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RESUMEN

El virus dengue (DENV) es un importante problema de salud publica en todo el
mundo y causa un espectro de enfermedades, para las que no existen
tratamientos antivirales. Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA de
cadena sencilla de aproximadamente 22nt, que se ha demostrado, juegan un
papel importante en la regulacién postranscripcional interactuando con regiones
no traducidas de los mMRNA. En este estudio, se pretendia determinar el efecto de
los microRNAs miR-744 y miR-484 en la region 3’ no traducida o 3'UTR de
DENV2, una secuencia que participa activamente en la regulacion, traduccién y en
la replicacién del genoma viral. El conjunto de resultados indican que existen
secuencias en el 3'UTR de DENV2 que son reconocidas por los miR-484 y miR-
744, y dicho reconocimiento hace que estos miRNAs puedan bloquear la
replicacion del DENV2 en células HelLa. Estos resultados son de vital importancia
ya que revelan a los microRNAs como una posibilidad de tratamiento del dengue.

Palabras clave: Dengue Virus (DENV), microRNAs, 3'UTR.
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1. INTRODUCCION

1.1. El virus Dengue (DENV)

El DENV es miembro de la familia Flaviviridae y pertenece al género Flavivirus,
con un tamafio de aproximadamente 60nm de diametro para su forma madura y
50nm para su forma inmadura. La particula viral esta constituida por una envoltura
de origen celular con incrustaciones de glicoproteinas que son codificadas por el
genoma viral. Mas internamente se encuentra la capside, que rodea el genoma
viral (Perera y Kuhn, 2008). Su genoma consta de una sola cadena de RNA de
polaridad positiva de aproximadamente 11 Kb, con un solo marco abierto de
lectura que codifica para una poliproteina, la cual al ser procesada por proteasas
celulares y virales, da origen a tres proteinas estructurales: de capside (C), de
membrana (pr-M) y de envoltura (E) y siete proteinas no estructurales (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. La proteina E es la de mayor peso
molecular (53 kDa) entre las proteinas estructurales y presenta tres dominios
antigénicos. Esta proteina es glicosilada, expuesta en la superficie de la particula
viral y es la responsable de la unién a los receptores celulares y de la entrada del
virus a la célula (Chambers et al., 1990). La proteina pr-M (27-31 kDa) al ser
cortada por una furina en el trans-Golgi da origen a la proteina M, la cual es
posteriormente glicosilada. El corte de pr-M es esencial para la maduracion de la
particula y para obtener una progenie viral infecciosa (Perera y Kuhn, 2008). La
proteina C, es un homodimero (11 kDa) esencial para la encapsidacion del RNA
viral. Es una proteina con un alto contenido de aminoacidos basicos,
aproximadamente el 20%, lo que permite neutralizar parcialmente las cargas
negativas del genoma viral (Stanley, 1950).

Las proteinas NS hacen parte del complejo de replicacion del RNA viral y
participan activamente en la patogénesis. Las proteinas NS3 y NS5 son
consideradas las mas importantes debido a que ambas tienen actividad enzimatica
indispensable para la replicacion viral (Noble et al., 2010). NS3 es una proteina
multifuncional (70 kDa), presenta actividad proteasa en su dominio N-terminal en
asocio con NS2B (14 kDa), y actividad helicasa y RNA trifosfatasa en su dominio

C-terminal (Lescar et al., 2008). La proteina NS5 (100 kDa), es la mas grande y
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conservada entre los Flavivirus. Posee un dominio N-terminal con actividad
metiltransfersa, esencial para la formacién de la estructura 5 Cap, que es
necesaria para la iniciacion de la traduccion del mRNA; y un dominio C-terminal
con actividad de RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) indispensable para
la replicacién del genoma viral (Bollati et al., 2010). Es decir, las proteinas NS
interactian con factores celulares para formar los complejos de replicacion,
implicados en la sintesis del RNA complementario de polaridad negativa (RNA®),
lo que conlleva finalmente al establecimiento de un RNA intermediario de doble
cadena (dsRNA).

El genoma de DENV esta flanqueado por regiones 5 (~100 nucleétidos) y 3’
(~400-800 nucleétidos) no traducidas o UTRs, que juegan un papel importante en
la sintesis de RNA viral (Yu et al., 2008). 3'UTR contiene dos estructuras
secundarias en forma de horquilla, conocidas como 3'-SL (del inglés 3’- Stem
Loop), con una longitud que puede variar entre 90 a 120 nucleétidos dependiendo
del serotipo (Figura 1). Ambas estructuras son importantes por ser elementos
promotores determinantes para la replicacion y la traduccion viral; ademas, son las
estructuras mas conservadas dentro de las especies de Flavivirus (Weaver y
Vasilakis, 2009). Se ha descrito que proteinas celulares como el factor de
traduccion EF-1a (del inglés Elongation factor-1 a) y la proteina PTB (del inglés
Pyrimidine Tract Binding) pueden interaccionar con la region 3’-SL del virus,
formando complejos necesarios para la replicacion, por lo que se cree que PTB y
EF-1a podrian tener una funcién como chaperonas para mantener la estructura del
RNA en una conformacion que favorezca la replicacion de DENV (De Nova-
Ocampo et al., 2002). También se ha encontrado en la 3'UTR, secuencias
conservadas llamadas CS1, CS2A y CS2B que juegan un papel muy importante
en la replicaciéon viral, ya que una delecion parcial o total de algunas de estas
regiones puede reducir la replicacion viral o generar la pérdida de viabilidad de la
progenie viral (Men et al., 1996). Igualmente se ha reportado que la regién CS1
contiene una secuencia de circularizacion (CS) (Figura 1), que es complementaria
a otra secuencia presente en 5'UTR del genoma viral (Alvarez et al., 2005a).

Recientemente Alvarez et al., describieron una secuencia localizada corriente
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arriba del coddén de iniciacion de la traduccion (Edelman et al.) en la 5’UTR,
complementaria a una region presente en 3'-SL denominada 5 y 3' UAR (del
inglés Upstream AUG Region) (Figura 1), que también es imprescindible para la
circularizacion del RNA y por consiguiente, para la sintesis del genoma viral
(Alvarez et al., 2005b).

De la misma manera, la 5’UTR contiene dos estructuras en forma de horquilla; una
corta o SLB y una larga o SLA (Figura 1) (Alvarez et al., 2008). Se ha demostrado
recientemente que la estructura SLA actia como un elemento promotor para la
sintesis de RNA, reconocido por la RdRp viral (Filomatori et al., 2006). El extremo
5’ posee ademas, una estructura Cap (N7meGpppA2'Ome-RNA), que juega un
papel importante, asi como para los mRNA celulares, para iniciar el proceso de
traduccion y proteger al RNA viral de la degradacion por exonucleasas endogenas
(Bollati et al., 2010).

1.2. Transmision

El DENV es transmitido por mosquitos del género Aedes, principalmente por las
especies Aedes aegypti y Aedes albopictus, que estan establecidos en zonas
tropicales y subtropicales del mundo. Estos mosquitos son el principal vector del
virus y estan muy bien adaptados a la vida urbana, donde se reproducen en aguas
estancadas generadas por el hombre (Wilder-Smith y Gubler, 2008). Estas
especies permanecen activas durante el dia, pero generalmente se alimentan
temprano en la mafiana o al atardecer (Rigau-Perez et al., 1998). Para que la
transmision del virus ocurra, la hembra debe picar una persona infectada durante
la fase de viremia, la cual generalmente dura entre cuatro a cinco dias, pero puede
durar hasta doce dias. Ademas, se necesita de un periodo de incubacion
extrinseco, que generalmente dura de 8 a 12 dias, para que el mosquito se vuelva
infectivo. Después de esto, el mosquito puede transmitir el DENV por picaduras a
un individuo susceptible. A. aegypti puede estar infectado con dos serotipos
diferentes de DENV, sin que cada serotipo de virus afecte el rendimiento del otro
(McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000).
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Es de anotar que la infeccién por el DENV no tiene un efecto patogénico directo
sobre sus vectores. Después de la ingestion de sangre que contiene el virus, hay
una infeccién de las células epiteliales del intestino del mosquito. El virus luego
escapa al hemocele e infecta las glandulas salivares donde pueden ser secretados
por la saliva. El tracto genital también es infectado y los virus pueden entrar a los

huevos en el momento de la ovoposicion (McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000).

1.3. Replicacién

Basado en la informacién encontrada en la literatura, un modelo general para la
replicacion del virus es el siguiente: el virus entra a la célula por endocitosis
después de la interaccion directa de la glicoproteina E con receptores celulares,
como el receptor DC-SIGN (del inglés DC-specific ICAM-3-grabbing non-integrin) y
el receptor de Manosa (Miller et al., 2008; Tassaneetrithep et al., 2003). Luego de
su internalizacién, el pH del medio endosomal baja, lo que conlleva a un cambio
conformacional irreversible de la proteina de envoltura del virus, facilitando su
fusién con la membrana endosomal de la célula hospedera. En consecuencia, la
nucleocépside es liberada en el citoplasma y luego de la desencapsidacion, el
genoma es reconocido por los ribosomas y factores celulares implicados en la
traducciéon, lo que conlleva a la sintesis de la poliproteina viral precursora
(Mukhopadhyay et al., 2005). La poliproteina es procesada por proteasas de
origen viral (NS2B/NS3) y celular (Furina), dando origen a las proteinas
estructurales y NS, necesarias para el ensamblaje de las nuevas particulas virales
(Murthy et al., 1999).

Después de la traduccion del RNA viral, las proteinas virales inducen una
hipertrofia de las membranas intracelulares, originando estructuras conocidas
como paguetes vesiculares dentro de las cuales ocurre la sintesis del RNA viral. El
proceso comienza con la sintesis de una cadena de RNA negativa (RNA®) que
sirve como molde para la produccion de nuevos RNA geondmicos de cadena
positiva. La reaccién enzimética es catalizada por la actividad de la proteina viral
NS5 en asocio con NS3 y otras proteinas NS virales; ademas, factores celulares

también pueden estar implicadas en ese proceso (Villordo y Gamarnik, 2009). Una
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vez la polimerasa viral NS5 se une al promotor 5’'SLA, las interacciones RNA-RNA
mediadas por las secuencias complementarias presentes en las 5 y 3'UTR,
permiten la circularizacion del genoma, lo que facilita que la RdRp alcance la
3'UTR, para usarlo como molde en la sintesis de RNA® (Figura 2) (Filomatori et
al., 2006). Todo este proceso se lleva a cabo en lo que se conoce como complejo
de replicacion.

Las nuevas cadenas de RNA®™ sintetizadas, son encapsidadas por la proteina C,
formando lo que se conoce como nucleocapside (NC); esta a su vez es cubierta
por el heterodimero prM-E, lo que constituye una particula inmadura, que gema
desde el lumen del reticulo endoplasmético (Urcuqui-Inchima et al., 2010). Hasta
aqui se tiene una particula viral no infecciosa, la cual al pasar por el la region
trans-golgi, sufre un rearreglo consecuencia del procesamiento de prM y de la
homodimerizacion de E, lo que permite finalmente la formacion de nuevas
particulas virales infecciosas (Villordo y Gamarnik, 2009). Las nuevas particulas
virales se desplazan hacia la membrana celular donde son liberadas por

exocitosis.

1.4. Patogénesis

A la fecha se ha descrito cuatro serotipos de DENV: DENV1, DENV2, DENV3 y
DENV4. La infeccion con cualquiera de ellos confiere inmunidad protectora
especifica para el serotipo, pero no para los otros tres, por lo que un individuo
puede infectarse hasta cuatro veces con el DENV. La infeccion con cualquiera de
los 4 serotipos causa un espectro de enfermedades que varia desde un caso
asintomatico o una leve fiebre conocida como dengue clasico (Miller et al.), hasta
una tipica fiebre de dengue hemorragico (FDH) o una severa y fatal enfermedad
hemorrégica (Wilder-Smith y Gubler, 2008). EI DC es una enfermedad febril que
tras un periodo de incubacion de dos a siete dias evidencia una repentina
aparicion de fiebre alta, dolor de cabeza, mialgia, artralgia, vomito y nauseas
(Guzman y Kouri, 2002). Estos sintomas pueden ir acompafiados de adenopatia,
leucopenia y diferentes grados de trombocitopenia, pero usualmente hay una

recuperacion de los sintomas una semana después de la aparicion de la

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

enfermedad (Kurane, 2007). Otros pacientes infectados, pero en una menor
proporcién, manifiestan la extravasion de plasma a espacios intersticiales, ademas
de trombocitopenia y algunas manifestaciones hemorragicas como petequias,
equimosis, epistaxis o0 sangrado gastrointestinal (Guzman y Kouri, 2002). La
repentina permeabilizacién vascular es generada por citoquinas proinflamatorias,
producidas por activacion de la respuesta innata o por los linfocitos T al ser
activados por la infeccion (Halstead, 2007). Se ha encontrado que pacientes con
dengue severo presentan altas concentraciones de IFN-y, TNF-a y IL-2, las cuales
actian directamente sobre células endoteliales vasculares e inducen la
permeabilidad vascular y posteriormente la pérdida de plasma sanguineo
(Chakravarti y Kumaria, 2006; Nguyen et al., 2005). Pacientes con dicho cuadro
clinico se los cataloga en estado de FDH, que es la condicion mas grave y
potencialmente mortal (Kurane, 2007). FDH es clasificado en cuatro grados de
severidad: los grados | y Il son considerados leves y los grados Il y IV, severos.
Los grados severos se conocen como Sindrome de Shock por Dengue (SSD) y en
este caso, los pacientes muestran un deterioro hasta presentar fallas en el sistema
circulatorio, pulso rapido y débil, disminucién en la presion sanguinea y un estado
mental alterado (Guzman y Kouri, 2002).

No obstante, lo que define el cuadro clinico (dengue) de la infeccion por DENV no
se ha podido esclarecer totalmente, aunque se han postulado diferentes hipotesis
para explicar la progresion de la enfermedad. Basados en estudios
epidemioldgicos que reportan que los individuos que son infectados por segunda
vez, pero con un serotipo diferente al de la primera infeccion, presentan un mayor
riesgo de padecer FDH; se ha propuesto la hipétesis que sugiere que la severidad
de la infeccion es dependiente de anticuerpos generados durante una
primoinfeccion. Es decir, anticuerpos no neutralizantes preexistentes especificos
(primera infeccion), pueden formar complejos con otro serotipo (segunda
infeccion), los cuales se unen al receptor Fc presente en las células fagociticas
mononucleares; conllevando a un aumento de la internalizacion del virus, y por
ende, a un incremento de la replicacion del virus en la célula infectada, lo que

genera un aumento en la viremia y la severidad de la enfermedad. La hipotesis se
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conoce como amplificacién dependiente de anticuerpos (Goncalvez et al., 2007).
Sin embargo, FDH también puede ocurrir durante una infeccion primaria, lo que
sugiere la intervenciéon de otros factores. Se ha reportado que puede existir una
fuerte relacién entre la severidad de la enfermedad y el origen étnico del individuo,
la virulencia de la cepa viral y el background genético del hospedero (Cologna et
al., 2005; Nguyen et al., 2008; Restrepo et al., 2008).

1.5. Epidemiologia

Se cree que la pandemia de dengue comenzé en regiones de Asia y el pacifico,
durante y después de la segunda guerra mundial. Los cambios ecoldgicos que
ocurrieron durante esa época, probablemente favorecieron la expansion
geogréfica del vector del DENV. Ademas, el alto numero de individuos
susceptibles (poblaciones locales y soldados) y su alta movilidad, posiblemente
crearon las condiciones necesarias para la dispersion del DENV (Guzman y Kouri,
2003).

La emergencia y reemergencia de dengue puede ser atribuida a un gran namero
de causas. Cambios sociales y demogréaficos como el crecimiento poblacional y la
urbanizacion sin planeacion, resultan en el hacinamiento de comunidades que
viven en centros urbanos con viviendas deficientes e inadecuados sistemas de
proporcién de agua, alcantarillado y manejo de residuos. Cuando estos factores se
combinan, sumados a un incremento en la migracion de individuos a areas
endémicas del mosquito vector, el deterioro de las medidas de control del
mosquito y los limitados recursos econdémicos y humanos dedicados a la
infraestructura de salud publica; hacen que el dengue pueda establecerse como
una enfermedad persistente en una poblacion (Guzman y Kouri, 2004).

La mayoria de casos de FDH han sido reportados en Asia, donde la enfermedad
ha afectado la mayoria de paises, y es la principal causa de hospitalizacién y
muerte en nifios. En América, FDH era una rara patogénesis antes de 1981.
Desde ese momento la epidemia de DC y FDH ha llegado a ser una de los mas
importantes problemas de salud publica en la regiéon (Gubler, 2002). En la Unica

region tropical donde no es considerado un problema es en Africa, donde el virus
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solo existe en ciclos epizo6ticos y enzodticos silvestres donde el hombre no
interviene como hospedador (McBride y Bielefeldt-Ohmann, 2000).

Actualmente el DENV ha sido identificado en mas de cien paises, y FDH ha sido
documentado en mas de 60 paises (Gubler, 2002). Aproximadamente entre 2500
y 3000 millones de individuos en todo el mundo estan en riesgo de infeccién por
DENV, debido a que en términos de morbilidad y mortalidad, es el arbovirus méas
importante que afecta al hombre en zonas tropicales y subtropicales, con un
estimado de individuos infectados que varia entre 50 y 100 millones de personas
por afio (Halstead, 2007). Entre 250.000 y 500.000 individuos infectados con el
virus, desarrollan dengue severo cada afo, de los cuales mueren 24.000, pero la
mayoria de las infecciones llegan a un curso clinico leve (Rajapakse, 2009).

Segun registros de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en el 2009
se reportaron 853.468 casos de dengue en el continente Americano, incluyendo
20.832 casos de dengue hemorragico y formas complicadas de dengue y 326
defunciones, con una tasa de letalidad regional de 1,7% (OPS, 2009).

De esta forma, el DENV puede ser clasificado epidemiol6gicamente como de bajo,
medio o alto impacto. Algunos virus pueden permanecer en ciclos silvestres de
poca o baja transmisibilidad a humanos; otros producen solo DC y algunos
genotipos han sido asociados con el potencial para causar FDH y SSD. Asi, los
genotipos americanos DENV2 y DENV3, son menos virulentos comparados con
los genotipos asiaticos DENV2 y DENV3 (Wilder-Smith y Gubler, 2008).

1.6. Control y prevencion del dengue

Entre 1950 y 1970, los esfuerzos por controlar la fiebre amarilla en el continente
Americano llevaron a la casi eliminacién de las poblaciones de A. aegypti, pero el
abandono de los programas de erradicacion en 1970, llevé a su reestablecimiento
(Weaver y Vasilakis, 2009). Actualmente el principal objetivo de la mayoria de los
programas de control es reducir la densidad del vector del DENV y mantenerlo en
niveles bajos. Los controles para el vector, se llevan a cabo eliminando
contenedores que son el habitat favorable para la ovoposicion y el desarrollo de

las etapas tempranas del mosquito; o mediante la aplicacion de insecticidas que
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controlan su fase adulta (WHO, 2009). Sin embargo, en paises endémicos donde
la situacion econdmica no es muy favorable, estos programas de control se han
venido deteriorando cada vez mas debido a que son dificiles de sostener y

requieren una mano de obra intensiva.

Como método alternativo para su control, se han realizado grandes esfuerzos
enfocados a desarrollar vacunas efectivas que prevengan la enfermedad; sin
embargo, son muchos los problemas que faltan por resolver, ademas que es
necesario de una vacuna capaz de controlar los 4 serotipos de DENV (Guy y
Almond, 2008). Es necesario entonces, continuar con la investigacion y busqueda
de tratamientos alternativos que sean econOmicamente factibles, seguros y

eficaces para una inmunizacion tetravalente.

1.7. microRNAs

La inhibicion de la expresion de genes virales involucrados en la replicacion del
DENV, constituye una de las mejores estrategias en la lucha contra el DENV. Aun
mas si se tiene en cuenta que hasta la fecha no existe una vacuna para prevenir la
infeccion o un medicamento para su tratamiento. Desde la descripcion de los
microRNAs (miRNA) como una herramienta util para el silenciamiento de genes,
su aplicacion en diferentes campos de la ciencia o para el tratamiento de
enfermedades, no ha tenido limites.

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA de cadena sencilla de
aproximadamente 22nt, que se ha demostrado, juegan un papel importante en la
regulacién postranscripcional de la expresion génica de todas las células de
organismos eucariotas (Cullen, 2006).

La transcripcidon de los genes de miRNAs en organismos eucariotas es llevada a
cabo por la RNApol Il o lll, que resulta en la produccién de un transcripto primario
o pri-miRNA de una longitud que varia entre 200 hasta varios miles de nucleétidos,
con numerosas bases desapareadas y una estructura en forma de asa (Ghosh et
al., 2009). El primer paso en el procesamiento del miRNA, involucra el
reconocimiento y el clivaje del pri-miRNA por un complejo protéico conocido como
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microprocesador, compuesto por Drosha (una RNasa tipo Ill) y DGCRS8 (del inglés
DiGeorge-syndrome critical-region protein 8) (Scaria et al., 2007). Este clivaje
genera un pequeiio pre-miRNA de aproximadamente 60 nt con una estructura en
forma de asa y una proyeccion (Overhang) de 2nt en el extremo 3, el cual es
transportado, por el complejo Exportina 5 y Ran-GTP, hacia el citoplasma (Qi et
al., 2006). Una vez llega alli, la hidrdlisis de GTP resulta en la liberacion del pre-
MIiRNA, el cual es ligado a una segunda RNasa Il conocida como Dicer, junto con
su cofactor TRBP (del inglés transactivating region RNA-binding protein). Dicer se
une a la proyeccion de 2nt en el extremo 3’ del pre-miRNA y remueve el bucle
terminal dejando una segunda proyeccion de 2nt en el otro extremo 3’y
generando un miRNA intermediario de doble cadena de aproximadamente 22nt,
gue contiene una cadena madura o miRNA y su cadena complementaria miRNA*
(Cullen, 2006; He y Hannon, 2004). Posteriormente, Dicer permite el ensamblaje
del miRNA de doble cadena, en un complejo de silenciamiento inducido por RNA
llamado RISC (del inglés RNA-induced silencing complex). Este complejo hace
gue la cadena madura del miRNA sea incorporada selectivamente en el complejo,
mientras que la cadena miRNA* es degradada rapidamente. Esta seleccion es
basada en caracteristicas termodinamicas, estructurales y de estabilidad de las
cadenas (He y Hannon, 2004). En el nuevo complejo formado, el miRNA actia
como guia para dirigir a RISC hacia las cadenas complementarias de mRNA
blanco. Asi, los miRNA pueden inducir una degradacion del mRNA o inhibir la
traduccién, dependiendo del grado de complementariedad entre el complejo RISC-
MiRNA y el extremo 3'UTR del mRNA blanco. Si la complementariedad es perfecta
generalmente resulta en la degradacidén del mRNA, pero si es incompleta, inhibe la
traduccién del mRNA blanco (Figura 3) (Qi et al., 2006).

En la actualidad, los miRNAs celulares constituyen una de las moléculas mas
exploradas porque se ha descrito que pueden tener un efecto antiviral. El virus
PFV (del inglés Primate Foamy Virus), el virus de la Hepatitis C (VHC) y el virus de
la Inmunodeficiencia Humana (VIH), son algunos de los virus que se ha
descubierto son blanco de miRNAs celulares (Scaria et al., 2007). Por ejemplo, el

mMiRNA celular miR-32, restringe la acumulacion del virus PFV-1 en células
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humanas, aunque PFV-1 puede codificar una proteina llamada Tas, que suprime
las funciones del miRNA (Lecellier et al., 2005). También se ha encontrado que el
extremo 3’ del MRNA de VIH-1 es el blanco para un grupo de miRNAs expresados
en linfocitos T CD4" (miR-28, miR-125b, miR-150, miR-223 y miR-382) que
pueden inhibir su traduccion provocando un estado de latencia de la infeccion en
estas células (Huang et al., 2007).

Ademas, estudios recientes han demostrado que el tropismo especifico de
algunos virus puede ser atenuado, si se inserta secuencias blanco de miRNAs en
sus genomas, que inhiben su diseminacién en tejidos que expresan el miRNA que
tiene como blanco la secuencia insertada. Por ejemplo, como la infeccion del
higado por el DENV, puede contribuir a la patogénesis viral, Lee et al., insertaron
un elemento de reconocimiento para miRNA-122, que es especifico de tejido
hepético, en la 3-UTR del genoma de DENV obteniéndose como resultado, una
susceptibilidad inhibitoria del replicon del DENV ante la presencia del miRNA-122;
sugiriendo que este mecanismo puede restringir la replicacion del virus en un
tejido especifico como el hepatico (Lee et al., 2010).

No obstante, durante el curso de la evolucion, los virus también han desarrollado
mecanismos para aprovechar la maquinaria de biosintesis de la célula hospedera
y evadir los mecanismos de defensa propios de la célula. Los estudios han
revelado que la compleja interaccién entre virus y célula hospedera involucra el
silenciamiento de algunas vias a través de los miRNAs (Ghosh et al., 2009).
Igualmente, los virus también producen sus propios miRNAs que ofrecen ventajas
para la reorganizacion del ambiente celular con el fin de maximizar la replicacion
viral, al proveer una forma altamente especifica de disminuir la expresion de genes
de la célula hospedera, que podrian interferir con el ciclo de replicacion viral
(Cullen, 2006). Se ha reportado que la regulacion de la proteina PUMA (Del inglés
p53 up-regulated modulator of apoptosis), un factor pro-apoptético que al
interactuar con p53 produce la liberacion del citocromo c¢ y la activacion de la
caspasa 9, por un miRNA propio del Epstein Barr virus (EBV) conocido como miR-
BARTS5, permite la sobrevivencia celular y el establecimiento de una infeccién
latente (Choy et al., 2008). Ademas, se ha encontrado que el miRNA miR-122
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estimula la traduccion de proteinas del VHC en hepatocitos, al favorecer la
asociacion de los ribosomas con el mRNA viral. Esta estimulacidén es conferida por
la interaccién directa del miRNA con dos blancos presentes en la region 5’-UTR
del virus (Henke et al., 2008).

16

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el siglo XIX, solo nueve paises habian experimentado casos de FDH, por lo
gue el dengue era considerado una enfermedad esporadica con brotes epidémicos
que surgian escasamente entre largos intervalos de tiempo (WHO, 2010). Sin
embargo, hoy en dia es considerada, a nivel mundial, como una de las
enfermedades mas importantes transmitidas por mosquitos ya que en los ultimos
cincuenta afios la incidencia de la patogénesis de DENV, tanto en su forma leve,
como severa, ha incrementado en una tasa alarmante (WHO, 2010). Entre las
causas de ese incremento se encuentran los cambios sociales y demograficos
como el crecimiento poblacional y la urbanizacién, que sumados a la falta de
programas de vigilancia, prevencion y control, contribuyen a la propagacion del
vector (Clements et al., 2010). Se estima que cerca de 2.500 millones de personas
distribuidas en mas de cien paises estan en riesgo de contraer la infeccion. Se ha
reportado hasta 50 millones de infecciones anuales, de las cuales 500.000 son
casos de DHF con 22.000 muertes, principalmente nifios (WHO, 2010).

Por tanto, el reto para los organismos de salud nacional e internacional, es invertir
la tendencia de aumento del dengue epidémico y por ende, el aumento de
incidencia de dengue hemorragico. Para ello se ha generado grandes esfuerzos
enfocados a desarrollar una vacuna efectiva que prevenga la enfermedad. Entre
los enfoques establecidos, la generacién de cepas virales atenuadas como
método tradicional ha tenido grandes decepciones, debido a que el desarrollo de
una vacuna contra el DENV implica inmunizar simultineamente contra los cuatro
serotipos, lo que constituye una tarea dificil de realizar (Webster et al., 2009).
Igualmente, el comercio mundial y la globalizacién han facilitado el intercambio
genético entre cepas virales, lo que lleva a la aparicibn de nuevas cepas con
mayor potencial epidémico y de virulencia. Los mas recientes esfuerzos para
producir vacunas atenuadas han utilizado técnicas moleculares para generar
cepas modificadas genéticamente. Aunque se ha logrado un cierto nivel de éxito
con estos ultimos enfoques, aun no se ha podido llegar a una solucion

econdmicamente factible, segura y eficaz para una inmunizacion tetravalente
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(Edelman et al., 2003; Konishi et al., 2000; Lescar et al., 2008; Noble et al., 2010;
Webster et al., 2009).

Por tal motivo, combatir la infeccién viral teniendo como objetivo vias y proteinas
virales, sélo ha sido posible en pocos virus, ya que la resistencia viral y la toxicidad
de la droga han sido los problemas mas grandes en el momento de realizar una
terapia antiviral. Con los avances logrados en el campo de los miRNAs y teniendo
en cuenta que cada dia se incrementa su uso como una alternativa terapéutica
para el control de diferentes enfermedades, se comienza a mirar a los miRNAs
como un mecanismo de defensa antiviral. El descubrimiento de miRNAs celulares
capaces de reconocer secuencias blanco en las regiones no codificantes del
genoma del DENV, seria de vital importancia como una posibilidad de tratamiento
del dengue, enfermedad para la cual no existe hasta el momento ninguna vacuna

o droga terapéutica.
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3. FORMULACION DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

Los miRNAs han sido reportados en casi todos los sistemas biolégicos que han
sido analizados hasta la fecha. En la actualidad, cerca de 700 miRNAs han sido
descritos en humanos, pero segun predicciones bioinformaticas, se ha postulado
gue pueden ser expresados 500 miRNAs mas (Seto, 2010). Debido a esto, y
aunque representan sélo del 0.5 al 3% del genoma, los miRNAs tienen la
capacidad de regular cerca del 20 al 30% de todos los genes humanos (Taylor y
Gant, 2008). Ademas, actuan de tal forma que pueden regular la invasion por un
virus teniendo un efecto inhibitorio sobre el ciclo de vida viral (Grassmann y Jeang,
2008), aunque por definicion, la funcion de los miRNAs no es la respuesta
antiviral. Esto ha conllevado a que recientemente se estudie el efecto que pueden
tener ciertos miRNAs sobre virus que causan infecciones en el hombre. Por tal
razon, aunque los mecanismos de regulacion de los miRNAs no han sido
perfectamente esclarecidos, estudios que tengan como objetivo evaluar el efecto
de algunos miRNAs en la infeccion por el DENV, son muy pertinentes y oportunos,
ya que podria proveer informacion sobre nuevas formas terapéuticas para el
control de enfermedades como el dengue. Esto adquiere mas importancia si se
tiene en cuenta que el dengue es un problema de salud publica, con un alto poder
epidémico en paises tropicales y subtropicales, y a la fecha, no se dispone de un
procedimiento adecuado para el tratamiento de los pacientes y tampoco existe una
vacuna efectiva para ninguno de los 4 serotipos.

Teniendo en mente dicha perspectiva, en el afio 2009, se realizdé un trabajo de
grado titulado “Estudio preliminar de posibles blancos de microRNA en la region 3’
no traducida del genoma del virus Dengue, serotipo 2”. Dicho trabajo tuvo un
componente experimental in vitro y otro bioinformatico. En el primer caso, lo que
se pretendia era determinar si existen miRNAs celulares capaces de reconocer
secuencias blanco en la 3'UTR de DENV2. Para ello, la estrategia que se siguio
fue la siguiente: se clon6 la 3'UTR de DENV2 en el vector pEGFP-C1; esto
permitié obtener un constructo que expresa la proteina verde fluorescente (GFP) y
corriente arriba contiene el 3'UTR viral; de tal manera que al transfectar células

con dicho constructo y si existen miRNAs que reconocen secuencias del 3'UTR, la
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expresion de GFP va a ser afectada. En efecto, los resultados mostraron que si se
transfecta células HelLa con dicho constructo, hay una disminucion en la expresion
de GFP, comparado con la expresiéon del plasmido que expresa solamente la GFP.
Con el componente bioinformatico lo que se hizo fue realizar predicciones sobre la
existencia de blancos de miRNAs celulares en el 3'UTR de los 4 serotipos de
DENV. Esos estudios permitieron establecer que existen dos miRNAs, miR-484 y
miR-744 que reconocen secuencias blanco en el 3'UTR de los 4 serotipos. Lo mas
interesante de este estudio, es que las secuencias blanco en el 3'UTR se
encuentran en la secuencia conservada (CS) y la UAR, presentes en dicha region.
Como se menciond anteriormente, esas dos regiones juegan un papel muy
importante en la replicacion y expresion del genoma viral. El conjunto de eso dos
resultados sugieren que muy posiblemente existen miRNAs celulares capaces de
reconocer secuencias en 3'UTR con posibles implicaciones en la replicacién del
virus.

Por tal razon, el principal objetivo del presente trabajo es determinar si miR-484 y
miR-744 juegan o0 no un papel importante en la regulacion de la expresion del
genoma del DENV2. Este tipo de estudios permitird avanzar en el entendimiento
del papel de los miRNAs celulares en la infeccién por el DENV2, con miras a ser
usados en una posible estrategia terapéutica en la lucha contra el dengue.

Con base en los antecedentes expuestos, se plantean las siguientes preguntas de
investigacion:

¢Es la region 3'UTR del genoma de DENV1, DENV2 y DENV4 blanco de los dos
mMiRNAs celulares de interés?

¢ Tienen los miRNAs celulares miR-484 y miR-744 algun efecto en la replicacion
viral in vitro del DENV2?

De tal manera que la hipétesis a evaluar fue la siguiente: los miRNAs celulares
mMiR-484 y miR-744 pueden disminuir la replicacion del DENV2 al reconocer
secuencias blanco en la 3'UTR del genoma viral, inhibiendo la sintesis de la

poliproteina y por consiguiente, afectar la generacion de nuevas particulas virales.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de los miRNAs celulares, miR-744 y miR-484, en el ciclo
replicativo del DENV.

4.2. Objetivos especificos
Evaluar el nivel de expresibn de GFP en células HelLa transfectadas con un
constructo que expresa la GFP fusionada al 3UTR de DENV1, DENV2 y DENV4.

Determinar el efecto de miR-744 y miR-484 en la 3'UTR de DENV1, DENV2 y
DENV4, a través de la expresion de GFP, usada como gen reportero.

Evaluar el efecto in vitro de los miR-744 y miR-484 en la replicacion de DENV2 en

células Hela.
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5. METODOLOGIA

5.1. Area de trabajo

Laboratorio 532 5° piso Torre 2, grupo de Inmunovirologia, Sede de Investigacion
Universitaria (Choy et al.), Universidad de Antioquia.

5.2. Cultivos celulares

Todos los ensayos del presente estudio se realizaron en células HelLa (linea
celular de carcinoma cervical), cultivadas en medio DMEM (Invitrogen)
suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB), 1% vitaminas, 1% L-glutamina y

1% aminoacidos; e incubadas a 37°C y 5% COa.

5.3. Muestras virales

Para el estudio se uso el serotipo de DENV2, HAITI, donado por el Prof. Francisco
Javier Diaz (Grupo Inmunovirologia, Universidad de Antioquia).

Para el crecimiento del DENV2 se cultivd células C6/36HT en medio L15
suplementado con 10% de SFB y 1% L-glutamina, a 34°C y sin CO2. La monocapa
celular (una botella de 75cm?) se infectdé con 1x10° copias de RNA viral; a los 5
dias pos-infeccion se colectd el sobrenadante y se almacend a -70°C hasta el

momento de ser usado.

5.4. Constructos

Previamente se habia clonado la 3'UTR del genoma de los serotipos de DENV1,
DENV2 y DENV4, en el vector pEGFP-C1 (Clontech), para obtener los constructos
pGUD-D1, pGUD-D2 y pGUD-D4 (figura 4), respectivamente. Es decir, el
fragmento de interés (~625nt) que contiene los ultimos 175nt del gen que codifica
por la proteina viral NS5 hasta el penultimo nucleétido del genoma de DENV, se
cloné corriente abajo del gen que codifica por la GFP. Estos plasmidos fueron
generados durante la tesis titulada “Estudio preliminar de posibles blancos de
microRNA en la regién 3’ no traducida del genoma del virus Dengue, serotipo 2”.
Los genes que codifican por los miR-744 y miR-484, clonados en pEZX-MRO03

(Figura 5), se obtuvieron de la casa comercial GeneCopoeia, Inc. Por tanto, los
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constructos permiten obtener, después de ser transfectados en una linea celular,
los miR-744 y miR-484 maduros. Ademas, el constructo pEZX-MRO03, porta el gen
gue codifica por la GFP, lo que permite determinar la eficiencia de la transfeccion
por microscopia de fluorescencia.

La generacion de la curva estandar para la titulacion de los stocks virales se hizo a
partir del clon infeccioso pD2/lc-Em el cual contiene el genoma completo del
DENV?2 (Cologna y Rico-Hesse, 2003).

5.5. Titulacién viral

La titulaciéon del stock viral se realizé por PCR en tiempo real (QPCR) usando una
curva estadndar generada graficando el valor Ct (del ingles Critical treshold)
obtenido de la gPCR contra el nUmero de copias de pD2/Ic-Em que contiene el
genoma completo de DENV2. El numero de copias del pldsmido fue calculado a
partir del nUmero de Avogadro, la concentracion del plasmido, el peso molecular
promedio de un pb (660g/mol) y el nUmero de pares de bases del plasmido (Sachs
et al., 2011). La concentracién del plasmido fue diluida hasta 3.6x10°copias/pL y
luego se hicieron diluciones seriadas en un factor de 10 hasta obtener 3.6
x103copias/pL.

5.6. PCR en Tiempo Real (QPCR)

El RNA viral fue aislado a partir del stock viral usando Qlamp Viral RNA mini Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de este, se sintetizo
cDNA por RT-PCR, en un volumen final de 20pL usando RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas). La concentracion final de los reactivos en el Mix
fue de: 10ng/puL de primers Random, 41ng/uL de RNA, 1X buffer de reaccion,
1U/puL RiboLock RNase Inhibitor, ImM dNTP Mix y 10U/uL RevertAid Reverse
Transcriptase. Las condiciones para la generacién del cDNA fueron: 65°C 5min,
4°C 1min, 25°C 5min, 42°C 60min y 70°C 5min.

Para la gPCR se utiliz6 Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (Fermentas),
en un volumen final de 20uL. La concentracion final de los reactivos fue de: 1X

Master Mix, 1uM primers especificos para DENV2 y 1uL de cDNA. El perfil de
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temperaturas fue: 95°C 10min, seguido de 40 ciclos de 94°C 30s, 58 °C 30s, 72 °C
50s y una amplificacion final a 72 °C 5min.

Los primers especificos para DENV2 amplifican un fragmento de
aproximadamente 625 nucle6tidos que abarca parte de la region codificante para
la proteina NS5, y toda la regiéon 3'UTR del genoma del DENV2. Las secuencias
de los primers son las siguientes:

Sentido: 5 GAATTCGTAGGTGCGGCTCATTGATTGGGCTAAC 3
Antisentido: 5" GTCGACGAACCTGTTGATTCAACAGCACC 3’

5.7. Amplificacion del DNA plasmidico de los diferentes constructos

Los constructos utilizados durante el estudio fueron amplificados realizando
transformaciones de bacterias competentes obtenidas a partir del siguiente
protocolo: bacterias E. coli (cepa DH5a) fueron inoculadas en 100mL de medio LB
(Luria Bertani) e incubadas por 18 horas a 250 rpm y 37°C hasta obtener una
densidad optica de aproximadamente 0.5. Las bacterias se dejaron en hielo por 10
minutos y se centrifugaron durante 10 minutos a 4000rpm; el precipitado se
resuspendié en 20mL de CaCl, (50mM) y se dej6é en hielo por 40 minutos. Las
bacterias fueron centrifugadas nuevamente durante 10 minutos a 4000 rpm y
finalmente se resuspendieron en 4mL de CaCl, (50mM) para ser utilizadas para la
transformacion después de haberlas dejado en hielo por minimo dos horas.

Para la transformacion, 1ug de plasmido fue adicionado en 150 pL de bacterias
competentes, se dejé 30 minutos en hielo y luego se pasd durante un minuto a
42°C para nuevamente dejar en hielo por 3 minutos. Finalmente se dejaron
incubando en 300uL de LB a 37°C y 250rpm por una hora y se sembraron en agar
LB con 50pg/mL de Kanamicina para las células transformadas con los
constructos pGUD, o ampicilina (100ug/mL) para las bacterias transformadas con
PEZX-MRO03 y pD2/Ic-Em; finalmente se incubaron a 37°C por 18h. De todas las
colonias obtenidas, se seleccion6 una, la cual se inoculé en 250ml de medio LB
con su respectivo antibidtico a 37°C por 24h. EI DNA plasmidico se purificé usando
QlAprep Spin Midiprep Kit (Qiagen). La concentracion de los plasmidos fue
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determinada usando un NanoDrop 1000 spectrophotometer (NanoDrop

Technologies).

5.8. Transfeccion
Cada uno de los constructos fue usado para transfectar células HelLa en platos de

6 pozos a una densidad celular de 300.000 células/pozo, usando 10ul de
SuperFect (QIAGEN) y 2ug de plasmido, siguiendo las indicaciones del fabricante.
Las células se transfectaron con el constructo que expresa la proteina GFP
fusionada al 3'UTR de DENV1, DENV2 y DENV4 (pGUD-D1, pGUD-D2 y pGUD-4,
respectivamente), con el propésito de determinar si existen miRNAs celulares que
reconocen la 3'UTR de cada uno de los tres serotipos de DENV evaluados; por
ende, se observard una disminucion en la expresion de GFP. Cuando el propésito
fue evaluar si miR-484 y miR-744 reconocian la 3'UTR de DENV1, DENV2 y
DENV4, lo que se hizo fue co-transfectar células HelLa con los constructos pGUD-
D1, pGUD-D2 y pGUD-4 en presencia de miR-744 o0 miR-484.

A las 24 horas pos-transfeccion, se verifico la eficiencia de la transfeccién por
microscopia de fluorescencia y el efecto de los dos miRNAs sobre la expresién de
GFP se determiné por Western Blot.

5.9. Infeccion de células HeLa con DENV-2

Células Hela fueron sembradas en platos de seis pozos con una densidad de
300.000 células/pozo e incubadas a 37°C y 5% CO2. Veinticuatro horas después
fueron lavadas con PBS e incubadas con 6.9x10° copias de RNA viral a 37°C y 5%
CO2 por tres horas en minima agitacion. Después de la infeccion, se removio el
medio, se lavo las células y se adicion6 medio DMEM suplementado con 4% SFB
y se incubaron por 72 horas a 37°C y 5% COo..

5.10. Western Blot
Las células fueron desprendidas con tripsina y lisadas para la extraccion de las
proteinas totales, las cuales fueron cuantificadas usando el kit BCA Protein Assay

(Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. 30ug de proteinas totales se
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cargaron en un gel SDS-PAGE y después de la migracion, fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa. Finalmente para la deteccién de la GFP, se uso el
anticuerpo primario anti-GFP (Roche) en una dilucion 1:3000 y como anticuerpo
secundario un anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucion
1:2000. La replicacién del virus se evalu6 con base en la expresion de la proteina
NS1 de DENV2, usando como anticuerpo primario anti-NS1 (ThermoScientific) a
una dilucién de 1:600. Como control de carga para el Western Blot se escanearon

las membranas coloreadas con rojo Ponceau.

5.11. Efecto de los miR-744 y miR-484 en lareplicacién de DENV2

Para determinar el efecto de los miR-744 y miR-484 en la replicacion de DENV2
se siguid la siguiente estrategia: i) Células HelLa fueron transfectadas con cada
uno de los miRNAs. Veinticuatro horas después de la transfeccion, se verifico la
eficiencia de la transfeccion por microscopia de fluorescencia, e inmediatamente
después las células fueron infectadas con DENV2, e incubadas por 72 horas a
37°C y 5% CO.. Para efectos del presente trabajo, el efecto de los miRNAs sobre
la replicacion del DENV se evalud a través del nivel de expresion de la proteina
NS1 de DENV-2, detectada por Western blot.

ii) La segunda estrategia consisti6 en infectar primero las células HelLa con
DENV2, tal como se describid anteriormente y veinticuatro horas después se
transfecté con los miRNAs. Luego de 72 horas de incubacién a 37°C y 5% de CO,,
se evaluo el nivel de expresion de NS1, siguiendo el mismo procedimiento descrito

anteriormente.
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6. RESULTADOS

6.1. Titulacion viral

En la figura 7 se muestra los resultados obtenidos con cuatro diluciones de pD2/Ic-
Em. Al graficar el Ct vs. Log niumero de copias, se obtiene una linea recta con un
r> de 0.9925. El intercepto con el eje ‘Y’ de la regresion lineal fue 37.267Ct y la
pendiente por cada cambio en un factor de diez en la concentracion del plasmido
fue de -3.591 (Figura 7A). La eficiencia de la amplificacién fue del 89.9%, donde el
100% indica una exacta duplicaciéon de la cadena de cDNA. Es de anotar que el Ct
es inversamente proporcional a la concentracion de RNA viral. Con base en este
andlisis, nuestro stock viral contiene 6.9x10° copias de RNA viral/mL y para los
ensayos de infeccion se usé 6.9x10° copias de RNA viral. En la figura 7B se
observa el fragmento amplificado de 625pb de cada una de las diluciones usadas
para la titulacion, que corresponde a la 3'UTR del genoma del DENV2.

6.2. El nivel de expresion de GFP es disminuido en células HelLa
transfectadas con un constructo que expresa la GFP fusionada al 3'UTR de
DENV1, DENV2 y DENV4.

Resultados anteriores obtenidos in vitro, nos permitié hipotetizar que existen
MiRNAs celulares capaces de reconocer secuencias blanco en el 3'UTR de
DENV2. EIl siguiente paso fue verificar si este mismo efecto es comiun en
presencia de la 3'UTR de todos los serotipos de DENV. Con el propdsito de
recolectar evidencia que nos permita verificar nuestra hipétesis, lo primero que se
hizo fue clonar la 3'UTR de DENVL1, 2 y 4, en el vector pEGFP-C1 (3’'UTR de
DENV3 no fue posible clonar). Por tanto, al transfectar células HeLa con dichos
constructos y si existen miRNAs que reconocen dicha region, habra una
disminucién en el nivel de expresion de GFP, comparado con la expresion del
control pEGFP-C1 sin 3'UTR. De acuerdo a lo esperado y tal como se observa en
la figura 8, cuando GFP se expresa en presencia de la 3'UTR de los tres serotipos
de DENV, hay una disminucion en el nivel de expresiéon de GFP, comparado con el
contenido de GFP del control, indicando que en efecto existen miRNAs celulares

gue reconocen el 3'UTR del genoma viral. Es de anotar que el efecto es mas
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evidente en presencia del 3'UTR de DENV-1y DENV-2. Los ensayos se repitieron

tres veces con resultados muy similares.

6.3. Los miR-744 y miR-484 regulan negativamente la expresion de GFP, que
se expresafusionada ala 3'UTR de DENV1, DENV2 y DENV4.

Los ensayos de bioinformatica permitieron predecir que en la 3'UTR de los 4
serotipos de DENV existian blancos para los miRNAs celulares miR-744 y miR-
484. Con base en esa informacidén se mando a sintetizar esos dos miRNAs en una
casa comercial y luego se usaron para determinar su efecto en la expresion de
GFP que contiene la 3'UTR de DENV1, 2 y 4. Sin embargo vale la pena recalcar
gue esta estrategia utilizada tiene un problema, ya que el vector que expresa los
dos miRNAs también expresa la GFP (ver materiales y métodos). Por tanto, los
resultados obtenidos no van a ser muy concluyentes. La idea fue comparar el nivel
de expresion de GFP-3'UTR en presencia o ausencia de los dos miRNAs de
interés. Como se observa en la figura 9, cuando las células HelLa se transfectaron
s6lo con pGUD-D1, pGUD-D2 y pGUD-D4 o con los dos miRNA (miR-744 y miR-
484) independientemente, se observa una fuerte expresion de GFP, al igual que
cuando se transfectan cada uno de los pGUD y pmiR con sus controles, pPEGFP-
C1l y pmiR-SC respectivamente. Sin embargo, cuando los constructos pGUD-D1,
pGUD-D2 y pGUD-D4 se expresaron en presencia de miR484, se observa una
fuerte disminucién de la expresion de GFP-3'UTR de DENV-4 y una reduccion
mas leve para DENV-2 y DENV-1 (Figura 9). Pero si dichos constructos se
expresan en presencia de miR-744, se observa una fuerte disminucién en el
contenido de GFP, cuando se expresa en presencia de la 3'UTR de DENV-1
(comparar la expresion de miR-744 solo y con pmiR-SC); para DENV-2 y DENV-4
igualmente tuvo un efecto, pero es menos marcado. Si bien estos resultados no
permiten sacar una conclusion, porque los dos constructos expresan GFP, nos
estan sugiriendo que muy posiblemente tanto miR-484 como miR-744, reconocen
secuencias presentes en 3'UTR de los serotipos 1, 2y 4 de DENV.
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6.4. Los miR-484 y miR-744 afectan negativamente la replicacion de DENV2.
El conjunto de resultados expuestos anteriormente sugieren que existen miRNAs
celulares, en particular miR-484 y miR-744, capaces de reconocer secuencias
blanco en el 3'UTR de los tres serotipos de DENV evaluados, y por lo tanto
podrian afectar negativamente la replicacién y/o traduccion del genoma viral. Para
confirmar nuestra hipotesis, primero se transfectaron células HelLa con los
constructos que generan los miRNAs y luego se infectaron con DENV-2 o, primero
se infectaron y luego se transfectaron con los dos plasmidos que portan el gen que
codifica por los dos miRNAs. Setenta y dos horas después se evaluo la replicacion
del DENV2, con base en el nivel de expresion de la proteina viral NS1. Como
control positivo se usé soOlo células Hela infectadas solo con DENV2. Los
resultados muestran que el nivel de expresion de la proteina viral NS1 disminuye
en presencia de cada uno de los miRNAs (Figura 10), dependiendo de la
estrategia utilizada. Cuando primero se transfecté con los constructos que originan
los dos miRNAs y luego se infectd con el DENV2, no hubo deteccion de NS1
(Figura 10A), sugiriendo que la presencia de miR-744 y miR-484 bloquea la
replicacion del DENV, ya que en las células infectadas en ausencia de los dos
MiRNAs fue posible detectar NS1, lo que indica que el virus se replica
normalmente. Cuando las células se infectaron primero y luego se transfectaron
con los constructos que expresan los miRNAs, se observd lo siguiente: miR-484
bloquea casi el 100% la replicacion del DENV2 (se detecta una ligera banda de
NS1), pero en presencia de miR-744, el efecto fue menos drastico (la expresion de
NS1 disminuye aproximadamente entre el 60 y el 70%) (Figura 10B). El conjunto
de resultados obtenidos con la estrategia utilizada, indican que si existen miRNAs
celulares que reconocen secuencias en la 3'UTR de DENV y afectan
negativamente la replicacion del DENV2, particularmente miR-484, el cual bloquea
completamente el ciclo replicativo del DENV2. Con base en los resultados
obtenidos, es de vital importancia evaluar el efecto de los dos miRNAs en la
replicacion de los otros tres serotipos DENV1, DENV3 y DENVA4.
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7. DISCUSION

Los miRNAs constituyen uno de los principales mecanismos reguladores de la
expresion génica a nivel postranscripcional y basicamente lo hacen interactuando
con regiones no traducidas de los mRNA (Maziere y Enright, 2007; Nilsen, 2007).
Si la homologia del miRNA y el mRNA es completa (100%), generalmente resulta
en la degradaciéon del mRNA, mientras que si la homologia es incompleta, el
miRNA inhibe la sintesis de proteinas (Ambros, 2004).

No obstante, se ha reportado que pueden regular la invasion por virus, inhibiendo
el ciclo replicativo viral; sin embargo, también pueden contribuir positivamente en
la replicacion de otros virus. Estas importantes caracteristicas hacen que los
MiRNASs se constituyan en potenciales blancos terapéuticos para el tratamiento de
diferentes enfermedades, incluyendo el cancer y enfermedades infecciosas,
ocasionadas por ejemplo, por virus. De hecho, Lanford et al. encontraron que el
tratamiento de chimpancés infectados con el virus de la Hepatitis C (VHC) con
oligonucleétidos complementarios al miR-122, puede conllevar a una supresion de
la viremia del VHC. El miR-122 es altamente expresado en el higado y puede
unirse a la regién 5’NCR (del inglés 5’noncoding region) del genoma de VHC,
resultando en la regulacién positiva del RNA viral (Jopling et al.,, 2008). De los
diferentes miRNAs descritos, miR-122 es de los pocos que interactian con la
5'UTR y regulan positivamente la expresion de proteinas.

La mayoria de los sitios de union para los miRNAs celulares han sido detectados
en la region 3’ no traducida o 3'UTR de los mRNA blanco (Griffiths-Jones et al.,
2008; Lewis et al., 2005). Esto ha conllevado a que esta regidon sea objeto de
estudio debido a que en la mayoria de genomas virales, se caracteriza por tener
complejas estructuras secundarias y generalmente participa activamente en el
ciclo replicativo del virus.

En el caso del DENV, tanto la 5 como la 3'UTR, participan activamente en la
regulacion, traduccion y en la replicacion del genoma viral, y se caracterizan por
ser altamente estructurada y conservada entre la mayoria de los integrantes del
género Flavivirus (Men et al., 1996; Weaver y Vasilakis, 2009). El dengue es una

de las principales enfermedades de los paises tropicales y subtropicales y es
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considerada a nivel mundial, como una de las enfermedades mas importantes
transmitidas por mosquitos, ya que en los ultimos afos la incidencia del dengue se
ha incrementado en una tasa alarmante; ademas, los casos severos de dengue
pueden causar la muerte. Sin embargo, no se dispone ni de una vacuna, ni de un
tratamiento adecuado para el control de la progresion de la enfermedad (Halstead,
2007). Por tal razén nuestros resultados son de vital importancia, ya que sugieren
gue existen miRNAs celulares que reconocen blancos en la 3’'UTR del genoma del
DENV y regulan negativamente la expresion de proteinas virales.

El conjunto de resultados presentados en este trabajo indican que la presencia en
células HelLa de la 3'UTR de DENV-1, DENV-2 y DENV-4 clonada corriente abajo
del gen que codifica por GFP, ejerce un efecto represor en la expresién del gen
reportero GFP. Lo interesante de los resultados es que la represion de la
expresion de GFP, es un efecto comun en la presencia de la 3'UTR de los tres
serotipos de DENV evaluados. Estos resultados sugieren que existen miRNAs
generados por la misma célula hospedera, que reconocen secuencias blanco
presentes en la 3'UTR y modulan la sintesis de GFP; este mismo comportamiento
se podria observar en células infectadas afectando negativamente el ciclo
replicativo del DENV.

De acuerdo con predicciones realizadas con el programa Microlnspector, un
software de escaneo de secuencias blanco para la deteccién de sitios de unién de
MiRNAs, los miR-484 y miR-744 humanos podrian reconocer secuencias blanco
en la 3UTR de DENV. Lo interesante es que estos dos miRNAs reconocen
secuencias que son comunes para los cuatro serotipos de DENV. Al hacer la
transfeccion simultanea con cada uno de estos dos miRNAs y el constructo que
expresa la GFP fusionada a la 3'UTR de DENV-1, DENV-2 y DENV-4, se observo
una disminucion en la expresion de GFP, sugiriendo que en efecto, esos dos
miRNAs, reconocen la 3'UTR y afectan la expresion de la proteina de interés. Si
bien el efecto no fue evidente para los tres serotipos de DENV evaluados, los
resultados se pueden explicar por la estrategia utilizada (ver metodologia y
resultados). Como los dos constructos portan el gen que codifica por la GFP, es

muy dificil poder concluir si existe 0 no un efecto. Sin embargo, teniendo en cuenta
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gue la ubicacion de la secuencia blanco de los miRNAs en el 3'UTR, coincide con
una secuencia altamente conservada conocida como 3'UAR (del inglés upstream
of AUG regién) y 3'CS (Figura 6), las cuales participan activamente en la
circularizacion del genoma viral, es muy probable que esos miRNAs afecten este
proceso, con consecuencias drasticas en la replicacion viral.

Finalmente nuestros resultados muestran que en efecto, tanto miR-484 y miR-744
afectan drasticamente la replicacion de DENV-2. La replicacion, segun la
expresion de la proteina viral NS1, es totalmente bloqueada cuando los miRNAs
son primero expresados en las células HelLa y luego infectadas. Pero si las células
son primero infectadas, se observa un efecto parcial de los dos miRNAs en la
replicacion viral. Este ultimo efecto es probablemente debido a que todos los
genes del genoma viral ya se expresaron y muy posiblemente una proteina viral
podria estar regulando negativamente la expresion de los dos miRNAs evaluados,
conllevando a que la inhibicion sea parcial.

Se ha demostrado que los miR-484 y miR-744 pueden ser expresados en
diferentes tejidos humanos y dicha expresién puede ser regulada por diferentes
factores externos que alteran la homeostasis celular, como son las enfermedades
(Buratti et al., 2010; Dai et al., 2009; Estep et al., 2010; Hunter et al., 2008; Kitano
et al., 2011). Sin embargo, a pesar de los diferentes estudios reportados sobre la
expresion de estos dos miRNAs, hasta el momento no se le ha atribuido ninguna
funcién especifica, ni tampoco se conoce el mMRNA blanco.

A pesar de que no se ha descrito miRNAs que regulen la replicacién y/o traduccién
del DENV, recientemente se reportdé que oligdbmeros antisentido conocidos como
P-PMOs (del inglés peptide-conjugated phosphorodiamidate morpholino
oligomers) han sido utilizados para inhibir la replicacion del DENV y del virus del
Nilo del oeste (WNV) (Deas et al., 2005; Kinney et al., 2005). Los P-PMOs son
oligbmeros analogos de DNA que tienen la capacidad de aparearse con
secuencias blanco complementario, bloqueando el acceso de otras moléculas a
secuencias especificas presentes en el RNA blanco. Igualmente se ha reportado
gue P-PMOs dirigidos contra secuencias blanco en la 3'UTR de DENV inhiben la

replicacion y traduccion del virus, probablemente bloqueando por interferencia
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estérica, las interacciones RNA-RNA o RNA-proteina implicadas en la traduccién o
sintesis del RNA viral (Holden et al., 2006). De igual manera se podria pensar que
la interaccion del RNA viral con el complejo RISC que contiene el miRNA maduro,
podria evitar la circularizacion del genoma y afectar la replicacion viral, siendo un
mecanismo de control adicional a la regulacion postranscripcional que
normalmente ejercen los miRNAs. Probablemente esta interaccion moduladora
llevada a cabo por el miRNA, sea ejercida durante el reordenamiento de la
estructura del 3'UTR del genoma viral para permitir a la secuencia 3'CS aparearse
con su secuencia complementaria 5’CS como paso inicial para la sintesis de RNA
viral de polaridad negativa, ya que es el unico momento en el que el complejo
RISC podria tener acceso a regiones como la 3'UAR descrita por Alvarez et al.,
(Alvarez et al., 2005b). Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que
el efecto del miR-744 o miR-484 no sea sobre la circularizacion del genoma, sino
mas bien que el reconocimiento de una secuencia blanco en la 3'UTR afecta la
unioén especifica de proteinas celulares como PTB (del inglés Polypyrimidine tract
binding) y EF-1a (del inglés ranslation elongation factor-1 a) (De Nova-Ocampo et
al., 2002). Los autores sugieren que ambas proteinas funcionan como chaperonas
para mantener la estructura del RNA en una conformacién que favorezca la
replicacion viral y como helicasa del RNA viral, respectivamente.

Teniendo en cuenta que la replicacion del genoma del DENV soélo se determiné
con base en el nivel de expresion de la proteina NS1 y no mediante la replicacion
directa del virus mediante plaqueo por ejemplo, es necesario realizar otros
estudios que permitan confirmar nuestros resultados. Igualmente la metodologia
utilizada no nos permite establecer si la regulacion observada sucede a nivel de la
transcripcion o la traduccion; aunque es bien conocido que los miRNAs actian
inhibiendo la traduccion, recientes reportes indican que algunos miRNAs actian
impidiendo la expresién de su blanco a través del clivaje del mMRNA (Yekta et al.,
2004). Por tanto, para completar el estudio seria muy interesante cuantificar por
PCR en tiempo real el nivel de expresion del RNA de DENV en presencia o
ausencia de los dos miRNAs evaluados en este estudio.
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En conclusion, el conjunto de resultados indican que existen secuencias en el
3UTR de DENV que son reconocidas por los miR-484 y miR-744. El
reconocimiento de dichas secuencias blanco por parte de los dos miRNAs,
bloquea la replicacion del DENV en células HelLa. Los resultados de este estudio
son de vital importancia, ya que se podria pensar en una terapia basada en esos

mMiRNAs, para el control de la infeccion y para el tratamiento del dengue.
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Figura 1. Estructura secundaria de los extremos no codificantes 5’y 3 (5" y
3'UTR) del genoma de DENV2. Tomado de Villordo y Gamarnik, 2009.
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Figura 2. Representacion esquematica de la replicacion del genoma del DENV. La

complementariedad de las secuencias conservadas localizadas en 5-3'UTR (UAR
y CS) permiten la circularizacién del genoma viral, haciendo que la RdRp viral
(NS5) interactie con 5'SLA y acceda asi al extremo 3’ e inicie la sintesis de el
RNA de polaridad negativa, el cual a la vez sirve de molde para la sintesis del
RNA® que va ser encapsidado. Tomado de Filomatori et al., 2006
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Figura 3. Modelo actual de la biogénesis y represion pos-transcripcional de los
miRNAs. Tomado de He y Hannon, 2004.
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Figura 4. Esquema del plasmido pGUD. La 3'UTR del genoma del DENV1, 2 y 4,
fue clonada en el sitio multiple de clonacion con las enzimas EcoRIl y Sal I. La
expresion del plasmido permite obtener el mMRNA de GFP fusionado al 3'UTR. La
transcripcion del gen que codifica por la GFP est4 dirigida por el promotor de un
gen muy temprano de CMV. Ademas el plasmido contiene el gen de resistencia a

kanamicina, lo que permite la seleccion de colonias bacterianas transformadas.
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Figura 5. Esquema del vector que contiene el precursor de los miR-484 y miR-
744. Como se puede apreciar, el gen que codifica para los dos miRNAs se
encuentra corriente arriba del gen que codifica por la GFP. El vector contiene

ademas el gen de resistencia a la ampicilina.

46

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

— hsa-miR-744
— hsa-miR-484

10621 10623

N\

c-a—clc-Afu-a-U-U-G-A-c—G-CLE A+

i 3'CS

-G
f\/A C\chfc/A A\ﬁ
e JiE 2
NP e NI
C-A A—U
60 |
o5
C—G
D—A—e0
U—A
AU
e-G
b-6
A-U
L
G—C
AU
o—G
VIRY
¢ U
L
U—A
o —C A
10654 L'J L‘J
\ B
10652 TA
20\\ (|3 A
w—— |
-x, [N
a7 e BEA—im
Ny
G—C C—G
&-C¢ U U
in N
G A—G-C—U

bk

Figura 6. Localizacion de los blancos de los miR-484 y miR-744 en la regién 3'SL

del DENV?2. Las lineas de colores flanquean la secuencia blanco de cada miRNA:
mMiR-484 cubre las posiciones 10621 a 10652 y miR-744 las posiciones 10623 a

10654 de la 3'UTR. En la figura se muestra claramente que el blanco de los dos

MiRNAs incluye las secuencias conservadas 3'CS y 3'UAR, ambas implicadas en

la replicacion del genoma del DENV. Dichas secuencias son conservadas en el

genoma de los 4 serotipos de DENV.
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Figura 7. Titulacion de DENV2. A. Para la titulacion del stock viral usado en el
presente estudio se emplearon cuatro diluciones (circulos) diferentes del pD2/Ic-
Em (3.6x10° 3.6x10°, 3.6x10* y 3.6x10° copias/pL). La X representa la
concentracién del RNA viral contenida en el stock (6.9x10° copias de RNA
viral/mL). B. Amplificacion del fragmento de 625nt tanto de las diluciones como del
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stock viral, que corresponde a la 3’'UTR de DENV2.

48

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

GFP

Normalizador

Figura 8. La presencia de la 3'UTR corriente abajo del gen que codifica por la
GFP, afecta la expresion de GFP. Células HelLa se transfectaron con un
constructo que expresa la GFP fusionada a la 3'UTR de DENV1 (pGUD-D1),
DENV2 (pGUD-D2) y DENV4 (pGUD-D4). Veinticuatro horas después se hizo un
lisado celular y finalmente el nivel de expresién de GFP se determiné por Western

Blot. Como control de carga se us6 la membrana coloreada con rojo Ponceau.
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Figura 9. Expresion de GFP en células HelLa cotransfectadas con cada uno de los
plasmidos que contienen las 3'UTR de DENV1, DENV2 Y DENV4 y los miRNA-

484 y miRNA-744. Como control de carga se usé la membrana coloreada con rojo

Ponceau.
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Figura 10. miR-484 y miR-744 bloquean la replicacion de DENV2. Se detecto la
expresion de la proteina NS1 del DENV2 en células HelLa que han sido primero
transfectadas con los miR-484 y miR-744, y luego infectadas con DENV2 (A); y
células que han sido infectadas y posteriormente transfectadas con los miR-484 y
miR-744 (B). Como control de carga se usO la membrana coloreada con rojo

Ponceau.
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