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RESUMEN

La expresion genética en respuesta a estimulos externos puede ser
regulada por distintos mecanismos entre los que destaca el silenciamiento
genético mediante miRNAs. Se ha descrito que los miRNAs desempefan
un papel muy importante en diversos procesos biologicos, sin embargo la
funcion celular detallada de la mayoria de éstos es aun desconocida.

Aunqgue se ha establecido que los miRNAs son reguladores criticos
de la apoptosis, y que en la infecciébn por dengue en diversos tipos
celulares se modula este proceso, no se conoce el papel que pueden estar
jugando los miRNAs. Se han identificado varios miRNAs que muestran
alteraciones en su expresion tras la infeccion con virus dengue, uno de

éstos, Let-7c, se induce fuertemente.

En este estudio se evalud la modulacion de apoptosis en respuesta
a la infeccion con virus dengue y a la transfeccion del miRNA Let-7c¢ en una
linea celular humana que representa un blanco natural de la infeccién por
dicho virus. Ademas, se decidié estudiar una de las proteinas blanco del
mMIiRNA Let-7c que podria estar implicada en la apoptosis, el receptor de
Oncostatina M (OSMR). Los resultados obtenidos muestran que en las
condiciones de nuestros ensayos no existe modulacion de la apoptosis
ante la infeccion, sugiriendo que en la linea celular analizada existen
mecanismos celulares y/o virales que inhiben el aumento de la apoptosis
en las células infectadas. Por otro lado, ante el aumento exdgeno de la
expresion del miRNA Let-7c tampoco observamos diferencias en los
niveles de células en apoptosis. Asi, los resultados sugieren que Let-7c no
tiene un efecto directo en el porcentaje de células apoptodticas o que se
induce otro mecanismo que bloguea la apoptosis. Al analizar el nivel de
expresion de OSMR se observo que éste disminuye significativamente a
las 12 h postinfeccién, y también después de la transfeccion de Let-7c. Por
lo anterior, se sugiere que la disminucién de la proteina OSMR ante la
infeccion con virus dengue podria deberse, al menos en parte, a la accién

del miRNA Let-7c que aumenta en condiciones de infeccion.



INTRODUCCION

Infeccién por el virus del dengue

El virus del dengue produce un espectro de enfermedades con
sintomas que varian desde una fiebre moderada hasta una fiebre alta
incapacitante (WHO, 2009; Ross, 2010). La fiebre por dengue es un
sindrome benigno causado por alguno de la cuatro serotipos del virus del
dengue los cuales son transmitidos por artropodos y se caracteriza por
fiebre bifasica, mialgia o artralgia, erupciones, leucopenia y linfadenopatia
(Beauvais et al., 1993; Halstead, 2008). La fiebre hemorragica por dengue
(DHF) es una enfermedad febril severa, a menudo fatal, que se caracteriza
por anormalidades en la hemostasia y permeabilidad capilar que lleva, en
casos severos, a un sindrome de shock con pérdida de proteinas
(sindrome de choque por dengue o dengue shock syndrome, DSS)
(Halstead, 2008).

En la actualidad, el dengue es la enfermedad viral transmitida por
artropodos de mayor prevalencia en los humanos (Ross, 2010). Su
transmision es la de mas rapida propagacion en el mundo y segun datos de
la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2009), en los ultimos 50 afios
la incidencia de esta enfermedad se ha incrementado 30 veces debido al
aumento en el nimero de paises afectados, y a la expansion de las zonas
urbanas a las rurales.

Se estima que anualmente ocurren 50 millones de infecciones con
dengue en el mundo (Gubler, 2002; WHO, 2009). En la actualidad, se
estima que aproximadamente 2,500 millones de personas estan en riesgo
de infeccion por dengue en los paises tropicales (Gubler, 2002). Mas del
70% de la poblacion en riesgo de infeccion por dengue se concentra en
Asia sudoriental y en la zona del Pacifico occidental (Figura 1) (WHO,
2009).



ol ey, Jead <& N Jan.isoth

@Hawaii

Galapagos islands® [ s Ny 3

Easter island ® |

Risszo de transmision da dengue o 165 329 & 500 Kboemtnss

Figura 1. Areas de riesgo de transmisién de dengue. En el mapa se encuentran
marcadas en color amarillo las zonas en riesgo de transmisién de dengue (Modificado de Jansen
y Beebe, 2010).

En la mayor parte del continente americano, durante las décadas de
1960 y 1970 hubo una interrupcion de la transmision del dengue como
resultado de la campafa de erradicacion de Aedes aegypti, sin embargo,
las medidas de vigilancia y control de vectores no se mantuvieron y ha
habido reinfestaciones del mosquito, seguidas por brotes de dengue en el
Caribe y en América del Sur y Central (WHO, 2009). De tal manera que el
dengue se ha extendido con brotes ciclicos que ocurren cada 3-5 afos. Por
ejemplo, en 2002 se registr6 un brote con mas de 1 millébn de casos
notificados. Ademas, se ha observado que los cuatro serotipos del virus del

dengue circulan en la region (WHO, 2009).




Clasificacion de los virus del dengue

Existen cuatro miembros antigénicamente diferentes, o serotipos, del
subgrupo dengue que se manifiestan con sintomas similares y se
denominan dengue 1, dengue 2, dengue 3 y dengue 4 (DENV-1, -2, -3, -4)
(Beasley y Barret, 2008; Ross, 2010). Se han identificado distintos linajes
dentro de cada serotipo, lo que resalta la gran variabilidad genética del
dengue (WHO, 2009). Este virus se mantiene en la naturaleza en dos ciclos
de transmision, el urbano y el selvatico. El ciclo urbano, que se considera
de mayor importancia epidemioldgica, involucra al hombre y a mosquitos
del género Aedes (Whitehead et al., 2007; Laredo-Tiscarefio et al., 2012).
Por otro lado, el ciclo selvético involucra primates no humanos y mosquitos
Aedes (Whitehead et al., 2007).

Se sugiere que el virus humano del dengue ha evolucionado como
parasito de primates y que probablemente la dispersion de Aedes aegypti
desde Africa hacia el resto del mundo permiti6 un ciclo de transmision
urbano. Evidencias genéticas sugieren que los cuatro serotipos fueron
importados de manera independiente al ciclo urbano durante los ultimos
1,000 afos. La fiebre amarilla y posiblemente los virus del dengue fueron
introducidos al Nuevo Mundo en el siglo XVII como consecuencia del

comercio de esclavos africanos (Halstead, 2008).

Generalidades del virus del dengue

El virus dengue pertenece al género Flavivirus (arbovirus grupo B),
gue junto con los géneros Pestivirus y Hepacivirus conforman la familia
Flaviviridae (Sayers et al., 2009). Con base en su ecologia, los flavivirus se
han denominado “arbovirus” (del inglés, arthropod-borne viruses) para
denotar el hecho de que muchos se transmiten entre huéspedes
vertebrados y mosquitos o garrapatas (Beasley y Barret, 2008). Los
distintos serotipos del virus dengue se transmiten a los humanos mediante
la picadura de mosquitos Aedes (principalmente Aedes aegypti), los cuales
tienen una amplia distribucibn geografica en zonas tropicales y

subtropicales (Beasley y Barret, 2008).



El genoma del virus dengue es de RNA de cadena sencilla (sentido
positivo) con un tamafio de 10.9 Kb. La estructura del virion es esférica, de
40-50 nm de didmetro y en su superficie contiene las proteinas virales E
(envoltura) y M (membrana) (Schmaljohn y McClain, 1996). La
glicoproteina E es el principal determinante antigénico en las particulas
virales y media la unién y la fusion durante la entrada del virus (Lindenbach
et al., 2007).

Se ha observado que el virus dengue se puede unir a distintos
receptores de diferentes tipos celulares como células inmunes, endoteliales
y del higado (Lindenbach et al., 2007; Dalrymple y Mackow, 2011). Algunos
receptores a los que se une la proteina de envoltura viral son los de tipo Fc,
DC-SIGN, ICAM3, CD14, HSP70/90, GRP78, receptor de laminina, y el
receptor de manosa (Dalrymple y Mackow, 2011). Ademas, se ha visto que
los proteoglicanos heparan sulfato (HSPGs) también estan implicados en la
union del virus dengue en células Vero E6, endoteliales y lineas celulares
hepaticas (Lindenbach et al., 2007; Dalrymple y Mackow, 2011).

Después de la union al receptor, los virus son internalizados via
endocitosis (Figura 2). En el compartimento endocitico, el pH acido induce
la fusién entre la envoltura del virus y la membrana plasmatica del
hospedero para liberar la nucleocapside viral. Durante esta transicion, los
dimeros de proteina viral E se disocian en mondémeros, y luego se reforman
en homotrimeros (Lindenbach et al., 2007). La eficiencia de fusion esta
influenciada por la composicion lipidica de las membranas blanco. El
colesterol y el acido oleico aumentan la fusion, mientras que la
liofosfatidilcolina la inhibe (Lindenbach et al., 2007).

La replicacién de los virus ocurre en asociacion cercana con las
estructuras membranales intracelulares inducidas por virus que se re-
localizan alrededor de la maquinaria de amplificaciéon de RNA, denominado
complejo de replicacién (RC), conteniendo proteinas virales, RNA viral, y
factores celulares del hospedero (Welsch et al., 2009).

El genoma viral se traduce en el Reticulo Endoplasmatico rugoso
(REr) y codifica una larga poliproteina que se procesa co- y post-

traduccionalmente por proteasas virales y del hospedero, para dar lugar a
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tres proteinas estructurales (C, prM, y E), y siete proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5) que estan involucradas
en la replicacion de RNA, ensamblaje y modulacion de la respuesta inmune
de la célula hospedera (Welsch et al., 2009; Fischl y Bartenschlager, 2011).

La proteina NS4A, al parecer, junto con otros factores virales y del
hospedero induce rearreglos membranales entre los que se incluyen las
vesiculas formadas por invaginacion de membrana del RE (Fischl y
Bartenschlager, 2011). Estas vesiculas podrian servir como sitios para la
replicacion del RNA y estan conectadas a través de poros que sirven como
salida para el RNA viral de la progenie (Fischl y Bartenschlager, 2011). El
RNA se asocia con la proteina de la capside y en el lumen del RE adquiere
una membrana lipidica con heterodimeros de las proteinas E y prM.
Posteriormente, estas particulas son transportadas a través de la via
secretora celular, maduradas mediante el corte de prM (dependiente de
furina) en la red trans-Golgi y finalmente son expulsadas por exocitosis
(Clyde et al., 2006; Fischl y Bartenschlager, 2011).
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Figura 2. Ciclo replicativo de los virus de la familia Flaviviridae. En la

imagen se muestran las principales caracteristicas de la replicacion de los virus de la familia

Flaviridae, a la cual pertenece el virus dengue (Lindenbach et al., 2007).



Interaccion con factores celulares

Se sugiere que el virus dengue, al igual que otros virus, puede
manipular o explotar componentes de varias vias de sefalizacion del
hospedero para evadir la respuesta antiviral y para asegurar un alto nivel
de replicacion viral y produccion de viriones (Fischl y Bartenschlager, 2011).

Se han identificado diversos genes celulares que tienen impacto
negativo o positivo en la replicacion del virus dengue, éstos incluyen
componentes de la via de degradacion asociada al RE (ERAD), el sistema
de ubiquitina-proteosoma (UPS), el complejo de adhesién focal y
subunidades de la ATPasa vacuolar (vATPase) (Fischl y Bartenschlager,
2011). El sistema de ubiquitina-proteosoma esta involucrado en varios
procesos celulares como regulacion del ciclo celular, reparacion del DNA,
presentacion antigénica, apoptosis, transduccion de sefales y regulacion
transcripcional. Aunque el mecanismo molecular no se conoce, se ha
observado que la actividad del UPS es necesaria para la traduccion y/o
replicacion del RNA viral (Fischl y Bartenschlager, 2011; Fernandez-Garcia
et al., 2011).

Se ha observado que en las células infectadas con dengue las
proteinas de la capside se acumulan en la superficie de gotas lipidicas
(LDs, por sus siglas en inglés), y se sugiere que éstas tienen un papel
indirecto en el ensamblaje de las particulas virales, como podria ser la
regulacion temporal de la disponibilidad de proteinas de capside (Fischl y
Bartenschlager, 2011). También se ha observado que la infeccion con
dengue induce la degradacion de LDs via autofagia, esto ocurre
probablemente para movilizar triglicéridos que se usan para la produccion
de energia (ATP) via B-oxidacién o para la biosintesis de acidos grasos
(Fischl y Bartenschlager, 2011).

La infeccion con virus dengue activa una respuesta a estrés severa
(como la respuesta a proteinas mal plegadas o UPR), asi como la
respuesta de interferon tipo 1 (causada por RNA viral infectivo o
replicativo), lo que lleva a la induccién de genes que controlan la infeccién
(Fischl y Bartenschlager, 2011). Por ejemplo, en células A549, se ha

observado que el gen de respuesta a IFN, viperin, se induce ante la
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infeccion con virus dengue y esto resulta en una reduccién significativa de

la replicacion viral (Fink et al., 2007).



MicroRNAs

En los organismos, la expresion de genes en respuesta a estimulos
externos e internos puede ser regulada por distintos mecanismos, como
factores de transcripcion, splicing alternativo, epigenética y silenciamiento
genético mediante RNAs pequefios incluyendo los microRNAs (miRNAS)
(Wessner et al., 2010).

Los miRNAs son una familia de RNAs no codificantes, de cadena
sencilla, con una longitud de 18 a 25 nucleotidos, los cuales se describieron
por primera vez en el neméatodo Caenorhabditis elegans siendo lin-4 y let-7
los primeros en haber sido identificados (Ambros, 2008). Posteriormente se
han detectado un gran numero de miRNAs codificados en varios genomas
eucariontes (Ambros, 2008).

Los miRNAs regulan la expresion genética a nivel postranscripcional
mediante la unidon a secuencias complementarias generalmente en la
region 3’ UTR (region 3’ no traducida) de RNAs mensajeros (mRNAs)
blanco (Huang et al., 2010). En humanos se han identificado mas de 1,600
mMiRNAs que probablemente regulan el 30-60% de los genes codificantes
de proteinas (Wessner et al., 2010).

Los miRNAs son generados a partir de transcritos enddgenos y se
procesan en una via de maduracion que involucra la actividad de varias
enzimas como se puede apreciar en la Figura 3 (Kozlowski et al., 2008).

El gen del miRNA es transcrito generalmente por la RNA polimerasa
[I, generando un precursor largo o pri-miRNA (miRNA primario) (Ying et al.,
2008). Este pri-miRNA se caracteriza por una estructura de hairpin que es
reconocida por la RNAsa Il nuclear Drosha, y su cofactor DGCR8
(DiGeorge Syndrome Critical Region 8, por sus siglas en inglés). Estas
proteinas trabajan con un complejo de varias proteinas denominado
Microprocesador que corta el pri-miRNA para generar el pre-miRNA
(miRNA precursor), de aproximadamente 70 nucleétidos de longitud
(Huang et al., 2010).



miRNA genes

W

RNA pol 11 or 111

pri-miRNA

mirtron

=== I
|
spliceosome | *
v degradation
lariat
G
N

_ Nucleus
debranching A pre-iRiNA

, L TR

Exportin-5

~

w T uddorSH
TRBP degradation
‘ Cytoplasm

Dicer |PACT

mr — @S o

miRNAduplex / \

translational repression mRNA degradation

Figura 3. Via de la biogénesis de los microRNAS. Los miRNAs son generados

a partir de transcritos enddgenos y posteriormente son procesados en una via de
maduracion que implica la actividad de varias enzimas. Finalmente se incorporan al
complejo RISC para unirse a su secuencia blanco y llevar a cabo el silenciamiento. (Huang
et al.. 2010).

También se han descrito precursores alternativos para la biogénesis
de los miRNAs denominados Mirtrones. Estos son intrones cortos con una
estructura de hairpin que utilizan el mecanismo de splicing para eludir el
corte de Drosha, que de otra forma es esencial para la generacion de

mMiRNAs canonicos en animales (Berezikov et al., 2007).
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El hairpin del pre-miRNA es reconocido por la Exportina-5 que lo
transporta del ndcleo al citoplasma (Ying et al., 2008; Huang et al., 2010).
En el citoplasma la enzima Dicer (RNAsa Ill) junto con la proteina TRBP
[trans-activator RNA (tar)-binding protein, por sus siglas en inglés] procesa
el pre-miRNA generando un ddplex miR/miR* de aproximadamente 21 nt
(Duy Zamore, 2005; Huang et al., 2010).

Finalmente, una cadena del duplex (miRNA maduro) se incorpora
preferencialmente al complejo silenciador RNA-inducido, RISC (del inglés,
RNA-induced silencing complex) (Du y Zamore, 2005; Huang et al., 2010).
Este complejo, que contiene miembros de la familia de proteinas Argonauta
con dominio PAZ-PIWI (Murchison y Hannon, 2004), es el que lleva a cabo
la represion de la expresion de genes blanco.

Los miRNAs pueden inducir la degradacion del mRNA o la supresion
de la sintesis de proteinas dependiendo de la complementariedad de
secuencia del miRNA al transcrito blanco (Ying et al., 2008). La capacidad
de un miRNA para llevar a cabo la represion transcripcional de un mRNA
blanco esta determinada principalmente por la energia libre de la unién de
los primeros 8 nt en la region 5 del miRNA, llamada region semilla
(Wessner et al., 2010).

Existen evidencias que indican que un mismo miRNA puede regular
docenas de genes y que cada gen puede ser regulado por varios miRNAs
(Wessner et al., 2010), asi los miRNAs juegan un papel muy importante en
distintos procesos biolégicos como la proliferacion, el desarrollo, la
diferenciacion, la transduccion de sefales, la apoptosis y las interacciones
virus-huésped (Ying et al., 2008; Huang et al., 2010). Los patrones de
expresion de los miRNAs pueden variar dependiendo de la etapa del
desarrollo o del tipo celular (Bartel, 2004).Se ha observado que en varias
enfermedades hay patrones de expresion diferenciales de miRNAs. Sin
embargo, la funcion celular detallada de la mayoria de los miRNAs es aln

desconocida (Ying et al., 2008).
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ANTECEDENTES

MicroRNAs e infeccién viral

Los virus pueden utilizar miRNAs para controlar a la célula
hospedera, pero que a su vez las células del huésped utilizan miRNAs para
combatir a los virus (Huang et al., 2010). Evidencias experimentales
muestran que los mMiRNAs estan involucrados en la regulacion de la
inmunidad innata, como reguladores genéticos y como mecanismo de
defensa contra virus de DNA y RNA (Huang et al., 2010) y ademéas muchos
virus codifican sus propios miRNAs (Umbach y Cullen, 2009).

El primer estudio donde se mostro que los miRNAs tienen funcién
antiviral es el que publicaron Charles H. Lecellier y sus colaboradores en el
afio 2005, quienes observaron que el miR-32 restringe de manera efectiva
la acumulacion del retrovirus PFV-1 (primate foamy virus type 1) en células
humanas de rifion (293T) (Lecellier et al., 2005).

También se ha observado que para controlar la replicacion del virus
de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), la maquinaria de
silenciamiento de los miRNAs juega un papel muy importante. A su vez el
VIH-1 suprime activamente la expresion del grupo policistronico miR17/92,
sugiriendo que este grupo de miRNAs afectan la replicacion eficiente del
virus (Triboulet et al., 2007).

La sobreexpresion de miR-101 puede tener un papel importante en
la represion de la replicacion del virus de herpes simple (HSV-1) mediante
el silenciamiento de la proteina ATP5B (Zheng et al., 2011).

Recientemente se mostr6 que el miR-342-5p puede inhibir la
biosintesis del Coxsackievirus B (CVB) teniendo como secuencia blanco
una regién que codifica para la proteina 2C (Wang et al., 2012).

Ademéas, mediante herramientas computacionales se han
encontrado varios miRNAs humanos que tienen como blancos potenciales
genes cruciales del VIH y genes involucrados en la patogénesis y tropismo
del virus de la Influenza A/H5N1 (Scaria et al., 2006).
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Por otro lado, el miRNA-122 se expresa especificamente en higado,
facilita la replicacion del RNA del virus de la hepatitis C (Jopling et al.,
2005). En el 2010, Lanford y colaboradores observaron que la interaccion
del miR-122 con el genoma del virus de la hepatitis C (perteneciente a la
familia Flaviviridae) es esencial para la acumulacién de RNA viral en
cultivos celulares hepaticos (Lanford et al.,, 2010). Posteriormente se
demostré que este miIRNA promueve la replicacion mediante la unién
directa a dos sitios del RNA viral y, al menos en parte, estimulando la
traduccion mediada por IRES (sitio interno de entrada del ribosoma, por
sus siglas en inglés) (Jangra et al., 2010; Roberts et al., 2011).

Se ha observado que la mayoria de los herpesvirus codifican sus
propios miRNAs, asi como algunos adenovirus, VIH-1 y varios miembros

de la familia de los poliomavirus (Zheng et al., 2011).

En un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo, se observo
gue en células hepaticas humanas Huh-7 se modulan diferencialmente 9
miRNAs durante la infeccion por dengue (Figura en Anexo). Varias de las
probables proteinas blanco de dichos miRNAs estan involucradas en la via
de apoptosis. Debido a que este proceso biologico desempefia un papel
critico en aspectos como el desarrollo, homeostasis y patogénesis (Clarke y
Tyler, 2009), asi como en las infecciones virales (Fischer et al., 2007), el
presente estudio se centra en la modulacion de la apoptosis por miRNAs
en células infectadas con dengue. Se selecciond OSMR debido a que tiene
mayor puntaje en las bases de datos de prediccion de blancos, y que
ademas se ha reportado que se expresa en tejido hepatico (receptor de

Oncostatina M, por sus siglas en inglés).
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OSMR (receptor de Oncostatina M)

Las citocinas proinflamatorias son los principales mediadores
intercelulares de la reaccién de tejidos ante traumas e infecciones (Wang et
al., 2000). Se ha descrito que miembros de la familia de citocinas de
interleucina 6 (IL-6) juegan un papel muy importante orquestando el inicio y
la progresion de la respuesta inflamatoria y controlando procesos
homeostéaticos (Wang et al.,, 2000). La Oncostatina M (OSM) es un
miembro de la familia IL-6 que se une al receptor de OSM (OSMR) para
actuar en diversos procesos bioldgicos (Chen et al., 2008). Se ha descrito
gue tanto in vitro como in vivo esta glicoproteina funciona en procesos
como regulacion del crecimiento, diferenciacion, expresion geénica, y
supervivencia celular, en muchos tipos celulares (Tanaka y Miyajima, 2003).

El receptor OSMR es una proteina de 180 kDa (kilo Daltons)
especifica para OSM. El dominio citoplasmatico contiene sitios de union
para las tirosin cinasas Janus 1 (JAK1), JAK2, y tirosina cinasa 2 (TyK2),
gue transmiten seflales para inducir la fosforilacion de las proteinas
transductor de sefial y activador de la transcripcion 1, 3y 5 (STAT1, STAT3
y STAT5) (Chen et al., 2008).

Se ha observado que OSM, en células dendriticas activadas (DCs,
por sus siglas en inglés), se libera junto con interferon tipo | (IFN) ante la
activacion de TLRs (3 y 4), lo que sugiere que las dos citocinas podrian
estar actuando conjuntamente en la defensa contra patdogenos (Larrea et
al., 2009).

En un estudio llevado a cabo por Larrea y colaboradores (2009) se
analizé el papel de OSM en la defensa de células de higado contra la
infeccion viral. Ellos observaron que en la infeccion viral OSMR se expresa
abundantemente en células de linaje hepatocelular (Huh-7 y HepG2) pero
no en las DCs, esto sugiere que la OSM producida por las DCs tiene como
blanco a las células epiteliales mas que las DCs mismas. También
observaron que la activacion por OSM reduce la carga viral en células Huh-
7 infectadas con virus replicativos de la hepatitis C o A (HCV y HAV). En

sinergia con IFN-a, OSM participa en la induccién y activacion de STAT1,
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STAT3, Jakl asi como la fosforilacion de p38 MAPK, lo que podria
contribuir a aumentar la expresion de genes sensibles a IFN-a en células
Huh-7 infectadas con HCV o HAV.

Entre los genes inducidos por INF-a y/o OSM se muestra
enriguecimiento de categorias biolégicas que incluyen genes antivirales,
genes involucrados en presentacion antigénica, y genes que codifican

factores inmunoregulatorios clave (Larrea et al., 2009).

OSM y apoptosis

Se ha descrito que OSM puede tener un papel dual en la
diferenciacién y muerte celular. Hay estudios que muestran que puede
inducir diferenciacion asi como inhibicién del crecimiento de varios tipos
celulares (Tanaka y Miyajima, 2003). Por ejemplo, se ha observado que
OSM activa preferencialmente a STAT3 para inhibir el crecimiento celular
en células de melanoma A375, de coriocarcinoma JAR, y de astrocitoma; y
por otro lado, se ha determinado que en hepatocitos activa
preferencialmente STAT5 para promover su proliferacion, en células de
osteosarcoma induce la sensibilizacion de apoptosis, y la inhibicion de
adipogénesis en adipocitos 3T3-L1 (Tiffen et al., 2008). En lineas celulares
de cancer de mama, OSM inhibe el crecimiento celular pero también
promueve la movilidad y desprendimiento celular (Tiffen et al., 2008).

Se ha demostrado que OSM in vivo y en células KIM-2 inhibe la
expresion de genes de la leche (proteina acida del suero y caseina-B),
potencia la apoptosis de las células epiteliales mamarias (MECs), y
promueve la expresion de metaloproteinasas (Tiffen et al., 2008). Estas
distintas funciones se deben, al menos en parte, a una regulacion reciproca
de STAT5 y STAT3 en las células epiteliales mamarias, factores de
transcripcion con papeles bien caracterizados en la
diferenciacién/supervivencia y apoptosis de MECs respectivamente (Tiffen
et al., 2008).

En otro estudio se observé que el OSM secretado por células Kupffer
activadas interactia de forma autdcrina con su receptor para participar en

la regeneracion del higado, promoviendo la proliferaciéon de hepatocitos,
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inhibiendo la apoptosis, y aumentando la formacion de uniones adherentes

intracelulares y la maduracion de hepatocitos (Znoyko et al., 2005).
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Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso normal
del desarrollo y la homeostasis de los organismos multicelulares (Dash,
2010). El cuerpo humano elimina aproximadamente 60 x 10° células/dia
mediante este proceso en respuesta a varios tipos de estrés como
estimulos citotoxicos, fisioldgicos o patogénicos (Wang, 2010). A diferencia
de la necrosis, la apoptosis es un evento enddégeno que se da de manera
controlada y regulada (Dash, 2010; Wang, 2010). Las primeras
caracteristicas que se definieron en las células apoptéticas fueron los
cambios morfologicos y la degradacion del DNA cromosémico.
Posteriormente se observé la aparicion de moléculas de fosfatidilserina en
la superficie de estas células, por un movimiento flip-flop de moléculas de
fosfolipidos en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica (Koyama et
al., 2000). Estos cambios suelen llevarse a cabo debido a la activacion
secuencial de una familia de cistein proteasas aspartato-especificas
denominadas caspasas (Clarke y Tyler, 2009).

El proceso de muerte celular se puede dividir en dos fases: la de
iniciacion, que depende del tipo de estimulos inductores de apoptosis; y la
fase efectora, que es comun a todos los procesos apoptoéticos (Figura 4).
Ambas involucran la accion de caspasas especificas (Koyoama et al.,
2000).

La apoptosis por via extrinseca es inducida por ligandos de
receptores de muerte. Ante la estimulacidén de los receptores de muerte se
recluta la proteina FADD (adaptor Fas-associated protein with death
domain) y la procaspasa 8, que resulta en su autoactivacion (Guicciardi y
Gores, 2010). La via intrinseca o mitocondrial, es inducida por estimulos
intracelulares, como el dafio a DNA, que generalmente dan como resultado
la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, y la liberacion de
factores pro-apoptéticos (incluyendo citocromo ¢, SMAC/DIABLO, y AIF)
desde el espacio intermembranal hacia el citosol (Guicciardi y Gores,
2010).. La liberacién de citocromo ¢ desencadena la apoptosis via caspasa

9 y Apaf-1. La activacion de la caspasa 9 y la caspasa 8 converge en la
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activacion de las caspasas efectoras -3, -6 y -7, resultando en induccion de
apoptosis irreversible. (Jang et al., 2011).

La apoptosis desempefia un papel esencial en la homeostasis, el
desarrollo y la enfermedad humana debido a que facilita la eliminacion de
células no deseadas, dafiadas o infectadas. Sin embargo, la apoptosis
también puede tener un papel patogénico, contribuyendo a la muerte

celular y al dafio tisular (Clarke y Tyler, 2009).

Death Ligand [}

Death Receptor

FADD

Caspase 8

|

Caspase 8 .
Activation T— tB'ld
l Bax ..
- Intrinsic Pathway
Caspase 3,6,7 v

itochondria
Cytochrome ¢
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Exntrinsic Pathway Bcl-2

l

Active Caspase 9
ell death

Figura 4. Via de sefializacion de la apoptosis. La apoptosis por via extrinseca

es inducida por ligandos de receptores de muerte lo cual activa la caspasa 8, mientras que
la apoptosis intrinseca ocurre via el poro de transicién de permeabilidad mitocondrial y
activacion de la caspasa 9. La activacion de la caspasa 9 y la caspasa 8 converge en la
activacion de las caspasas efectoras -3, -6 y -7, resultando en induccién de apoptosis

irreversible. (Jang et al., 2011).

En las infecciones virales, la apoptosis es central para su control y
eliminaciéon (Fischer et al., 2007). A su vez, algunos virus tienen la

capacidad de inhibir la muerte celular apoptética de la célula huésped o
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estimularla para favorecer la diseminacion viral (Hardwick, 2001; Galluzzi et
al., 2008).

Por ejemplo, se ha observado que en infeccion crénica por HCV se
incrementa la apoptosis en hepatocitos pero la infeccion viral persiste
(Fischer et al., 2007). En el caso de casi todas las proteinas del HCV se
han descrito efectos pro- y anti-apoptéticos, pero aun no se conoce
exactamente el impacto de la apoptosis en la infeccion crénica por HCV
(Fischer et al., 2007).

En la infeccion por el virus dengue se ha observado que la muerte
celular por apoptdsis es un mecanismo citopatoldgico tanto in vitro como in
vivo (Matsuda et al., 2005). Se ha sugerido que la apoptosis inducida por
virus puede contribuir, al menos en parte, a la patogénesis del dafio
hepatico inducido por DENV (Matsuda et al., 2005, Smith y Khakpoor,
2009). Algunos mecanismos involucrados en la induccién de dicho proceso
pueden ser los efectos citopaticos directos del virus, la disfuncién
mitocondrial debido a hipoxia por bajo flujo (disminucion de la disponibilidad
de oxigeno a nivel mitocondrial) y la influencia de factores inmunes
humorales y celulares en el higado (Seneviratne et al., 2006).

Se ha observado que la infeccion por el virus dengue puede inducir
apoptosis en las lineas celulares de higado HepG2 y Hep3B (que tiene
suprimida la via p53) a los 5 dias post-infeccion, lo que sugiere que esta
induccion no es dependiente de p53 (Thongtan et al., 2004). En otro
estudio se mostré que la serin proteasa NS3 codificada en el virus DENV-2
es capaz de inducir apoptosis en células Vero, 48h post-transfeccion
(Shafee y AbuBakar, 2003). Ademas, en células endoteliales humanas se
ha determinado que la via de receptores de muerte (FasL/Fas) esta
involucrada en la muerte celular inducida por dengue (Liao et al., 2010). Se
sugiere que este dafio podria ser la causa de la alteraciéon de la
permeabilidad vascular o las hemorragias en la forma severa de la
enfermedad (Liao et al., 2010).
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Modulacion de la apoptosis por miRNAs

Se ha establecido que los miRNAs son reguladores criticos de la
apoptosis en varios tipos de células, y que por lo tanto estan involucrados
en enfermedades humanas asociadas a muerte celular y proliferacion
(Wang, 2010). Pueden actuar reprimiendo la expresion de genes
proapoptoéticos o antiapoptéticos para producir sus efectos. Se han validado
experimentalmente mas de 30 miRNAs humanos como reguladores de la
apoptosis, y mediante predicciones bioinforméaticas se estima que
aproximadamente el 70% de los miRNAs de vertebrados tienen al menos
un gen blanco relacionado a muerte celular o supervivencia (Wang, 2010).
Por ejemplo, recientemente Xiong y colaboradores (2011) observaron que
la sobreexpresiéon de miR-7 en cancer de pulmoén de células no pequefias
(NSCLC, por sus siglas en inglés) suprime la proliferacion celular, induce
apoptosis e inhibe la migracién celular in vitro, y reduce la tumorigénesis in
vivo. Se sugiere que estos efectos estan mediados por la represion de miR-
7 sobre el gen Bcl-2 el cual pertenece a las moléculas de tipo
antiapoptotico. Estos resultados proporcionan un fundamento basico para

el uso de miR-7 en el tratamiento del NSCLC.

Ante la infeccion por el virus del Nilo Occidental (perteneciente a la
familia Flaviridae) se ha observado que se incrementa la expresion de
varios miRNAs celulares (Smith et al., 2012). De éstos, el miRNA Hs_154,
se ha descrito que tiene un papel importante en la apoptosis inducida por el
virus al reprimir la expresibn de dos transcritos asociados con la
supervivencia celular, el factor de unién a CCCTC (CTCF) y la proteina co-
expresada con EGFR (ECOP) (Smith et al., 2012). También se ha
observado, mediante ensayos de mimetismo, que el miRNA Hs_514 reduce
significativamente la replicacion viral, sugiriendo que la induccién de este
MIRNA es una respuesta antiviral celular. Se propone que el miRNA
Hs_ 154, y tal vez otros miRNAs celulares, podrian ser factores clave en la

patogénesis inducida por el virus del Nilo Occidental (Smith et al., 2012).
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Por todo lo anterior, nos parece muy interesante el estudio de
la modulacion de la apoptosis en la infecciobn con el virus del dengue
teniendo como mediadores a los miRNAs, de tal manera que se tenga
conocimiento de la estrategias que utiliza la célula huésped en el control de

la infeccidn.
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JUSTIFICACION

Los miRNAs desempefian un papel muy importante en diversos procesos
biolégicos, sin embargo la funcion celular detallada de la mayoria de estos

es aun desconocida.

Aunque se ha observado que en la infeccién por dengue en diversos tipos
celulares se modula la apoptosis, no se conoce el papel que pueden tener
los miRNAS en este proceso.

El estudio de los efectos de la infeccion viral en procesos criticos como la

apoptosis nos ayudara a conocer mejor las relaciones patdogeno-

hospedero.
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OBJETIVOS

Objetivo general

> Determinar el efecto de la infeccién con dengue y la expresién

de Let-7c, en la apoptosis de células hepaticas.

Objetivos particulares

1. Determinar los cambios en la activacion de la apoptosis ante

la infeccion con dengue de células hepaticas Huh-7.

2. Determinar el efecto del mimetizador de Let-7c en la

apoptosis de células hepaticas Huh-7.
3. Evaluar los cambios en la expresion de genes blanco de Let-

7c involucrados en la apoptosis tras la infeccion con dengue o la

transfeccion con Let-7c.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1

Determinar los cambios en la activacion de la apoptosis ante la

infeccion con dengue de células hepaticas Huh-7.

Células Huh-7
no infectadas e
infectadas
12, 24 y 48 h pi

Anexina V
Yoduro de propidio

l l

Citometria de Flujo Luminometria

Caspasas 8y 9

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos y se
infectaron con DENV-2 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 3 0 5.

Para determinar los niveles de apoptosis de las células infectadas,
se incubaron con los marcadores anexina V (apoptosis temprana) y yoduro
de propidio (necrosis) para su evaluacion mediante citometria de flujo.
También se realizé la medicién de la actividad de caspasas 8 (via de
apoptosis extrinseca) y 9 (via de apoptosis intrinseca) mediante ensayos
de luminometria con los kits Caspase-Glo especificos de cada una de las
caspasas.

Con esta estrategia se puede analizar el efecto que tiene la infeccion

con dengue en la apoptosis de las células hepaticas Huh-7.
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Objetivo 2

Determinar el efecto del mimetizador de Let-7c en la apoptosis de

células hepéaticas Huh-7.

Células Huh-7

L

Transfeccion con
mimetizador de miR-let7cy
control

l

Anexina V
Yodurode propidio

l

Citometria de Flujo

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos y se realizo
la transfeccion con el mimetizador de Let-7c. Como control se transfecta un
mimetizador que no tenga blancos potenciales en las células de mamiferos.

Para evaluar los niveles de apoptosis de las células transfectadas,
se llevaron a cabo ensayos de citometria de flujo con los marcadores
anexina V y yoduro de propidio.

De esta forma podemos evaluar los efectos que tiene el mimetizador

de Let-7c en la apoptosis de células hepaticas.
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Objetivo 3

Evaluar los cambios en la expresion de genes blanco de Let-7c
involucrados en la apoptosis tras la infeccion con dengue o la transfeccion
con Let-7c.

Células Huh-7

/\

Células Huh-7 Transfeccion con
no infectadas e infectadas mimetizador de miR-let7c
12,24 y 48 h pi y control

\ )

/’J\*

Fijacion de células en

Extraccion de mRNA

laminillas
RT-PCR Inmunofluorescencia
OSMR OSMR

Las células Huh-7, en placas de 24 pozos, se infectaron con DENV-2
una MOI de 3, o se transfectaron con el mimetizador de Let-7c asi como
con su respectivo control. Posteriormente se obtuvieron extractos de RNA'y
células fijadas en laminillas para analizarlas mediante RT-PCR e
inmunofluorescencia respectivamente.

Dichos experimentos nos permiten caracterizar la expresion del gen
analizado tras la infeccion con dengue o la modulacién de Let-7c, tanto a

nivel de mRNA como a nivel de proteina.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Este estudio se llevé a cabo con la linea celular hepéatica Huh-7
(hepatocarcinoma humano), ya que se ha observado que el higado es parte
critica de la patologia de la infeccion con virus dengue (Smith y Khakpoor,
2009).

Las células se crecieron a 37°C con CO; al 5% en medio Advanced
DMEM [(Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Invitrogen, USA)]
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 7%, glutamina 10mM vy

antibidticos [(penicilina 5U/ml™y estreptomicina 5 pg/ml™) Sigmal.
Virus e infeccidn

La cepa DENV-2 Nueva Guinea C se propagd en cerebros de
ratones neonatos BALB/c. Las particulas virales se purificaron por
centrifugacion y se plaquearon en células BHK-21 para obtener el titulo
viral.

Los ensayos de infeccion se realizaron incubando las células Huh-7
con el extracto del virus a una MOI de 3 6 5 durante 2 h a 37°C y después

se retird el medio y se reemplazé con medio fresco.
Extraccion de RNA

Las células Huh-7 sembradas en placa de 24 pozos se lavaron con
PBS [137 mM NacCl, 4.6 mM Na;HPO,, 2.7 mM KClI, 1.47 KH,PO,, (pH 7.0)]
y se incubaron con Trizol (Invitrogen, USA) por 5 min, se homogenizaron
con micropipeta y se agrego el 20% de volumen de cloroformo; se mezclo y
se centrifugd a 12,000 g [gravedades, indicador de RCF (fuerza centrifuga
relativa)] por 15 min a 4°C, se recuper6 la fase acuosa y se agregd
isopropanol en una relacién de volumen 1:1; se dejo incubando toda la

noche a -20°C. Posteriormente se realizé una centrifugacion a 12,000 g
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(RCF) por 10 min a 4°C, se lavo la pastilla celular con etanol al 70% y se
centrifugd a 7,500 g por 5 min a 4°C. La pastilla se resuspendié en agua
libre de RNasa y se almacené a -80°C hasta su uso.

La integridad de los RNAs se verifico corriendo una alicuota de 1 pl
del extracto en gel de agarosa. La cuantificacion del RNA se determiné por

espectrofotometria utilizando el equipo NanoDrop 2000 (Thermo scientific).

PCRy qRT - PCR tiempo real

Se tomaron 300-600 ng de extracto de RNAYy se trataron con DNAsa
(New England Biolabs) incubando a 37°C por 15 min, luego se agrego 1 i
de EDTA (25mM) por 5 min a 70°C para inactivar la DNAsa. Posteriormente
el RNA tratado se sometio a una reaccion de retrotranscripcion adicionando
al extracto 0.5 mM de oligo dT (Applied Biosystems), e incubando a 70°C
por 5 min, luego se agregd una mezcla de amortiguador de reaccion, 2.4 pl
de MgCl, 25 mM, 10 mM de cada dNTP, 1 uyl de enzima RT Improm-Ii
(concentracion no revelada por el proveedor) (Promega) y agua libre de
nucleasas para completar un volumen final de 20 ul. La mezcla anterior se
incubo 5 min a 25°C, 60 min a 42 °C y 15 min a 70°C.

Una vez obtenido el cDNA se utilizaron 2 pl (~1,500 ng) para
preparar la reaccion de PCR a la que se agregaron 12.5 pl de KAPA2G
Fast HotStart ready mix 2X (Kappa Biosystems) y los oligonucledtidos
sentido y antisentido especificos completando a un volumen final de 25 ul
con agua de ampolleta. La mezcla se traté a 95°C por 1 min, 40 ciclos de
95°C por 10 s, a la temperatura de fusion éptima (Tm, 60°C para todos los
oligos) del par de oligonucledtidos por 10 sy 72°C por 1 s; y finalmente un
ciclo de 72°C por 30 s. En el caso de las reacciones de PCR en tiempo real
se agregaron 1.25 pl de Eva Green 20x (Biotium) a la mezcla y el
termociclador se programé de la siguiente manera: un ciclo de 95°C por 5
min, 40 ciclos de 95°C por 30 s, Tm del par de oligonucle6tidos por 30 sy
72°C por 30 s; y una etapa final de disociacién de 95°C por 1 min, 60°C por
1 miny 72°C por 1 min.
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La cuantificacion de expresion relativa del mRNA se determiné
mediante el analisis de los resultados por el método AACH, utilizando el gen
de la GAPDH como gen constitutivo de referencia.

Los oligonucledtidos utilizados fueron los siguientes:

Gen Secuencia Amplicén
Fw 5 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAAZ
DENV (NS5) 266 pb
Rv 5’GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC3’
Fw 5’ GCAAGTCAAGGAAATGTCAGTGZ
OSMR 150 pb
Rv 5’CCCCAAGGCAGTGTCCGTCC3’
Fw 5’CTGAACGTCAGGCGACCTCAGG3J’
SUPT7L 128 pb
Rv 5TGCCCGAAAGGAGCACGAAGAACT’
Fw 5’GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC3’
GAPDH 227 pb
Rv 5GAAGATGGTGATGGGATTTCC3’

Transfeccion de mimetizador del hsa-miR-Let7-c

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos y cuando
alcanzaron una confluencia del 80% (~1.4 x 10° células por pozo) se
transfectaron mediante lipotransfeccién con los mimetizadores del hsa-miR-
Let7-c y control (Applied Biosystems). Se utilizé una mezcla del reactivo
siPORT Amine (Ambion) y 50 nM de los mimetizadores. Esta mezcla se
incubd durante 10 min a temperatura ambiente (TA) y luego se agreg6 a la

monocapa de células.
Inmunofluorescencia

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos que
contenian cubreobjetos de 13 mm de diametro. Después de los distintos
tiempos post-tratamiento (12, 24 o 48 h), se fijaron con paraformaldehido al

2% durante 20 min. Se permeabilizaron con acetona fria por 2 min, se
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realizé un lavado con PBS y se bloquearon con SFB al 10% por 2 horas a
TA. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario anti-OSMR
(Santa Cruz Biotechnology) toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo
se realizaron 5 lavados de 5 min con PBS y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a Alexa 488 (Jackson Inmunoresearch)
durante 1 hora a TA en ausencia de luz. Se realizaron 5 lavados adicionales
con PBS y finalmente se tifieron los nucleos con DAPI-vectashield (Vector
Laboratories). Las laminillas se observaron en un microscopio confocal
(Leica TCS-SP2) con el objetivo 63x.

Citometria de Flujo

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos y a los
distintos tiempos post-tratamiento se despegaron con tripsina y se
resuspendieron en medio Advanced DMEM (Invitrogen, USA). Luego se
transfirieron a tubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 2,000 rpm por 5 min. La
pastilla celular se lavo con buffer de union a anexina V frio [Hepes-NaOH
pH 7.4 10mM, NaCl 150 mM, KCI 5mM, MgCl, 1mM y CaCl, 1.8 mM
(Brumatti et al., 2008)] y se centrifugd una vez mas bajo las mismas
condiciones resuspendiendo en 100 pl de buffer de unién a anexina V. A
continuacion se incubaron con 2.5 pyl de FITC Annexin V (50 ug/250 pl)
(Santa Cruz Biotechnology) y 5 pl de yoduro de propidio (1 mg/ml) por 15
min a TA en ausencia de luz. Finalmente se agregaron 200 pl de buffer de
unioén a anexina V y se analizaron en un Citometro de Flujo (Fluorescence
Activated Cell Sorter, FACS, de Becton Dickinson Immunocytometry
Systems). La adquisicion de datos se realizé por medio del programa Cell

Quest Pro (Becton Dickinson).

Actividad de Caspasas

Las células Huh-7 se sembraron en placas blancas de 96 pozos y
después de los distintos tiempos post-tratamiento se dejaron atemperar a

TA por 10 min. Se agregaron directamente a cada pozo 75 pul del reactivo
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Caspase-Glo especifico para caspasa 8 o0 9 (Promega) y se agitaron a 300
rpm por 30 s. Se incubaron 35 min a TA en ausencia de luz y después se
realizé la medicién de luminiscencia en un luminémetro (Fluoroskan Ascent
FL, Thermo Scientific).

El ensayo con el reactivo Caspase-Glo utliza un substrato
luminogénico (tetrapéptido) de la caspasa especifica y luciferasa estable.
En ausencia de caspasas activas, el sustrato de caspasa no actia como
substrato de luciferasa, y por lo tanto no se produce luz, por el contrario,
cuando hay caspasas activas presentes, los sustratos respectivos se
procesan y se libera aminoluciferina que contribuye a la generacién de luz

en una reaccion luminiscente (Figura 5) (Niles et al., 2004).

ATP

Caspasa-3
\ APOPTOSIS
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\ H)‘\/\ vam
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.~ o
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N> :8 nivel de casapasa-3
Figura 5. Evaluacion de la actividad de caspasas mediante el reactivo

Caspase-Glo. En presencia de caspasas activas, el sustrato luminogénico respectivo es

cortado y se libera aminoluciferina que contribuye a la generaciéon de luz en una reaccién
luminiscente. La sefial luminiscente resultante es directamente proporcional a la cantidad de
actividad de caspasas presente en la muestra

(http://worldwide.promega.com/products/pm/caspase-glo/overview/).

Como control positivo de induccion de apoptosis se incluy6 un tratamiento
con peroxido de hidrégeno (H,O) a una concentracién 1,600 uM (Quiao et al.,
2005).
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RESULTADOS
Apoptosis en infeccidon con virus dengue

Para comparar el nivel de apoptosis de células Huh-7 no infectadas
e infectadas con DENV-2 se llevé a cabo un andlisis de citometria de flujo a
dos multiplicidades de infeccion diferentes (MOI de 3 0 5).

El porcentaje de apoptosis de 5,000 eventos contados de cada

muestra se presenta en la Figura 6.

Figura 6. Deteccion de anexina V en células Huh-7 infectadas. Las células

Huh-7 se infectaron o no (NI) con DENV-2 a una MOI de 3 (I13) o 5 (I5), ademas se incluy6 un
control positivo de apoptosis con 800 puM de peréxido de hidrégeno (Ctrl +), 48 h
postinfeccién se trataron para la tincién con el anticuerpo anexina V conjugado a FITC y
posteriormente se determind el nivel de dicho marcador de apoptosis mediante citometria de
flujo. Las barras corresponden a la desviacion estandar de tres experimentos calculada con el

programa GraphPad Prism, Andlisis de la varianza (ANOVA) realizado con el programa

GraphPad Prism (* P < 0.05).

Los resultados obtenidos indican que en las células de la linea Huh-
7 analizadas en el presente trabajo no hay diferencias significativas en el

nivel de apoptosis entre las células no infectadas y las infectadas, ni entre
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las células infectadas a las dos multiplicidades de infeccién del
experimento. Esto es diferente a lo reportado en otros tipos celulares en los
gue se ha determinado que a las 48 h postinfeccidén existe un aumento de
la apoptosis de las células infectadas (Shafee y AbuBakar, 2003; Liao et al.,

2010).
Posteriormente, se llevo a cabo el andlisis de actividad de caspasas
8 y 9 para determinar el nivel de apoptosis por distintas vias (intrinseca y
extrinseca) de las células Huh-7 no infectadas e infectadas con DENV-2 a
una MOI de 3 (debido a que no se encontraron diferencias entre la MOI de
3 y 5 en el experimento anterior). Los resultados de los ensayos

luminométricos se muestran en las Figuras 7 y 8.
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Figura 7. Deteccién de la actividad de Caspasa 8 en células Huh-7 infectadas.
Las células Huh-7 no infectadas (NI) o infectadas (I) con DENV-2 (MOI de 3) se cosecharon a 12, 24 y 48 h
postinfeccion y se incubaron con el sustrato luminogénico de caspasa 8 (Z-LETD-aminoluciferina).
Posteriormente se determind el nivel de actividad de dicho marcador mediante luminometria. El eje Y
corresponde a las unidades relativas de luminiscencia (URL) en la cual se grafic6 el promedio de dos

experimentos independientes y las barras representan la desviacion estandar calculada por el programa

GraphPad Prism.
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Figura 8. Deteccion de la actividad de Caspasa 9 en células Huh-7 infectadas.

Las células Huh-7 no infectadas (NI) o infectadas (I) con DENV-2 (MOI de3) se cosecharon a 12, 24 y 48 h
postinfeccién y se incubaron con el sustrato luminogénico de caspasa 9 (Z-LEHD-aminoluciferina).
Posteriormente se determind el nivel de actividad de dicho marcador mediante luminometria. El eje Y
corresponde a las unidades relativas de luminiscencia (URL) en la cual se grafic6 el promedio de dos
experimentos independientes y las barras representan la desviacion estandar calculada por el programa

GraphPad Prism.

Los resultados obtenidos muestran que tanto para la via extrinseca
(caspasa 8) como para la via intrinseca y/o extrinseca (caspasa 9) de
apoptosis no se detectan cambios en la actividad de caspasas entre las
células no infectadas e infectadas. Esto indica que entre las dos
condiciones no hay diferencias en la activacion de apoptosis en etapas
tempranas.

Los resultados de los distintos experimentos realizados para la
deteccion de apoptosis en las células Huh-7 muestran que no hay

diferencias entre las células no infectadas e infectadas con virus DENV-2.
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Efecto de Let-7c en la apoptosis de células hepaticas Huh-7

Para conocer si el miRNA Let-7c induce apoptosis en células
hepaticas, se realizé el andlisis de citometria de flujo en células
transfectadas con el mimetizador de dicho miRNA.

Los resultados no muestran diferencias significativas en el
porcentaje de células en apoptosis cuando se transfecta el precursor de
Let-7c comparado con el precursor control (Figura 9). Cabe mencionar que
los resultados de la Figura 9 fueron obtenidos utilizando los mimetizadores
a una concentracion de 50 nM, en la cual se ha determinado que existe un

aumento de al menos 350 veces la expresion de Let-7c (Escalera, 2011).

* %k %

B ST
E Mim Ctrl

B Mim Let-7c
B crti+

% Apoptosis

Figura 9. Deteccion de anexina V en células Huh-7 transfectadas con el

mimetizador Let-7c. Las células Huh-7 se transfectaron con 50nM del mimetizador de Let-7¢c
(Mim Let-7c) o el mimetizador control (Mim Ctrl) asi como un control positivo de apoptosis con
1,600 uM de peroxido de hidrogeno (Ctrl +) y una muestra sin tratar (ST), 48 h post-transfeccién se
trataron para la tincion con el anticuerpo anexina V conjugada a FITC y posteriormente se
determind el nivel de dicho marcador de apoptosis mediante citometria de flujo. Las barras
corresponden a la desviacion estandar de tres experimentos calculada con el programa GraphPad
Prism. Andlisis de la varianza (ANOVA) realizado con el programa GraphPad Prism (*** P < 0.001).

*** p < 0.001.
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Los resultados anteriores sugieren que Let-7c no tiene un efecto por
si mismo en la apoptosis de células hepaticas. En un estudio realizado por
Shimizu y colaboradores (2010), se observé que la sobreexpresion de Let-
7c induce apoptosis en sinergia con el farmaco anti-cancer sorafenib en
lineas celulares y tejidos hepaticos. Por otro lado, se ha sugerido que en
células endoteliales, Let-7c, contribuye a la apoptosis inducida por ox-LDL
mediante la supresiéon de Bcl-xL (Qin et al, 2012).

OSMR es un probable blanco de Let-7¢

Con la finalidad de investigar cudles mMRNAs podrian ser blancos de
Let-7c se llevo a cabo la prediccién in silico mediante los programas
TargetScan (http://www.targetscan.org/) y MicroCosm
(http://lwww.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/), y de entre
dichos mensajeros se determind cuales participan en la regulacion de la
apoptosis

El programa TargetScan se caracteriza por la prediccion de blancos
biologicos de miRNAs buscando la presencia de sitios 8-mer (nucledétidos)
y 7-mer conservados que coincidan con la region semilla de cada miRNA.
Este considera coincidencias en sitios en UTRs, y los blancos se predicen
utilizando el algoritmo TargetScan.

El programa  MicroCosm  contiene  blancos  predichos
computacionalmente para microRNAs en muchas especies. Las secuencias
de miRNAs se obtienen del Registro miRBase y la mayoria de secuencias
genémicas de Ensembl. MicroCosm utiliza el algoritmo miRanda para
identificar posibles sitios de unién para un miRNA dado en secuencias
gendmicas. Este algoritmo selecciona los blancos basandose en tres

propiedades (Zhang y Verbeek, 2010):

1. Complementariedad de secuencia usando un algoritmo de

alineamiento local ponderado.
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2. Energia libre de duplex RNA-RNA usando las rutinas de
plegamiento de RNA Viena con el fin de estimar su estabilidad

termodinamica.

3. Conservacién de blancos en genomas relacionados.

En los primeros 20 blancos probables de Let-7c resultantes con cada
programa, encontramos cuatro genes que se relacionan con apoptosis
(pudiendo tener un papel positivo 0 negativo) y que ademas se conoce su
expresion en higado. Nos enfocamos en SUPT7L y OSMR debido a que las
proteinas que codifican, ademas de sugerirse que estan involucradas en la
apoptosis, son las que mas se expresan en células hepaticas (Nakamura et
al. 2004; Chipoy et al., 2007; Gamper y Roeder, 2008). En la Tabla 1 se
muestran las caracteristicas de los sitios de interaccion predichos para Let-

7c con los dos mRNAs.

Longitud _ Efecto en Expresidn
MRNA Blanco miRNAs _ )
3'UTR (nt) apoptosis en higado
SUPTTL (suppressor of Ty 7 N _
421 1 sitio Let-7c¢ Activa p53

[S. cerevisiae)-like])

Podria ser

OSMR (oncostatin M receptor) 2,197 1 sitio Let-7¢c )
+0-

Tabla. 1. Caracteristicas principales de los sitios de interaccion de miR-Let-7c

con los mMRNAs mensajeros blanco estudiados.

Primeramente se determind si en las condiciones de nuestros
experimentos se expresaban los mMRNAs mencionados en la linea celular
Huh-7, para lo cual se disefiaron iniciadores que amplificarian el mMRNA de
cada una de las dos moléculas y se observd que los oligonucledtidos
sintetizados para OSMR funcionaban mejor y presentaban un mejor nivel
de amplificacion en dichas células que los disefiados para SUPT7L (Figura

10). Consideramos que la menor eficiencia de amplificacion que
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observamos con SUPT7L podria deberse, al menos en parte, a que esta
linea celular expresa de forma basal niveles menores de este mRNA.
También se debe considerar que los oligonucleotidos disefiados para
amplificar SUPT7L podrian no ser los éptimos.

Posteriormente para determinar si la proteina OSMR se detectaba
en las células Huh-7, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia y su
posterior observacion por microscopia confocal utilizando diferentes
protocolos de tincién. De esta forma se establecidé que la mejor condicion
para la deteccion de dicha proteina fue fijando las células con
paraformaldehido, permeabilizando con acetona y utilizando el anticuerpo
anti-OSMR (Santa Cruz, Biotechnology). Como se observa en la Figura 11,
la proteina OSMR tiene una localizacion principalmente citoplasmatica,
esto concuerda con los resultados de estudios previos donde se ha
observado que la mayoria de estos receptores se localizan
intracelularmente, aunque también se pueden observar en la superficie
(regulados por Jakl, Jak2 y Tyk2) (Radtke, 2002), en la membrana celular

(cuando aumenta OSM) y juxtanuclearmente (Chen. 2008).

400 pb —
300 pb —

200 pb —

100 pb —

Figura 10. RT-PCR de los mRNAs de SUPT7L y OSMR de células Huh-7. El

RNA total extraido a partir de células Huh-7 se utilizé para la amplificacion mediante RT-PCR en

punto final del mMRNA correspondiente a SUPT7L con un tamafio de 128 pb (carril 1) y OSMR

(carril 2) con un tamafio de 150 pb. Los amplicones obtenidos se separaron en gel de agarosa

al 2% tefidos con bromuro de etidio.
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a - OSMR Control negativo de Ab 2

Figura 11. Deteccion de OSMR por inmunofluorescencia en células Huh-7.

Las células Huh-7 se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con el anticuerpo de conejo anti-
OSMR vy el anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488 anti-conejo (verde). El ndcleo de las
células se tifié con DAPI (azul). Las imagenes mostradas son representativas de al menos tres

experimentos independientes. Tamafio de la barra, 40 um.

Después de la caracterizacion inicial de SUPT7L y OSMR en células
Huh-7, la investigacion se enfoc6 en OSMR debido a que se pudo detectar
tanto al MRNA como a la proteina mediante los protocolos probados.

Primeramente se utilizaron extractos de RNA total de células
infectadas con dengue para determinar mediante RT-PCR en punto final
(Figura 12a) y en tiempo real (Figura 12b) las diferencias en la expresion
de OSMR a las 12, 24 y 48 h postinfeccion. Los resultados muestran que
no fue posible detectar diferencias significativas en la expresion de dicho
mensajero en los tiempos analizados. Sin embargo, se pudo observar que

la tendencia de la media siempre fue al incremento en células infectadas.
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OSMR (150 pb)

GAPDH (227 pb)

Nivel de expresion

Figura 12. Expresion del gen OSMR en células Huh-7 infectadas. Las células
Huh-7 se infectaron (I) o no (NI) con DENV-2 a una MOI de 3y a las 12, 24 y 48 h postinfeccién
se extrajo el RNA total y se determiné el nivel de expresién de OSMR mediante (a) RT-PCR en
punto final y (b) gRT-PCR. Las imagenes mostradas en a) son representativas de los tres
experimentos independientes. Las barras mostradas en b) corresponden a la desviacion

estandar de tres experimentos independientes calculada con el programa GraphPad Prism.
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Por otro lado, se determind la expresibn de OSMR a nivel de
proteina debido a que los miRNAs pueden actuar tanto a nivel de
degradacion de los mMRNAs especificos y/o de la inhibicion de la traduccién,
lo cual sélo podria observarse mediante la deteccion de la proteina. En
este caso se llevo a cabo la deteccidon por inmunofluorescencia y como se
puede observar en la Figura 13, el nivel de expresion de dicha proteina se
ve disminuido en las células infectadas, principalmente a las 12 h
postinfeccién, independientemente de que no existe una disminucion en la
cantidad de mRNA.

Cabe mencionar que la infeccién de las células se verificO mediante
la amplificacién de un fragmento del genoma viral correspondiente a la
proteina NS5 (Figura 14).

12h 24h 48h

NS5 (266 pb)

GAPDH (227pb)

Figura 14. Expresion de NS5 del DENV en células Huh-7 infectadas. Las células
Huh-7 se infectaron (1) o no (NI) con DENV-2 a una MOl de 3y alas 12, 24 y 48 h postinfeccién se

extrajo el RNA total y se analiz6 la expresion del fragmento del genoma viral correspondiente a la
proteina NS5 mediante RT-PCR en punto final.
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Figura 13. Inmunofluorescencia de OSMR en células Huh-7 infectadas. Las
células Huh-7 no infectadas (NI) o infectadas (I) con DENV-2 a una MOl de 3, alas 12, 24y 48 h
postinfeccién se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con el anticuerpo de conejo anti-OSMR vy el
anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488 anti-conejo (verde). El nicleo de las células se tifié con
DAPI (azul). Las imagenes mostradas son representativas de al menos tres experimentos
independientes. Las gréaficas muestran la cuantificacion relativa de fluorescencia de OSMR de cada
condicion en los diferentes tiempos analizados (LAS AF Lite, 2.2.1). Tamafio de la barra, 40 um.
Analisis de la varianza (ANOVA) realizado con el programa GraphPad Prism (*** P < 0.001).

***p < 0.001.
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Con base en los resultados descritos anteriormente, se sugiere que
la expresion de la proteina OSMR se regula en la infeccion, al menos en
parte, en respuesta al aumento de Let-7c en las células infectadas por
dengue. Por ello, se decidié llevar a cabo la transfeccion del mimetizador
de Let-7c y determinar el nivel de expresion de OSMR tanto a nivel de
MRNA como a nivel de proteina.

Los resultados del analisis de RT-PCR en tiempo real de la
expresion del gen OSMR en las células tratadas con el mimetizador de Let-
7c y el mimetizador control se muestran en la Figura 15. Como se puede
observar en la figura no hay diferencias significativas en el nivel de

expresion del MRNA de OSMR en la condicién de transfeccion.

Nivel de expresion

Mim Ctrl Mim Let-7¢

Figura 15. Expresién del gen OSMR en células transfectadas con el

mimetizador de Let-7c. Las células Huh-7 se transfectaron con 50 nM del mimetizador de
Let-7c (Mim Let-7c) y del mimetizador control (Mim Ctrl). 24 h post-transfeccion se extrajo el RNA'y
se determind el nivel de expresion de OSMR mediante gRT-PCR el cual se normalizé utilizando los
valores de expresion del gen de expresion constitutiva GAPDH. En el eje Y se graficd el nivel de
expresion calculado mediante el método de AACt. Las barras corresponden a la desviacion

estdndar de tres experimentos independientes calculada con el programa GraphPad Prism.
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Adicionalmente se determind el nivel expresion de la proteina OSMR
en presencia del mimetizador de Let-7c, y se observé que hay una ligera
disminucion pero no significativa al transfectar el mimetizador del miRNA
Let-7c comparado con el mimetizador control (Figura 16).

Estos resultados sugieren que Let7c puede modular de manera
negativa a OSMR a nivel de proteina aunque no a nivel de mRNA. Cabe
recordar que los miRNAs pueden actuar de cualquiera de estos dos niveles
al unirse a su mRNA blanco.

Como se describié anteriormente, el analisis de la expresién de
OSMR ante la infeccién con virus dengue tampoco mostré diferencias
significativas a nivel de mRNA, sin embargo el nivel de expresiéon de la
proteina si se ve disminuido significativamente en las células infectadas a
las 12 h.

Lo anterior sugiere que el miRNA Let-7c afecta a OSMR mediante la
inhibicion de la traduccion, asi mismo se puede postular que la disminucion
de la proteina OSMR ante la infeccion con virus dengue podria deberse a

la accion del miRNA Let-7¢c que aumenta en condiciones de infeccion.
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Cuantificacion relativa

Figura 16. Inmunofluorescencia de OSMR en células transfectadas con el

mimetizador de Let-7c. Las células Huh-7 se transfectaron con 50nM del mimetizador de Let-7¢c
(Mim Let-7¢) o del mimetizador control (Mim Ctrl) y a las 24 h post-transfeccién se fijaron, se
permeabilizaron y se tifieron con el anticuerpo de conejo anti-OSMR y el anticuerpo secundario
acoplado a Alexa 488 anti-conejo (verde). El nucleo de las células se tifi6 con DAPI (azul). Las
imagenes mostradas son representativas de tres experimentos independientes. Las graficas muestran
la cuantificacion relativa de fluorescencia de OSMR (Leica Application Suite, Advanced Fluorescence

Lite, 2.2.1) de cada condicion. Tamafio de la barra, 40 um.
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DISCUSION

Se han identificado varios miRNAs que muestran alteraciones en su
expresion tras la infeccién con virus dengue (Escalera, 2011). Uno de estos
miRNAs, Let7c, se induce fuertemente tras la infeccion con este virus.

Let-7c pertenece a la familia conservada Let-7 que codifica 13
mMiRNAs homélogos localizados en regiones genomicas frecuentemente
alteradas o suprimidas en cénceres humanos (Johnson et al., 2007;
Nadiminty et al., 2012). Se ha mostrado que miembros de Let-7 regulan los
niveles de expresion de oncogenes como HMGA2, RAS y Myc, asi como
genes involucrados en regulacion del ciclo celular, division celular
(Nadiminty et al., 2012), diferenciacion, embriogénesis (Park et al., 2007),
proliferacion y apoptosis (Qin et al., 2012). En particular, Let-7c se
considera que funciona como supresor de tumor, al observarse que inhibe
el crecimiento de tumores de prostata tanto in vitro como in vivo, y que los
niveles de este miRNA son bajos en muestras clinicas de cancer de
prostata (Nadiminty et al., 2012). Estas observaciones sugieren que la
reconstitucion de dicho miRNA podria tener efectos benéficos en cancer
reduciendo la proliferacion y supervivencia de células tumorales (Nadiminty
et al, 2012), asi como en otras enfermedades tales como la
arterioesclerosis (Qin et al., 2012).

Debido a que el miRNA Let-7c es el que tiene un mayor aumento
ante la infeccién por virus dengue en células Huh-7 (Escalera, 2011), y que
es considerado como probable factor pro-apoptético o supresor de tumor
(Nadiminty et al., 2012), quisimos investigar si al infectar dicha linea celular
o al aumentar la expresion de Let-7c se inducia la muerte celular por
apoptosis.

Primeramente, se determin6 que las células Huh-7, analizadas en el
presente trabajo, no mostraron diferencias en el nivel de apoptosis cuando
se compararon las células no infectadas con las infectadas usando DENV-2
a una MOI de 3 o 5. Esto difiere con lo observado en otros tipos celulares
en los que se ha determinado que a 48 h postinfeccidén existe un aumento

en la apoptosis de las células infectadas (Marinneau et al., 1997; Shafee y
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AbuBakar, 2003; Matsuda et al., 2005; Palmer et al., 2005; Liao et al.,
2010).

Analizando por separado los niveles de apoptosis ante la infeccion
con dengue por la via extrinseca (caspasa 8) o por la via intrinseca
(caspasa 9) tampoco se detectaron diferencias entre las células no
infectadas e infectadas desde las 12 hasta 48 horas postinfeccion.

En estudios con otras lineas celulares se han observado diferencias
en los niveles de apoptosis entre las células no infectadas e infectadas con
condiciones de tiempo y multiplicidad de infeccion similares a las utilizadas
en el presente estudio (Despres et al., 1996; Matsuda et al., 2005; Palmer
et al., 2005; Liao et al., 2010). Después de revisar dichos reportes podemos
observar que la diferencia con estos resultados podria deberse, en parte, a
las caracteristicas intrinsecas de las lineas celulares, pues se ha reportado
gue varios factores como la linea celular o el tipo de tejido examinado
pueden afectar la deteccion de los eventos apoptéticos (Sundquist et al.,
2006). En estudios de muestras de higado infectadas con virus dengue, al
analizar y comparar la presencia de antigenos virales o de genoma viral, se
ha observado que los resultados son discordantes, proponiendo que esto
puede reflejar diferencias metodologicas o diferencias inherentes al
tropismo tisular del virus utilizado (Smith et al., 2009).

Se ha sugerido que algunos eventos apoptéticos pueden ser
subestimados porque la linea celular o el tejido de interés no expresa la
proteina necesaria para su deteccion (Sundquist et al., 2006). Por ejemplo,
la linea celular de cancer de mama MCF-7 carece de un producto del gen
caspasa 3 funcional, asi que la apoptosis puede ser subestimada por
ensayos que utilizan sustratos DEVD (Asp(OMe)-Glu(OMe)-Val-Asp(OMe))
para detectar la actividad de caspasas 3/7 (Sundquist et al., 2006). En este
trabajo se trat6 de descartar este fenomeno al analizar los niveles de
induccién de apoptosis por distintos métodos que indican la activacion por
distintas vias mediante la utilizacion de sustratos de caspasa 8, sustratos
de caspasa 9, y la deteccion de fosfatidilserina expuesta en la superficie

celular.
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Ademas, al incluir el peréxido de hidrégeno (H20,) como control
positivo de induccion de apoptosis, se comprob6 que esta linea celular no
es refractaria a la induccion de muerte celular programada. Por ello
sugerimos que en las células Huh-7 infectadas pueden existir mecanismos
gue estén inhibiendo la apoptosis. Se ha reportado que la infeccién por
virus dengue induce muerte celular apoptética y que esta implicada como
mecanismo citopatolégico (Catteau et al., 2003; Shafee et al.,, 2003;
Matsuda et al., 2005; Liao et al., 2010), pero se sugiere que no es un efecto
generalizado a todos los tipos celulares. En un estudio realizado por Mc
Lean y colaboradores (2011) se observdé que DENV-2 y el virus Modoc
(flavivirus murino) inducen apoptosis en macréfagos pero no en células
MDCK (epiteliales de rifion), 293T (fibroblastos de rifion humano), HelLa
(carcinoma humano) y Vero (fibroblastos de rindn de mono verde), ni en
fibroblastos primarios embrionicos de raton Swiss Webster. Estos
resultados, obtenidos a altas multiplicidades de infeccion (desde MOI 10
hasta 1,190) y tiempos post-infeccion tardios (desde 24 hasta 288 horas),
lo cual sugiere que dichos virus pueden activar sefiales pro-supervivencia
(Mc Lean et al., 2011). En particular, en el estudio mencionado, se identifico
a la proteina no estructural NS4A de DENV-2 y Modoc como un mediador
viral del aumento de autofagia y proteccion contra la muerte celular, en un
mecanismo dependiente de PI3K el cual es importante para la replicacion
del flavivirus en células epiteliales renales (McLean et al., 2011). Con ello
se ha propuesto relacionar la infeccion persistente de flavivirus en
hepatocitos y células epiteliales con el hecho de que no sufren muerte
celular (McLean et al., 2011).

Se ha sugerido que el aumento de apoptosis ante la infeccién con
dengue no es dependiente de p53 dado que la muerte celular se induce
tanto en lineas celulares que expresan p53 como en las que tienen esta via
suprimida, HepG2 y Hep3B respectivamente (Thongtan et al., 2004). Sin
embargo dicha induccion es marcadamente diferente entre éstas, siendo
de hasta el 90% de células en apoptosis en las Hep3B comparada con
solamente el 20% de las células HepG2 al dia 5 postinfeccién (Thongtan et

al., 2004). En este mismo estudio se observo que al dia 7 postinfeccion
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todas las células Hep3B habian muerto y que la progenie viral fue nueve
veces mayor que la de la linea celular que tiene p53 normal (HepG2), la
cual sobrevivio hasta 3 meses. Estos resultados sugieren que, mientras la
induccion de apoptosis en células hepéticas es mediada por una via no
regulada por p53, dicha proteina podria jugar un papel en restringir el nivel
de progenie viral por debajo del nivel critico en el que la apoptosis es
activada (Thongtan et al., 2004).

La linea celular Huh-7 tiene el gen p53 mutado y se ha observado
gue expresa niveles altos de proteina comparada con otras lineas celulares
hepéticas (Bressac et al., 1990; Hsieh et al., 2003). Se sugiere que estos
niveles elevados de la proteina p53 se deben al aumento en su estabilidad
al tener una vida media prolongada. Esto puede ser resultado de la union
de la p53 mutada con una proteina de 70 kDa de la familia de las de
choque térmico (Bressac et al., 1990). En el presente estudio se pueden
asociar los niveles elevados de p53 en la linea celular Huh-7 con el papel
propuesto de que este gen es importante para la restriccion del nivel de
progenie viral por debajo del nivel critico en el que se activa la apoptosis.

Se ha mostrado que en respuesta a la acumulacion de proteinas
virales en el Reticulo Endoplasmico (RE) ante la infeccion por virus
dengue, se induce estrés del RE y éste contribuye a la muerte celular
apoptética (Després et al., 1996). Se sugiere que en este proceso esta
implicada la activacion de NF-kB (Marinneau et al.,, 1997). Resulta
interesante que al exponer a las células Huh-7 a estrés oxidativo con H,O»,
se produce un incremento en la muerte celular programada, pero al activar
constitutivamente NF-kB se inhibe la apoptosis (Qiao et al., 2006). Por otro
lado, en un estudio llevado a cabo por Matsuda y colaboradores (2005), se
observo que la induccidén de apoptosis ante la infeccidn con virus dengue
de células HepG2, requiere la actividad transcripcional de NF-kB que
controla la induccién de la expresion de Apo2L/TRAIL.

Se propone que el efecto de NF-kB como protector o promotor de
muerte celular depende de la naturaleza de los estimulos, tipo celular,

genes blanco y en qué medida éstos son activados o inhibidos, y si otras
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vias de sefializacion son coactivadas por otros factores de transcripcion
(Qiao et al., 2005).

NF-kB también regula a FasL que contiene en su promotor
elementos de respuesta a este factor de transcripcion (Matsuda et al.,
2005). En la induccion de apoptosis ante la infeccion con DENV-2, en
células HepG2 no se induce la expresion de FasL (Matsuda et al., 2005),
sin embargo, en células endoteliales vasculares si se incrementa la
expresion de FasL por lo que se propone que la via FasL/Fas esta
involucrada en la apoptosis inducida por la infeccion en este tipo celular
(Liao et al., 2010).

Cabe mencionar que Apo2L/TRAIL y FasL activan receptores de
muerte celular participando de esta manera en la via extrinseca de
apoptosis (Matsuda et al., 2005). Por lo anterior, seria interesante analizar
la modulacién de NF-kB y sus genes blanco en la linea celular Huh-7 y su
relacion con la no activacion de la apoptosis ante la infeccién con virus
dengue.

Un estudio reciente llevado a cabo por Li y colaboradores (2012)
sugiere que la proteina CAML (modulador de calcio y ligando de ciclofilina,
por sus siglas en inglés) modula el proceso de apoptosis y favorece la
produccion viral en células Huh-7 infectadas con DENV-2 (MOI de 0.1). En
dicho estudio se observo que al silenciar CAML en las células infectadas se
induce la activacion de apoptosis, y por el contrario, cuando se aumenta la
expresion de CAML los niveles de apoptosis disminuyen. Asi, el aumento
de CAML (que interactia con la proteina C de DENV) a partir de las 6 h
post-infeccion se ha relacionado con la inhibicion de apoptosis detectada a
partir de las 36 h post-infeccién. Por otro lado, se sugiere que al regular
CAML los niveles intracelulares de calcio, los virus pueden usar esta
propiedad para elevar los niveles de calcio citosélico y proteger asi a las
células del dafio a la mitocondria y de la apoptosis; por lo tanto, se crea un
microambiente adecuado para la produccion y replicacion eficiente del virus
dengue (Li et al., 2012). Estos resultados son consistentes con los del
presente trabajo en cuanto a que no hay una activacion de la via de

apoptosis en células Huh-7 ante la infeccién por virus dengue, sin embargo,
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el trabajo de Li y colaboradores (2012) se realizé con una MOI de 0.1, que
comparada con los demas trabajos de apoptosis e infeccion con DENV es
muy baja (Shafee et al., 1996; Marinneau et al., 1997; Thongtan et al.,
2004; Palmer et al., 2005; Liao et al., 2010; Nagila et al., 2013).

El analisis comparativo de los efectos de la infeccion por virus
dengue en distintos tipos celulares ayuda a comprender las vias de
sefalizacion involucradas en la induccion de la expresion genética y su
relacion con la apoptosis, asi como conocer los mecanismos por los que
los virus inducen muerte celular y enfermedad (Matsuda, 2005).

Después de determinar el efecto que tiene la infeccion en la linea
celular Huh-7 se realizaron los ensayos de transfeccion del mimetizador de
Let-7c con la finalidad de obtener un aumento de Let-7c utilizando como
control la transfeccion de un mimetizador que no tiene blanco predicho
entre los MRNAs de humano. Los resultados obtenidos muestran que no
existen diferencias significativas en los niveles de apoptosis de las células
Huh-7 transfectadas con el mimetizador de Let-7c comparadas con el
mimetizador control, sugiriendo que el mIRNA Let-7c no tiene un efecto

directo en el porcentaje de células apoptoéticas en esta linea celular.

En una investigacion realizada por Shimizu y colaboradores (2010),
se demostré6 que la sobreexpresion de Let-7c regula negativamente la
expresion de Bcl-xL en lineas celulares y tejidos hepaticos, e induce
apoptosis en sinergia con un farmaco anti-cancer (sorafenib) que tiene
como blanco la proteina anti-apoptética de la familia de Bcl-2, Mcl-1. En
otro estudio se observo que Let-7c contribuye a la apoptosis de células
endoteliales inducida por ox-LDL (lipoproteina de baja densidad oxidizada)
mediante la supresion de Bcl-xL (Qin et al, 2012). En conjunto estos
resultados sugieren que el miRNA Let-7c puede sensibilizar a las células a
sufrir apoptosis, pero por si mismo no provoca un aumento en los niveles

de muerte celular programada.
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En el presente estudio también se analizé de dos maneras el efecto
de Let-7c sobre su probable blanco OSMR, primero en células infectadas
con DENV-2 (en donde se da un aumento de Let-7c) y posteriormente en
células transfectadas con el mimetizador de Let-7c.

El receptor de OSM se ha descrito que funciona en diversos
procesos biol6gicos como en la regulacion del crecimiento, diferenciacion,
expresion génica, y supervivencia celular, en muchos tipos celulares
(Tanaka y Miyajima, 2003).

Se sugiere que OSM podria estar actuando como citocina junto con
IFN-a en la defensa contra patdégenos (Larrea et al., 2009). En el estudio
realizado por Larrea y colaboradores (2009) se observé que OSM reduce la
carga viral en células Huh-7 infectadas con HCV o de la hepatitis A en
sinergia con IFN-a. Dichos autores mostraron que OSM participa en la
induccion de STAT1, STAT3 y Jakl; asi como en la activacion de p38
MAPK, lo que podria contribuir a aumentar la expresion de genes sensibles
a IFN-a en las células infectadas. Entre los genes inducidos por IFN-a y
OSM observaron enriquecimiento de categorias biolégicas que incluyen
genes antivirales, genes involucrados en presentacion antigénica, y genes
gue codifican factores inmunoreguladores clave. Se sugiere que este efecto
podria ser relevante para la limpieza mediante el sistema inmune de las
células infectadas con virus (Larrea et al., 2009).

OSM esta implicado en multiples funciones a veces divergentes en
varios tipos celulares (Fossey et al., 2011). Puede activar preferencialmente
a STAT3 para inhibir el crecimiento en células de melanoma,
coriocarcinoma, astrocitoma y células epiteliales mamarias, potenciando la
apoptosis (Tiffen et al., 2008); también se ha mostrado que OSM puede
promover la sensibilizacion de apoptosis en osteosarcoma (Chipoy et al.,
2007) y la inhibicién de adipogénesis en células 3T3-L1 en ambos casos
mediante la activacién de STAT5 (Miyaoka et al., 2006).

Por otro lado, en células Kupffer activadas participa en la
regeneracion del higado promoviendo la proliferacion de hepatocitos,
inhibiendo la apoptosis, y aumentando la formacion de uniones adherentes

y la maduracion de hepatocitos (Znoyko et al.,, 2005); y también esta
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involucrado en el remodelamiento de hueso en parte mediante la
estimulacion de la diferenciacion y activacién de osteoblastos (Fossey et
al., 2011).

Debido a que OSMR tiene una alta expresion en células de linaje
hepatocelular y que esta implicado en la defensa de células de higado
contra infecciones virales (Larrea et al., 2009) asi como en la apoptosis, en
el presente estudio analizamos en primer lugar la modulacion de este
receptor ante la infeccién con virus dengue.

Los resultados muestran que OSMR a nivel de mRNA no sufre
cambios significativos en su expresion ante la infeccidon con virus dengue,
sin embargo, a nivel de proteina detectamos que el nivel de expresiéon
disminuye en las células infectadas. Esto sugiere que OSMR es modulado
mediante inhibicion de la traduccion cuando las células son infectadas con
virus dengue.

Al ser OSMR un blanco predicho de Let-7c, y con los antecedentes
de que Let-7c aumenta su expresion ante la infeccion por dengue
(Escalera, 2011), analizamos los niveles de OSMR cuando se
sobreexpresa Let-7c¢ utilizando el sistema de transfeccion de mimetizadores
para dicho miRNA. El aumento en la expresion de Let-7c en las células
Huh-7, no se indujeron cambios en el nivel de mMRNA de OSMR pero si hay
una ligera disminucion a nivel de proteina. Esto indica que el miRNA Let-7¢
puede modular de manera negativa a OSMR a nivel de proteina aunque no
tiene efecto sobre el nivel de expresion de mRNA. A este respecto, se ha
mostrado que los miRNAs pueden actuar a nivel de degradacion de los
MRNAs especificos y/o de la inhibicion de la traduccion (Fabian et al.,
2010), por lo tanto, con base en los resultados descritos anteriormente,
sugerimos que el miRNA Let-7c tiene efecto sobre OSMR mediante la
inhibicion de la traduccion.

Los resultados del andlisis de la modulacion de OSMR cuando se
aumenta la expresion de Let-7c correlacionan con los obtenidos ante la
infeccion con virus dengue al no observarse diferencias a nivel de mRNA
pero si a nivel de la proteina. Por ello sugerimos que la disminucion de la

proteina OSMR ante la infeccién con virus dengue podria deberse, al
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menos en parte, a la accion del miRNA Let-7c que aumenta en condiciones
de infeccidn.

Para determinar si OSMR es efectivamente un blanco directo de Let-
7c seradn necesarios experimentos adicionales como, por ejemplo, la
clonacion de la 3’'UTR del mRNA de OSMR en un vector reportero que
permita monitorear la expresién del gen en condiciones de transfeccion de
Let-7c.

También seria interesante analizar en esta linea celular los efectos
gue pueda tener por si solo el aumento o la inhibicién de la expresion de

OSMR en la infeccion por virus dengue.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se analizaron los niveles de muerte celular
programada en la linea celular Huh-7 ante la infeccidon con virus dengue
serotipo 2 y no se observdé modulacién ante la infeccion.

Se evaluaron los niveles de apoptosis a distintos tiempos post-
infeccion y mediante diferentes metodologias para caracterizar los efectos
de la infeccidn por virus dengue de una manera mas amplia.

Después del analisis de resultados se podria sugerir que en las
células Huh-7 existen mecanismos celulares y/o virales que estan
inhibiendo el aumento de la apoptosis en las células infectadas.

Los niveles elevados de p53 en la linea celular Huh-7 se podrian
asociar con el papel propuesto para este gen en la restriccion de la
cantidad de progenie viral por debajo del nivel critico en el que se activa la
apoptosis.

Los niveles de apoptosis ante el aumento exdgeno de la expresion
del miRNA Let-7c (tratando de reproducir lo que ocurre en infeccion) se
analizaron para investigar si se producen cambios. Al no observar
diferencias entre las distintas condiciones, sugerimos que este miRNA no
tiene un efecto directo en el porcentaje de células apoptéticas o hay otro
mecanismo que bloquea la apoptosis.

El efecto del miRNA Let-7c sobre su probable blanco predicho
OSMR sugiere fuertemente que OSMR es modulado por este miRNA
mediante inhibicion de la traduccion. Los resultados también sugieren que
ante la infeccion con el virus dengue, la expresion de la proteina OSMR es
modulada mediante inhibicion de la traduccion.

La disminucion de la proteina OSMR ante la infeccion con virus
dengue podria deberse, al menos en parte, a la accion del miRNA Let-7c
gue aumenta en condiciones de infeccién.

En el presente trabajo se proporciona el andlisis de los niveles de
apoptosis ante la infeccibn con virus dengue 2 mediante varias
metodologias y en distintos tiempos post-infeccion, asi como la relacion del

aumento del miRNA Let-7c en infeccién con la modulacion de OSMR. Con
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ello se aportan datos que contribuyen al estudio de la relacion patégeno

hospedero desde un enfoque molecular.
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Modulacion de miRNAs ante la infeccion por dengue. Nivel de expresion de los microRNAs que se modulan

de manera diferencial ante la infeccidon por dengue en células hepéticas humanas Huh-7. El andlisis se realiz6 12, 24y 48 h
postinfeccién (Escalera, 2011).
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