
 

 
 

Universidad Autónoma de la Ciudad de México 
Nada Humano me es ajeno 

 
 
 

MAESTRÍA EN CIENCIAS GENÓMICAS 
 

______________________________________ 
 

Efecto del miRNA-199b en el ciclo replicativo del virus 
del dengue 

 

T     E     S     I     S 
QUE    PARA    OBTENER    EL    GRADO    DE 

MAESTRO     EN     CIENCIAS     GENÓMICAS 
P        R        E        S        E        N        T        A 

Méd. HORACIO EMMANUEL FONSECA SÁNCHEZ 
 
 

DIRECTORA DE TESIS 
 

DRA. ROSA MARTHA EUGENIA YOCUPICIO MONROY 
 
 
 
 
 

MÉXICO, D.F.                                                                                    SEPTIEMBRE 2009 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

SISTEMA BIBLIOTECARIO DE INFORMACIÓN 

Y DOCUMENTACIÓN 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE LA CIUDAD DE MÉXICO 

COORDINACIÓN ACADÉMICA 

 

RESTRICCIONES DE USO PARA LAS TESIS DIGITALES 

 

DERECHOS RESERVADOS© 

 

 

La presente obra y cada uno de sus elementos está protegido por la Ley Federal del Derecho 

de Autor; por la Ley de la Universidad Autónoma de la Ciudad de México, así como lo 

dispuesto por el Estatuto General Orgánico de la Universidad Autónoma de la Ciudad de 

México; del mismo modo por lo establecido en el Acuerdo por el cual se aprueba la Norma 

mediante la que se Modifican, Adicionan y Derogan Diversas Disposiciones del Estatuto 

Orgánico de la Universidad de la Ciudad de México, aprobado por el Consejo de Gobierno el 

29 de enero de 2002, con el objeto de definir las atribuciones de las diferentes unidades que 

forman la estructura de la Universidad Autónoma de la Ciudad de México como organismo 

público autónomo y lo establecido en el Reglamento de Titulación de la Universidad 

Autónoma de la Ciudad de México. 

 

Por lo que el uso de su contenido, así como cada una de las partes que lo integran y que 

están bajo la tutela de la Ley Federal de Derecho de Autor, obliga a quien haga uso de la 

presente obra a considerar que solo lo realizará si es para fines educativos, académicos, de 

investigación o informativos y se compromete a citar esta fuente, así como a su autor ó 

autores. Por lo tanto, queda prohibida su reproducción total o parcial y cualquier uso 

diferente a los ya mencionados, los cuales serán reclamados por el titular de los derechos y 

sancionados conforme a la legislación aplicable. 
 
 
 
 



COMITÉ TUTORIAL 

 

 

DIRECTORA 
 

Dra. Rosa Martha Eugenia Yocupicio Monroy 

Profesora Investigadora.  Posgrado en Ciencias Genómicas.  

Universidad Autónoma de la Ciudad de México. 

 

ASESORES 

Dra. Rosa Maria del Ángel Núñez de Cáceres 

Profesora Titular. Departamento de Infectómica y Patogénesis Molecular.  

CINVESTAV-IPN. 

 

Dra. Selene Zárate Guerra 

Profesora Investigadora. Posgrado en Ciencias Genómicas.  

Universidad Autónoma de la Ciudad de México. 

 

Dr. Mauricio Castañón Arreola 
Profesor Investigador. Posgrado en Ciencias Genómicas. 

Universidad Autónoma de la Ciudad de México. 

 

Dr. Juan Ludert León 
Profesor Titular. Departamento de Infectómica y Patogénesis Molecular.  

CINVESTAV-IPN. 
 

 
 

 

 
 

 



 El presente proyecto de investigación fue realizado gracias al apoyo 

académico y económico que me otorgó la Universidad Autónoma de la Ciudad 

de México, a la cual agradezco. 

 

 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio 1 del Posgrado en 

Ciencias Genómicas de la Universidad Autónoma de la Ciudad de México bajo 

la dirección de la Dra. Rosa Martha Eugenia Yocupicio Monroy así como en el 

Laboratorio de la Dra. Rosa Ma. Del Ángel del Depto. de Infectómica y 

Patogénesis Molecular del CINVESTAV-IPN.  

 

Esta tesis se llevó a cabo gracias al financiamiento por parte de la 

Universidad Autónoma de la Ciudad de México y el Consejo Nacional de 

Ciencia y Tecnología (proyecto SEP-CONACyT 60282).  

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 



A Reyna, David, Mario

iv



Índice

Índice v

Lista de Tablas vii

Lista de Figuras viii

Lista de Abreviaturas i

Resumen iv

Agradecimientos vi

1. Introducción 1
1.1. El virus del dengue . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

1.1.1. Clasificación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.1.2. Epidemiología . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
1.1.3. Ciclo infeccioso urbano y selvático . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.1.4. Fiebre por dengue . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.1.5. Estructura y organización genómica . . . . . . . . . . . . . . . 6
1.1.6. Características de las proteínas virales . . . . . . . . . . . . . 9
1.1.7. Ciclo de replicación de DENV . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.1.8. Tropismo celular . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

1.2. Los miRNAs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
1.2.1. Procesos biológicos en los que participan los miRNAs . . . . . 18
1.2.2. Biogénesis de los miRNAs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
1.2.3. Regulación genética por miRNAs . . . . . . . . . . . . . . . . 21
1.2.4. Mecanismo de acción . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
1.2.5. Identificación de miRNAs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25

v



2. Antecedentes 27
2.1. MicroRNAs y Regulación del ciclo de replicación viral . . . . . . . . . 27

2.1.1. Virus de la Hepatitis C y miRNA-122 . . . . . . . . . . . . . . 27
2.1.2. Otros miRNAs endógenos y exógenos pueden regular la repli-

cación de virus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.2. Importancia del Estudio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

3. Hipótesis 32

4. Objetivos 33
4.1. Objetivo General . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
4.2. Objetivos particulares . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

5. Materiales y Métodos 34
5.1. Estrategia Experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

5.1.1. Determinación del miRNA candidato . . . . . . . . . . . . . . 34
5.1.2. Cuantificación de la expresión del miRNA-199b macrófagos no

infectados e infectados con DENV-4. . . . . . . . . . . . . . . 36
5.1.3. Cuantificación del miRNA-199b por RT-PCR en Tiempo Real. 39
5.1.4. Transfección de los mimetizadores e inhibidores del miRNA-

199b en las células U937. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
5.1.5. Extracción de RNA total de los cultivos celulares. . . . . . . . 42
5.1.6. Determinación de la eficiencia de la replicación viral. . . . . . 43

6. Resultados 46
6.1. Selección de un miRNA candidato . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
6.2. Expresión del miRNA-199b en cultivo primario de macrófagos y en la

línea celular U937 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
6.3. Perfil de expresión del miRNA-199b durante la infección con DENV-4

en cultivo primario de macrófagos y en la línea celular U937. . . . . . 51
6.4. Efecto de los mimetizadores e inhibidores del miRNA-199b en la repli-

cación DENV-4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
6.4.1. Determinación del efecto de los mimetizadores e inhibidores del

miRNA-199b en el ciclo de replicación del DENV-4 . . . . . . 57

7. Discusión y análisis de resultados 61

8. Conclusiones 66

Bibliografía 68

vi



Índice de cuadros

1.1. Principales funciones de las proteínas codificadas por el DENV. . . . 10

5.1. Iniciadores evaluados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real en la

detección del miRNA-199b . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

5.2. Iniciadores utilizados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real para

la detección de DENV-4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

6.1. Determinación con el programa ViTA de miRNAs con MREs en DENV-

4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

6.2. miRNAs con blanco conservado en la 3’UTR de DENV-4 . . . . . . . 48

6.3. Datos descriptivos de los niveles basales del miRNA-199b en cultivo

primario de macrófagos humanos en el perfil de infección con DENV-4 52

6.4. Análisis estadístico del perfil de expresión del miRNA-199b en células

U937 a diferentes cinéticas de infección . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

vii



Índice de figuras

1.1. Mapa de distribución geográfica global del DENV y de su vector Aedes

aegypti. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3

1.2. Ciclo urbano y enzoótico de propagación viral. . . . . . . . . . . . . . 4

1.3. Representación esquemática de la organización genómica del DENV. . 7

1.4. Procesamiento de la poliproteína del DENV para generar las proteínas

estructurales y no estructurales. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.5. Ciclo de replicación del DENV. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

5.1. Estrategia experimental General . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

5.2. Esquema de la amplificación de miRNAs por el método de miRVana . 41

6.1. RT-PCR de punto final para amplificar el miRNA-199b y 5S rRNA. . 49

6.2. Determinación del nivel de expresión basal del miRNA-199b en cultivo

primario de macrófagos y en la línea celular U937. . . . . . . . . . . . 50

6.3. Perfil de expresión del miRNA-199b en cultivo primario de macrófagos

durante una cinética de infección con DENV-4. . . . . . . . . . . . . 52

6.4. Perfil de expresión del miRNA-199b en células U937 durante una ciné-

tica de infección con DENV-4. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

6.5. RT-PCR punto final para amplificar DENV-4, HPRT1, PPI-A y 18S

rRNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

6.6. Productos de amplificación de la RT-PCR en tiempo real del genoma

viral. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57

viii



6.7. Productos de amplificación de la RT-PCR en tiempo real del gen de

expresión constitutiva. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58

6.8. Efecto de los inhibidores y mimetizadores del miRNA-199b en el ciclo

replicativo de DENV-4. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

6.9. Efecto del miRNA-199b en el ciclo replicativo del DENV-4 en cada

serie experimentos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60

ix



Lista de Abreviaturas

eIF − 1α Factor de inicio de la traducción eucarionte

◦C Grados centígrados

µl microlitros

µn micromolar

18s rRNA Gen del RNA ribosomal 18S

3UTR Región no traducible 3 prima

5s rRNA Gen del RNA ribosomal 5S

A2-4 Áreas conservadas(secuencias con estructura secundaria conservada)

ADE Potenciación dependiente de anticuerpos

CM Membranas confluentes

CS Secuencia de Ciclización

DB Con morfología de pesa

DENV Virus del Dengue

DHF Fibre hemorrágica por dengue

h horas

i



HIV Virus de la inmunodeficiencia humana

HPRT-1 Gen de la Hipoxantina fosforibosil transferasa-1

IFN Interferon

JEV Virus de la encefalitis japonesa

MER Elemento de reconocimiento a miRNA

min minutos

miRNA microRNA, también puede ser llamado miR

nM Nanomolar

NS No estructural

nts nucleótidos

pb pares de bases

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

PCR-RT Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real

PFV-1 Virus espumoso de primate tipo 1

PPI-A Gen de la Peptidil-isomerasa-A también conocida como Ciclofilina-A

RISC Complejo de silenciamiento inducido por RNA

s segundos

SFB Suero fetal bovino

SL Tallo burbuja

SV40 Virus Simiano 40

ii



Tm Temperatura de fusión

TRBP Proteína de unión de elemento TAR

UAR Región río arriba al ATG

v-miRNAs microRNAs exógenos de origen viral

VP Paquete Vesicular

VR Región Variable

WNV Virus del Oeste del Nilo

YFV Virus de la Fiebre Amarilla

iii



Resumen

La infección por el virus del dengue activa diversos procesos en la célula hués-

ped, los cuales buscan inhibir el ciclo replicativo del virus y así la diseminación de la

infección. Entre los mecanismos de defensa antiviral que se han descrito más recien-

temente, se encuentran los miRNAs, cuya función es modular la expresión genética

mediante el bloqueo de la traducción y en algunos casos también la degradación de

los RNA mensajeros. Las funciones asociadas a los miRNAs se inician por la interac-

ción de dichos RNAs pequeños principalmente en la 3’UTR (del inglés, untranslated

region) del transcrito blanco.

En el presente trabajo, se planteó investigar la posible regulación por parte de

los miRNAs sobre el ciclo replicativo del virus dengue y para ello mediante búsqueda

bioinformática se identificó miRNAs con probables blancos sobre la región 3’UTR del

virus. A partir de este análisis se seleccionó un miRNA para desarrollar el proyecto.

El miRNA elegido fue 199b ya que se predijo una interacción con una secuencia

indispensable para la viabilidad viral.

Primeramente, se obtuvo el perfil de expresión del miRNA en cultivos de macró-

fagos humanos en una cinética de infección. Los resultados indican que la infección

viral produce cambios en la expresión del miRNA.

Para definir el efecto de dicho miRNA en el ciclo replicativo viral, la células se

transfectaron con mimetizadores e inhibidores de su función, se infectaron con el

virus del dengue y se determinó la eficiencia de replicación del virus mediante RT-

PCR en tiempo real. Los resultados obtenidos muestran una tendencia decreciente en

el número de copias virales cuando se transfecta el mimetizador y lo contrario en el

iv



caso del inhibidor, sin embargo, estas tendencias no son significativas.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. El virus del dengue

1.1.1. Clasificación

El DENV es un patógeno del grupo IV de Baltimore que taxonómicamente está

incluido en la familia Flaviviridae y en el género Flavivirus [1, 2]. Serológicamente se

distinguen 4 tipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4 que fueron

agrupados a partir de reacciones de neutralización con anticuerpos contra la proteína

de la envoltura viral [3, 4]. Se han descrito distintos genotipos del virus del dengue que

corresponden a un virus aislado y secuenciado de algún brote epidémico destacándose

el Americano, el Asiático-Americano, el del Sudeste de Asia y el Cosmopolita. Por

genómica comparativa se ha encontrado alrededor de 30% de divergencia entre los

distintos serotipos de DENV a nivel de la secuencia codificante [5].

1.1.1.1. Familia Flaviviridae

Desde que Walter Reed demostró la capacidad de transmisión del virus de la fie-

bre amarilla (YFV) en humanos por mosquitos infectados, se despertó un gran interés
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por estudiar virus con este tipo de ciclo infeccioso [6]. Los virus de la familia Flavi-

viridae(del latin flavus amarillo) se compone de tres géneros: Flavivirus, Pestivirus,

Hepacivirus y un grupo de virus aún sin clasificar denominados agentes GB [2].

Anteriormente la familia Flaviviridae junto con otras como la Togaviridae o Bun-

yaviridae fueron clasificados como miembros de un grupo denominado Arbovirus (del

inglés arthropod–born virus) dentro de la familia Togaviridae debido a que compartían

características físico-químicas con virus de esta familia. Casals y Brown separaron por

primera vez a la familia Flaviviridae del resto de los Arbovirus en el grupo B [7]. Pos-

teriormente cuando se describieron con mayor detalle: genes, estructura y ciclo de

replicación virales, se hizo evidente que la familia Flaviviridae representa un grupo

evolutivo distinto y debía ser agrupada aparte [5].

El género Flavivirus esta compuesto de 73 virus de los cuales 34 son transmi-

tidos por picadura de mosquito, 17 por garrapata, y el resto son agentes zoonóticos

transmitidos por vectores desconocidos trasmitidos a ratones y murciélagos. Cuarenta

especies de la familia Flaviviridae han sido asociadas con alguna enfermedad humana,

de los cuales 22 (incluyendo al DENV), son trasmitidos por picadura de mosquito, 13

por garrapata y 5 más de los que no se conoce su vector [5].

A pesar de que los miembros de esta familia de virus son muy similares exhi-

ben propiedades biológicas diferentes y carecen de reactividad cruzada a anticuerpos

neutralizantes [8].

1.1.2. Epidemiología

El dengue es una enfermedad viral transmitida al humano por el piquete del mos-

quito del género Aedes sp. y se estima que 50-100 millones de personas se infectan con
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este virus alrededor del mundo. El riesgo de infección es muy alto, ya que aproximada-

mente 2.5 mil millones de personas viven en regiones tropicales y subtropicales, donde

el DENV es endémico. A esta cantidad deben sumarse casi alrededor de 120 millones

de turistas que visitan estas áreas cada año [9]. Debido a que la mayor parte de las

infecciones por DENV pueden ser asintomáticas, es muy probable que el reporte de

casos se encuentre subdiagnosticado.

Desde 1999, la Organización Mundial de la Salud considera a la infección por

DENV un problema de salud pública y a partir de 2005 la incluye como una enfer-

medad emergente de importancia internacional. El DENV y sus vectores ocupan las

regiones del sudeste de Asia, América así como islas del oeste del Pacífico que se han

expandido geográficamente en las últimas tres décadas como resultado de cambios

demográficos, optimización en los medios de transporte, el cambio climático así como

la falla en las medidas de control (Figura1.1) [9].

Figura 1.1: Mapa de distribución geográfica global del DENV y de su vector Aedes
aegypti [9].
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Los cuatro serotipos del DENV circulan en la región panamericana siendo DENV-

2 el mas extendido seguido de DENV-1, abarcando una región similar comprendida

desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina. Los serotipos DENV-3 y DENV-4

afectan regiones menos extensas. En México, los serotipos que principalmente circulan

son DENV-1, DENV-2 y DENV-3 [10].

1.1.3. Ciclo infeccioso urbano y selvático

En 1906 se demostró por primera vez que la transmisión del DENV es a través del

vector Aedes aegypti, y en 1931 se identificó que Aedes albopictus también era capaz

de transmitir esta enfermedad (ambas del subgénero Stegomya); sin embargo otras

especies del género pueden transmitir la enfermedad [11, 12].

Además de infectar al humano, el DENV puede propagarse en primates y en el

mosquito (Figura 1.2) [13]. Cuando la secuencia de infección solo afecta al hombre

y al mosquito se habla de un ciclo de infección urbano, lo que ha favorecido el ciclo

infeccioso del DENV [14].

Figura 1.2: Ciclo urbano y enzoótico de propagación viral [14].
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El DENV puede infectar asintomáticamente otros primates y desde 1965 se habla

formalmente de un ciclo forestal o selvático en el que el DENV puede replicarse muchas

veces sin entrar en contacto con el hombre. Por lo tanto, la existencia de este tipo de

reservorios biológicos dificultará la posible erradicación de este virus [15, 16].

1.1.4. Fiebre por dengue

La fiebre por dengue fue la segunda enfermedad humana atribuida a un virus y su

nombre se puede derivar de la expresión suahelí (en la costa de África Oriental) "Ka-

Dinga pepo" utilizada para describir una enfermedad causada por un espíritu maligno

[17]. El DENV ocasiona una infección aguda caracterizada por fiebre con dolor inten-

so de huesos y músculos, dolor en diferentes partes del cuerpo, postración, lesiones

cutáneas máculo papulares, linfadenopatía y leucopenia. La recuperación provee in-

munidad total contra el serotipo causante pero sólo parcial y transitoria en infecciones

subsecuentes por cualquiera de los otros tres serotipos [18]. La fiebre hemorrágica por

dengue o DHF (del inglés dengue haemorrhagic fever) es una enfermedad febril severa

caracterizada por anormalidades en la hemostasia y un aumento en la permeabilidad

vascular, que en algunas circunstancias puede terminar en choque [19]. La DHF fue

descrita por primera vez en los cincuenta durante epidemias por dengue en las Filipi-

nas y Tailandia. Se estima que cada año ocurren 500, 000 hospitalizaciones por DHF

que dan lugar a entre 20,000 a 25,000 muertes, principalmente en niños [20].

Las complicaciones aparecen con más frecuencia cuando individuos previamente

inmunizados con un serotipo, posteriormente se infectan con serotipo distinto. Se

ha reportado mayor riesgo cuando la secuencia en infección es DENV-1/DENV-2 y

DENV-1/DENV-3 [21, 18].

Una de las hipótesis más conocidas para explicar la gravedad de la DHF ha sido la
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teoría del potenciamiento inmune (ADE, del inglés antibody dependent enhancement)

en la cual la entrada del virus es mediada por anticuerpos generados durante una

infección previa; estos anticuerpos forman complejos que incorporan partículas virales

al formar un complejo antígeno anticuerpo a través del receptor Fc [22, 23].

Esta teoría explica que los anticuerpos creados contra una infección previa con un

serotipo diferente pueden interaccionar con el virus, pero cuando la concentración de

anticuerpos no alcanza a neutralizarlo, los complejos se unen a las células del sistema

inmunológico y así puede facilitarse la entrada del virus a la célula [22, 23]. La DHF

ha sido relacionada con permeabilidad vascular incrementada, lo que podría asociarse

con la actividad de citocinas como TNFα, IL-6, IL-8 [24, 23]. La variación en el cuadro

clínico atribuidas a etnicidad, edad y estado nutricional son poco entendidas [19].

1.1.5. Estructura y organización genómica

El genoma del DENV consiste de una cadena de RNA de aproximadamente 11

Kb con un solo marco de lectura abierto que es policistrónico, flanqueado por dos

regiones no traducibles (Figura 1.3). El RNA genómico es de polaridad positiva, así

que se comporta como un mRNA. La amplificación del RNA genómico se lleva a cabo

mediante la síntesis de un RNA complementario a partir del RNA genómico, el cual

posteriormente sirve como molde para generar más RNA genómico.

El genoma viral adquiere conformaciones secundarias y terciarias muy conservadas

que funcionan como elementos de acción–cis (secuencias con capacidad de regulación

genética en el mismo genoma), capaces de dirigir el proceso de replicación viral al

unirse con elementos de acción–trans(proteínas), tanto del hospedero como del propio

virus [5].
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Figura 1.3: Representación esquemática de la organización genómica del
DENV. El genoma del DENV es de aproximadamente 11 Kb y contiene un sólo
marco de lectura abierto y dos regiones no traducibles en cada extremo.

1.1.5.1. Principales características de la 5’UTR

La 5’UTR consiste de aproximadamente 100 nucleótidos (nts) poco conservados

entre los flavivirus y contienen en el extremo una estructura Cap tipo I, que tiene

la función de reclutar factores del inicio de la traducción, además de proveer una

protección contra la acción de RNAsas [5]. La 3’UTR del RNA de polaridad negativa

es la responsable de la síntesis de nuevas cadenas de RNA de polaridad positiva y al

parecer es capaz de interaccionar con proteínas celulares que contienen motivos de

reconocimiento de RNA que intervienen en la traducción [5, 25, 26, 27].

La 5’UTR contiene una secuencia conservada entre los Flavivirus (UCAAUAUG-

CUG) denominada 5’CS (del inglés cycling sequence) que permite la circularización

del genoma viral al interactuar con su secuencia complementaria que se encuentra en

la región 3’UTR. Recientemente se describió la secuencia 5’UAR (del inglés upstream

ATG region) adyacente río arriba que también tiene propiedades de complementación

con su contraparte en la 3’UTR y también participa en la circularización del genoma

viral. Como en otros virus, se ha demostrado que la circularización del genoma es

determinante para la replicación viral [28, 29, 30].
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1.1.5.2. Principales características de la 3’UTR

La región 3’UTR consta de aproximadamente 450 nts, tiene un papel análogo a

la cola de poliA de los mRNAs de eucariontes y se subdivide en varias regiones de

acuerdo a su conformación secundaria y la funcionalidad de estructuras. De extremo

5’ a 3’ e inmediatamente después del codón de paro, se encuentra una estructura

variable o VR (del inglés variable region), dos estructuras con morfología similar a

una barra de pesas llamadas DB2 y DB1(del inglés dumbulbell), una secuencia de

circularización 3’CS y dos estructuras tipo tallo-burbuja de diferente tamaño SLB y

SLA (del inglés stem-loop)1 [33]. Esta región funciona como promotor de la síntesis del

RNA de polaridad negativa, sin embargo, muestra una gran heterogeneidad entre los

flavivirus, aunque entre grupos taxonómicos se encuentran secuencias y estructuras

muy conservadas, principalmente cercanas al extremo 3’. Durante la replicación del

genoma viral, la 3’CS y la 3’UAR mantienen una asociación tipo Watson y Crick con

sus contrapartes localizadas en el extremo 5’ del genoma [28].

Se ha reportado que en el Virus de la Encefalitis Japonesa (JEV) las proteínas

virales pertenecientes al complejo de replicación viral NS3 y NS5 pueden unirse a la

región 3’UTR sin embargo en el caso del DENV sólo se ha identificado esta propiedad

en NS3 del DENV-1 [34, 35].

La SLA que forma la región terminal del genoma del dengue ha sido reportada

como importante en la replicación del DENV-2. En el caso del virus del Oeste del

Nilo (WNV), se ha demostrado que esta estructura es capaz de unirse a proteínas

reguladoras de la traducción y de la replicación, entre ellas el factor del inicio de la

traducción eIF − 1α [36, 37, 38].
1Otros autores denominan los distintos segmentos de la 3’UTR como VR, A2, A3 y A4 [31, 32]
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1.1.6. Características de las proteínas virales

El DENV contiene un marco de lectura abierto que al traducirse da lugar a una

poliproteína co-postraducionalmente modificada, dando origen a tres proteínas estruc-

turales (C, prM, E) y siete proteínas no estructurales ó NS (del inglés non structural)

llamadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 1.4) [5]. El cuadro 1.1

resume las principales funciones de las proteínas codificadas por el DENV.

Figura 1.4: Procesamiento de la poliproteína de DENV. La poliproteína se
procesa por la proteasa celular Furina y por el complejo enzimático viral NS2B-NS3
para generar las proteínas estructurales y no estructurales.

1.1.6.1. Proteínas estructurales

Proteína de la Envoltura. La glicoproteína E es una molécula de 55 kDa que

provee el primer punto de contacto entre el virus y la célula hospedera. En la célula
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Cuadro 1.1: Principales funciones de las proteínas codificadas por el DENV.

Proteína Función
C Empaquetamiento del genoma
M Soporte de la envoltura. Incorporación de la proteína E.
E Unión a receptores celulares; Fusión y entrada. Antigenicidad.
NS1 Acumulación de RNA de polaridad negativa
NS2A Forma parte del complejo de replicación, anclaje a membranas.
NS2B Cofactor de NS3 para su funcionamiento como proteasa.
NS3 Serina proteasa, Helicasa
NS4A Anclaje y remodelamiento de membranas.
NS4B Anclaje a membranas, inhibidor del la vía del interferon,

fosforilación de NS5.
NS5 Metil-transferasa, RNA polimerasa

hospedera se han identificado algunas proteínas y carbohidratos que tienen la capa-

cidad de interaccionar con la proteína E y que prodrían tener un papel en la unión y

entrada. Dichas moléculas son DC-SIGN, HSP-90, HSP-70, HSC-70, Rab-5, Receptor

de manosa, Heparán Sulfato y GRP-78 [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46].

Además de mediar la unión a las moléculas receptoras en la superficie celular, la

proteína E también participa activamente durante la fusión de la membrana endosó-

mica con la viral y se encuentra en posición tangencial a la membrana viral y forma

una red icosaédrica. Las proteínas de fusión se localizan en la superficie de viriones

maduros en un estado metaestable que al interaccionar con el receptor y cambios de

pH adopta una nueva conformación capaz de acercar y sobreponer la membrana viral

con la celular. Durante el cambio conformacional, la proteína expone el péptido de

fusión, responsable de insertarse en la membrana celular para iniciar el proceso de

fusión [47, 48, 48].

Proteína de la Cápside. La proteína de la cápside (C) tienen un peso molecular

de 12 kDa, y es la responsable de formar un complejo con el RNA viral. El segmento

hidrofóbico funciona como un dominio de anclaje a membrana que adquiere una
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conformación de horquilla exponiendo sus extremos cargados positivamente para el

empaquetamiento el genoma viral [49].

Proteína de la Membrana. La glicoproteína M de 22 kDa se procesa de un

precursor llamado prM, el cual tiene una secuencia señal que le permite insertarse en

membranas siendo necesaria para la incorporación de la proteína E al virus [50].

1.1.6.2. Proteínas no estructurales

Proteína NS1. La proteína NS1 es una glicoproteína de 41.8 kDa, muy conserva-

da entre los flavivirus que está implicada en los estadios tempranos de la replicación

viral. Por ensayos de transcomplementación y de mutagénesis dirigida, se ha propues-

to que el papel fundamental de esta proteína es participar en la síntesis y acumulación

de la cadena negativa del RNA viral [51, 52]. Esta proteína puede ser detectada en

tiempos tempranos después de la infección y su expresión se correlaciona con el título

viral en pacientes y en cultivos celulares [53, 54].

Proteína NS2A. Es una proteína hidrofóbica de alrededor de 25 kDa y se ha

reportado su asociación con el complejo de replicación viral inmerso en estructuras

membranales de las partículas vesiculares [55].

Proteína NS2B. Esta proteína tiene un peso molecular de 14 kDa y su principal

función es actuar como cofactor para la actividad de serina proteasa de la proteína

NS3 [5].

Proteína NS3. Proteína con un peso molecular de 69.5 kDa que se asocia con

NS2B para llevar a cabo el procesamiento de la poliproteína viral y tiene un dominio de

proteasa en los primeros 180 aminoácidos [55]. En el extremo C-terminal se encuentra

un dominio helicasa tipo DEXH de dsRNA que está involucrado en el proceso de

replicación del genoma viral. Así mismo, posee un dominio de asociación con NS5 para
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la formación del complejo de replicación y también se ha determinado su capacidad

de interaccionar con regiones específicas de la 3’UTR [56, 57, 34].

Proteína NS4A. Es una proteína de 13.8 kDa muy poco conservada entre los

Flavivirus. NS4A contiene un tercio N-terminal hidrofílico localizado en el citoplasma

y dos tercios C-terminales hidrofóbicos anclados a la membrana del RER. Esta pro-

teína es un componente del complejo de replicación unido a membrana y se propone

que el segmento hidrófobo es el responsable de inducir alteraciones membranales en

el hospedero [5, 58].

Proteína NS4B. Es una proteína de 26.7 kDa que puede formar parte del com-

plejo de replicación y estar involucrada en la localización de NS3 [59]. Por otro, lado

NS4B bloquea la transducción de señales por interferón (IFN) al inhibir la fosforila-

ción de STAT1 e inhibir la expresión de STAT2, sin embargo, también se ha sugerido

que puede participar en las cascadas de señalización de NF-κB, AP-1 y SRE [60, 61].

Por otro lado, se debe considerar la posibilidad de que la inhibición de la vía del

IFN no sea un papel exclusivo de NS4B ya que en ensayos con otros flavivirus esta

propiedad se le confiere también a la proteína NS5 [62, 63, 64, 65, 66].

Proteína NS5. Es la proteína viral más grande (104 kDa) y conservada entre

los DENV siendo su localización citoplásmica y nuclear [67, 68]. Es una proteína que

se ha asociado con tres funciones: a)en su extremo amino terminal tiene un dominio

metil transferasa (residuos 1-296) involucrado en la catálisis de la metilación N7 y

ribosa 2’OH para la formación del Cap del genoma viral, b) en su extremo carboxilo

terminal tiene el dominio RdRP ó Polimerasa dependiente de RNA (residuos 320-

900) necesario para la síntesis del RNA viral, c) también posee la actividad de metil-

transferasa, esencial para el ciclo de replicativo viral, lo cual podría representar un
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nuevo blanco terapéutico [69, 67, 70, 71]. Así mismo, se ha observado que tiene un

dominio helicasa [57].

Se ha reportado esta proteína tiene diversos estados de fosforilación que correla-

cionan con su estado de activación [57]. La estructura cristalográfica de las RdRPs

de los flavivirus muestran que esta proteína asume la conformación de una mano

derecha con los subdominios: palma, dedos y pulgar [72]. La función de NS5 es re-

plicar el genoma viral en un evento continuo de polimerización, el cual inicia en el

extremo 3’UTR para producir la cadena complementaria mediante síntesis de novo

en presencia de Mn2+ ó Mg2+ [73]. Se ha demostrado que las RdRPs llevan a cabo su

función biológica interaccionando con proteínas virales y del hospedero así como en

asociación directa con el RNA viral.

Por todo lo anterior las RdRPs han sido un blanco en desarrollo para terapias

farmacológicas que tienen como objetivo inhibir la multiplicación viral [74]. Cabe

mencionar que en otros flavivirus, NS5 ha sido implicada en la inhibición de la vía

del IFN [75, 63, 64, 62, 76].

1.1.7. Ciclo de replicación de DENV

Cuando un mosquito infectado con DENV pica al humano, introduce al virus

al torrente sanguíneo o al tejido conectivo; después de su unión a su célula blan-

co (principalmente macrófagos y células dendríticas) es transportado a los ganglios

linfáticos regionales [77]. Cuando una partícula viral infectante interacciona con su

célula blanco, se adhiere a la membrana celular por medio de interacciones entre sus

glicoproteínas de superficie a uno o varios receptores celulares y posteriormente se

internaliza por endocitosis mediada por receptor [40, 42, 43, 78].

Se ha reportado que el virus transportado por endosomas puede ser encontrado en
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los endosomas tardíos aproximadamente 30 minutos después de su entrada. Durante la

maduración del endosoma el pH disminuye, y en el endosoma tardío, el ambiente ácido

es suficiente para cambiar la conformación de la proteína E y permitir la liberación de

la nucleocápside al citoplasma por un mecanismo de fusión. Una vez en el citoplasma,

la cápside se disocia y el RNA viral comienza a traducirse [46, 78].

En células infectadas con el virus se distinguen dos tipos de compartimientos:

membranas confluentes o CM (del inglés confluent membranes) denominadas centros

de traducción debido a la abundancia de complejos NS2B–NS3, mientras que el se-

gundo compartimiento llamado paquete vesicular o VP (del inglés vesicular package)

funge como centro replicativo donde las proteínas NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS5 y las

moléculas de RNA doble cadena son abundantes [29].

El RNA de polaridad positiva recién sintetizado en VP pasa al compartimento

CM para iniciar el ensamblaje y transporte a través del RER y el Complejo de Golgi

(CG). La proteína C con carga positiva atrae al RNA (de carga neta negativa) e

inicia el ensamblaje del virus. La unión de las proteínas virales da como resultado

una estructura icosaédrica de 50 nm que tiene una cubierta protéica bien organizada

y una doble membrana en la que se insertarán la proteína E y M. El virión recién

ensamblado madura mientras se transloca por la vía de secreción de proteínas y

finalmente se libera por exocitosis y/o por lisis celular (Figura 1.5) [29].

En el ciclo infeccioso, los virus liberados al torrente sanguíneo son absorbidos por

mosquitos Aedes sanos al alimentarse de un humano enfermo. Los virus ingeridos por

el artrópodo, llevan a cabo un nuevo ciclo de replicación viral en las células del in-

testino medio [79]. Los virus recién replicados son transportados por el hemocele y la

hemolinfa a diversos tejidos del mosquito y cuando alcanza las glándulas salivales del
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Figura 1.5: Ciclo de replicación del DENV. El ciclo de replicación del DENV
comienza con la adhesión viral (1), se lleva a cabo la internalización (2), replicación y
traducción del genoma viral (3-4), ensamblaje (5), maduración viral (6) y liberación
por exocitosis o lisis celular (7) de la progenie viral infecciosa (8)
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insecto nuevamente se replica y está listo para infectar al humano. Este proceso tarda

alrededor de 10-14 días [79]. Se ha sugerido un mecanismo de infección transovárica en

el cual el virus en hembras infectadas puede invadir los huevos de mosquito permitien-

do la propagación viral sin necesidad de la participación del humano [13]. También se

ha reportado que el DENV puede ser transmitido sexualmente por insectos machos a

las hembras [13].

1.1.8. Tropismo celular

El concepto de tropismo se refiere a la susceptibilidad específica de un cierto tipo

celular por ser infectado por un patógeno. Dicha susceptibilidad es determinada por

la expresión de receptores membranales y componentes intracelulares que favorecen

la infección y multiplicación del agente infeccioso [5].

En el humano, los monocitos, los macrófagos y las células dendríticas (CDs) son los

principales blancos del DENV; sin embargo existen otras células capaces de sostener

la infección como las endoteliales venosas de cordon umbilical [80, 81, 77, 24]. Se ha

demostrado que las CDs son 10 veces más permisivas para la infección por DENV que

monocitos o macrófagos [77]. Las CDs son muy susceptibles a la infección en parte

probablemente debido a que son especializadas en presentar antígenos. Otro factor

que podría contribuir a la alta susceptibilidad de este linaje celular a la infección con

DENV es que las CDs inmaduras son muy eficientes capturando patógenos a través

de la fagocitosis y la endocitosis. Las CDs tienen receptores capturantes de antígenos,

como DC-SIGN y receptores para el fragmento Fc de las inmunogobulinas moléculas

que se han sugerido como responsables de la entrada del virus en este tipo de células

[22, 24, 23].
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Después de que un patógeno es capturado, las CDs abandonan los tejidos, ma-

duran y migran a los órganos linfoides secundarios donde llevarán a cabo procesos

relacionados con la activación de la respuesta inmune [80].

Un gran número de líneas celulares han sido reportadas como permisivas de in-

fección por el DENV, por ejemplo: las células Vero (del inglés African Green monkey

kidney), LLC-MK2 (del inglés Rhesus monkey kidney cells) BHK-21(del inglés baby

hamster kidney) y HepG2(del inglés human hepatoma), Macrófagos humanos como

U937, THP-1 y HL-60 [82].
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1.2. Los miRNAs

Los miRNAs son RNAs pequeños no codificantes con la propiedad de regular ge-

nes a diversos niveles, fueron descritos por primera vez al estudiar la sincronización

del desarrollo del nemátodo Caenorhabditis elegans. Los miRNAs son moléculas de

∼22 nucleótidos sintetizados a partir de transcritos precursores tipo tallo-burbuja

de mayor longitud. Los miRNAs let-4 y let-7 fueron los primeros miRNAs descri-

tos y ejercen su función al reprimir traduccionalmente genes de la fase larvaria para

favorecer el progreso de la etapa adulta [83, 84, 85]. El mecanismo regulatorio fue

reportado como una interacción entre miRNAs y elementos de reconocimiento a miR-

NAS (MREs) en las 3’UTR de ciertos RNAs mensajeros (mRNAs) [86, 87]. El interés

por los miRNAs aumentó al observarse que este tipo de regulación estaba extendi-

da a otros organismos como insectos, plantas y mamíferos [88]. En 2001, cientos de

estos RNAs fueron denominados por primera vez miRNAs [89]. En la actualidad se

estima que los miRNAs representan más del 3% de los genes humanos y controlan la

expresión de otros miles.

1.2.1. Procesos biológicos en los que participan los miRNAs

Los miRNAs han sido vinculados en la regulación de prácticamente todos los pro-

cesos celulares conocidos, por ejemplo: en el desarrollo, la proliferación celular y el

metabolismo [90, 91, 92, 93, 94]. Debido la gran gama de funciones que éstos desem-

peñan, es de esperarse que las alteraciones en la fisiología de los miRNAs tenga como

resultado el desarrollo de enfermedades como el cáncer [95, 96]. Además, recientemen-

te se ha demostrado que los miRNAs pueden regular el ciclo replicativo de diversos

tipos de virus [97, 98, 99].
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1.2.2. Biogénesis de los miRNAs

La mayor parte de los miRNAs se encuentran codificados en regiones intergénicas

ó de intrones y se transcriben principalmente por la RNA polimerasa II y en algunos

casos por la RNA Polimerasa III [100, 101]. La generación de los miRNAs requiere

varias etapas, siendo la primera la generación de transcritos primarios o pri-miRNAs

que se procesan en el núcleo para generar los pre-miRNAs, los cuales se transportan al

citoplasma donde mediante la acción de una endonucleasa se generan los microRNAs

en su forma biológicamente activa [102].

Los pri-miRNAs son estructuras tipo tallo burbuja con una longitud promedio

de 65 nts (incluso kilobases), los pre-miRNAs también son estructuras tallo burbuja

pero con un tamaño de aproximadamente 60 nts de RNA doble cadena, los miRNAs

inmaduros son estructuras de aproximadamente 22 nts de RNA de doble cadena y por

último los miRNAs maduros de aproximadamente 22 nts de RNA de cadena sencilla

[100].

Los componentes enzimáticos que procesan pri-miRNAs en miRNAs maduros en

las células de mamífero, inician con la acción del complejo nuclear llamado Micro-

procesador, el cual está compuesto por dos proteínas principales: Drosha, que es una

RNAsa tipo III y DGCR8, que tiene por propiedad el unirse a RNA de doble cadena

así como de estabilizar el complejo enzimático [103, 104]. El microprocesador reconoce

a los pri-miRNAs a través del dominio DGCR8 y posteriormente Drosha corta el tallo

dejando extremos asimétricos en el que el extremo 3’ excede en 2 ó 3 nts al extremo

5’. La asimetría entre extremos del tallo es importante para el transporte y poste-

riormente para el reconocimiento de la siguiente nucleasa [105]. Los pre-miRNAs son

transportados del núcleo al citoplasma por el sistema de transporte nuclear Exportina
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5- Ran GTP [106, 107]. Cuando un pre-miRNA proviene directamente de un intron

sin ser procesado previamente por el Microprocesador se denomina mirtron. Los pre-

mirtrones son exportados del núcleo al citoplasma por Exportina 5. Se propone que

la vía de los mirtrones pudo haber estado funcionando en momentos tempranos de la

evolución anteriores a la aparición de Drosha [108, 109].

En la segunda etapa de procesamiento, los pre-miRNAs son cortados por el com-

plejo enzimático denominado Dicer, que se compone de Dicer (RNAsas tipo III) y que

en el humano se asocia con otras proteínas de unión a RNA de doble cadena como

TRBP (del inglés transacting responsive RNA element binding protein) y PACT (del

inglés interferon-induced protein kinase). El mecanismo de acción es muy parecido al

del Microprocesador, en el que las proteínas de unión a dsRNA unen el pre-miRNA

para que Dicer corte la orquilla dejando también un extremo 3’ de 2-3 nts mas largo

que el 5’ [105]. Aunque en otros organismos Dicer tiene más de una isoforma, en

mamíferos sólo existe un tipo y participa tanto en la biogénesis de miRNA como de

los siRNAs. El producto de Dicer es un miRNA de doble cadena de las cuales, por

lo general sólo una es funcional. La cadena funcional es denominada “guía” y la no

funcional "pasajera"[102].

Los miRNAs se acoplan a un complejo de proteínas con funciones efectoras deno-

minadas RISC (del inglés RNA-induced silencing complex ), compuesto por proteínas

de unión a RNA, nucleasas y helicasas [110, 111]. En humanos, la proteína con acti-

vidad helicasa es conocida como Gemin y la proteína encargada de unirse al miRNA

es AGO [112].

La proteína con mayor relevancia del RISC es la AGO debido a que en ésta se

carga la cadena guía del miRNA. Las proteínas argonautas de tipo AGO son las que
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participan en la vía de los miRNAs y presentan tres dominios estructurales: a) el

dominio PAZ contiene un canal para portar el extremo 3’ del miRNA; b) el dominio

MID contiene un canal de unión al extremo 5’ de los miRNAs, así como un dominio

de interacción Cap similar a eIF4E, c) El dominio PIWI tiene una estructura muy

similar a RNAsaH. En el humano existen cuatro AGOs, sin embargo, sólo AGO-2

tiene un dominio de corte funcional. De este modo el complejo RISC puede unirse

selectivamente a un mRNA blanco por su complementaridad con la cadena guía del

miRNA y en su caso, llevar a cabo el corte o la inhibición del mRNA [113, 102, 114,

115].

Los miRNAs de doble cadena en general son estructuras asimétricas, es decir una

de las cadenas es favorecida energéticamente para ser incorporada al RISC y la otra

cadena queda libre y se degradada [116].

1.2.3. Regulación genética por miRNAs

Por predicción bioinformática se ha estimado que una gran parte del transcrip-

toma humano esta regulado por los miRNAs. Los primeros estudios de regulación

genética demostraron su funcionabilidad al actuar sobre las regiones no traducibles 3’

del mRNA; sin embargo, posteriormente se demostró que los miRNAs pueden tener

blancos funcionales en cualquier parte del mRNA.

Se estima que entre un 30% a 92% de los genes humanos son regulados por

miRNAs dependiendo de los parámetros considerados al realizar las predicciones bio-

informáticas [117, 118].
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1.2.4. Mecanismo de acción

El mecanismo de acción inicia con el reconocimiento del miRNA con su sito de

unión en el mRNA actualmente definido como MRE (del inglés miRNA recognition

element) [119]. En la gran mayoría de las interacciones funcionalmente validadas, una

región en el miRNA denominada semilla es la principal responsable de la unión de éste

a su blanco. El MRE puede contener una secuencia desapareada denominada burbuja

central (que puede medir 2 a 5 nts) y continuar con unión parcial o total al miRNA.

Se ha observado que cuando el miRNA contiene una burbuja central que coincide con

la burbuja central del MRE la inhibición de la traducción es menos potente [119].

1.2.4.1. Implicaciones de los miRNAs en la traducción.

El mecanismo de acción más conocido para los miRNAs es el de corte específico y

degradación del mRNA. En mamíferos esta función es posible sólo cuando el miRNA

es montado en el RISC que contiene una AGO-2 y la complementaridad del miRNA

con su blanco es extensa incluyendo las posiciones 10 y 11 correspondientes al extremo

5’ del miRNA, las cuales se asocian al corte [114, 102]. Un mecanismo distinto de

inhibición traduccional, que implica corte endonucleolítico, es la deanilación dirigida,

donde el RISC puede acortar la cola de poliA de sus mRNAs blanco [120, 121, 122,

123].

Otro mecanismo de acción asociado a miRNAs es el de represión traduccional sin

degradación del mRNA, lo cual requiere la participación de varios miRNAs actuando

simultáneamente y una composición específica del RISC [119, 122]. Se ha reportado

represión traduccional mediante bloqueo del inicio de la traducción por parte de las

proteínas AGO humanas, mediante el domino MID, utilizando dicho domino con el
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cual podrían competir por la unión al Cap con el factor eIF4E (factor canónico de

la traducción) que es uno de los pre-requisitos para la unión del ribosoma al mRNA

para iniciar la traducción [124, 115]

Otros autores han reportado que la interacción entre el Cap y el RISC se relaciona

con la formación de pseudo-poliribosomas (cadena de ribosomas inactivos) y bloqueo

del inicio de la traducción [125]. Por otro lado, se ha sugerido que eIF6, uno de

los componentes del RISC, puede interferir de manera secundaria con el ensamblaje

ribosomal [126].

También se ha descrito la capacidad de los miRNAs de interferir con la fase de

alargamiento durante la traducción del mRNA. Se ha sugerido actividad inhibitoria

de los miRNAs en los polirribosomas ya que los mRNAs sujetos a represión mediada

por miRNAs pueden estar asociados a poliribosomas[127].

Por último, se ha descrito la compartamentalización celular del mRNA en los

cuerpos P ó PBs (del inglés processing bodies) mediada por los miRNAs [128, 129].

De este modo, los mRNAs dirigidos a los PBs podrían ser degradados aunque se

ha reportado que algunos mRNAs confinados en los PBs podrían ser liberados al

citoplasma y reactivar su traducción. Un ejemplo de este sistema es el reportado por

Bhattacharyya y cols [130], donde el miRNA-122 inhibe el mRNA del transportador

catiónico de aminoácidos 1 y lo confina en los PBs. Posteriormente, el estrés celular

permite la liberación y traducción de este mensajero debido a su interacción con una

proteína de unión a secuencias ricas en elementos AU en la 3’UTR (AREs) [130].

Aunque la represión traduccional puede llevarse a cabo sin la participación de los

PBs, su papel en este tipo de vías puede ser importante en procesos complejos. La

represión traduccional en general no afecta el nivel del mRNA, aunque se ha reportado
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que se produce un poco de degradación [129].

1.2.4.2. Aumento de la actividad traduccional

En general los miRNAs modulan la expresión genética mediante la inhibición tra-

duccional, sin embargo se ha reportado que también pueden incrementar la actividad

traduccional. En este sentido, se ha reportado que la replicación de HCV es esti-

mulada por el miRNA-122 mediante un mecanismo de aumento en la traducción de

las proteínas virales, al favorecer la asociación de los ribosomas con el RNA viral

en etapas tempranas de la infección. Este aumento en la actividad traduccional es

independiente de la síntesis de RNA viral [131, 132].

La activación traduccional es una función frecuente de los miRNAs durante el

arresto del ciclo celular y el mecanismo que se sugiere para este evento se relaciona

con las regiones AREs inmersas en la 3’UTR de ciertos mRNAs. Se ha demostrado que

algunos miRNAs como el miRNA-369-3p y Let-7 se unen directamente a los AREs

de determinados mensajeros produciendo activación traduccional en situaciones de

arresto del ciclo celular, mecanismo dependiente de la interacción de AGO-2 con la

proteína de unión al ARE llamado FXR1 (del inglés fragile X mental retardation

related protein) [133, 134].

1.2.4.3. Regulación Transcripcional

Activación transcripcional. Los miRNAs también pueden tener funciones a

nivel de la transcripción, por ejemplo la activación de la transcripción de las proteí-

nas E-caherina y de la proteína de choque frío CSDC2 es inducida por la interac-

ción del miRNA-373 a las secuencias promotoras de dichas proteínas. La activación

transcripcional por miRNAs puede estar relacionada con el reclutamiento de la RNA
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Polimerasa II aunque el mecanismo aun no ha sido dilucidado [135].

Inhibición transcripcional. La inhibición transcripcional mediada por miRNAs

en células de mamífero se ha reportado para el gen POLR3D; esta inhibición ocurre

cuando el miRNA-320 interacciona con la cadena antisentido de su promotor, al cual

se unen también las proteínas AGO-1, PcG-EZH2 y H3K27. Debido a que otros

promotores pueden contener MERs funcionales, estos mismos autores contemplan la

posibilidad de que alrededor de 1,200 genes puedan ser regulados de este modo [136].

Además, otros autores han reportado la inhibición de la transcripción de ciertos

genes (como EF1A) por interacción directa de siRNAs con los promotores de diversos

genes en distintos organismos incluidos los humanos. El resultado de dicha regulación

es el cambio en el patrón de metilación del DNA que se traduce en cambios de

estado en la cromatina. Se ha propuesto que este tipo de inhibición sólo pueda darse

en genes transcripcionalmente activos en los que las cadenas de DNA del promotor

están separadas [137, 138, 139].

1.2.5. Identificación de miRNAs

La combinación de ensayos experimentales con computacionales han derivado en

la identificación de cientos de miRNAs en múltiples genomas, entre ellos animales y

plantas [140]. A la fecha se han descrito ∼700 miRNAs en humanos y se especula que

aún faltan algunos por descubrirse, ya que en el genoma existen muchas secuencias que

pueden plegarse en estructuras secundarias tallo-burbuja, parecidas a las estructuras

de los pre-miRNA [141].

Una de las particularidades de los MREs o blancos funcionales para miRNAs es que

es indispensable una complementaridad absoluta de los nucleótidos 2-8 del miRNA

con su blanco, denominada también región semilla. Sin embargo, la probabilidad de
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que el complemento de una secuencia semilla determinada aparezca por azar es muy

alta1 por lo que análisis de este tipo arrojan una gran cantidad de blancos posibles

de miRNAs que en realidad no tienen función biológica.

Por lo anterior, se han desarrollado métodos que toman en cuenta otro tipo de

variables, como son la composición de nucleótidos que flanquean a la region semilla, la

energía con la que se uniría ésta a su blanco, o parámetros evolutivos. En cuanto a los

parámetros evolutivos, se considera el grado de conservación de los blancos, actual-

mente se esta incluyendo una calificación que toma en cuenta relaciones filogenéticas

de blancos conservados entre especies y su presión de selección. Últimamente, se ha

propuesto considerar como blancos funcionales aquellos que se conservan subsecuen-

temente en diferentes nodos de una red metabólica [142].

A la fecha se han desarrollado varios programas para predecir los blancos de miR-

NAs. Algunos ejemplos de estos son Pictar, miRanda, DIANA-microT, TargetScan,

HumiTar, MiRTif, etc. Dichos programas emplean una serie de reglas similar con-

siderando entre otros parámetros: que contenga la región semilla, que el blanco se

encuentre en la 3’UTR del gen blanco, que exceda un punto de corte de energía

libre de hibridación y que el blanco se encuentre conservado en diferentes especies

[143, 144, 145, 119, 146, 117, 147, 148].

1La probabilidad de encontrar una secuencia continua de 8 nucleótidos al azar en las cadenas de
DNA es de 0,258 es decir, puede repetirse cada 48 bases.



Capítulo 2

Antecedentes

2.1. MicroRNAs y Regulación del ciclo de replica-

ción viral

Los reportes sobre la participación de la maquinaria del RNA de interferencia en

nemátodos y plantas hacia suponer que los miRNAs tendrían un efecto inhibitorio

sobre las infecciones virales. Actualmente, ha sido demostrada la capacidad por parte

de los miRNAs de favorecer o reprimir, de manera directa o indirecta el ciclo de

replicación viral; así mismo, los virus cuyo genoma esté compuesto por DNA en alguna

etapa de la infección pueden codificar miRNAs (v-miRNAs) funcionales capaces de

regular directa e indirectamente su ciclo de replicación.

2.1.1. Virus de la Hepatitis C y miRNA-122

En el 2006 Jopling observó que la inhibición del miRNA-122, mediante oligonu-

cléotidos antisentido, ocasionaba una disminución drástica de los niveles de RNA del

HCV cuando se propagaba en células hepáticas [132]. En observaciones subsecuentes

pudo determinarse un blanco para el miRNA-122 ubicado en la región 5’UTR del

27
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HCV y la mutación de dicha secuencia también disminuía la cantidad de copias del

RNA viral [132]. Posteriormente se describió una interacción intragenómica entre las

regiones 5’UTR y codificante de HCV que desfavorecía la replicación. Cuando se pro-

ducía la interacción con su blanco en la 5’UTR se favorecía una apertura genómica y

quedaba libre una entrada alternativa para que el ribosoma pudiera iniciar la traduc-

ción [149]. Más tarde, se demostró que el sileciamiento de proteínas de los complejos

de procesamiento de miRNAs perjudicaba la replicación del genoma de HCV [98].

Además, el IFNβ era capaz de inducir la expresión de miRNAs que fueron capaces

de disminuir la replicación de HCV y la expresión de miRNA-122 [150].

En conjunto, la evidencia señala que este virus puede ser favorecido por un estado

basal del metabolismo hepático, sujeto a un gran estrés oxidativo en el que el miRNA-

122 juega un papel importante; sin embargo las células pueden responder con ayuda

de señales como el IFNβ y de antealimentación para tratar de contrarrestar tanto la

infección como el daño oxidativo [150, 151]. Por otro lado, Chang y Guo reportaron

que el miRNA-122 puede potenciar la replicación del HCV en células embrionarias del

epitelio renal (HEK-293) al ser administrado exógenamente, y aunque miRNA-122 no

es indispensable promueve enormente la replicación de HCV [152].

2.1.2. Otros miRNAs endógenos y exógenos pueden regular la

replicación de virus

En células de riñón de hámster se demostró que la replicación del virus espumoso

de primate tipo 1 (PFV-1) era limitada debido a la presencia del miRNA-32, el cual

inhibe la traducción de los mensajeros virales. Se demostró que PFV-1 codifica una

proteína responsable de secuestrar a miRNA-32 y favorecer su ciclo replicativo [97].
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El virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) puede suprimir la expresión de

un agrupamiento de miRNAs conocido como miRNA-17/92 el cual interfiere indirec-

tamente en su ciclo de replicación [153]. TRBP es una proteína que forma parte de

los complejos Microprocesador y RISC siendo necesaria para su correcta función. Se

ha demostrado que la secuencia TAR del RNA de HIV puede secuestrar a TRBP e

inhibir parcialmente la vía de los miRNAs [154]. Así mismo, el elemento TAR es pro-

cesado por la enzima Dicer para crear un miRNA viral que puede estar involucrado

el proceso de latencia viral [155].

Por su parte el Poliomavirus SV40 (del inglés simian virus) contiene v-miRNAs

que regulan su ciclo replicativo los cuales se acumulan en la fase tardía de la infección

y degradan los mRNAs virales de la etapa temprana que disminuyen la expresión de

antígenos T sin afectar la eficiencia de replicación. Esto es importante, puesto que los

antígenos T pueden ser detectados por el sistema inmunológico e iniciar una mayor

respuesta citotóxica [99]. Más tarde se descubrió que los Poliomavirus conservan este

mecanismo de regulación [156].

Por predicción bioinformática y ensayos experimentales se ha reportado que exis-

ten otros virus de DNA que codifican v-miRNAs como el virus de Epstein-Barr, virus

herpes asociado a Sarcoma de Kaposi, virus gama-herpes de roedor, citomegalovirus

y herpes simple 1 [157, 158].

Por último, se ha reportado la participación indirecta de la vía de los miRNAs

sobre el ciclo replicativo viral como en el caso de el virus de la influenza A (IV-A)

donde sin haber identificado un miRNA regulador, se ha demostrado que Dicer tiene

un efecto inhibitorio sobre la replicación del IV-A y que las etapas tardías de la

infección con IV-A correlacionan con la disminución de Dicer a nivel del mRNA y de
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proteína [159].
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2.2. Importancia del Estudio

Con lo descrito anteriormente se demuestra ampliamente la relación funcional que

los miRNAs pueden tener en el ciclo de replicación de los virus en el hospedero además

de sus funciones en una gran diversidad de procesos celulares. De tal manera que el

estado basal de la expresión de los miRNAs podría ser en parte responsable de la

susceptibilidad a la infección.

Por otro lado, se puede considerar que la divergencia genética entre serotipos del

DENV que ha sido relacionada con una virulencia diferencial, se correlacione con una

interacción diferencial con diversos miRNAs que sean capaces de modular el ciclo

replicativo viral. Dentro del ciclo de replicación del DENV se ha demostrado que la

3’UTR es indispensable, sin embargo, a la fecha no se ha reportado si existe alguna

interacción entre los miRNAs del hospedero con esta región del genoma viral y de ser

así, las implicaciones que tendría en el ciclo replicativo [28].

De este modo, una mejor comprensión de las relaciones huésped-parásito y en

particular la que se refiere a los miRNAs con DENV, podrían explicar en parte la

propensión a desarrollar cuadros de menor o mayor gravedad dependiendo del nivel de

expresión de los miRNAs que favorecen o inhiben la multiplicación viral. Lo anterior

permitiría desarrollar alternativas de tratamiento contra el DENV.



Capítulo 3

Hipótesis

Tomando en cuenta la importancia descrita de los miRNA como posibles regula-

dores del ciclo replicativo viral, y su unión a la 3’UTR de los mRNAs, se plantea la

siguiente hipótesis:

El miRNA-199b inhibe la replicación del DENV-4 al interaccionar directamente

con la CS de la 3’UTR del genoma viral.

32



Capítulo 4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar el papel del miRNA-199b en el ciclo replicativo del DENV-4.

.

4.2. Objetivos particulares

1. Cuantificar la expresión del miRNA-199b en macrófagos infectados y no infec-

tados con DENV-4.

2. Determinar el efecto de los mimetizadores del miRNA-199b en la eficiencia

replicativa del DENV-4.

3. Determinar el efecto de los inhibidores del miRNA-199b en la eficiencia repli-

cativa del DENV-4.

.
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Capítulo 5

Materiales y Métodos

5.1. Estrategia Experimental

En primer lugar, se buscaron los miRNAs que in silico tuvieran una interacción

específicamente con la 3’UTR de DENV-4. El miRNA con el que se llevó a cabo el

presente trabajo se seleccionó debido a que poseía una posible secuencia blanco en la

3’CS, además de que dicha secuencia se conserva en los DENV. Una vez seleccionado

el miRNA, se procedió a evaluar su expresión en condiciones basales y de infección a

diferentes intervalos de tiempo por la técnica de cuantificación mediante RT-PCR en

tiempo real. Por último, se analizó su efecto general sobre la replicación de DENV-4

mediante la transfección de mimetizadores e inhibidores del miRNA estudiado (Figura

5.1).

5.1.1. Determinación del miRNA candidato

Para determinar cuál sería el miRNA de trabajo se utilizó la siguiente metodología.

En primer lugar, se usó la programa ViTA para identificar los miRNAs humanos que

potencialmente tendrían uno o mas MREs en la 3’UTR de DENV-4. El análisis se

34
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Figura 5.1: Estrategia Experimental General
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realizó en 6 secuencias genómicas de DENV-4 completas disponibles hasta el momento

en ViTA. Después se analizó la frecuencia con la que éstos microRNAs aparecían en

los 6 genotipos. Los miRNAs que presentaron la mayor frecuencia se evaluaron el

programa MirTif caracterizado por su capacidad de depurar MREs falsos como se

describe mas adelante en la sección de resultados [160, 28, 148].

5.1.2. Cuantificación de la expresión del miRNA-199b macró-

fagos no infectados e infectados con DENV-4.

5.1.2.1. Aislamiento de monocitos para la obtención de cultivo primario

de macrófagos humanos.

Los cultivos primarios de monocitos-macrófagos humanos fueron aislados a partir

del concentrado leucitario (Buffy Coat) extraídos de donadores masculinos sanos en

el banco de sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI. A cada paquete sanguíneo

se le añadió un volumen igual de PBS (10mM Na2HPO4, 1.8mM KH2PO4 (pH 7.3),

140 mM NaCl, 2.7 mM KCl) estéril, se homogenizó suavemente y se agregó en partes

iguales a tubos falcon con 10 ml de Ficoll. Se centrifugó a 2,200 rpm por 25 min.

Se colectó la fase intermedia (leucocitaria) y se centrifugó a 1,200 rpm durante 10

min. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se adicionó PBS a la pastilla, se

homogenizó y tomó una alícuota para el recuento en la cámara de Neubauer. Se

resuspendió en buffer de columna (PBS-EDTA 5 mM-SFB 0.005%) y se homogenizó,

se adicionó 20µl de perlas magnéticas acopladas a anticuerpo anti-CD14 y se incubó

a 4◦C por 15 min. Se adicionó buffer de columna y se centrifugó a 1,200 rpm por

10 min, se retiró el sobrenadante y se adicionó buffer de columna. Para recuperar

las células CD14+, se adicionó a la columna un volumen de 1 ml de la siguiente
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manera: buffer de columna, muestra, buffer de columna y PBS-SFB 0.005% frío. Los

monocitos obtenidos se cultivaron con medio RPMI 1640 Advanced (Gibco-BRL)

suplementado con aminoácidos no esenciales, piruvato de sodio, 10% de suero fetal

bovino certificado (SFB), penicilina estreptomicina (Gibco) y 2 mM de L-glutamina

(pH=7) [161, 162].

5.1.2.2. Cultivo de células U937 diferenciadas

Las células U937 fueron mantenidas en cultivo de suspensión con RPMI-1640

(Gibco-BRL) suplementado con SFB al 10% (Gibco), 2 mM L-glutamina y 10 mM

HEPES en ambiente húmedo a una temperatura de 37◦C con CO2 al 5%. Las células

U937 fueron inducidas a diferenciarse mediante la exposición a 5ng/ml de acetato

mirístico de forbol (PMA) por 48 h [163].

5.1.2.3. Infección de los cultivos celulares con DENV-4.

Las células del cultivo primario de macrófagos o las células U937 se infectaron con

virus DENV-4 a una MOI de 1 por 2 h a 37◦C, CO2 al 5%. Después de retirar el

virus, las células se lavaron con medio fresco y se deja progresar la infección por 12,

24 y 36 h antes de realizar la extracción de los RNAs [164].

5.1.2.4. Extracción de los miRNAs a partir de los cultivos celulares.

Para la extracción de los miRNAs se utilizó el sistema mirVana isolation kit (Am-

bion) que está optimizado para la obtención la fracción correspondiente a RNAs pe-

queños en donde se encuentran los miRNAs. Los cultivos celulares fueron sembrados

en multiplacas de 12 pozos con una densidad de 8x105 células por pozo. Las células
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tratadas en cada una de las condiciones de infección se rompen en 600µL de solución

de lisis, la cual estabiliza el RNA e inactiva a las RNAsas. El lisado se recoge en un

tubo nuevo y se le agregó 60µl del aditivo de homogenización, se mezcla y se incuba

por 10 min en hielo. Posteriormente el lisado se somete a una extracción con fenol

ácido:cloroformo, para remover la mayoría de los componentes celulares y el DNA,

dejando un RNA semipuro, el cual se encuentra en la fase acuosa. Posteriormente

se adiciona 600µl de fenol ácido: cloroformo y se mezcló en vortex por 1 min. Se

centrifugó 10 min a 10,000g a temperatura ambiente, se tomó la fase acuosa la cual

se hizo pasar por una membrana de sílice, se centrifuga a 10,000 rpm por 15 s, la

fracción eluída contenía a los miRNAs. El volumen eluído se trató con 2/3 de etanol

al 100%, se mezcló y se pasó por una segunda columna centrifugando en las mismas

condiciones. Se realizó un lavado con 700µl de solución de lavado 1, se centrifugó a

10,000g y luego se hacieron dos lavados similares de 500µl con solución de lavado 2/3.

Los miRNAs pequeños se eluyeron de la columna aplicando 100µl de agua libre de

nucleasas precalentada a 95◦C, se centrifuga a 10,000g por 30 s. Por último se colectó

la elución y se guardó a -70◦C. El RNA total del lisado de las células tratadas se utili-

zó para la detección del genoma viral mediante RT-PCR en punto final corroborar la

infección de las células tratadas. También fue posible realizar los ensayos de expresión

de miRNAs a partir de RNA total extraído con TRIzol [165, 166, 167].

Para analizar la cantidad y calidad de los RNAs pequeños colectados se separaron

10µl de la muestra eluída en un gel de agarosa al 2% por 15 min para verificar la banda

correspondiente a los RNAs pequeños. La cuantificación se realizó mediante el registro

de los pixeles obtenidos en cada banda con la ayuda del fotodocumentador Fuji FLA-

5100 comparados con marcadores de tamaño molecular cuantificados (Fermentas).
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5.1.3. Cuantificación del miRNA-199b por RT-PCR en Tiem-

po Real.

Después de la extracción de los miRNAs en cada uno de los cultivos en las di-

ferentes condiciones, se llevó a cabo la cuantificación de los miRNAs de interés por

RT-PCR en Tiempo Real [168, 169, 170]. La cuantificación de los miRNAs se realizó

con mirVana qRT-PCR miRNA Detection Kit (Ambion), utilizado para la trascrip-

ción reversa y PCR cuantitativa que permite la detección de la expresión de los

miRNAs a partir de los miRNAs purificados. Debido al corto tamaño de los miRNAs,

se utilizaron los iniciadores recomendados por el sistema que contienen una secuencia

adicional y nucleótidos modificados, permitiendo identificar un producto muy especí-

fico de aproximadamente 90 pb (Figura 5.2). Como control se diseñaron iniciadores

para la amplificación de RNA ribosomal 5S (5S rRNA) (Cuadro 5.1). Para este fin

se utilizó el programa Primer Expressr v3.0 y se seleccionó un par de iniciadores

con características de amplificación similares a las utilizadas para la detección del

miRNA-199b como el tamaño y una temperatura de alineamiento de 60◦C. Para lle-

var a cabo la reacción de retrotranscripción, se mezclaron 20 ng de RNA pequeño o

200 ng de RNA total, 2µl de Buffer de RT mirVana 5X, 1µl 1X del iniciador para RT

diseñado específicamente para el miRNA-199b ó 200nM volumen final del iniciador

antisentido del gen 5S rRNA, 0.4µl de la enzima ArrayScript y agua libre de nucleasa

para llevar a 10µl de volumen total. La mezcla se incubó por 30 min a 37◦C y poste-

riormente por 10 min a 95◦C para inactivar la enzima de RT. Los cDNAs obtenidos

en la reacción de retrotranscripción se mezclaron con 5 µl de Buffer de PCR mirVana

5X (contiene dNTPs y MgCl2), 1U de SuperTaq (Ambion), 0.5 µl 1X de iniciadores de

PCR mirVana específicos para el miRNA-199b ó 200 nM a concentración final de la
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mezcla de iniciadores para PCR del gen utilizado como control. Finalmente se agregó

Evagreen 1X (Biotium) a concentración final y la reacción se completó con agua libre

de nucleasa para un volúmen final de 25 µl. La reacción se cargó en placas de 96

pozos por duplicado para cada una de las condiciones de estudio. Las condiciones de

PCR utilizadas son un ciclo de desnaturalización a 95◦C por 3 min y 40 ciclos de

95◦C por 15 seg y 60◦C por 30 seg en el equipo de PCR en tiempo real Abi-Prism

7300. La cantidad de miRNAs expresados en cada una de las condiciones se determinó

mediante el método de CT (Cycle Threshold), ya que este es un parámetro que se

toma como medida relativa de la cantidad de templado que se encuentra inicialmente

en cada reacción [165].

Cuadro 5.1: Iniciadores evaluados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real en la
detección del miRNA-199b

Gen Iniciador Secuencia Tamaño del
producto

miRNA-199b Sentido Protegida ∼90pb
miRNA-199b Antisentido Protegida
5S rRNA Sentido TACGGCCATACCACCCTGAAC 90pb
5S rRNA Antisentido GCGGTCTCCCATCCAAGTACTAA

5.1.4. Transfección de los mimetizadores e inhibidores del miRNA-

199b en las células U937.

La transfección de los cultivos celulares con mimetizadores e inhibidores del miRNA-

199b se realizó por el método de lipotransfección con el reactivo SiPortT Amine

(Ambion). Las células utilizadas para este propósito se mantuvieron en ausencia de
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Figura 5.2: Esquema de la detección de los iniciadores del miRNA-199b. Los
iniciadores utilizados tienen la ventaja de que generan de ∼90pb del miRNA espe-
cífico. Durante la transcripción reversa, la secuencia adicional agregada al iniciador
adquiere una estructura tallo burbuja permitiendo a la secuencia específica del ini-
ciador interactuar con su molde evitando hibridaciones inespecíficas. La estructura
secundaria de este iniciador sólo permite la interacción con templados pequeños, ha-
ciéndola ideal para la detección de miRNAs maduros. Comunicación personal con el
servicio de soporte técnico de Applied Biosystems.
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antibióticos al menos 24 h antes de la transfección. La mezcla de transfección se reali-

zó de la siguiente manera: 1.5 µl de SiPort se incubaron con medio de transfección por

5 min a temperatura ambiente y posteriormente se mezclaron con 50 nM de mimeti-

zador o inhibidor del miRNA-199b concentración final así como 50 nM concentración

final del miRNA acoplado a CY3 utilizado como control (sin blanco en células de

mamífero) y medio de cultivo para ajustar a 50 µl. Después de 15 min de incubación

se agregó la mezcla de transfección con 200 µl de medio de cultivo sin antibióticos

a la monocapa de células. Se sembraron 1.5x105 células por pozo en placas de 24

pozos. Las células se infectaron 24 h postransfección en las condiciones descritas y se

analizaron tanto el sobrenadante como los extractos de RNA para la detección del

nivel de infección viral por RT-PCR en tiempo real [171, 165].

5.1.5. Extracción de RNA total de los cultivos celulares.

Para extraer el RNA de los cultivos celulares se utilizó TRIzol para lo cual en

primer lugar se retiró el medio de cultivo de la placa que contiene la monocapa de

células y se lavó con PBS. Posteriormente se adicionaron 400 µl de TRIzol por pozo

para placa de 12 pozos, se homogenizó con pipeteo y se dejó interaccionar por 5 min,

posteriormente se añadieron 80 µl de cloroformo y se mezcló e incubó por 2 a 3 min

a temperatura ambiente. Después de centrifugar las muestras a 12,000g por 15 min

se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se añadieron 200 µl de isopropanol.

Esta mezcla se incubó durante 10 min y se centrifugó a 12,000g por 10 min a 4◦C.

La pastilla obtenida se lavó con 400 µl de etanol al 75% y se centrifugó a 7,500g por

5 min a 4◦C. La pastilla se resuspendió en agua libre de nucleasas y se almacenó a

-70◦C hasta su uso [172, 167].
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5.1.6. Determinación de la eficiencia de la replicación viral.

5.1.6.1. Cuantificación de RNA viral por RT-PCR en Tiempo Real.

Los iniciadores que se utilizaron en esta técnica amplificaron una región de la

proteína no estructural NS5 del genoma del virus del dengue reportada previamente

(Cuadro 5.2) [169, 170]. Para normalizar los valores de la amplificación del genoma

viral se probaron iniciadores de tres genes constitutivos: Ciclofilina A (PPI-A) , RNA

ribosomal 18 S (18S rRNA) e Hipoxantina fosforibosil transferasa 1 (HPRT1) siendo

este último el par de iniciadores con el que se trabajó. Para PPI-A se utilizaron

iniciadores previamente reportados por Islam y Mendenson [173]; para HPRT1 y

18S rRNA los iniciadores se diseñaron a partir de la secuencia reportada en NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Cuadro ??); para lo que se empleó el programa

Primer Express v3r calibrado para buscar pares de iniciadores para RT-PCR en

tiempo real con aproximadamente 110pb de producto así como una Tm de 60◦C (ver

cuadro 5.2).

Cuadro 5.2: Iniciadores utilizados en los ensayos de RT-PCR en tiempo real para la
detección de DENV-4

Gen iniciador Secuencia Tamaño del
producto

DENV Sentido TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA 264pb
DENV Antisentido GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC
HPRT1 Sentido GATGGTCAAGGTCGCAAGCTT 114pb
HPRT1 Antisentido GTCAAGGGCATATCCTACAACAAACTT
PPI-A Sentido TTTCATCTGCACTGCCAAGACT 110pb
PPI-A Amtisentido CCATTCCTGGACCCAAAGC
18S rRNA Sentido ATACCGCAGCTAGGAATAATGGAATAG 109pb
18S rRNA Antisentido CTAGCGGCGCAATACGAATG

La reacción de retrotranscripción se realizó con la enzima Improm II (Promega)
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de acuerdo a las instrucciones sugeridas por el fabricante. Brevemente, se mezclaron

500ng de RNA total con 200 nM concentración final del iniciador antisentido específico

y agua libre de nucleasas para completar 5 µl y se incubaron a 70◦C por 5 min.

Posteriormente la mezcla se pasó a hielo por 5 min para después añadir 4 µl Buffer

RT Improm II 5X, 1 µl de enzima RT Improm II así como 500 µM de la mezcla de

dNTPs y 3 mM de MgCl2 concentración final completado con agua libre de nucleasa

para llevar a volumen final de 20 µl. Se incubó por 60 min a 37◦C y posteriormente a

70◦c por 15 min. El producto obtenido se almacenó a -20◦C o se usó inmediatamente

en la reacción de PCR [174].

La reacción de PCR se realizó con 5 µl del cDNA obtenido en la reacción anterior

con concentración final de 200 nM de la mezcla de dNTPs, 1.5 nM de MgCl2, 200

µM de mezcla de iniciadores de PCR y Eva Green 1X (Biotium) así como 2.5 µl

Buffer de PCR 10X y 1 U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y agua ultrapura

para completar 25 µl. Los ciclos de PCR realizados para detectar DENV-4 y HPRT1

se programaron como sigue: 1 ciclo de 95◦C 5 min, 40 ciclos de 95◦C por 15 seg, 60◦C

por 30 seg, 72◦C durante 30 seg, seguido de una etapa de disociación diseñada de

manera estándar por el equipo de tiempo real antes mencionado [167].

5.1.6.2. Ensayos de titulación viral por plaqueo.

Con la finalidad de determinar la cantidad de virus por unidad de volumen se

realizaron ensayos de plaqueo que consistieron en realizar diluciones seriales a partir

del extracto de cerebro de ratones infectados o de los sobrenadantes de los cultivos

celulares infectados e incubar cada dilución por duplicado en monocapas de células

BHK-21 sembradas en placas de 24 pozos. Después de 2 h de incubación, se agrega
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carboximetilcelulosa al 1.5% para evitar una posterior difusión viral. Después de 4

días de incubación a 37◦C 5% y de CO2 se contó el número de placas formadas

revelando con azul de bromonaftol. Las placas observadas en cada dilución viral nos

permite calcular las unidades formadoras de placa por mililitro (PFUs/ml). Cada

PFU es equivalente a una partícula viral infectante [175, 176, 164].



Capítulo 6

Resultados

6.1. Selección de un miRNA candidato

Los miRNAs son muy importantes en la regulación de la expresión genética de

un gran número de mRNAs celulares, sin embargo, también se ha demostrado que

dichas moléculas tienen un papel en la modulación del ciclo replicativo de los virus,

es por ello que el propósito de este trabajo se centró en determinar a los miRNAs que

tienen como secuencia blanco el genoma del DENV. La región en la que se enfocó este

estudio es la 3’UTR ya que diversos estudios han mostrado que esa región contiene

secuencias reguladoras importantes para la replicación del DENV.

Con este propósito, se utilizó el programa ViTA que tiene la finalidad de buscar

blancos de los miRNAs del hospedero en genomas virales de interés, para lo cual se

alimenta de bases de datos y otros programas como TargetScan y Miranda. Después

de realizar la búsqueda, ViTA emite un reporte donde enlista los miRNAs con la

correspondiente secuencia viral blanco, así como la energía de interacción [160, 177,

143].

El resultado de esta búsqueda indicó que 181 miRNAs tienen al menos un probable

46
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MER a lo largo del genoma del virus. Alineando las secuencias de los MERs en 6

genotipos de DENV-4, se observó que de los 45 miRNAs con blancos que tienen

MERs en la 3’UTR de DENV-4 sólo 11 tenían MERs conservados y el resultado de

dicho análisis puede observarse en los cuadros 6.1y 6.2.

Cuadro 6.1: Determinación con el programa ViTa de miRNAs con MREs en DENV-4

miRNAs con MERs miRNAs con MERs en miRNAs con MERs conservados
en el DENV-4 3’UTR del DENV-4 en 3’UTR del DENV-4

181 45 11

Al agrupar a este subcategoría de 11 miRNAs, se observó que varios de ellos

compartían el mismo MER, excepto en el caso de uno de los blancos del miRNA-326

y del miRNA-16 (Cuadro 6.2). El MER de los miRNAs 199a, 199b, 337, y 338 que

corresponde con la 3’CS del genoma viral fue seleccionado tanto por su importancia

en el ciclo replicativo viral como por su elevado grado de identidad entre los distintos

serotipos de DENV [145, 28, 33].

Aunque el resultado anterior indica que la posible función por parte de los miRNAs

sobre la 3’CS pueda ser cooperativa, en el presente proyecto se eligió trabajar con el

miRNA-199b. Lo anterior debido a que se ha reportado que la expresión del miRNA-

199b es mayor que alguna de los otros tres miRNAs tanto en monocitos CD-14+ como

en células dendríticas1, cultivos muy parecidos a los utilizados en esta investigación

[178].

Para contar con una validación bioinformática adicional se sometió la interacción
1Células dendríticas tanto estimuladas como no estimuladas.
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Cuadro 6.2: miRNAs con blanco en la 3’UTR de DENV-4.

Nombre del MRE en secuencia Mínima Energía Porcentaje de Porcentaje de
miRNA del DENV-4 Líbre Identidad del MER Identidad del MER

kcal/mol en DENV-4 en DENV
miRNA-199b 10557 - 10577 -17.8 100% 95%
miRNA-199a 10557 - 10577 -19.1
miRNA-338 10556 - 10577 -18.1
miRNA-337 10555 - 10577 -14
miRNA-326 10514 - 10532 -27.4 100% 60%

miRNA-516-3p 10478 - 10498 -15.2 86% 36.3
miRNA-149 10478 - 10499 -20.2
miRNA-296 10472 - 10491 -19.96 80% 60%
miRNA-326 10370 - 10393 -18.64 88% 48%
miRNA-331 10370 - 10394 -16.9

miRNA-324-5p 10360 - 10378 -17.1
miRNA-16 10325 - 10353 -18.7 96% 62%

del miRNA con la 3’CS de DENV-4 al programa MirTif, el cual basa la predicción

de las interacciones en la información obtenida de blancos que han sido probados

experimentalmente como positivos ó negativos y asigna una calificación [148].El re-

sultado positivo significa implica la probabilidad alta de que la interacción predicha

sea verdadera y mientras más elevado sea el valor positivo mayor será la probabilidad

de una interacción verdadera. Al evaluar la interacción de miRNA-199b con la región

3’CS el valor fue de 1.27 por lo tanto es catalogada como verdadera.

6.2. Expresión del miRNA-199b en cultivo primario

de macrófagos y en la línea celular U937

El primer paso para definir el papel del miRNA-199b en el ciclo de replicación viral

es determinar su expresión en las células a estudiar. La detección y la cuantificación

relativa del miRNA-199b se llevo a cabo mediante RT-PCR en tiempo real. Como
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control de carga diseñaron iniciadores para la amplificación del gen constitutivo 5S,

rRNA gen comúnmente utilizado para normalizar este tipo de ensayos [179, 180, 181].

Después de realizar una RT-PCR en punto final utilizando ambos pares de iniciadores

se observó un producto de 90 pb conforme a lo esperado corroborándose la capacidad

de detección de ambos genes (Figura 6.1).

Figura 6.1:RT-PCR de punto final para amplificar miRNA-199b y 5S rRNA.
El extracto de miRNAs obtenido de células U937 diferenciadas se utilizó para la
amplificación del miRNA-199b (panel A) y del 5S rRNA (panel B), obteniendo un
producto de ∼90pb que se separó en gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de
etidio. En los carriles 1 y 3 de los paneles A y B se separaron marcadores de tamaño
molecular (100pb) y el control negativo de transcriptasa reversa respectivamente.

Para determinar si el miRNA-199b se expresa en macrófagos de cultivo primario

y de la línea celular U937 y se realizó una RT-PCR en tiempo real. Los niveles de

expresión del miRNA-199b se reportan como Ct que corresponde al ciclo en el que la

amplificación del gen en estudio es detectado durante la PCR. En los macrófagos de

cultivo primario la expresión del miRNA-199b fue muy variable en las células de tres

individuos distintos, como se ve reflejado por los valores de Cts que variaron entre 17

y 31 (Figura 6.2), lo anterior puede deberse entre otras cosas al fondo genético y al

estado nutricional del individuo.
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En el caso del cultivo de células U937 los niveles de miRNA-199b fueron consis-

tentes presentando una Ct media de 24 (Figura 6.2), mientras que las del 5S rRNA

fue de 9, determinándose que la expresión del miRNA-199b en condiciones basales es

muy baja comparada con la del 5S rRNA (215 veces menor 1).

Figura 6.2:Determinación de los niveles de expresión basal del miRNA-199b
en cultivo primario de macrófagos y en la línea celular U937. El RNA de
macrófagos de cultivo primario o de células U937 fue utilizado como templado para
amplificar el miRNA-199b mediante RT-PCR en tiempo real, los datos se normaliza-
ron con respecto a la amplificación del RNA ribosomal 5S. En el eje Y se muestra el
nivel de expresión del miRNA-199b expresado en Ct y en el eje X los cultivos celulares
donde fue evaluada. Las barras en cada una de las columnas representa la desviación
estándar estándar de los valores obtenidos al realizar el experimento por triplicado
con dos repeticiones.

1Debido a que con cada ronda de PCR el templado se duplica, la detección a ciclos menores
implica mayor expresión de un gen comparada con la detección en los ciclos finales.
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6.3. Perfil de expresión del miRNA-199b durante la

infección con DENV-4 en cultivo primario de

macrófagos y en la línea celular U937.

Para determinar si el nivel de expresión del miRNA-199b variaba durante la in-

fección con DENV-4 se llevó a cabo una cinética de infección de 12, 24 y 36 h. En

cada uno de los tiempos, se cuantificó la expresión del miRNA-199b normalizada con

los niveles de expresión del 5S rRNA y se comparó con los niveles basales de cultivo

no infectado; en cada condición se corroboró la ausencia o presencia de infección del

DENV por RT-PCR punto final.

En el caso del cultivo primario de macrófagos, no se encuentran cambios signifi-

cativos en el nivel de expresión del miRNA-199b en la cinética de infección, el cual

fue muy variable como puede observarse en la figura 6.3 y en el cuadro 6.3 donde se

resumen los resultados del experimento realizado por triplicado a partir del extracto

del RNA del cultivo primario de macrófagos de tres donadores diferentes. Los resul-

tados obtenidos son congruentes con las variaciones en el nivel del miRNA-199b en

dichas células no infectadas pues estas variaciones también se observan en la cinética

de infección, lo cual resulta en la ausencia de diferencias significativas en el nivel del

miRNA entre células infectadas con respecto a las no infectadas.
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Figura 6.3: Perfil de expresión del miRNA-199b en cultivo primario de ma-
crófagos durante una cinética de infección con DENV-4. El RNA de los
cultivos primarios de macrófagos infectados con DENV-4 a una MOI de 1 por 12, 24,
36 h se utilizó para llevar a cabo la RT-PCR en tiempo real en la que se amplificó el
miRNA-199b. El nivel de expresión del miRNA se normalizó con respecto a la ampli-
ficación del 5S rRNA. En el eje Y se muestra el nivel de expresión del miRNA-199b
expresado en Ct y en el eje X las diferentes condiciones evaluadas. Las barras en cada
una de las columnas representan la desviación estándar de los valores obtenidos de
tres experimentos independientes realizados por duplicado.

Cuadro 6.3: Datos descriptivos de los niveles basales del miRNA 199b en cultivo
primario de macrófagos humanos en el perfil de infección con DENV-4

Condición Media Desviación Varianza
Estándar

No infectado h 21.89 7.98 63.72
Infectado 12 h 21.72 4.43 19.67
Infectado 24 h 24.38 4.05 16.44
Infectado 36 h 25.55 8.76 76.89
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Figura 6.4: Perfil de expresión del miRNA-199b en células U937 durante
una cinética de infección con DENV-4. El RNA de las células U937 infectadas
con DENV-4 a una MOI de 1 por 12, 24, 36 h se utilizó para llevar a cabo la RT-
PCR en tiempo real en la que se amplificó el miRNA-199b. El nivel de expresión
del miRNA se normalizó con respecto a la amplificación del 5S rRNA. En el eje Y
se muestra el nivel de expresión del miRNA-199b expresado en Ct y en el eje X las
diferentes condiciones evaluadas. Las barras en cada una de las columnas representan
la desviación estándar de los valores obtenidos de tres experimentos independientes
realizados por duplicado.

En el caso del cultivo de células U937, se encontró que los niveles del miRNA-

199b se modificaban con una tendencia a aumentar conforme transcurre el tiempo

de infección (Figura 6.4). Al comparar la media de las Cts que se obtuvieron de

la RT-PCR en tiempo real con un análisis de ANOVA-Dunnet, se encontró que el

incremento en los niveles de expresión del miRNA-199b en cultivos infectados por

24 y 36 h fue significativo (P<0.05)(Cuadro 6.4). Dicho experimento nos sugiere que

en las condiciones probadas la infección viral induce un aumento en la expresión del

miRNA-199b a las 24 y 36 h posinfección. Debido a que los niveles de expresión fueron

muy variables en los cultivos primarios de macrófagos humanos se optó por llevar a

cabo los ensayos funcionales sólo con las células U937, ya que en la determinación de
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Cuadro 6.4: Análisis estadístico del perfil de expresión del miRNA-199b en células
U937 a diferentes cinéticas de infección

Comparación Diferencia qa P
entre medias

No Infectado vs Infectado 12 h 2.835 2.211 ns p>0.05
No Infectado vs Infectado 24 h 3.845 2.999 p<0.05
No Infectado Vs Infectado 36 h 4.885 3.810 p<0.05

aANOVA. Si el valor de q es mayor a 2.880 entonces el valor de p es significativo.

la expresión del miRNA-199b se obtuvieron resultados más consistentes.

6.4. Efecto de los mimetizadores e inhibidores del

miRNA-199b en la replicación DENV-4

Después de observar un aumento en la expresión del miRNA-199b en las células

U937 infectadas, se consideró determinar cual sería su papel en el ciclo replicativo del

DENV, para lo cual se recurrió al uso de mimetizadores e inhibidores de su función.

Los mimetizadores del miRNA son moléculas de RNA químicamente modificadas

que imitan las funciones del precursor del miRNA, se procesan en la célula huésped

para producir un miRNA maduro y producen un efecto similar al que se esperaría

cuando se sobreexpresa el miRNA en cuestión. Los inhibidores de los miRNAs son

también moléculas de RNA que están químicamente modificadas y que tienen la

propiedad de unirse de manera complementaria al miRNA específico y bloquear su

función.

La técnica con la que se introdujeron los mimetizadores e inhibidores fue la lipo-

transfección (ver materiales y métodos). Las condiciones utilizadas para transfectar

las células U937 fueron las recomendadas por el fabricante pero también referidas
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en otras publicaciones donde el mimetizador y el inhibidor se transfectaron a una

concentración final de 50 nM obteniéndose buenos resultados [134, 135, 182, 183].

Las células U937 se transfectaron con el mimetizador o el inhibidor del miRNA-

199b a una concentración final de 50 nM de acuerdo con lo señalado en la sección de

materiales y métodos. Para estos ensayos se utilizó como control un miRNA que es

un precursor de miRNA que no tiene efectos o funciones conocidas en líneas celulares

y tejidos humanos.

Posteriormente se obtuvo el RNA y se determinó la eficiencia de infección del

virus del dengue mediante RT-PCR en tiempo real. Para detectar el genoma viral

se utilizaron iniciadores que amplifican la región carboxilo terminal de la proteína

NS5, los cuales fueron reportados previamente y que amplifican un producto de 264

pb [169, 170]. Para normalizar los valores de la amplificación del genoma viral se

evaluaron iniciadores para amplificar los genes constitutivos ciclofilina-A (PPI-A),

HPRT-1 y 18S rRNA. En el caso de PPI-A los iniciadores empleados fueron los

previamente reportados por Islam y Mendenson [173]. Para HPRT1 y RNA ribosomal

18S los iniciadores se diseñaron como se describe en la sección de materiales y métodos.

Para evaluar la utilidad de estos iniciadores se realizó una RT-PCR de punto final

y se corroboró la obtención de productos del tamaño molecular esperado (Figura

6.5). Como se puede observar en esta figura, los iniciadores utilizados como control

de carga fueron capaces de amplificar los productos esperados dando un producto

de aproximadamente 110 pb. En el caso de los genes constitutivos se observa una

amplificación en los carriles correspondientes a las condiciones del control negativo

de RT; sin embargo, se considera menor y como posible explicación se atribuye a las

copias genómicas distribuidas en el DNA humano.
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Figura 6.5: RT-PCR punto final para amplificar DENV-4, HPRT1, PPI-A
y 18S rRNA. 200ng de RNA extraído de células U937 infectadas con DENV-4 se
utilizaron para amplificar mediante RT-PCR en punto final el genoma de DENV-
4 (A), o los mRNAs de HPRT1 (B), PPI-A (C) y el RNA ribosomal 18S (D). La
amplificación se llevó a cabo en presencia o en ausencia de la enzima RT(-RT). Los
productos de la amplificación se separaron en geles de agarosa al 2%, se tiñeron
con bromuro de etidio y se observaron en el fotodocumentador Fuji FLA-5100. El
marcador de tamaño molecular(MTM) utilizado fue la escalera molecular de 100bp,
(Fermentasr).

Aunque en todos los casos se logró obtener una amplificación adecuada se eligió

trabajar con los iniciadores para el gen HPRT1 debido que no varía su expresión en

las condiciones experimentales de transfección-infección, además de que los niveles de

expresión y la pendiente de amplificación de HPRT1 y DENV-4 son muy parecidos.

De este modo se decidió normalizar los niveles de expresión de DENV con HPRT1.

Por otro lado, la amplificación del genoma del DENV con los iniciadores utilizados

en nuestras condiciones de RT-PCR en tiempo real fue exitoso, pudiendo obtener un
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amplificado del tamaño esperado (Figuras 6.6 y 6.7).

Figura 6.6: Productos de amplificación de la RT-PCR en tiempo real del
genoma viral. Las células se U937 se transfectaron en presencia (2) o ausencia (7)
del miRNA-control, con 30 nM (3) o 20 nM (4) del mimetizador del miRNA-199b, con
30 nM (5) o 20 nM (6) del inhibidor del miRNA-199b. Después de 24 h de transfección
de las células se infectaron con DENV-4 (MOI=1) por 24 h. Los RNAs extraídos de las
células tratadas se utilizaron para realizar la RT-PCR en punto final de una secuencia
de 264pb correspondientes a una región del extremo carboxilo terminal de NS5. Los
productos amplificados se separaron en un gel de agarosa al 2% y se tiñeron con
bromuro de etidio. El carril (1) corresponde al marcador de peso molecular (100pb) y
el carril 8 corresponde a la condición transfectada con el miRNA-control en ausencia
de enzima de transcripción reversa.

6.4.1. Determinación del efecto de los mimetizadores e inhi-

bidores del miRNA-199b en el ciclo de replicación del

DENV-4

Para determinar el efecto de los inhibidores y los mimetizadores del miRNA-199b

en el ciclo de replicación del DENV-4, se cuantificó el RNA genómico de polaridad

positiva del virus mediante RT-PCR en tiempo real, en cultivos que fueron previa-

mente transfectados con estos reactivos e infectados con DENV-4. Para este ensayo se

realizó la transfección de 50 nM de los inhibidores y mimetizadores del miRNA-199b

en células U937, así como del miRNA control. Después de 24 h de la transfección
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Figura 6.7: Productos de amplificación de la RT-PCR en tiempo real del
gen de expresión constitutiva. Las células U937 se transfectaron en ausencia (6)
o en presencia de 30 nM del miRNA control (1), 20 (4) y 30 nM (5) del inhibidor
del miRNA-199b. Después de 24 h de transfección de las células se infectaron con
DENV-4 (MOI=1) por 24 h. Los RNAs extraídos de las células tratadas se utilizaron
para realizar la RT-PCR en punto final del gen HPRT1. El carril 7 muestra la reacción
en ausencia de la enzima de RT. Los productos amplificados se separaron en gel de
agarosa al 2% y se tiñeron con bromuro de etidio. En el carril 8 se muestran los
marcadores de tamaño molecular (escalera de 100pb, Fermentas).

se infectaron las células con DENV-4 a una MOI de 1 y a las 24 h post-infección se

determinó la eficiencia de replicación viral mediante la cuantificación del número de

copias genoma del virus como se describió anteriormente en la metodología. Como se

observa en la figura 6.8, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas

en la cantidad de genoma viral en las condiciones evaluadas ni con los inhibidores

ni con los mimetizadores, con respecto a las tratadas con el miRNA control. Sin

embargo al analizar la media del resultado de cada uno de los tres experimentos in-

dependientes por triplicado, se puede observar una tendencia en la cual el inhibidor

del miRNA-199b favorece la acumulación del RNA viral mientras que el tratamiento

con el mimetizador lo disminuye, esto tomando como referencia el número de copias

virales en la condición transfectada con el miRNA control. Esto puede ser observado

de manera más clara al graficar por separado los resultados de cada una de las series

de experimentos realizados (Figura 6.9).
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Figura 6.8: Efecto de los inhibidores y mimetizadores del miRNA-199b en
el ciclo replicativo de DENV-4. Las células U937 se transfectaron con 50 nM
del inhibidor o del mimetizador del miRNA-199b o del miRNA control. Después de
24 h de transfección, las células se infectaron con DENV-4 (MOI=1) por 24 h. Los
RNAs extraídos de las células tratadas se utilizaron para determinar el número de
copias de genoma viral (graficado en el eje Y) normalizado en con respecto al gene
de expresión constitutiva. Este gráfico corresponde a tres experimentos realizados
de manera independientemente. Las barras de dispersión representan la desviación
estándar.



60

Figura 6.9: Efecto del miRNA-199b en el ciclo replicativo del DENV-4 en
cada serie experimentos. Las células U937 se transfectaron con 50 nM del inhi-
bidor o del mimetizador del miRNA-199b o del miRNA control. Después de 24 h de
transfección, las células se infectaron con DENV-4 (MOI=1) por 24 h. Los RNAs
extraídos de las células tratadas se utilizaron para determinar el número de copias de
genoma viral (graficado en el eje Y) normalizado en con respecto al gen de expresión
constitutiva. Cada serie de experimentos realizados por duplicado se graficó de A-C.
Las barras de dispersión representan la desviación estándar.



Capítulo 7

Discusión y análisis de resultados

Distintos grupos de investigación han demostrado que los miRNAs tienen la ca-

pacidad de modular de los ciclos replicativos virales, por lo que el interés de este

trabajo se centró en investigar las implicaciones que podrían tener los miRNAs que se

expresan en una de las principales células blanco de la infección con el DENV como

los macrófagos humanos.

Uno de los blancos más importantes de los miRNAs en los mRNAs y en los ge-

nomas de RNA virales son las UTRs, por lo que las regiones del genoma que se

consideraron en este estudio son las que se encuentran en la 3’UTR. La estrategia

para determinar los miRNAs de humano que potencialmente interaccionan con la

3’UTR se basó en el análisis bioinformático de dicha región con el programa ViTA

y posteriormente con el programa MirTif. Mediante estos dos programas se deter-

minó que existían diversos miRNAs con interacción potencial en la 3’UTR, de los

cuales resultaron especialmente interesantes los que tienen interacción con la 3’CS.

Dicha región lleva a cabo funciones de suma importancia en el ciclo replicativo del

virus, siendo indispensable para la replicación del genoma viral, además de ser muy

conservada.
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De entre los miRNAs que interaccionan con la 3’CS se eligió al miRNA-199b,

pues su interacción se mantuvo conservada al llevar a cabo el análisis con 10 cepas de

DENV-4 y debido a que dicha interacción se predice como real mediante el programa

MirTif. Además, este miRNA también reconocía blancos para la 3’CS en diferentes

genotipos de DENV-1, DENV-2 y DENV-3 dejando de manifiesto la importancia

evolutiva por la conservación no sólo de la región 3’CS sino también de la región de

interacción con el miRNA contenida en ella.

Además, diversos estudios con microarreglos de miRNAs han reportado que el

miRNA-199b se expresa diferencialmente en los tejidos de mamífero y de modo parti-

cular Landgraf y cols. reportaron que la expresión este miRNA en monocitos CD-14+

y células dendríticas es mayor que la del miRNA-199a, miRNA-337 y miRNA-338,

los cuales se predice tienen la misma MRE en el genoma viral [178].

El miRNA-199b se encuentra codificado en el cromosoma 9 en la región q34.11 den-

tro de un intrón de la secuencia que codifica para la proteína Dinina (DYN1HUMAN)

un transportador de intercambio iónico muy expresado en tejido nervioso (http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/). La disminución de la expresión del miRNA-199b ha sido

implicada con el desarrollo de metástasis del meduloblastoma, del mismo modo se ha

detectado en el desarrollo de tumores pulmonares, cáncer pulmonar y probablemente

en el carcinoma hepatocelular [184]. Existen evidencias experimentales que indican

que el miRNA-199b modula la expresión de proteínas efectoras de vías proliferativas,

de manera particular se ha demostrado experimentalmente un MRE para el miRNA-

199b sobre la 3’UTR del mRNA HES1 (principal elemento de respuesta proliferativa

Notch) [184]. Además, se ha reportado que el segundo mensajero 4-hicroxinonenal,

un antiproliferativo, disminuye la expresión del miRNA-199b en células HL-60 [185].
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Debido a que ningún análisis bioinformático puede corroborar funcionalidad bio-

lógica como tal sino mas bien una probabilidad de funcionalidad biológica se procedió

a evaluar experimentalmente y de modo indirecto el efecto del miRNA-199b en el

ciclo de replicación del DENV-4.

En primer lugar, fue necesario determinar el nivel de expresión basal del miRNA-

199b en macrófagos humanos tanto de cultivo primario como en la línea celular U937.

El resultado obtenido reveló que dicho miRNA se haya expresado de manera basal en

ambos tipos celulares, sin embargo su expresión es baja, ya que en el cutivo primario

de macrófagos humanos resultó 210 veces menor al compararla con la expresión del gen

de expresión constitutiva del 5S rRNA. Es importante recalcar que lo encontrado en

nuestros experimentos concuerda con los reportes del nivel de expresión del miRNA-

199b, pues se ha reportado una expresión baja de dicho RNA en células del tipo

monocito-macrófago [178].

Por otro lado, es preciso mencionar que el nivel de expresión del miRNA-199b

en el cultivo primario de macrófagos presentó una gran dispersión, la cual ha sido

atribuida a diversos factores dependientes del fondo genético de los donadores, su

estado nutricional, complexión física, enfermedades crónicas subdiagnosticadas, etc.

En el caso de lo observado en el cultivo de células U937 con respecto a los niveles

basales del miRNA-199b se encontró una relación de 215 al compararlo con los ni-

veles del rRNA 5S, lo cual fue consistente en los experimentos realizados de manera

independiente.

Se ha reportado que los miRNAs pueden tener un cambio de expresión sujeto a

diversos estímulos y nuestro interés se centró en sus efectos en la infección con el virus

del dengue.
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Con respecto a los macrófagos de cultivo primario se encontró una tendencia si-

milar a la descrita anteriormente, en la cual los datos exhibieron una gran dispersión

en todos los tiempos de la cinética de infección y no se encontraron diferencias sig-

nificativas en la expresión del miRNA en ninguno de los tiempos postinfección con

respecto a las células no infectadas.

Por otro lado, el análisis del perfil de expresión del miRNA-199b en células U937

infectadas a 12, 24 y 36 h postinfección comparado con el de las células no infectadas

reveló una inducción sostenida en su expresión, con cambios significativos a las 24 y

36 h. A partir de estos resultados se podría inferir una participación ya sea directa o

indirecta de este miRNA en el ciclo replicativo del DENV-4.

Por lo anterior, se optó por lo que se optó por continuar los experimentos de perfil

de expresión del miRNA-199b durante una cinética de infección con DENV-4 y de

transfección de precursores e inhibidores del miRNA-199b sólo en cultivos con células

U937.

Para analizar si la inducción del miRNA-199b podía alterar el ciclo replicativo del

DENV-4 se determinó la eficiencia de multiplicación del genoma viral, siendo ésta

una de las maneras en la que se podrían observar los efectos positivos o negativos de

inhibidores y mimetizadores del miRNA en el ciclo replicativo viral. La cuantificación

del RNA genómico de DENV-4 por RT-PCR en tiempo real no mostró diferencias

significativas en la cantidad del genoma viral detectado en las células tratadas con los

inhibidores y los mimetizadores del miRNA-199b comparada con las células tratadas

con el miRNA control. Aunque las diferencias encontradas no fueron estadísticamente

significativas se puede observar una tendencia al aumento en la detección del genoma

viral en las células tratadas con el inhibidor del miRNA-199b y lo contrario cuando se



65

utilizó el mimetizador, siendo probable que dichas diferencias se acentúen al realizar

el ensayo bajo condiciones distintas a las utilizadas en la presente tesis, por ejemplo

aumentando el tiempo de infección viral a más de 24 h o el tiempo de transfección de

los inhibidores y los mimetizadores de los miRNAs.

Por otro lado, sería importante determinar el nivel de aumento o inhibición del

miRNA-199b en las células tratadas con el agonista y el antagonista, asegurando que

aunque no existan cambios en la cantidad de RNA viral los niveles del miRNA se

están modificando en un nivel adecuado. Existen reportes muy recientes en los que

se realizan experimentos similares al que se llevó a cabo en la presente tesis en donde

se ha logrado un nivel de aumento o inhibición en la expresión del miRNA diversos

miRNAs significativo, el cual ha sido suficiente para describir las funciones de diversos

miRNAs [186, 187, 188].



Capítulo 8

Conclusiones

El miRNA-199b es inducido durante la infección por DENV-4 en células U937.

El tratamiento con los inhibidores o mimetizadores del miRNA-199b no altera

de manera estadísticamente significativa los niveles del genoma viral en células

U937 transfectadas por 48 h e infectadas durante 24 h.
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