exocitosis viral.

Proteina de la envoltura (E): es el componente principal proteina de la
superficie en los viriones de los flavivirus. Es una proteina de aproximadamente
53 kDa que interviene en procesos como: fusion de membranas e interaccion
con receptores especificos de la célula huésped. Es el antigeno viral mas
importante en la induccién de anticuerpos neutralizantes. Las variaciones en

esta proteina definen a los cuatro serotipos (12).
Proteinas No estructurales

Proteina NS1: a diferencia de las otras glicoproteinas codificadas por el
virus dengue, NS1 (46kDa) no forma parte del virion pero se encuentra en la
superficie de las celulas infectadas. Evidencias preliminares sugieren que NS1
tiene un papel en la replicacion viral debido a su localizacion en los sitios de
replicacion del RNA viral ademas de que la mutacion de los sitios de
glicosilacion cercanos al amino terminal pueden disminuir en gran medida la
replicacion y la produccion del virus.

Proteinas NS2A y NS2B: la proteina NS2A (22kDa) es hidrofébica y se
genera por el corte de NS1-2A por una serin proteasa del ER. Khromykh y cols.

observaron que la proteina NS2A de virus Kunjin se localiza en el sitio



subcelular de replicaciéon de este flavivirus e interactia con componentes de la
replicasa NS3 y NS5 (14, 15).

Proteina NS3: es una proteina multifuncional (70kd) con moptivos de
RNA helicasa que esta involucrada en la replicacion del RNA viral. Como en los
otros miembros de la familia flaviviridae, la region C-terminal de esta proteina
presenta una homologia con el supergrupo 2 de las helicasas de RNA (15). La
interaccion de esta proteina con el RNA fué demostrada por Warrener y cols.,
quienes probaron la actividad de ATPasa en presencia de RNA (16).

Proteinas NS4A y NS4B: la funcién de NS4A (aprox. 16 kDa) en la
replicacion del RNA viral es apoyada por la colocalizacion de esta proteina en
los complejos de replicacion asi como su interaccion con NS1 (15), mientras que
la proteina NS4B (aprox. 27 kDa) colocaliza con NS3 y RNA de doble cadena
en los sitios de replicacion viral (18).

Proteina NS5: es una proteina multifuncional con actividad de
metiltransferasa (MTasa) y actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp). Mediante analisis bioinformatico de la region amino terminal de NS5 se
encontro6 que exhibia homologia con S-Adenosilmetionina (SAM)-dependiente
de MTasa, sugiriendo que esta proteina esta involucrada en las modificaciones
necesarias para generar el extremo S’cap del genoma viral (19). Estudios
bioquimicos demostraron que el guanosintrifosfato (GTP) se une con un alta
especificidad a NS5 y lo cual se sustenté con ensayos de mutagénesis de

estos sitios de union a GTP, que resultan letales para la replicaciéon de DEN-2
(20).
La actividad de RdRp se ha demostrado con recombinantes de NS5 en

ensayos “in vitro” donde el producto principal resulta frecuentemente en la
sintesis de RNA por el mecanismo de “copy back”. Sin embargo, la iniciacion
‘de novo” en la sintesis de RNA ha sido demostrada con la proteina
recombinante NS5 de DEN-2 que probablemente refleja el modo de iniciacion
de la replicacién usado por el virus de forma natural (21). La mutagénesis del
sitio de actividad de RdRp en el virus Kunji confirma la funciéon esencial para la
replicacion del virus debido a que la viabilidad de la infeccion cae
draméticamente (22). Se ha demostrado que la proteina NS5 forma un complejo
con NS3 y mediante ensayos de entrecruzamiento se muestra que es posible

la unién de ambas proteinas a la region SL3’ del genoma viral (23, 24, 25).



Cuadro clinico

El virus del dengue puede provocar diferentes cuadros clinicos que se
clasifican dependiendo de la severidad de la infeccion pudiendo ser
asintomaticas, fiebre no diferenciada, fiebre por Dengue, fiebre hemorragica
por Dengue o sindrome de choque por Dengue. Estas formas clinicas pueden
producirse por cualquiera de los cuatro serotipos del virus (3,26).

. FIEBRE NO DIFERENCIADA (UF, del inglés Undifferentiated
Fever): ésta usualmente se produce por una infeccion primaria
pero puede también ocurrir durante una infeccion secundaria.
Clinicamente es una forma indistinguible de otras infecciones
virales (3).

- FIEBRE POR DENGUE: se presenta durante infecciones
primarias o secundarias. Los sintomas son fiebre elevada, dolor
de cabeza severa (especialmente en el area -retro-orbital),
artralgia, mialgia, anorexia y a veces un “rash” maculo-papular. El
rubor, un rasgo caracteristico es observado en el rostro, cuello y
pecho. Si bien, las manifestaciones hemorragicas no son
comunes en la fiebre por Dengue, petequias/purpura, sangrado
gastrointestinal, epistaxis y sangrado gingival han sido
observados en algunos individuos (3, 27, 28).

e FIEBRE HEMORRAGICA Y SINDROME DE CHOQUE POR
DENGUE: usualmente sigue a infecciones secundarias por
Dengue, pero a veces puede seguir a infecciones primarias,
especialmente en infantes. La DHF se caracteriza por fiebre
elevada, fendmenos hemorragicos y sintomas que denotan falla
circulatoria (3).

Existe controversia acerca de la patogénesis de DHF/DSS, pero los dos
estan asociados a la infeccion severa por dengue. El clasico DHF/DSS se
caracteriza por un sindrome de fragilidad vascular, el cual puede evolucionar a
choque hipovolémico y muerte. Se piensa que la patogenicidad producida por
este sindrome es debido al fenobmeno de respuesta inmune exacerbada
generada por la formacion del complejo del virus con anticuerpos contra

dengue en concentraciones subneutralizantes y este a su vez potencia la



infeccion de fagocitos mononucleares, los cuales producen un mediador
vasoactivo responsable del aumento en la permeabilidad vascular.

La principal caracteristica asociada con el surgimiento de DHF y DSS en
un area es la presencia de hiperendemicidad, lo que incrementa la probabilidad
de infecciones secundarias. Por otro lado la hiperendemicidad es también
asociada con el incremento del movimiento de los virus entre la poblacion, lo
cual incrementa la probabilidad de introduccion o de seleccion genética de
cepas virales que tengan un mayor potencial de virulencia.

| Otro tipo de infeccion severa y fatal por dengue es la encefalopatia, que
aunque no se categoriza como encefalitis viral, existen datos que sugieren que
los sintomas neurolégicos podrian ser secundarios a hemorragia cerebral,

edema u otros efectos indirectos de la infeccion por dengue (3).
Los MicroRNAs

Los MicroRNAS (miRNAs) son moléculas pequefas de RNA las cuales
han sido implicadas como elementos regulatorios en la compleja red de
regulacion de genes en eucariontes. Estos RNA pequeios, son procesados a
partir de transcritos de regiones no codificantes del genoma en una sola
cadena de RNA que tiene una longitud de 18 a 25 nuclettidos y se han
implicado en la regulacion traduccional de los RNA mensajeros (mMRNA) en un
mecanismo que requiere la union a éstos inhibiendo su traduccién. Se han
identificado aproximadamente 500 genes que codifican para microRNAs en el
genoma humano y cada uno de estos miRNAs se estima que interactia con 5 -
10 mRNAs aproximadamente (29).

El miRNA Jin-4 fue identificado en 1980, cuando una mutacion que daba
una pérdida de funciéon en el nematodo Caenorhabditis elegans dio como
resultado organismos con diferente tiempo post-embrionario comparado con el
nativo; trece anos después se observé que /in-4 se unia a las regiones UTR 3’
de los transcritos que codifican para proteinas con funciones importantes para
el desarrollo adecuado del organismo asi se les adjudico un papel en la
regulacion de los genes de nematodos (30). Siete anos después, se descubrio6 al

miRNA Jet-7 que resultdé altamente conservado en eucariontes y a partir de este
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hallazgo surgieron investigaciones que arrojaron la deteccion y caracterizacion

de nuevos microRNAs en diferentes organismos incluyendo humanos (31).

Biogénesis de los miRNAs

En células de mamifero, los transcritos primarios de miRNAs (pri-
miRNAs) son generados en forma de mensajeros largos y policistronicos que
funcionan a manera de precursor de miRNAs con estructura de orquilla. Los
pri-miRNAs se procesan en el nucleo a precursores (pre)-miRNAs por la
ribonucleasa Drosha, con ayuda del microprocesador y exportador del nucleo
Exportina-5. Los precursores de 60 a 90 nucle6tidos forman estructuras de tallo
y burbuja, y la enzima citoplasmatica Dicer (RNasa lll), corta el miRNA en la
region tallo-burbuja lo que resulta en miRNA maduros.

Por altimo, el miRNA maduro es incorporado dentro de una
ribonucleoproteina para formar el RISC (del inglés RNA-Induced Silencing
Complex) el cual lleva a cabo el silenciamiento relacionado con RNA
interferentes. La proteina Argonauta | (AGO I) es esencial en la via de los
miRNAs, siendo la endonucleasa que corta el mRNA al que se une el mIRNA

flanqueado por RISC (32).

Mecanismo de accion

En algunos casos, la formacion del dsRNA que se produce por la union
de los miRNAs a sus blancos, dispara la degradacion del transcrito, aunque
también se piensa que el mecanismo de accion de los miRNAs es mediante el
bloqueo de la uniéon de la maquinaria de traduccion al transcrito, previniendo
asi su traduccion, lo que causa que el RNA sea degradado, inhibiendo la
expresion de la proteina para la cual codifica ese mMRNA en especifico.

Generalmente en sistemas de mamiferos, los microRNAs unen a sus
blancos con una complementariedad incompleta o parcial, y este hecho hace
que un mismo miRNA se pueda unir a mas de un mRNA y que a su vez mas de
un miIRNA actue sobre un mRNA al mismo tiempo. De esta forma, el
descubrimiento de los miRNAs ha revolucionado el entendimiento de la

regulacion genética en la era postgendmica (33).
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Lo anterior sugiere que el mecanismo de regulacion por microRNAs es
dinamico. Recientemente se ha determinado mediante analisis bioinformatico
que el genoma humano completo puede estar regulado del 10% al 30% por
microRNAs. La red regulatoria de la interaccion miRNA-mRNA es mas
compleja de lo que se puede llegar a pensar, ya que como se menciond existe
una multiplicidad y cooperatividad de los diferentes sitios blanco de los

microRNAs (29,32).
Los MicroRNAs y su funcién en los procesos biologicos

La importancia de los miRNAs en el desarrollo, proliferacién y muerte
celular, asi como en morfogénesis ha sido demostrada en C. elegans,
Drosophila melanogaster, y Arabidopsis thailiana (33,34). En vertebrados, los
miRNAs especificos de células embrionarias y los miRNAs expresados en
células de linaje hematopoyético han sido clonados en ratén. Uno de estos
miRNAs, el miR-181, mostré tener un efecto en el incremento de las células
que se diferencian al linaje de células B cuando se expresa ectopicamente en
células progenitoras hematopoyéticas (35).

Por otro lado, existen reportes que indican que los mMiIRNAs pueden estar
involucrados en cancer en humanos por la frecuente pérdida en la expresion de
miR-15 y miR-16. En leucemia linfocitica crénica debido a que los blancos
predichos para estos miRNAs se encuentran implicados en este tipo de
leucemia como la proteina 17 de unién a formina entre otros (36).

Debido al andlisis a gran escala pbr medio de microarreglos se ha
podido concluir que la desregulaciéon en la expresion de los miRNAs esta
implicada en muchos tipos de cancer como el de pulmoén (let-7, miRNA-155 y
210), tumores hematopoyéticos (miRNA-222), cancer de mama (miRNA-155)
entre otros (36,37).

Recientes investigaciones muestran que cerca del 50% de los sitios
predichos para los miRNAs dentro del genoma se localizan en sitios conocidos
como “fragiles” los cuales se asocian con el cancer. Lo anterior demuestra la
importancia de seguir estudiando los posibles blancos de los miRNAs como

posible herramienta para el pronéstico y diagnostico del cancer (38).
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Los MicroRNAs de mamifero como reguladores positivos en las infecciones

virales.

Jopling y cols. reportaron que la expresion tejido especifica del miRNA-
122 favorece la infeccion tejido especifica por el virus de la hepatitis C. Dicho
microRNA es especifico de higado y se expresa en altas concentraciones con
respecto al resto de los miRNAs del mismo tejido, promoviendo la acumulacion
del RNA viral debido a su union a la region UTR & del genoma viral. El
silenciamiento de este miRNA resulta en la pérdida de la viabilidad del virus en
dicho tejido. Lo anterior refleja que el miR-122 es requeﬁdo para una eficiente
replicacion de este virus y en consecuencia para la infeccion (39).

O’Connell y cols. describieron que el miRNA-155 se produce en
macréfagos que son estimulados con un intermediario viral sintético de RNA de
doble cadena, activando la produccién de una citocina de respuesta antiviral e
IFN-B, lo que sugiere que el miRNA 155 puede estar implicado en etapas
tempranas de la respuesta inflamatoria de la célula infectada. Sin embargo, no
se ha demostrado a la fecha que dicha induccién se produzca con la infeccidén

de algun virus (40).
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ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

Los MicroRNAs como un mecanismo de defensa antiviral.

Los virus son parasitos intracelulares obligados y usan la maquinaria
celular para su supervivencia y replicacién. El éxito de los virus depende en
gran parte de su habilidad para usar efectiva y eficientemente la maquinaria del
huésped para su propagacion. Existen datos recientes de que los RNAs de
origen viral son blanco del mecanismo de regulacién por miRNAs y dichos
datos van en aumento. Se postula que la expresion tejido especifica de los
miRNAs probablemente contribuyan al tropismo de los virus (41).

La participacion de los microRNAs en el ciclo replicativo de los virus se
ha demostrado en trabajos como el de Lecellier y cols., quienes por primera
vez demostraron que un microRNA de mamifero, miR-32, restringe la
acumulacion del retrovirus PFV (del inglés Primate Foamy Virus) en células de
mamifero. PFV es un retrovirus que se utiliza como modelo de estudio Virus de
Inmunodeficiencia Humana, en el que mutantes del virus que carecian de los
sitios de union para miR-32 en el RNA viral resultan en la acumulacién mucho
mas rapida del virus en células infectadas comparado con el comportamiento
de la cepa original de PFV. Asi se demostr6 que dicho microRNA inhibe la
replicacion de PFV. También se demostrd que la proteina TAS del PFV puede
actuar como represor no especifico de RNA de interferencia, pues en mutantes
donde se les deleta esta proteina, el virus es incapaz de infectar a la célula (42).

Por lo anterior se pudo concluir la participacion de los microRNAs en un
mecanismo de defensa contra el virus y se postula que puede evadir este
mecanismo mediante la expresion de supresores de los miRNAs.

Skalsky y cols describieron un mirRNA viral al que nombraron KSHV-
miR-K12-11, codificado por el virus del herpes tipo 8 causante del sarcoma de
kaposi. Dicho miRNA viral es ortélogo con el miRNA-155 de humano vy
comparte blancos de mRNA celulares que estan implicados en apoptosis y en
diferenciacion celular entre otras funciones que son regulados por el miRNA
155. De manera importante se pudo comprobar que la infeccion de las células
con este virus herpes causa la represion de la expresion del miRNA-155 por

accion del miR-K12-11, llevando a si una regulacion de los mRNA blancos y
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causando la modificacién del ciclo de diferenciacion celular normal en las
células infectadas, originando caracteristicas morfologicas compatibles con
células de linfoma primario (43).

Recientemente Murakami y cols. demostraron que el miRNA 199a tiene
una secuencia blanco en el dominio Il de la UTR’5 en el virus de la hepatitis C,
mientras que el miRNA-136 muestra una secuencia blanco en NS3, la cual es
una proteina viral con actividad de RNA helicasa. Ambos miRNAs regulan de
manera negativa la 'replicacién viral cuando se sobre expresan en células
infectadas con el virus- de la hepatitis C y se muestra un efecto contrario
cuando la expresion de miRNAS es inhibido en células infectadas. El efecto de
dichos miRNAs se ha provado tanto en modelo de replicén viral como en el

Virus mismo (44).
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La funcién que los miRNAs del huésped pueden tener en el ciclo
replicativo de los virus. La interaccion entre diversos virus y los miRNAs es un
area que esta siendo estudiada por varios grupos de investigacion alrededor
del mundo debido a la participacion de los miRNAs en la regulacion de la
expresion de moléculas del huésped 6 del virus figurando como factores
importantes a considerar en la relacion huésped-parasito.

Cabe mencionar, que aunque se ha probado experimentalmente la
importancia de la UTR 3’ en el proceso de replicacion del virus del dengue, no
se ha reportado a la fecha si existe una interaccion de los miRNAs del huésped
con esta region del genoma viral y cual seria la implicaciéon de esta interaccion
en el ciclo replicativo.

Asi, el mejor entendimiento de la interaccion del virus dengue con la
maquinaria regulatoria de los miRNAs en humanos podria utilizarse para inhibir
los mecanismos de infeccién y replicacién viral, lo que daria paso en un futuro

a una nueva forma de terapia contra la infeccion por el virus del dengue.
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta la importancia descrita de los miRNAs como posibles
reguladores del ciclo replicativo viral y su uniéon a la regiéon UTR 3’ de los

RNAm, se plantea la siguiente hipétesis:

e La union del mIRNA 222 en la regién DB1 UTR’3 del DEN 2 inhibe la

replicacién viral.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el papel del miRNA 222 en el ciclo replicativo del virus del

dengue 2.
Objetivos particulares

Predecir los miRNAs que se unen a la DB1 UTR 3’ del genoma del virus

DEN-2 mediante analisis bioinformatico.

Cuantificar la expresion del miRNA 222 en células infectadas y no

infectadas.

Determinar el efecto de los mimetizadores del miRNA 222 en la

replicacion del virus del dengue 2.

Determinar el efecto de los antagonistas del miRNA 222 en la replicacion

del virus del dengue 2.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

El diagrama de la estrategia general es el siguiente:

Seleccionde los Cgﬁ;gg;‘;ﬁgﬂo: Transfeccion de cultivos celulares
miRNAs en la UTR3' lacrofagos . :

{Lipof gngfgcclén). :

- humanos.

v v

[ Mimetizadores ]’ Inhibidores de ]

: de miRNA . miRNA 222
Busquedade blancos para v ) 2
miRNAs en la region UTR3 Infectados
de las diferentes cepas de Mﬂﬁ’ﬁ] con DEN-2. 1
DEN-2 usando la base de B l
datos Vita. -

Medicion del efecto en la
replicacion viral mediante RT-PCR
v semicuantitativa.

Cuantificacion del miRNA 222 ]
por RT-PCR en Tiempo Real

Comparacion de los niveles
del miRNA 222 en
los cultivos no infectados e
infectados.
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Base de datos ViTa.

La base de datos ViTa predice los microRNAs que podrian interaccionar
en los genomas de 23 familias de virus lo cuales se clasifican en seis tipos de
genomas: virus de dsDNA, ssDNA, dsRNA, (+) ssRNA, (-) ssRNA y virus
retrotranscribibles. Los genomas y secuencias de los virus se obtienen de NCBI
(Nacional Center for Biotechnology Institute), ICTVdb (International Committee
on Taxonomy of Virases), VBRC (Viral Bioinformatics Resource Center) y
VirGen (Viral Genomes). Las secuencias blanco de los miRNAs en los
genomas virales se obtienen de programas de prediccion anteriormente
desarrollados como: TargetScan, miRanda y RNAhybrid los cuales son
comunmente usados para determinar el sitio de hibridacion en los RNAm mas
favorable energéticamente.

En la figura 2 se representa el flujo de generacion de datos de ViTa, y
comprende tres pasos: colecta de informacién de las bases de datos que se
alimentan de reportes en la literatura, seleccion de la informacién de los datos
colectados y la busqueda de las secuencias, y por ultimo predice los miRNA del
huésped que podrian interaccionar con los RNAs de origen viral. Finalmente,
reporta la relacion entre los miRNAs y las secuencias virales, ademas incluye
informacién general del virus, los tejidos que infecta y la expresion de los
miRNAs en diversos tejidos (45).

Como parte del presente proyecto de tesis se hizo la prediccion de los
miRNAs de humano que podrian interacciona con la UTR 3’ del genoma de
DEN-2.
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Fig 2. Flujo de la informacion de las bases de datos a través de ViTa (44).

La estrategia bioinformatica que llevé a cabo se muestra en el siguiente

diagrama:
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Cuantificacion de la expresion del miRNA 222 en células no infectadas e
infectadas con DEN-2.

La cuantificacion de la expresion de los miRNAs en células no infectadas e

infectadas con DEN-2 se realiz6 como se indica en el siguiente diagrama:

| Extraccion de miRNAs
'

{ , Cuantificacién del miRNA 222 J

por RT-PCR en Tiempo Real

\ 4
Comparac_ié’in de los niv‘elgsvaél miRNA 222 en
los cultivos no infectados e infectados
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Cultivo primario de macréfagos humanos.

A cada paquete sanguineo se le adiciona un volumen igual de PBS IX
estéril, homogenizar suavemente. Adicionar en partes iguales a tubos falcon
con 10 ml. de Ficoll. Centrifugar a 2,200 rpm por 25 minutos. Colectar la fase
intermedia (paquete leucocitario), centrifugar a 1,200 rpm durante 10 minutos,
decantar el sobrenadante. Adicionar PBS IX a la pastilla, homogenizar y tomar
una alicuota para el recuento en la Camara de Neubauer. Resuspender en
buffer de columna y homogenizar, adicionar 20 pl de perlas magnéticas
acopladas a anticuerpo anti-CD14 y homogenizar, posteriormente incubar a
4°C por 15 minutos. Adicionar buffer de columna (0.035g de EDTA en 50ml de
PBS 1X) y centrifugar a 1,200 rpm por 10 minutos. Retirar el sobrenadante y
adicionar buffer de columna. Para recuperar las células CD14+, se adiciona a
la columna en volumen de 1ml de la siguiente manera: buffer de columna,
muestra, buffer de columna y PBS 1X 15% suero fetal bovino frio. Se realiza
un segundo recuento de las células para cultivar los monocitos obtenidos se
cultivaron en medio RPMI 1640 Advanced (Gibco-BRL) suplementado con
aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio, 10% de suero fetal bovino

certificado, penicilina estreptomicina (Gibco) y 2mM/ml de glutamina (pH=7).

Cultivo primario de células dendriticas humanas.

Los monocitos obtenidos se cultivaron con medio RPMI suplementado
con 300 U/ml de GM-CSF y 150 U/ml de IL-4 (Preprotech). El medio de cultivo
se cambio cada tercer dia con medio completo conteniendo la concentracion de
citocinas ya mencionadas. Las células se utilizaron para los ensayos después

de 10 dias de cultivo.

23



Infeccion de los cultivos celulares con DEN-2.

Las células del cultivo primario de macréfagos asi como las células
dendriticas se infectaron con virus DEN-2 a una moi de 10 por 2 hrs a 37°C. Se
retira el virus y se lavan con medio fresco. Los cultivos infectados se dejan

progresar por 12, 24 y 36 hrs antes de realizar la extraccion de los RNAs.
Extraccion de los miRNAs a partir de los cultivos celulares.

Para la extracciéon de los miRNAs se utilizd el protocolo de “mirVana
isolation kit” (Ambion) que estd optimizado para la obtencion de RNAs
pequenos en donde enriquecen los miRNAs. El cultivo primario de macréfagos
humanos se sembré en placas de 60 mm con una densidad de 3x10° células
por placa. Las células tratadas en cada una de las condiciones de infeccion se
rompen en 600ul de solucion de lisis, la cual estabiliza el RNA e inactiva
RNAsas.

El lisado se mezcla con 60pl del aditivo de homogenizacidén y se incuba
por 10 min en hielo. Posteriormente el lisado se somete a una extraccion acida
fenol:cloroformo, para remover la mayoria de los componentes celulares y el
DNA, dejando un RNA semipuro, el cual se encuentra en la fase acuosa.
Posteriormente se adiciona 600ul de fenol acido: cloroformo y se mezcla en
vortex por 1 min. Se centrifuga 10 min a 10,000g a temperatura ambiente, se
toma la fase acuosa la cual se hace pasar por un filtro de fibra de vidrio, se
centrifuga a 10,000 rpm por 15 seg, la fraccién eluida contiene a los miRNAs.
El volumen eluido se trata con 2/3 de etanol al 100%, se mezcla y se pasa por
una segunda columna centrifugando en las mismas condiciones. Se realiza un
lavado con 700ul de solucién de lavado 1, se centrifuga a 10,000g y luego se
hacen dos lavados similares de 500pl con solucién de lavado 2/3. Los miRNAs
pequenos se eluyen de la columna aplicando 100ul de agua libre de nucleasa
precalentada a 95°, se centrifuga a 10,000g por 30 seg. Por ultimo se colecta
la elusion y se guarda a -70°C . El diagrama de flujo del procedimiento a seguir

para la purificacion de los miRNAs se muestra en la (Fig. 3).
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El RNA total del lisado de las células tratadas en las diferentes
condiciones se recupera de la siguiente manera: después de la elusion de los
miRNAs de la primera columna, el RNA total retenido en el filtro se eluye
mediante el procedimiento descrito para la recuperacion de los miRNAs, el cual
incluye los lavados y el procedimiento de elusion. Este RNA total se utilizara
para la deteccion del genoma viral mediante RT-PCR en tiempo real y asi

determinar la infeccion de las células tratadas.

Lisis S:‘g";‘i;g;é" Extraccion final del RNA
I smin 1! _i5mn | | 10 min |
RNA \\

> [ dfE » o
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1.25 v3
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»

Extraccion Ooitiay
o o3 filtrado
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de la muestra cloroformo =
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de lisis e 3 9
Pequefios o
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:3 pequefos
(< 200nt)

RNAs
Adicionar 1/3 del Adicionar 1/3 del iz
Elusion
volumen de etanol volumen de etanol
a la fase acuosa para filtrar y pasar
y filtrar através del

segundo filtro

Fig, 3 Esquema utilizado en la extraccion de miRNAs.

Para analizar la cantidad y calidad de los pequefios RNAs colectados se
separan 10ul de la muestra eluida en un gel de agarosa al 3% por no mas de
15 min para verificar la banda correspondiente a los RNAs pequefios. La
cuantificacion se realiz6 mediante el registro de los pixeles obtenidos en cada

banda con la ayuda del fotodocumentador “Versadoc Imaging System’
(BioRad).
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Cuantificacion del miRNA 222 por RT-PCR en Tiempo Real.

Después de la extraccion de los miRNAs en cada uno de los cultivos en
las diferentes condiciones, se lleva a cabo la cuantificaciéon de los miRNAs de
interés por RT-PCR Tiempo Real.

La cuantificacion de los miRNAs se realizé con “mirVana qRT-PCR
miRNA Detection Kit” (Ambion), utilizado para la trascripcion reversa y PCR
cuantitativa que permite la deteccion de la expresion de los miRNAs a partir de
los miRNAs purificados. Como control positivo de amplificacién en los ensayos
de transcripcion reversa y PCR se utilizd un miRNA ubicuo miRNA-24 que se
encuentra en un extracto de RNA de corazén (incluido en el kit). Para llevar a
cabo la reaccién de retrotranscripcion, se mezclaron 20ng de la solucién
miRNAs eluidos de cada condicion, 2 ul de Buffer de RT mirVana 5X, 1 ul del
iniciador para RT disefiado especificamente para el miRNA-222, 0.4 pl de la
enzima ArrayScript y agua libre de nucleasa para llevar a 10 pl. Se incubaron
por 30 min a 37°C y posteriormente por 10 min a 95°C para inactivar la enzima
de RT.

Los cDNAs obtenidos en la reaccion de retrotranscripcion se mezclaron
con 5 pl de Buffer de PCR mirVana 5X (contiene dNTPs y Magnesio), 0.5 pl de
iniciadores de PCR mirVana especificos para el miRNA-222, 1.25 pnl de
Evagreen 20X (Biotium), 1 U de SuperTaq (Ambion) y agua libre de nucleasa
para llevar a 25 pl. La reaccion se realiza en placas de 96 pozos por duplicado
para cada una de las condiciones de estudio. Las condiciones de PCR
utilizadas son: un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos y 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos y 60°C por 30 segundos. La cantidad de miRNAs
expresados en cada una de las condiciones se determind mediante el método
de Cr (Cicle Threshold), ya que este es un parametro que se toma como
medida indirecta de la cantidad de templado que se encuentra inicialmente en
cada reaccion. Siendo una Cy menor, indicativo de que hay mas templado en

comparacion con una Cy mayor y viceversa.
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Determinacion del efecto de los mimetizadores e inhibidores de los miRNAs en

la replicacion de DEN-2.

Con el fin de determinar el efecto del miRNA 222 en la replicacién de DEN-2,
se transfectan los cultivos celulares con mimetizadores e inhibidores de dicho

miRNA, para esto se llevé a cabo el diagrama de flujo que se muestra a

continuacion.

© Cuantificacién de RNA viral
por-RT-PCR semicuantitativa.

Transfeccion de los mimetizadores e inhibidores del miRNA-222 en los cultivos

primarios de macréfagos humanos.

La transfeccion de los cultivos celulares con mimetizadores e inhibidores
del miRNA 222 se realiz6 por el método de lipotransfeccion con el reactivo
siPORT Amine (Ambion). Las células utilizadas para este propésito se
mantuvieron en ausencia de antibiéticos al menos 24h antes de la transfeccion.
La mezcla de transfeccion se realizé de la siguiente manera: 3 ul de siPort se
incubaron por 5min a temperatura ambiente y posteriormente se mezclaron con
15y 20 nM de los inhibidores o mimetizadores del miRNA especifico (Ambion)
0 20 nM del miRNA NR (sin blanco en células de mamifero) y medio de cultivo
para ajustar a 250 pl. Después de 15 min de incubacién se agregé la mezcla de

transfeccion con 250 pl de medio de cultivo sin antibiéticos a la monocapa de
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células. Los cultivos primarios de macréfagos fueron transfectados durante 12
h para posteriormente llevar a cabo la infeccién por 36 h con DEN-2. Las
células se trataron con el método de trizol para la extraccién del RNA total y de
este se trataron 500 ng con DNAsa para la reaccion de RT-PCR en donde se
llevé a cabo la detecciéon del genoma viral y de ciclofilina como control de carga

mediante RT-PCR semicuantitativa.

Extraccion de RNA total de los cultivos celulares.

Se retira el medio de cultivo de la placa que contiene la monocapa de
células y se adiciona 1ml de TRIzol por cada 35mm de diametro de la placa o
0.5 ml por pozo para placas de 12 pozos, se homogeniza con pipeteo y se deja
interaccionar por 5 min, posteriormente se afaden 0.2 ml de cloroformo por
cada ml de TRIzol, se mezcla y se incuba por 2 a 3 minutos a temperatura
ambiente. Después de centrifugar las muestras a 12,000g por 15 minutos se
toma la fase acuosa y se mezcla con 0.5ml de isopropanol por cada ml de
TRIzol usado en la homogenizacion inicial. Esta mezcla se incuba por 10 miny
se centrifuga a 12,000g por 10 minutos a 4°C. La pastilla obtenida se lava con
1ml de etanol al 75% y se centrifuga a 7,500g por 5 minutos de 4°C. Después
de dejar secar la pastilla que contiene al RNA se resuspende en agua libre de

nucleasas y se almacena a -70°C hasta su uso.
Cuantificacion de RNA viral por RT-PCR.
Los iniciadores a utilizar para esta técnica amplifican una region de la

proteina no estructural NS5 del genoma del virus del dengue dando asi un

producto final de aproximadamente 265pb y su secuencia es la siguiente:

Posicion en el

Secuencia
genoma.
Primer Sentido 5-TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAA-3’ 8993
Primer 9258

. . 5’-GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3’
Antisentido
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Como control de carga se analiz6 la expresion de ciclofilina para lo cual
se obtiene un producto de amplificacion de 105pb utilizando los iniciadores

cuya secuencia se muestra en siguiente la tabla:

Primer Sentido 5-TTTCATCTGCACTGCCAAGACT-3’

Primer Anti-sentido | - CCATTCCTGGACCCAAAGC- ¥

La reaccion de retrotranscripcién se realiz6 con la enzima Improm |l
(Promega) de acuerdo a las instrucciones sugeridas por el fabricante.
Brevemente, se mezclaron 500 ng de RNA total con 200 nM del iniciador
antisentido especifico y agua libre de nucleasa para completar 5 pl, se
incubaron a 70°C por 5min, posteriormente se pasaron a hielo por 3min para
después afadir 4ul Buffer RT Improm Il 5X, 1ul de mezcla de dNTPs 10 mM,
2.4 pl de MgCl, 3mM, 1ul de enzima RT Improm Il y agua libre de nucleasa
para llevar a 20 pl. Se incuba por 60 min a 37°Cy pésteriormente a 70°c por 15
min. El producto obtenido se almacena a -20°C o se usa inmediatamente en la
reaccion de PCR.

La reaccion de PCR se realiz6 a partir de 5 pl del cDNA obtenido en la
reaccion anterior y se mezcld con 2.5 ul Buffer de PCR 10X. 0.5 pl de la mezcla
de dNTPs 10mM, 0.75 pl MgCl, 50mM, 200 nM del iniciador sentido y
antisentido, 1.25 pl de Eva Green 20X [(Biotium), sélo para el caso de la
cuantificacion en tiempo real], 1 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y agua
ultrapura para completar 25 pl. Los ciclos de PCR se realizaron como sigue: 1
ciclo de 95°C 5 min, 40 ciclos de 95°C 20 s,60°C 30 s (para DEN-2) 6 55°C
(para ciclofilina), 72°C 30 s, seguido de una etapa de disociacién disefiada de

manera estandar por el equipo de tiempo real.
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RESULTADOS

Prediccion de los miRNAs del huésped que interaccionan con la region
DB1 de la UTR 3’ del genoma de DEN-2.

La base de datos Vita actualmente disponible en el sitio:

http://vita.mbc.nclu.edu.tw/. fué creada para facilitar la investigacion de las

funciones de los miRNAs de humano, raton, rata y pollo en la infeccién viral; en
esta base de datos se encuentra la secuencia de los miRNAs descritos de las
especies mencionadas y los blancos predichos en el RNA de los diferentes
virus.

Como se ha mencionado anteriormente, el principal blanco de los
miRNAs descritos a la fecha es la UTR 3’ de los RNAm, por lo que nos
enfocaremos a la prediccion de blancos de los miRNAs de humanos para los
que prediga una interaccién en esta regién en el genoma de diversas cepas de
DEN-2.

Debido a la variacion en el tamafo de los genomas del virus del dengue,
se analizaron los miRNAs que se predice interaccionan a partir del nucleétido
10,100 hasta finalizar el genoma en el extremo 3’ con la finalidad de cubrir la
totalidad de la UTR 3’ de las diferentes cepas de DEN-2. Cabe destacar que
solo se tomaron los miRNAs que tenian en comun al menos 14 de las 15 cepas
de DEN-2 analizadas (Tabla 1).

De este analisis resultaron 16 miRNAs (Tabla 2) que flanquean en la
region UTR 3’ de DEN-2. Cabe destacar que la base de datos ViTa solo arroja
los miRNAs termodinamicamente estables para hibridar con su blanco (AG= -
12).
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Cepa N. de acceso | Cepa N. de acceso
de NCBI. de NCBI.
New Guinea C/PUO-218 | AF038402 98900666 DSS | AB189124
K0008 AF 100459 ThNH-7/93 AF022434
C0371 AF 100461 Mara4 AF100466
Ven2 AF 100465 IQT1797 AF100467
BR64022 AF489932 131 AF100469
DR23/01 AB122020 China isolate 04 | AF119661
ThNH29/93 AF169678 ThNH36/93 AF169679

Tabla 1. Cepas de DEN-2 incluidas en el analisis de hibridacion con miRNAs de humanos realizado

mediante ViTa

. Numero de cepas ] Numero de cepas
RNA deDEN-2. | MRNA 1 de DEN-2.
184 ‘ 14 9 15
338 14 199a 15
378 14 199b 15
451 14 210 15
510 14 222 15
525 14 296 15
542-5p 14 378 15
Let 7i 15 507 15

Tabla 2. miRNAs que interaccionan con la UTR 3’ en al menos 14 de las 15 cepas analizadas.

Entre los miRNAs que interaccionan con la UTR 3’ se seleccionaron los
que se predice se unen a las regiones de importancia en la viabilidad viral en
las 15 cepas de DEN-2 analizadas, como lo son la CS 3’ que hibrida con el
miRNA 199b y 338 o con la regién DB1 que hibrida con los miRNAs 210, 222 y
925,

Para este estudio se seleccion6 la regién DB1, la cual tiene un papel
importante en la regulacion de la viabilidad viral ya que en estudios previos se
determiné que su eliminacién resulta en inhibicion de la viabilidad viral (28). En
el presente trabajo nos enfocaremos en el papel del mMiRNA-222 que se predice
interacciona con la region DB1 (AG= -24) asi como la funcién que éste podrian

llevar a cabo en el ciclo replicativo el virus del DEN-2 (Figura 4).

31



RO bt
o A i VB
g ,&{‘,(IA e

G Tfﬁ?' ?‘P?
Ao AR AT

c=G

8

T

SLA  ¥3
C=G

=g

=G

A;u;JQxW (25;1. 2535 ”'é%%g 3.

FAARCAARAHcagea auugalG i
“miRNA-222 - 10645 10723
10542-10564

b) MiRNA-222

CUCUGGGUCAUCGGUCUACAUCGA

icia 10 [P 5 4 - 11 o 0
GGGGCCCA-AGGTGAGATGAAGCT

GCARCAR —

Figura 4. Interaccion del miRNA-222 con laregion DB1 del UTR 3’ del virus DEN-2. a) esquema
del posible sitio de interaccion del miRNA 222 en la region UTR3' del virus DEN-2. b)
Secuencia del miRNA 222 que interaccionan con la secuencia DB1 3’ de DEN-2 (en negritas y
subrayado).
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Deteccion del miRNA-222 en cultivos primarios de macrofagos y de

células dendriticas humanas no infectadas e infectadas con DEN-2.

Para determinar el papel del miRNA-222 en el ciclo replicativo del virus
del dengue se realizaron dos estrategias, la primera fué determinar su
expresion en cultivos primarios de macréfagos humanos no infectados e
infectados con DEN-2 y la segunda fue determinar el efecto que causan los
mimetizadores e inhibidores del miRNA-222 en la eficiencia de replicacion viral
en dichas células.

Los macr6fagos humanos se han identificado como uno de los blancos
mas importantes en la infeccion por el virus del dengue por lo que se eligié
como modelo para este proyecto de tesis. Los cultivos primarios se infectaron a
una moi de 10 para determinar si existe una modulacién en la expresion del
miRNA-222 en las primeras horas de infeccion: 12, 24 y 36 h. La moi que se
eligio para infectar el cultivo ha demostrado ser adecuada para su deteccion en
el cultivo a partir de 12h por ensayos de plaqueo, esto se ha determinado por
experimentos realizados previamente en nuestro grupo de trabajo.

El RNA total y los miRNAs expresados en los cultivos primarios de
macrofagos humanos infectados a los diferentes tiempos se purificaron, se
cuantificaron por espectrometria y se separaron en geles de poliacrilamida o
agarosa para verificar su integridad. Primeramente se realizd6 RT-PCR en punto
final para detectar el RNA viral, asi se corrobor6 que las células estuvieran
realmente infectadas en los diferentes tiempos a analizar (Figura 5). Como se
puede observar en todos los tiempos probados se obtuvo una banda del
tamano esperado que indica la amplificacion del RNA viral, con lo que se
concluye que las células se encontraban infectadas a las 12, 24 y 36h.

El nivel de infeccién de los cultivos primarios en las distintas condiciones
también se determiné por RT-PCR en tiempo real, utilizando como control de
carga el amplicon del RNAm de ciclofilina, que es un gen de expresion
constitutiva. La cuantificacion del RNA viral se llevo a cabo mediante el método
de cuantificacion relativa en donde se toma en cuenta el valor de Ct obtenido
durante el proceso de tiempo real, el cual es un valor que refleja de manera

inversa la cantidad de templado inicial en la reacciéon de PCR en tiempo real, es
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decir que entre mas bajo sea el valor de Ct mayor sera la cantidad de templado
inicial en la muestra problema y viceversa.

Se pudo determinar que los cultivos primarios de macrofagos analizados
se encontraban infectados con DEN-2, observando una mayor intensidad de la
fluorescencia del amplicon de DEN-2 se incrementaba conforme los tiempos de
infeccion son mayores. En punto final se obtiene un producto esperado de
265pb en las células infectadas (Figura 5). Como control positivo de infeccion
se realizd un cultivo de células dendriticas las cuales tiene una alta
susceptibilidad a la infeccion por DEN-2.

Al realizar la RT-PCR en tiempo real se obtuvieron los valores de Ct en
cada uno de los tiempos de infeccién (Figura 6a) a las 12h postinfeccién el Ct
fue de 27.16, a las 24h de 26.58 y a las 36h de 26.22. La Tm (temperatura de
fusion) en el paso de disociacién fue de 86.7°C en promedio lo que confirma la
amplificac'ién de un producto especifico durante la reaccion, debido a que la Tm
esta dada de acuerdo al % de GC presente en el amplicon (Figura 6b). Los
resultados obtenidos indican que el cultivo primario se encuentra infectado y

que el nivel de infeccion aumenta conforme al tiempo de infeccion.

™ NI 12h 24h 36h C+

SOOp.

300pb
200ph

Figura 5. Deteccion del RNA de DEN-2 en el cultivo primario de macréfagos humanos mediante
PCR en punto final. Los cultivos primarios de macréfagos humanos se incubaron en ausencia (NI) o en
presencia del virus DEN-2 a una moi de 10, posteriormente se aislo el RNA total de dichas células a las
12 (12h), 24 (24h) y 36 (36h) horas posinfeccion “A partir del RNA total se realizo la RT-PCR en punto
final en la que se espera un amplicon de 265pb. Como control positivo de infeccion (C+) se utilizo el RNA
de un cultivo de células dendriticas a las 24h postinfeccion a una moi de 10. El marcador de tamaio

molecular (MTM) es 100 pb ladder (Invitrogen)
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Figura 6. Nivel de expresion del RNA viral en cultivo primario de macréfagos humanos. a) Los
cultivos primarios de macréfagos humanos se incubaron en ausencia (NI) o en presencia del virus DEN-2
a una moi de 10, posteriormente se aislo el RNA total de dichas células a las 12 (12h), 24 (24h) y 36 (36h)
horas posinfeccion. En el eje X se graficaron los tiempos de infecciéon y en el eje Y el valor de Ct. b) Curva
de Disociacion del amplicon de DEN-2 en macréfagos obtenidos por cultivo primario infectado. En el eje

X se graficé la temperatura de disociacion y en el eje Y la derivada dada por condiciones estandar de
lectura.

Los datos obtenidos en la cuantificacion del RNA viral reflejan la

eficiencia de replicacion del virus a los distintos tiempos, ya que los niveles del

control de carga fueron similares en todas las condiciones (Figura 7).
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Figura 7. Nivel de expresion del control de carga ciclofilina en cultivo primario de macréfagos

humanos. a) Los cultivos primarios de macréfagos humanos se incubaron en ausencia (NI) o en

presencia del virus DEN-2 a una moi de 10, posteriormente se aislo el RNA total de dichas células a las

12 (12h), 24 (24h) y 36 (36h) horas postinfeccion. En el eje X se graficaron los tiempos de infeccion y en

el eje Y el valor de Ct. b) Curva de Disociacion del amplicon de control de carga ciclofilina en macrofagos
obtenidos por cultivo primario infectado con DEN-2. En el eje X se grafico la temperatura de disociacion y
en el eje Y la derivada dada por condiciones estandar de lectura.
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Los experimentos de infeccién del cultivo primario de macréfagos se
llevaron a cabo con un segundo donador y los resultados obtenidos fueron
similares en ambos casos.

Como se menciond, las células dendriticas son también un blanco en la
infeccion por dengue en humanos y se infectan con el virus de manera mas
eficiente que los macrofagos por lo que para asegurarnos que el cultivo
estudiado tenia una alta eficiencia de infeccion se incluy6 un cultivo primario de
células dendriticas humanas para la comparacién de la expresion del miRNA-
222 en células no infectadas e infectadas.

Al realizar la RT-PCR en tiempo real para la deteccién del genoma viral
en las células dendriticas infectadas se obtuvieron los siguientes valores de Ct
en cada uno de los tiempos de infecciéon (Figura 8a) a las 12h fue 28.1, alas
24h fue 27.79 y a las 36h fue 28.34. Lo anterior refleja que practicamente el
nivel de RNA viral se mantiene en todos los tiempos estudiados conforme
transcurre el tiempo de infeccion. La Tm en el paso de disociacién fue de 86.7
°C en promedio lo que coincide con la amplificaciéon del producto especifico
(Figura 8b).

El nivel de expresion de ciclofilina en las células dendriticas resulté
similar en los diferentes tiempos de infeccién (Figura 9a). En la curva de
disociacion se obtiene una Tm de 85.6°C en todas las reacciones (Figura 9b).
Después de verificar que todos los cultivos a estudiar estuviesen realmente
infectados se procedio al analisis de la expresién del miRNA en los cultivos en

las distintas condiciones.
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Figura 8. Nivel de expresion del RNA viral en cultivo primario de células dendriticas
humanas. a) Los cultivos primarios de células dendriticas humanas se incubaron en ausencia
(NI) o en presencia del virus DEN-2 a una moi de 10, posteriormente se aislé el RNA total de
dichas células a las 12 (12h), 24 (24h) y 36 (36h) horas postinfeccién. En el eje X se graficé la Ct
a la que se inicia la deteccion del RNA viral mediante RT-PCR en tiempo real. b) Curva de Disociacion
del amplicon de control de carga ciclofilina en dendriticas obtenidas por cultivo primario infectado con

DEN-2. En el eje X se grafico la temperatura de disociacién y en el eje Y la derivada dada por condiciones

estandar de lectura.
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Figura 9. Nivel de expresion del control de carga ciclofilina en cultivo primario de células

dendriticas humanas. a) Los cultivos primarios de células dendriticas humanas se incubaron

en ausencia (NI) o en presencia del virus DEN-2 a una moi de 10, posteriormente se aislé el
RNA total de dichas células a las 12 (12h), 24 (24h) y 36 (36h) horas postinfeccion. En el eje X

se grafico la Ct a la que se inicia la deteccién del RNA viral mediante RT-PCR en tiempo real. b) Curva de

Disociacion del amplicon de control de carga ciclofilina en dendriticas obtenidas por cultivo primario

infectado con DEN-2. En el eje X se graficé la temperatura de disociacion y en el eje Y la derivada dada

por condiciones estandar de lectura.
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BIBLIOTECA UACM

Comparacion del nivel de expresion del miRNA-155 en células no
infectadas e infectadas con DEN-2.

Debido a la poca estabilidad y a la cantidad de los miRNAs extraidos, se
opté por verificar la integridad y la concentracion de la fraccion enriquecida con
RNA pequeiios (menos de 200pb) en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

al 15% o en geles de agarosa al 3% (Figura 10).

194pb

118pb
72pb

Figura 10. Fraccion enriquecida en RNAs pequefios. Los macréfagos humanos se
incubaron en ausencia (NI) 6 en presencia del virus DEN-2 (cepa 16681) a una moi de 3 (I13) 6
5 (15) y 24 h postinfeccion se procesaron para la obtencion del miRNA con el método mirVANA.
El marcador de tamario molecular (TM) utilizado fue DNA molecular Weight Marker IX (Roche).

Los RNAs se separaron en gel de poliacrilamida al 15% urea 8M.

La cuantificacion relativa de la expresion de los miRNAs de interés se
realizd mediante RT-PCR en tiempo real tomando en cuenta el valor de Ct
obtenido durante el proceso de tiempo real, siendo éste un valor que refleja de

manera inversa la cantidad de templado inicial en la reaccion de PCR.
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Para asegurarnos que el protocolo de extraccion, purificacion y
deteccion era eficiente para la amplificacion de un miRNA que debia resultar
positivo en nuestro sistema se decidié determinar la expresion del miRNA-155,
el cual se ha reportado previamente que incrementa su expresiéon en la
respuesta inflamatoria a RNAs sintéticos de doble cadena (43).

En el analisis del nivel de expresion del miRNA-155 en macréfagos
humanos con el estimulo de la infeccion con dengue los valores de Ct
obtenidos fueron los siguientes, en células no infectadas la Ct obtenida fue
14.275 y a las 12h postinfeccién fue 14.36, a las 24h fue 14.245 y a las 36 fue
13.885 (Figura 11a). La Tm en el paso de disociacion fue de 81.5°C en
promedio (Figura 11b).

Como se puede apreciar aunque se detecto la expresion del miRNA-155
en todas las condiciones, no se observo ningin cambio después de la infeccion
viral, por lo que se especula que esto se debié a las diferencias del modelo
utilizado en nuestro estudio con respecto a lo reportado previamente.

La deteccién del miRNA-155 se llevé a cabo también en el cultivo
primario de células dendriticas en las cuales tampoco se observaron cambios
entre el nivel de expresion de dicho miRNA entre las células no infectadas y las
infectadas, ya que todas las Ct estuvieron entre 13.67 y 13.77 (Figura 12). De
esta manera se pudo corroborar el resultado obtenido con el cultivo de

macroéfagos.
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Figura 11. Nivel de expresion del miRNA 155 en cultivo primario de macréfagos humanos. a) Los
miRNAs de macréfagos humanos se obtuvieron de células no infectadas (NI) ¢ infectadas con DEN-2 a
una moi de 10 por 12 (12h), 24 (24h) 6 36h (36h) y se utilizaron para realizar RT-PCR en tiempo real para
la amplificacion del mMiIRNA-155. En el eje X se graficaron los tiempos de infeccion y en el eje Y el valor de
Ct. b) Curva de Disociacion del amplicon de control de carga ciclofilina. Se incluyé un control de la
reaccion de PCR sin templado (NTC).En el eje X se graficod la temperatura de disociacion y en el eje Y la

derivada dada por condiciones estandar de lectura.
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Figura 12. Nivel de expresion del miRNA 155 en cultivo primario de células dendriticas humanas. a)
Los miRNAs de células dendriticas humanas se obtuvieron de células no infectadas (NI) 6 infectadas con
DEN-2 a una moi de 10 por 12 (12h), 24 (24h) 6 36h (36h) y se utilizaron para realizar RT-PCR en tiempo
real para la amplificacion del miRNA-155. En el eje X se grafico los tiempos de infeccion y en el eje Y el
valor de Ct. b) Curva de Disociacion del amplicon de control de carga ciclofilina. Se incluyé un control de
la reaccion de PCR sin templado (NTC).En el eje X se grafico la temperatura de disociacion y en el eje Y

la derivada dada por condiciones estandar de lectura.
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Comparacion del nivel de expresion del miRNA-222 en células no
infectadas e infectadas con DEN-2

Una vez realizada la deteccion del control de expresion de los miRNAs,
se determin6 la expresion del miRNA-222 en macréfagos humanos infectados
en las condiciones descritas anteriormente. Al realizar la RT-PCR en tiempo
real se obtuvieron los siguientes valores de Ct en células no infectadas fue de
14.31 y después de 12, 24 y 36h de infeccion las Cts fueron 13.92, 1419 y
14.27 respectivamente (Figura 13a) siendo la Tm en el paso de disociacion de
81.3°C en congruencia con lo esperado para dicho producto de amplificacion
(Figura 13b). Cabe mencionar que el experimento se realizé6 por duplicado
presentando el mismo patron de comportamiento para dichos miRNAs en
ambos experimentos.

El nivel de expresion del miRNA-222 se determin6 también en el cultivo
de células dendriticas no infectadas e infectadas; con la finalidad de comparar
los resultados con los obtenidos con el cultivo primario de macrofagos, que
como se ha mencionado son mas susceptibles a la infeccion por dengue, y
probablemente por ello se pudiera encontrar induccion de la expresion del
miRNA-222.

Al realizar la infeccion de células dendriticas, no se encontraron
diferencias en la expresion del miRNA-222 a las 12,24 y 36h postinfeccion (Ct
de 13.98, 13.88 y 13.79 respectivamente) con respecto al control (Ct de13.83)
(Figura 14a), siendo la Tm en el paso de disociacion es de 81.7 °C en
congruencia con los esperado para producto de PCR esperado (Figura 14b).

Como se pudo apreciar no existen diferencias en el nivel de expresion
del miRNA-222 entre las condiciones estudiadas, por lo que se sugiere que en
nuestro modelo de infeccion por el virus DEN-2 no induce la expresion del
miRNA-222.
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Figura 13. Nivel de expresién del miRNA-222 en cultivo primario de macréfagos humanos. a) Los
miRNAs de macréfagos humanos se obtuvieron de células no infectadas (NI) 6 infectadas con DEN-2 a
una moi de 10 por 12 (12h), 24 (24h) 6 36h (36h) y se utilizaron para realizar RT-PCR en tiempo real para
la amplificacion del miRNA-222. En el eje X se grafico la Ct a la que se inicia la deteccion del miRNA-222
viral mediante RT-PCR en tiempo real. En la tabla se muestran los promedios de los valores de Ct
promedio del experimento realizado por duplicado. B. Curvas de disociacion de los productos obtenidos
en la reaccion de PCR en tiempo real. Se incluyd un control de la reaccion de PCR sin templado (NTC).
En el eje X se grafico la temperatura de disociacion y en el eje Y la derivada dada por condiciones

estandar de lectura.
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Figura 14. Nivel de expresion del miRNA 222 en cultivo primario de células dendriticas humanas. a)
Los miRNAs de células dendriticas humanas se obtuvieron de células no infectadas (NI) 6 infectadas con
DEN-2 a una moi de 10 por 12 (12h), 24 (24h) 6 36h (36h) y se utilizaron para realizar RT-PCR en tiempo
real para la amplificacion del miRNA-222. En el eje X se grafico la Ct a la que se inicia la deteccion del mi
RNA-222 mediante RT-PCR en tiempo real. En la tabla se muestran los promedios de los valores de Ct
promedio del experimento realizado por duplicado. B. Curvas de disociacion de los productos obtenidos
en la reaccion de PCR en tiempo real. Se incluyé un control de la reaccién de PCR sin templado (NTC).
En el eje X se grafico la temperatura de disociaciéon y en el eje Y la derivada dada por condiciones
estandar de lectura.
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Determinacion del efecto de los mimetizadores e inhibidores del miRNA-
222 en lareplicacion de DEN-2.

A pesar de que los resultados obtenidos nos indican que en las
condiciones estudiadas la infeccion viral no induce la modulacion de la
expresion del miRNA-222 en los cultivos primarios de macréfagos humanos y
de células dendriticas se decidi¢ realizar un acercamiento para conocer la
funcion que dicho miRNA pudiera estar llevando a cabo en la replicacion del
virus del dengue. La estrategia que se realiz6 para alcanzar tal objetivo fue
utilizar mimetizadores e inhibidores de la funcién del miRNA-222, los cuales se
transfectaron en las células en estudio para posteriormente infectarlos con el
virué del dengue y determinar la eficiencia de replicacion viral.

La estandarizacion de las condiciones de transfeccion del cultivo
primario de los macréfagos humanos se realizo6 la transfeccion de un Pre-
miRNA no relacionado (que no presenta ninguin RNAm blanco en humano) el
cual estd marcado con el fluoroforo Cy3. ElI marcaje del miRNA permitid
visualizarlo mediante microscopia confocal y asi determinar la eficiencia de
transfeccion.

Después de evaluar diferentes protocolos de transfeccion las
condiciones optimas en nuestro sistema resulté a partir de 10nM de miRNA,
siendo las optimas 15 y 20 nM, utilizando el reactivo siPortAmine (Ambion)
entre otros parametros establecidos (Figura 15). Cabe mencionar que con el
meétodo utilizado se tiene una eficiencia de transfeccion y sobrevivencia de las
células mayor al 90%.

Después de analizar los resultados de la estandarizaciéon de la
transfeccion en el cultivo primario se decidio llevar a cabo la transfeccién de los
inhibidores y de los mimetizadores del mMiIRNA-222 a una concentraciéon de 15y
20nM y determinar su efecto en la eficiencia de replicacion viral después de
36h de infeccion con el virus DEN-2.

Es importante recalcar que no se llevé a cabo una cinética de infeccion
incluyendo los tiempos de 12 y 24h postinfeccion pues la cantidad de células
obtenidas por el método utilizado solo nos permite realizar la transfeccion de

mimetizadores e inhibidores con el mismo donador a las 36h.
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Figura 15. Cultivo primario de macrofagos transfectados con el Pre-miRNA-Cy3. El cultivo primario
de macroéfagos humanos se tratd con siPort en ausencia (B) o en presencia 5 (D), 10 (F), 15 (H) 0 20 nM
(J) del Pre-miRNA-CY3. Después de 24h de transfeccion las células se fijaron y se observaron al
microscopio confocal Leica TCS SP2. En la columna de la izquierda se encuentran las imagenes en

campo claro correspondientes.
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Figura 15 (Continuacion). Cultivo primario de macrofagos transfectados con el Pre-miRNA-Cy3. El
cultivo primario de macréfagos humanos se trato con siPort en ausencia {B) o en presencia 5 (D), 10 (F),
15 (H) o 20 nM (J) del Pre-miRNA-CY3. Después de 24h de transfeccion las células se fijaron y se
observaron al microscopio confocal Leica TCS SP2. En la columna de la izquierda se encuentran las

imagenes en campo claro correspondientes.

La eficiencia de infeccion se determind mediante RT-PCR
semicuantitativa amplificando el genoma viral con la metodologia descrita
previamente. Los productos de RT-PCR para la amplificacion de ciclofilina
como control de carga (Figura 16) y dengue (Figura 17) obtenidos en las
diferentes condiciones de transfeccion se separaron en geles de agarosa y se
analizaron por densitometria para normalizar con el control de carga los

productos obtenidos de la amplificacion del genoma viral.

49



Después de llevar a cabo la normalizacion de la carga de los RNAm se
determiné el porcentaje de amplificaciéon del genoma viral con respecto al
control del experimento, que en este caso son las células tratadas con el
miRNA no relacionado, el cual se tom6é como 100%. A partir de éste se
determind que la transfeccion de 15y 20 nM del mimetizador del miRNA-222
no existen cambios significativos en la eficiencia de replicacion viral, sin
embargo cuando se trataron con las mismas concentraciones del inhibidor se
observé un importante incremento en la eficiencia de replicacion viral (Figura
18).

Lo anterior sugiere que el miRNA-222 podria tener un papel inhibitorio
de la replicacion del virus del dengue en los macréfagos humanos, no obstante
se tendran que llevar a cabo ensayos adicionales para determinar de manera
mas fina si el efecto en la replicacion es directamente sobre el RNA viral o
indirectamente por su efecto sobre algun factor celular que incida en la

replicacion viral.
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Figura 16. Amplificacion de ciclofilina mediante RT-PCR en las células tratadas con los
mimetizadores e inhibidores del miRNA-222 e infectadas con DEN-2. El cultivo primario de
macrofagos humanos se incubd en ausencia (NI, 1) o en presencia de 15 (15mim) o 20nM (20mim) de
mimetizadores del miRNA-222, 15 (15inh) o 20nM (20inh) de inhibidores del miRNA-222 o bien 20nM de
miRNA no relacionado (20NR) para posteriormente llevar a cabo la infeccion con el virus DEN-2 a una moi
de 10 (I, 15mim, 20mim, 15inh, 20inh y 20NR) por 36h. Después las células se recogieron y se trataron
con trizol para la obtencion del RNA total y llevar acabo la RT-PCR en donde se utilizaron oligonucleétidos
para la amplificacion del RNAm de ciclofillina resultando un producto de 105pb el cual se separ6 en un gel

de agarosa al 2%. El marcador de tamafio molecular (TM) utilizado son DNA 100bp Ladder (Fermentas).

51



™ NI I 15mim 20mim 15inh 20inh 20NR

Figura 17. Amplificacion del genoma del virus del dengue mediante RT-PCR en las células
tratadas con los mimetizadores e inhibidores del miRNA-222 e infectadas con DEN-2. El cultivo
primario de macréfagos humanos se incub6 en ausencia (NI, I) o en presencia de 15 (15mim) o 20nM
(20mim) de mimetizadores del miRNA-222, 15 (15inh) o 20nM (20inh) de inhibidores del miRNA-222 o
bien 20nM de miRNA no relacionado (20NR) para posteriormente llevar a cabo la infeccion con el virus
DEN-2 a una moi de 10 (I, 15mim, 20mim, 15inh, 20inh y 20NR) por 36h. Después las células se
recogieron y se trataron con trizol para la obtencion del RNA total y llevar acabo la RT-PCR en donde se
utilizaron oligonucleotidos para la amplificacion de una region del genoma viral de 265pb el cual se separd
en un gel de agarosa al 2%. El marcador de tamafio molecular (TM) utilizado son de DNA 100bp Ladder

(Fermentas).
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Figura 18. Eficiencia de la replicacién viral en cultivo primario de macréfagos humanos tratados
con mimetizadores e inhibidores del miRNA-222 e infectados con DEN-2. EIl cultivo primario de
macroéfagos humanos se incubé en ausencia (NI, 1) o en presencia de 15 (15mim) o 20nM (20mim) de
mimetizadores del miRNA-222, 15 (15inh) o 20nM (20inh) de inhibidores del miRNA-222 o bien 20nM de
miRNA no relacionado (20NR) para posteriormente llevar a cabo la infeccién con el virus DEN-2 a una moi
de 10 (I, 15mim, 20mim, 15inh, 20inh y 20NR) por 36h. Los porcentajes graficados corresponden a la
eficiencia de replicacion viral en cada uno de los tratamientos obtenido mediante la técnica de RT-PCR
semicuantitativa del genoma del virus del dengue normalizando con la amplificacion de ciclofilina como
control de carga. Las condiciones correspondientes a las barras con asterisco no pudieron realizarse por
duplicado. Las desviaciones estandar de los resultados de cada condicion se indican con la barra en las

columnas. En el eje Y se graficé % de amplificacion del genoma de DEN-2.
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DISCUSION

Las infecciones virales traen consigo una gran cantidad de cambios en el
medio ambiente celular, entre los que se encuentran la modulacion de la
expresion genética requerida para llevar a cabo procesos que el virus requiere
para su multiplicacion ademas de la activacion de vias de respuesta de defensa
en contra de la infeccion. Una de las estrategias de defensa antiviral que
recientemente se han descrito en las células infectadas son los miRNAs.

Los miRNA son moléculas de RNA de 19 a 22 nt que regulan mas del
90% del transcriptoma humano. Las funciones que los miRNAs realizan se
relacionan con procesos como desarrollo, ciclo celular, apoptosis, cancer,
desordenes neuronales, infecciones, entre otros (35 37, 38). La regulacion
postranscripcional que dichos RNAs llevan a cabo se produce por su
interaccion con las UTRs 3’ de los RNAm, produciendo un bloqueo traduccional
o la degradacion de los mensajeros.

Los miRNAs que se han descrito que participan en las infecciones con
virus como el de la hepatitis C, herpes virus, virus de la inmunodeficiencia
humana entre otros (39, 41, 42, 43, 44), participan favoreciendo de forma directa o
indirecta la replicacion viral. Por otro lado, se han descrito miRNAs que
participan como un mecanismo de defensa antiviral como el miRNA-155 43). En
el caso del virus del dengue no se habia estudiado la participacion de los
miRNAs en la regulacion del ciclo replicativo del virus, por lo que en este
trabajo se hicieron predicciones “in silico” de los miRNAs que potencialmente
interaccionan con la region UTR 3’ del genoma del DEN-2.

Los miRNAs que mediante dicho analisis potencialmente interaccionan
con la UTR 3’ tienen blancos en regiones de gran importancia para la viabilidad
viral, ademas de contar una AG adecuada para que se den las interacciones “in
vivo” (menor de -12). Posteriormente se analiz6 de forma particular el papel
que ejerce el miRNA-222 de humano sobre la replicacion viral debido a que
éste se predijo interacciona con al region DB1 del genoma viral, que se ha
senalado como una regién importante en la viabilidad viral, ya que su delecion
produce virus atenuados (28). Uno de los criterios para seleccionar este miRNA

sobre otros candidatos que reconocen la region DB1 fue la prediccion de su
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interaccion con las secuencias de los genomas reportados para 15 cepas de
DEN-2.

Para definir la participacion del miRNA-222 en la infeccién por el virus
DEN-2, primero se confirmé y cuantifico la presencia este miRNA en cultivos
primarios de macréfagos y de células dendriticas humanas, ya que son una de
las principales células blanco del virus del dengue en humanos. A pesar que
ambos tipos celulares participan de forma imperante en la respuesta inmune
ante agentes infecciosos, se han descrito diferencias en la susceptibilidad a la
infeccién por le virus del dengue por lo que también se determiné el grado de
infeccion que presentaban dichos cultivos primarios mediante la deteccion del
genoma viral por RT-PCR en tiempo real, encontrando que ambos se estaban
infectados en todos los tiempos probados.

La cinética de la infeccion muestra que el nivel del virus no incrementa
de forma significativa al paso del tiempo, sin embargo es importante considerar
que se trata de células del sistema inmune cuya funciéon principal es
contrarrestar el proceso infeccioso mediante factores intracelulares y
extracelulares.

Uno de los hallazgos importantes de este estudio fue el encontrar que la
expresion del miRNA-222 no cambia tras la infeccién, lo cual nos hace suponer
que la expresion basal de dicho miRNA podria ser suficiente para tener un
efecto en la replicacion viral.

Para confirmar que el sistema de infeccion estaba funcionando
adecuadamente, también se determiné el nivel de expresion basal del miRNA-
155 durante la infeccion viral, cuya funcion se ha relacionado con la respuesta
inmune especialmente inducida por RNA exdgenos de doble cadena
resultando en la respuesta de interferon (40). Sin embargo en nuestro modelo no
se observé una modificaciéon en el nivel de induccion de este miRNA como
resultado de la infeccion.

Otra parte del trabajo consistié en evaluar el efecto de la sobreexpresion
y la inhibicibn de este miRNA durante la infeccion viral, para lo cual se
transfectaron los cultivos primarios con el mimetizador y el inhibidor
respectivamente. Los resultados obtenidos con los mimetizadores indican que
no existen cambios en la eficiencia de replicacion viral al realizar el analisis del

efecto de dos concentraciones del miRNA (15 y 20 nM) mientras que el
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tratamiento con los inhibidores de la funcion del miRNA-222 se observd un
aumento significativo en la eficiencia de replicacion viral. Cabe senalar que los
ensayos se realizaron con eficiencias de transfecciéon mayores al 90% y mas
del 90% de sobrevivencia celular.

Al observar los resultados en conjunto es de llamar la atencion el efecto
nulo en la replicacion viral por parte de los mimetizadores cuando su
contraparte, los inhibidores, tuvieron un efecto grande en la eficiencia de la
replicacion viral.

Los reportes en los que se han utilizado inhibidores y mimetizadores han
demostrado tener efectos contrarios en la regulacién de su RNA viral blanco
(39, 43, 44). Uno de los trabajos mas recientes ha descrito el uso de inhibidores
de miRNAs especificos para rescatar la habilidad de replicacion del virus de la
hepatitis C cuando se sobreexpresan los miRNAs 136 y 199a. Ademas se
demostro que la actividad inhibitoria de dichos miRNAs se elimina al mutar los
sitios en los que se predice su union (UTR 5’ y region codificante para NS3)
confirmando la interaccion “in vivo” en las regiones predichas (44).

Sin embargo, se pueden argumentar dos hechos a estos resultados,
primero, en el caso de los inhibidores los cuales son miRNAs ya procesados
por el contrario en el caso de los mimetizadores se transfectan los precursores
de 70pb, por lo que no podemos descartar que el procesamiento de los
mimetizadores a miRNA maduro en el medio intracelular pudiese estar
limitando la disponibilidad de éste para los procesos que regula. Cabe
mencionar que en los tratamientos se utilizaron las mismas concentraciones de
inhibidores y de mimetizadores.

Un segundo escenario que pudiera explicar este efecto es que los
niveles de expresion basal del miRNA-222 en los cultivos primarios estudiados
sean suficientes para los procesos de modulacién que llevan a cabo y que el
aumento de estos ya no pueda ejercer funciones adicionales, probablemente
por que los sitios de union se encuentren ya ocupados.

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que el miRNA-222 tiene
una funcion inhibitoria en la eficiencia replicativa del virus del dengue en los
macréfagos humanos. Dicha funcién puede darse por la unién directa del
miRNA a la UTR 3’ del genoma viral o por la modulacion de la expresiéon de

moléculas en la célula huésped que a su vez inhiban la replicacion del virus.
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Sin embargo, es importante considerar que los resultados presentados
requieren ensayos adicionales para confirmar el mecanismo por el que se
inhibe el ciclo replicativo viral, para lo cual seria conveniente incrementar
numero de donadores y realizar curvas de concentracion considerando
cantidades mayores sobretodo para asegurar la disponibilidad y funcion de los
mimetizadores. También se plantea realizar estos ensayos en los cultivos
transfectados con el replicon de dengue acoplado a GFP, la estandarizacion de
dicha transfeccion a los cultivos primarios de macréfagos también se realiz6
durante el desarrollo del presente trabajo. Esto ultimo es importante ya que se
podrian corroborar los resultados obtenidos con la infeccion viral pero ademas
se podria determinar si el efecto de los inhibidores se da en la traduccion o
replicacion del RNA viral, ya que el sistema del replicon nos permite discernir

entre estos dos eventos por la temporalidad en la expresion de GFP.
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CONCLUSIONES

El nivel de expresion del miRNA-222 en los cultivos primarios de
macréfagos humanos no cambié en respuesta a la infeccién por el virus del
dengue. Sin embargo, los experimentos de inhibicion de la funcién de dicho
miRNA sugieren que éste tiene una funcion inhibitoria en la eficiencia

replicativa del virus del dengue.

Dicha funcién puede darse por la unién directa del miRNA a la UTR 3
del genoma viral o por la modulacion de la expresion de moléculas en la célula
huésped que a su vez inhiban la replicacion del virus, por lo que es necesario
llevar a cabo estudios mas profundos que permitan establecer claramente el

mecanismo de dicha inhibicion.
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