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1. RESUMEN

El virus dengue (VDEN), transmitido principalmente por el mosquito Aedes aegypti,
es el arbovirus mas importante que causa enfermedad y muerte en los trépicos y
subtropicos. En Colombia, cerca de 25 millones de personas que habitan en zonas
urbanas con transmision endémica de dengue estan en riesgo de adquirir la
enfermedad, producto de la situacién de su transmisién intensa y persistente en el
pais durante los ultimos afios. El Valle del Cauca ha sido uno de los
departamentos con méas casos de infeccion en la ultima década, tomando el primer
lugar para diciembre de 2017.

En los dltimos afios se ha progresado de forma importante en el conocimiento
sobre dengue, particularmente en el desarrollo de la vacuna y el entendimiento de
la interaccion virus-hospedero. No obstante, aun hay vacios en los procesos
moleculares que toman lugar durante la infeccién viral, lo que limita el desarrollo
de herramientas efectivas de diagndstico, tratamiento y control de la enfermedad.
Recientemente, se han enfocado los esfuerzos en el estudio de las propiedades
moleculares del virus, en donde destaca la evaluacion de los miRNAs celulares y
virales, moléculas con funciones claves de regulacibn de expresion genética
durante el proceso patogénico viral.

Si bien los miRNAs han sido bien caracterizados en virus de DNA, este no es el
caso para los virus de RNA con replicacion citoplasmatica como vDEN. Por lo
anterior, y con el fin de generar informacion que permita ampliar el conocimiento
sobre la interaccion virus-hospedero, el presente proyecto de investigacion busco
evaluar, en células C6/36 HT de mosquito infectadas, la presencia del micro-RNA
170 (miR-170), identificado previamente in silico en el genoma del vDEN-2. Para
ello, se estandarizé el proceso de extraccion de miRNAs y se determiné la
existencia de miR-170 a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la infeccion por vDEN-
2 através de PCR en tiempo real (RT-gPCR).

Palabras clave: virus dengue-2, micro-RNA, miR-170, células C6/36 HT.



ABSTRACT

Dengue virus (VDEN), transmitted mainly by the Aedes aegypti mosquito,
continues to be the most important arbovirus that causes disease and death in the
tropics and subtropics. In Colombia, about 25 million people living in urban areas
with endemic dengue transmission are at risk of acquiring the disease, product of
its intense and ongoing transmission in the country during the last years. El Valle
del Cauca has been one of the departments with more cases of infection in the last
decade, taking the first place by December 2017.

In recent years, there has been significant progress in knowledge about dengue,
particularly in the vaccine development and the understanding of the virus-host
interaction. However, there are gaps of information in the molecular processes that
take place during viral infection, what limits the creation of effective tools for
diagnosis, treatment and control of the disease. Recently, efforts have been
focused on the study of the molecular properties of the virus, where highlights the
evaluation of cellular and viral miRNAs, molecules with key functions of gene
expression regulation during the viral pathogenic process.

Although miRNAs have been well characterized in DNA viruses, this is not the
case for RNA viruses with cytoplasmic replication as VDEN. For the above, and in
order to generate information that allows to expand knowledge about the host-virus
interaction, the present research project sought to evaluate, in infected C6/36 HT
mosquito cells, the presence of micro-RNA 170 (miR-170), previously identified in
silico in the VDEN-2 genome. To do this, the extraction process of miRNAs was
standardized and the existence of miR-170 was determined at 24, 48 and 72 hours
after infection with vDEN-2 through real-time PCR (RT-gPCR).

Keywords: dengue virus-2, micro-RNA, miR-170, mosquito cell line C6/36 HT
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2. INTRODUCCION

El dengue es un arbovirus (virus transmitido por vectores) de 11Kb
aproximadamente, de RNA con sentido positivo (Attatippaholkun et al., 2000).
Existen cuatro serotipos del virus dengue, llamados DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-
4, pertenecientes al género Flavivirus, familia Flaviviridae, la cual contiene mas de
70 virus. Todos los flavivirus poseen epitopes de grupo comun en la proteina de la
envoltura que dificulta los analisis serolégicos ya que se generan reacciones
cruzadas extensas. En los cuatro serotipos de dengue se destaca esta
caracteristica, pues la infeccidon con un serotipo proporciona inmunidad de por vida
para el mismo, pero no existe inmunidad de proteccion cruzada con los otros
serotipos, haciendo posible que las personas de zonas endémicas del virus
puedan infectarse por los cuatro serotipos de dengue en su vida (Gubler, 1998).

El virus dengue continla siendo el arbovirus mas importante en tropicos y
subtrépicos gracias a su alta tasa de infeccion, generando numeros importantes
de muertes debido a la enfermedad del dengue. Esto acarrea con significativos
esfuerzos econdmicos y sociales en las poblaciones de &areas endémicas,
principalmente América y Asia. Se estima que 3.000 millones de personas viven
en zonas donde hay riesgo de contraer dengue y que, aproximadamente, se dan
390 millones casos de infecciones (96 millones de ellas sintomaticas) y 20.000
muertes por dengue al afio (Organizacion Mundial de la Salud, 2016). Alrededor
de 1.800 millones (mas del 70%) de la poblacion en riesgo de contraer dengue en
todo el mundo viven en estados miembros de la Region de Asia Sudoriental y la
Regidén del Pacifico Occidental de la OMS, que soportan casi el 75% de la carga
global actual de enfermedades debida al dengue (World Health Organization,
2009). En Colombia los casos de la enfermedad han ido en aumento durante la
ultima década, siendo el Valle del Cauca uno de los departamentos mas afectados,
pues oscila entre los primeros tres puestos de mayor namero de casos de
infeccién por el virus (INS, 2017).

Por lo anterior, se hace importante la busqueda de herramientas de control y
diagnéstico para la enfermedad, para lo cual es fundamental el entendimiento de
la interaccién virus-hospedero. Durante el proceso de infeccion del virus en la
célula, se han encontrado pequefios RNAs conocidos por direccionar la regulaciéon
post-transcripcional de la expresiéon genética: los micro-RNAs (miRNASs), los
cuales pueden provenir de las células del huésped o ser de origen viral, y contar
con la capacidad de regular la expresion de genes celulares o del virus para
apoyar la replicacion de este ultimo (Castillo et al., 2016).

El uso de herramientas bioinformaticas podrian ayudar en la identificacion y/o
prediccion de posibles miRNAs que jueguen roles importantes durante el proceso
de infeccion del virus en el vector, aportando informacion relevante para el
entendimiento virus-hospedero que podria contribuir en el desarrollo de
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tratamientos efectivos para la infeccion. Es por esto que el objetivo de este
proyecto fue evaluar la presencia de miR-170, identificado in silico en el genoma
del vDEN-2, en células C6/36 HT de mosquito infectadas, para lo que se requirié
estandarizar el proceso de extraccion de miRNA a partir de cultivos celulares
C6/36 HT infectados con VDEN-2, y determinar su existencia por PCR en tiempo
real. Para esto, se infectaron las células de mosquito con VDEN-2 cepa New
Guinea C (donado por el CDC) y se colectaron pasadas 24, 48 y 72 horas la
infeccion, junto con células no infectadas como controles. Para conocer los valores
de las particulas infecciosas del dengue durante el experimento, se realizé una
titulacién del virus con inmunofluorescencia indirecta (IFl), haciendo uso de un
anticuerpo monoclonal para vVDEN-2 donado por el CDC. Tras esto, se extrajo el
RNA total, se realiz6 transcripcion inversa con primers especificos para el miR-10-
5p como miRNA constitutivo de las células de Aedes albopitus (aa) y para el miR-
170, y se corrié una PCR en tiempo real para la deteccion y cuantificacion del miR-
170.

12



3. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El virus dengue (VDEN), perteneciente a la familia Flaviviridae, es un virus de RNA
responsable de 390 millones de infecciones humanas por afo, de los cuales 96
millones se manifiestan de forma clinica, siendo asi el virus transmitido por
mosquito mas prevalente en el mundo (Organizacién Mundial de la Salud, 2017).
Actualmente, se han identificado cuatro serotipos diferentes antigénicos,
designados de 1 a 4 (VDEN-1 a 4) (Castillo et al., 2016), cuyo vector principal es el
mosquito Aedes aegypti, y en menor medida, Aedes albopictus, Aedes
polynesiensis y Aedes scutellaris (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

En Colombia, el dengue representa un problema prioritario en el campo de la
salud publica debido a la infestacion por Ae. aegypti en mas del 90% del territorio
nacional situado por debajo de los 2.200 msnm y la introduccién de Aedes
albopictus, ademas de otros factores como: la reemergencia e intensa transmision
con tendencia creciente del virus, el comportamiento de ciclos epidémicos cada
dos o tres afios de la enfermedad, el aumento en la frecuencia de brotes de
dengue grave, la circulacion simultdnea de diferentes serotipos del virus (1-4), la
reintroduccion del serotipo tres, el cambio climatico, el movimiento de poblaciones
hacia las ciudades —el ecosistema de Ae. aegypti- (INS, 2014), asi como las
complicadas relaciones ecolégicas y evolutivas entre virus y hospedero
(Tuiskunen Back & Lundkvist, 2013).

Actualmente no hay forma de tratar el dengue a través de medicamentos
antivirales o vacunas. El desarrollo de herramientas terapéuticas que permitan el
control efectivo de los brotes de dengue depende, en gran medida, del
entendimiento del proceso patogénico y de la interaccién virus-hospedero que se
presentan durante la infeccion (Bavia et al., 2016). Por lo anterior, en la actualidad
se han concentrado los esfuerzos en entender dichos procesos para contribuir al
desarrollo de tratamientos efectivos para el control de la infeccion viral.

El estudio de los microRNAs (miRNAS) de origen viral y celular es un ejemplo de
estos esfuerzos. Se ha encontrado que estas moléculas controlan la expresion de
genes durante la infeccion viral y se ha evidenciado que pueden regular la
patogénesis viral (Bavia et al., 2016). Teniendo en cuenta lo anterior, Ospina et al.,
2014 realizaron una prediccion bioinformatica (In silico) de miRNAs en el genoma
del virus dengue-2, donde se encontraron ocho miRNAs que, en conjunto, podrian
regular la expresion de 53 blancos celulares (Ospina et al., 2014).

Teniendo en cuenta que los 53 blancos celulares probablemente pueden ser
regulados por los miRNAs virales predichos por Ospina et al., 2014 durante la
infeccidn con virus dengue y que esta regulacion potencialmente podria contribuir
al desarrollo de la infeccion viral, se hace necesario evaluar la existencia de estos
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miRNASs in vitro en células infectadas con VDEN-2. Ospina et al, 2014, evalué la
presencia del miR-170 en células de mamifero Vero infectadas con el virus, y
encontré la presencia de posibles precursores del miRNA tras 24 horas desde
iniciada la infeccién. Debido a que las células de moquito son mas permisivas a la
infeccion, es interesante continuar con la evaluacion del miR-170 para determinar
su presencia en la célula durante la infeccion por vDEN-2.

Enfocar esfuerzos para la determinacion de la existencia de estos miRNAs
identificados con métodos computacionales podria aportar al entendimiento de los
procesos moleculares asociados con la patogénesis viral y la interaccion virus-
hospedero, informacion necesaria para la identificacion de nuevos blancos
dirigidos a atenuar o evitar la replicacién del virus y para el desarrollo de posibles
herramientas de diagndstico (Bavia et al., 2016).
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4. ESTADO DEL ARTE
4.1. Epidemiologia

El nimero de casos notificados por afio de los Estados Miembros de tres regiones
de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) pasé de 2.2 millones en 2010 a 3,2
millones en 2015. Este aumento, probablemente, se relaciona con la
hiperendemicidad de los serotipos de VDEN en diversos paises. Para 1970, solo 9
paises habian llegado a sufrir epidemias de dengue grave. En la actualidad, mas
de 100 paises de Africa, América y Asia son endémicas para la enfermedad,
siendo estas dos ultimas regiones las mas afectadas. En 2008, para estas dos
zonas se tuvieron registros de mas de 1.2 millones de casos y, para el 2015, la
cifra ya superaba los 3.2 millones de registros (2.35 millones de casos solo en
América, de los cuales 10.200 casos se diagnosticaron como dengue grave y
provocaron 1.181 defunciones) (Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

En Colombia, en la dltima década el nUmero de casos de infeccion por dengue va
en aumento. El Instituto Nacional de Salud (INS) reportd, para el afio 2000, 22.775
casos por dengue, de los cuales 1.093 fueron dengue grave, dejando 14 personas
muertas. Para el 2010, se reportd una epidemia en la que se informaron mas de
150.000 casos de dengue, de los cuales el 94 % (143.791) fue dengue clasico y el
6 % restante correspondié a dengue grave, con una mortalidad de 2,24 % (217
casos letales), valor superior a lo reportado normalmente (méximo, 2 %) (Velandia
& Castellanos, 2011).

El Valle del Cauca ha sido uno de los departamentos mas afectados por casos de
infeccion en el pais (principalmente por serotipos VDEN-1 y vDEN-2). En la
semana epidemioldgica 52 del 2017 (24 al 30 de diciembre), el departamento tomé
la primera posicion, con un 18,4% de los 26.279 casos de infeccion resportados-
menores a los valores para la misma semana del 2016, 103.822 (INS, 2016), pero
aun asi alarmantes-, seguido por Antioquia (16,6%) y Tolima (11,1%) (INS, 2017).
En lo corrido del 2018 (hasta abril 28), el Valle del Cauca toma el tercer lugar, con
un 10,6% de los 8898 casos de dengue en el pais, siendo Cali el municipio que
presenta la mayor proporcion de casos de dengue, con un 7,9% (INS, 2018).

4.2. \Virus dengue

El virus dengue (VDEN), del género Flavivirus y familia Flaviviridae, como la
mayoria de los virus de RNA exhibe una considerable diversidad genética en tanto
que abarca cuatro serotipos (VDEN-1 — vDEN-4) que circulan periodicamente y de
forma simultanea en zonas endémicas e hiperendémicas. Todos causan la
enfermedad del dengue, ya sea una infeccion asintomatica, enfermedad febril y/o
casos graves que pueden conducir a la muerte (Velandia & Castellanos, 2011). No
obstante, también hay una variacion genética significativa dentro de cada serotipo.
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Entre los cuatro serotipos, VDEN-2 ha sido el mejor caracterizado en este sentido,
en donde estudios de las secuencias del gen de la envoltura viral (E) han revelado
variacion en una escala global (hasta de 6% de divergencia genética), y ha
permitido agrupar 7 variantes genéticas de cepas aisladas “genotipos” (Twiddy et
al., 2002) o “subtipos”: Subtipo | (Asiético Il o All), Subtipo I, Subtipo llla (Asiatico
I (Al)), Subtipo Illb (Americano/Asiatico (AA)), Subtipo IV (Cosmopolitan (C)),
Subtipo V (Americano (AM)) y el genotipo Selvético (S) (Méndez et al., 2012). All
consiste de cepas de China, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan, Vietham, asi como la
cepa New Guinea C, usada como referencia en diversos estudios de VDEN-2 en el
mundo, mientras Al contiene cepas de Tailandia y Malasia. AA incorpora cepas de
Tailandia y Vietnam, asi como de Latino América y el Caribe. C, como su nombre
lo indica, contiene cepas de diversos lugares, entre los que se encuentran
Australia, Islas del Pacifico, El sureste de Aria, el subcontinente de India y las islas
del Océano indico, el Medio Este y el oeste y este de Africa. AM esta compuesto
de cepas provenientes de Latino América, India, el Caribe e Islas del Pacifico. S,
por otra parte, contiene muestras de Asia y el este de Africa (Twiddy et al., 2002).

En Colombia, la presencia del virus dengue se detectd por primera vez en los afios
setenta, cuando se aislaron los serotipos 1, 2 y 3y, posteriormente, en 1986 con la
introduccién del serotipo 4 (Cortés et al., 2007). Segun los resultados obtenidos
por Méndez et al., 2012, actualmente se encuentran en circulacion en el pais los
genotipos Americano y Americano/Asiatico, los cuales se han reportado en otros
paises de América. Interesantemente, la introduccién del subtipo IlIb coincide con
el primer reporte de dengue con fiebre hemorragico en Colombia al final del 1989,
y el incremento de casos en los afios siguientes.

El vDEN es transmitido por mosquitos del género Aedes (Aedes aegypti, Aedes
albopictus, Aedes polynesiensis y Aedes scutellaris) (Organizacion Mundial de la
Salud, 2017) distribuidos en paises tropicales y subtropicales desde Asia hasta el
Pacifico y América. donde se ha observado proliferacion de los sitios de cria de
mosquitos, aumentando su circulacion junto con el virus con menos restricciones
geograficas y/o ecoldgicas (Kyle & Harris, 2008) y conformando un ambiente que
favorece el incremento de infecciones virales. En este punto, vacunas y
tratamientos que permitan controlar los brotes infecciosos son una herramienta
decisiva. No obstante, la falta de conocimiento en cuanto a la interaccion virus-
hospedero es una de las cuasas de que el desarrollo de herramientas terapéuticas,
como vacunas y medicamentos antivirales sea limitado.

El vDEN cuenta con una envoltura lipidica que alberga un genoma de RNA en
sentido positivo, con una longitud aproximada de 10.7 miles de bases (kb). La
region codificante del genoma esta flanqueada en sus extremos por regiones no
traducidas (UTR) (Friebe & Harris, 2010). En estas, se encuentran estructuras
secundarias en forma de tallo-bucle, asi como secuencias conservadas que
parecen estar relacionadas directamente con la circularizacion gendémica
necesaria para la replicacion del virus (Campillo-Pedroza, 2015).
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El vDEN es transmitido por las hembras del mosquito vector del género Aedes,
infectado durante la alimentacion con sangre de un hospedero, e ingresan a la
célula blanco usando la via endocitosis-mediada por receptor y trafico de
endosomas, donde el ambiente acidico inicia los mayores cambios
conformacionales en la envoltura glicoprotéica, llevando a la liberaciéon de la
nucleocapside viral que a su vez es desensamblada por proteasas celulares, para
finalmente liberar el RNA viral en el citoplasma (Campillo Pedroza, 2015). El virus
codifica una poliproteina grande que se escinde co y postraduccionalmente en 10
proteinas virales (Friebe & Harris, 2010). Después de la traduccion del RNA
genomico que ha ingresado, la polimerasa RNA dependiente de RNA (RdRp) NS5,
sintetiza cadenas de RNA en sentido negativo a partir del RNA gendémico, que
sirve como molde para la sintesis de nuevas cadenas en sentido positivo
(Campillo-Pedroza, 2015).

4.3. MicroRNAs

Los miRNAs son nucleétidos cortos (de 21 a 24) de RNA no codificante (ncCRNA)
gue se expresan en eucariotas y en diversos virus, que funcionan como
reguladores transcripcionales de la expresion genética. Son conocidos por reprimir
la traduccion de RNA mensajeros (mMRNA), inhibiendo asi la expresion de
proteinas (Ouellet & Provost, 2010). Estas moléculas también juegan un papel de
gran importancia en varias vias regulatorias, como el desarrollo embrionario,
apoptosis, division celular, diferenciacion, muerte, hematopoyesis y el desarrollo
de cancer (Shunmin et al., 2008).

La biogénesis de los miRNAs se ha clasificado en dos mecanismos celulares:
candnico y no-canénico. La via canodnica, bien estudiada en células animales,
inicia en el nucleo celular, en donde se produce el precursor de miRNA (pre-
mMiRNA), a través de la escision del miRNA primario por la proteina de unién a
RNA de doble cadena Dgcr-8 (DiGeorge sydrome critical regién gene 8) y Drosha.
Posteriormente, el precursor de miRNA es llevado al citoplasma a través de la
proteina Exportina, una vez reconocidos los nucledétidos caracteristicos del corte
de Drosha. Ya en el citoplasma, Dicer (endonucleasa) corta el pre-miRNA, lo que
genera un RNA de doble cadena (RNA duplex) que mas tarde se asociara a una
proteina AGO y se unira al complejo de silenciamiento inducido por RNA (miRISC).
Tras la maduracion en miRISC, el RNA duplex sufre una seleccion de cadenas.
Aungue no estad completamente entendido, este proceso se basa, en parte, en la
estabilidad termodinamica 5’ de extremo del RNA de doble cadena, mostrando un
sesgo para la carga de miRISC a medida que se tiene menor energia libre media.
La cadena estrella, definida como la cadena pasajera, se degrada. La cadena
madura o guia cargada en miRISC es transportada y realiza un apareamiento de
bases imperfecto con su RNA diana (Langlois et al., 2012), principalmente en el
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sitio complementario en la region 3’ no traducida (3’'UTR) del mRNA blanco
(Campillo Pedroza, 2015). Dando como resultado la desestabilizacion del RNA y/o
la represion traduccional (Langlois et al., 2012). Los miRNAs también pueden
unirse al mRNA a través de un complemento perfecto para inducir su escision
(Ouellet & Provost, 2010).

Tecnologias de secuenciaciéon profunda han revelado diferentes clases de
moléculas de RNA que estructuralmente y funcionalmente se asemejan a los
miRNAs. Estas, sin embargo, omiten uno o mas pasos en la via de biogénesis
canonica, y es por esto que se les denomina miRNAs no candénicos (Maher
Abdelfattah et al., 2014). Los procesos no canolnicos de procesamiento de
miRNAs parten de moléculas con estructuras tallo-bucle, que son similares a un
precursor de miRNA (Miyoshi et al., 2010). Dicer es casi siempre indispensable en
la produccion de miRNAs tanto candnicos como no candnicos, y sin él, es
imposible la generacion de la mayoria de miRNAs. Por otra parte, Drosha y Dgcr8
solo se necesitan en el procesamiento canonico de miRNAs, pues miRNAs no
canbnicos pueden generarse en su ausencia. En las rutas de biogénesis
independientes de Drosha/Dgcr8 se han identificado: mirtrons, miRNAs derivados
de pequefios RNAs nucleolares (snoRNAs), miRNAs de RNAs cortos enddgenos
con estructura tallo-bucle (ShRNAs), miRNAs de tRNAs (Maher Abdelfattah et al.,
2014) y dependiente de tRNasaZ (Miyoshi et al., 2010). Dentro de las rutas
independientes de Dicer se encuentran: la ruta dependiente de AGO, vy
dependiente de tRNasaZ (Miyoshi et al., 2010). Vias no candnicas similares
pueden ser usadas por virus de RNA que se replican en el citoplasma para
generar miRNAs funcionales (Hussain & Asgari, 2014).

4.4. MicroRNAs vy Virus

Los virus, de forma similar a sus huéspedes, generan pequefios RNAs que se
clasifican como RNAs pequefios de interferencia (SiRNAs), miRNAs, RNAs
asociados a Piwi (piRNAs), pequefios RNAs virales (vSRNAs) y RNAs
inusualmente pequefos (usRNAs) (Hussain & Asgari, 2014). Entre ellos, los
mMiRNAs de virus de DNA han sido bien caracterizados y pueden desempeiiar
funciones claves para controlar la expresion genética tanto viral como celular. Este
es el caso de los Herpesvirus, virus de ADN bicatenario que estan clasificados en
3 familias (a, B, y y) basado en la secuencia gendémica y la biologia del virus, y en
donde se han identificado miembros que expresan multiples miRNAs (Skalsky &
Cullen, 2010). En la Tabla 1 se expone una lista de miRNAs maduros producidos
por diferentes virus, tanto de RNA como de DNA (Huang, et al., 2017).

Tabla 1. Namero de miRNAs maduros producidos por 29 virus diferentes.

| Naturaleza | Virus | Abreviacién del | MiRNA
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miRNA Maduro

RNA Bovine foamy virus bfv 4
Human inmunodeficiency virus 1 hivl 4
Bandlcpot papllllop'mat05|s bpcvl 1

carciomatosis virus 1
Bandlc_oot papl_llop_mat03|s bpcv2 1
carciomatosis virus 2

BK polyomavirus bkv 2

Bovine herpesvirus 1 bhv1 12
Bovine herpesvirus 2 bhv2 5
Bovine leukemia virus blv 10
Duck enteritis virus dev 33
Epstein-Barr virus ebv 44
Herpes B virus hbv 15

Herpes simplex virus 1 hsvl 27
Herpes simplex virus 2 hsv2 24
Herpesvirus of turkeys hvt 28
Herpesvirus saimiri strain A11 hsva 6

DNA :

Human cytomegalovirus hcmv 26
Human herpesvirus 6B hhveb 8
Infectious laryngotracheitis virus iltv 10
JC polyomavirus jcv 2

Kaposi sarcoma.-assomated kshv o5

herpesvirus

Mareks disease virus 1 mdv1l 26
Mareks disease virus 2 mdv2 36
Merkel cell polvomavirus mcv 2
Mouse cytomegalovirus mcmv 29
Mouse gammaherpesvirus 68 mghv 28
Pseudorabies virus prv 13
Rhesus lymphocryptovirus rlcv 68
Rhesus monkey rhadinovirus rrv 11
Simian virus SV 2

Total 502

Por otra parte, si bien falta indagar a profundidad sobre los miRNAs de virus de
RNA, se han reportado algunos de estos virus que interactian directamente con
los miRNAs de la célula, lo cual favorece su replicacion (Skalsky & Cullen, 2010).
Con esto se han relacionado diferentes procesos celulares que son controlados
por miRNAs de origen viral durante su infeccion, tales como la reprogramacion
celular, la modulacion de la respuesta inmune, la promocién de la replicacion viral,
entre otros (Ouellet & Provost, 2010).
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Lo anterior es el caso del virus de la hepatitis C (HCV), un virus de RNA de
cadena simple positiva de la misma familia del vDEN que no codifica miRNA viral;
sin embargo, la infeccion por HCV altera la expresion de los miRNA del huésped,
ya sea en cultivo celular o en pacientes con progresion de la enfermedad hepética,
como fibrosis hepéatica, cirrosis y carcinoma hepatocelular. A su vez, los miRNAs
del huésped regulan el ciclo de vida del HCV a través de la union directa a los
RNA del HCV o indirectamente dirigidos a los RNAm celulares (Li et al., 2016).
Janssen et al., 2013, descubrieron la funcion del miRNA-122 celular en el ciclo de
replicacion del virus de RNA de la hepatitis C (HCV), el cual es esencial para su
estabilidad y propagacion. miRNA-122 se une a dos sitios diana en la region no
traducida 5’, formando un complejo oligomérico que protege al genoma del HCV
de degradacién nucleolitica o de respuestas inmunes en el hospedero. A partir de
este descubrimiento, se pudo obtener un efecto terapéutico gracias al desarrollo
de un inhibidor especifico del miRNA en cuestion, por lo que se esta evaluando
actualmente en ensayo clinico un tratamiento con humanos en fase Il (Janssen et
al., 2013).

En otros estudios, se ha encontrado una relacion entre la promocién de la
replicacion de vDEN en el mosquito vector y miRNAs de células de mosquito y
mamifero. Por ejemplo, el miRNA-281 (miR-281) es expresado en el intestino
medio del mosquito hembra, donde el VDEN primero invade. Después de la
infeccion, este miRNA es regulado positivamente. Analisis posteriores han llevado
a la asociacion del miR-281 con la potenciacion de la replicacion de vDEN-2 en
Aedes albopictus (Yanhe Zhou et al.,, 2014). En otra investigacion, andlisis
bioinformaticos revelaron que la 3'UTR del genoma del vDEN de los cuatro
serotipos es establecida como blanco de diversos miRNAs celulares, incluyendo el
MiRNA-133a. La sobre-expresion de este miRNA reprime la replicacion del vDEN.
Ademas, la transcripcion de la proteina de unién al tracto de polipirimidina (PTB),
un blanco del miRNA-133a, es regulada negativamente durante la infeccion por el
virus. Esto permite pensar que la 3'UTR del vDEN regula negativamente la
expresion endégena del miRNA-133a en células vero durante las primeras horas
de la infeccién (Castillo et al., 2016).

El procesamiento de miRNA en los virus RNA es un tema ampliamente discutido,
en gran parte, debido a que la mayoria de los virus RNA se replican
exclusivamente en el citoplasma (exceptuando a Retrovirus, como los expuestos
en la Tabla 1 y Ortomixovirus), por lo que el genoma viral no interactia con el
complejo microprocesador del nudcleo celular, encargado de iniciar el
procesamiento del miRNA, y no se da una via de desarrollo canénica del mismo.
Sin embargo, algunos trabajos han demostrado la existencia de mMiRNAs
provenientes de virus de RNA con replicacién citoplasmaética.

Por ejemplo, en una investigacion de Hussain et al., 2014, el objetivo principal fue
la busqueda de miRNAs funcionales codificados por VDEN. Se usaron datos de
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secuenciacion de mosquitos A. aegypti infectados por el virus, y se obtuvieron seis
VSRNAs, con estructuras de horquillas en las regiones no traducidas 5 y 3’ del
RNA viral gendmico. La inhibicion de uno de ellos, VDEN-vsRNA-5, conllevo al
incremento significativo de la replicacion viral. Analisis posteriores llevaron a la
conclusion de gque Argonauta 2 esta implicada en la biogénesis de la molécula,
proceso que se asemeja a la generacion de miRNAs. El impacto de los inhibidores
de VDEN-vsRNA-5 en los niveles de RNA de vDEN revelo el papel del vsRNA en
la autorregulacion que tiene como blanco el gen 1 de la proteina no-estructural del
virus. En este mismo estudio encontraron moléculas homadlogas a VDEN-vSRNA-5
en los serotipos VDEN-1 a vDEN-4, pero no en vDEN-3, inhibiendo la replicacion
de VvDEN-2. La produccion de VDEN-vsRNA-5 en bajas cantidades podria
beneficiar al virus gracias a la autorregulacién de la replicacion del mismo,
evitando la sobrerreplicacion y, con esto, la muerte prematura de las células
hospederas y/o el mosquito vector. Asi, se revela que VDEN es capaz de codificar
vSRNA similares a miRNAs, donde uno de ellos tiene como blanco un gen viral, lo
cual abre un abanico de posibilidades en el uso de estas moléculas para limitar la
replicacion de vDEN (Hussain & Asgari, 2014).

Por otro lado, Langlois et al., (2012) describié la generacion de un virus
critoplasmético monocatenario de polaridad negativa capaz de producir miRNAs
funcionales. Estos miRNAs se acumularon en altos niveles in vitro, generaron
cantidades significativas de la cadena estrella de miRNA asociada con RISC, y
confirieron silenciamiento genético post-transcripcional de forma especifica. Estos
resultados validan el procesamiento no-canénico de miRNAs derivados del
citoplasma.

En Colombia, Ospina et al., 2014, realizaron una prediccién bioinformatica de
mMiRNAs en el genoma del vDEN-2, en donde encontraron ocho miRNAs que, en
conjunto, segun el trabajo in silico, podrian regular la expresiéon de cincuenta y tres
blancos celulares (Ospina et al., 2014). El estudio llevado a cabo muestra que, en
células Vero de mamifero, probablemente se encuentra un muy bajo nivel del
miRNA evaluado, el miR-170, el cual podria regular el Receptor del Factor de
Crecimiento Fibroblastico tipo 2 (FGFR2, Fibroblast Growth Factor Receptor type
2), receptor tirosina-quinasa que activa las rutas Ras/Map y P13K/Akt, encargadas
de regular procesos importantes como el remodelamiento del citoesqueleto de
actina, sobrevivencia y apoptosis, corte y empalme de exones, entre otros
(Campillo-Pedroza, 2015). En el estudio, se sugiere el uso de células de
mosquitos debido a la alta sensibilidad y permisividad de las células (e.g., la linea
celular C6/36 HT) a la infeccion viral, por lo que su uso puede ser mas oportuno en
pruebas in vitro, aumentando la posibilidad de encontrar una mayor concentracion
de los miRNAs evaluados en comparacion a las células de mamifero.

En conclusién, el estudio de los miRNAs de virus de RNA es un campo poco
explorado y con un gran potencial para el entendimiento de la relacion virus-
hospedero, que podria aportar en el desarrollo de herramientas terapéuticas, de
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control o diagnosticas. Algunos trabajos han intentado demostrar la existencia de
mMiRNAs de biogénesis no canonicas, pero aun falta mucho por entender. En
Colombia, esta area es muy poco estudiada. Ospina et al., 2014, hicieron un
acercamiento que abre un abanico de oportunidades en la investigacion de estos
RNA no codificantes de origen viral.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Evaluar la presencia del micro-RNA 170 (miR-170), identificado in silico en el
genoma del vDEN-2, en células C6/36 HT de mosquito infectadas.

5.2. Objetivos Especificos

1. Estandarizar el proceso de extraccion de miRNAs a partir de cultivos
celulares C6/36 HT infectados con vDEN-2.

2. Determinar la existencia del miR-170 durante el curso de la infeccion de
células C6/36 HT con vDEN-2.
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6. METODOLOGIA
6.1. Mantenimiento de células C6/36 HT

El cultivo celular de Aedes albopictus C6/36 HT se mantuvo en flask (botella de
plastico) de 50 mL, con 5 mL de medio de crecimiento celular Lebovitz (L-15
medium, Sigma Aldrich®) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (10%),
penicilina/estreptomicina (1%), y L-glutamina (1%) a 31 + 1 °C. Pasados 5 dias se
verifico en un microscopio invertido que se tuviese una confluencia celular superior
al 80% para continuar con el proceso de infeccion con el vDEN-2.

6.2. Infeccién de células C6/36 HT con vDEN-2

El proceso de infeccion de células con el vDEN-2 se llevd a cabo en placas de 6
pozos, estériles, con fondo plano y tapa, donde se -cultivaron las células
conservando sus propiedades fisioldgicas. En general, el proceso se llevd a cabo
en una cabina de flujo laminar. En primer lugar, se descarté el contenido de la
botella donde se tenia el cultivo celular con una confluencia celular del 80%, se
adicion6 1 mL de medio L-15 suplementado con SFB al 10% y se realiz6 un
desprendimiento celular con la ayuda de un policia de vidrio estéril.
Posteriormente, se tomd 1 mL del flask y se agregaron 3 gotas de dichas células a
cada uno de los 6 pozos de la placa, seguido por 2 mL medio de crecimiento con
SFB al 10%. La placa de 6 pozos fue rotulada en cada columna como 24, 48y 72
horas, y se toma como una réplica biolégica con dos réplicas técnicas por tiempo
(Figura 1). Posteriormente, se agregaron 5 mL del mismo medio al flask, de tal
forma que continuase el crecimiento del cultivo celular que se tomdé como la
muestra control sin infeccion, o mock. El flask fue rotulado con el nombre de la
linea celular, nUmero de pase y la fecha en el que este se realiz6. El flask y la
placa de 6 pozos fueron llevados a incubacién a una temperatura de + 31°C. El
proceso descrito se realizdé dos veces, con el fin de obtener dos réplicas biolégicas
con su respectivo control.
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Figura 1. Rotulacién de placa de 6 pozos de fondo plano. RB hace referencia a
réplica biolégica. 24H, 48H y 72H se refiere a los tiempos —en horas- de coleccién
de las muestras post-infeccion con VDEN-2. RT representa la réplica técnica de
cada fila por cada tiempo.

Transcurridos 2 dias de incubacion para la placa, y al alcanzarse al menos un 80%
de confluencia celular en las monocapas de los cultivos, se procedié a realizar la
infeccion de las células en cada uno de los 6 pozos con el sobrenadante que
contiene el virus DEN-2 cepa New Guinea C (CDC) (almacenado a -45 °C). El
sobrenadante del virus fue descongelado lentamente a temperatura ambiente.
Posteriormente, en la cabina con nivel de bioseguridad tipo II, se adicionaron 200
uL del virus a cada pozo de la placa y se incubaron por 1 hora a 37°C con
agitacion constante, con el fin de facilitar la penetracion del virus en las células.
Transcurrido el tiempo, se elimind el sobrenadante del virus, se adicionaron 2 mL
de medio L-15 suplementado con SFB al 2% a cada pozo, y se incub6 a 31 + 1 °C.
Posteriormente, a las 24, 48 y 72 horas post-infeccion se recolectaron las células y
el medio de cultivo con la ayuda de un policia de vidrio en tubos de 1.5 mL. De la
misma manera se recolectaron las células cultivadas como control en los flask.
Todas las muestras se guardaron a -80 °C.

6.3. Titulacion de vDEN-2
La presencia del virus en las células infectadas y no infectadas se determino a

través de titulacion por inmunofluorescencia indirecta (IFl), haciendo uso de un
anticuerpo monoclonal especifico para el vDEN-2, donado por el CDC.
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Se hizo uso de una placa de 96 pozos de fondo plano con tapa (Figura 2), en
donde se sembraron 100 pL de las muestras a evaluar por triplicado en la primera
fila (tres muestras por placa, 5 placas en total evaluando las 14 muestras),
teniendo en cuenta los controles negativos en donde no se sembré muestra. En
los pozos restantes, se sembraron 90 pL del medio L-15 suplementado con SFB al
10%. Posterior a esto, se realizaron diluciones seriadas de 10 yL de las muestras
virales de la primera fila a lo largo de toda la placa. Terminadas estas diluciones,
se adicion0 a cada pozo 100 pL de células cultivadas en flask con la metodologia
ya mencionada (numeral 6.1), con la diferencia de que se adicionaron 5 mL de
medio suplementado con SFB al 2% a los 5 mL de medio de crecimiento
suplementado con SFB al 10% que ya contiene el flask, de tal forma que se
obtuviese un volumen de 10 mL, suficiente para adicionar células en los 96 pozos
de la placa. Finalizada la siembra de células, se llevé a incubacion durante 7 dias
a £ 31°C. Cada una de placas utilizadas para la titulacion del vDEN-2 fue rotulada
con el nombre de las muestras evaluadas y selladas con papel parafilm.
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Figura 2. Titulacion de vDEN-2. Placa de 96 pozos de fondo plano con tapa. Las
flechas sefialando las columnas 1, 5 y 9 indican los controles negativos. Los
corchetes hacen referencia a cada muestra sembrada por triplicado. Las flechas
curvas muestran las diluciones seriadas de 10 pL.
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Finalizado el tiempo de incubacion, se procedio a la visualizacién del virus dengue
en las muestras evaluadas. Para esto, se descart6 el contenido de la placa en una
bandeja, las células se fijaron y permeabilizaron con 50 pyL de acetona-PBS (3:1)
(90 mL de acetona y 30 mL de PBS) por pozo. La placa se guard6 a 4°C durante
30 minutos. Pasado el tiempo, se descarté el contenido y se adicionaron 20 pL del
anticuerpo monoclonal especifico para VDEN-2 en una relacion 1:200 con PBS, y
se llevo a incubacion durante 45 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo, se
descarto el anticuerpo y se realizaron dos lavados con PBS por placa y agitando
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durante 1 minuto, a lo cual le sigui6 un lavado con agua destilada con agitacion de
1 minutos. Posteriormente, se adicion6 fluorocromo (FITC) (1:200) y azul de Evans,
gue sirve como contraste, a una relacién de 1:200 con PBS y se incubd por 1 hora
a 37°C. Una vez realizado esto, se lavé dos veces cada placa con agua destilada
durante 1 minuto de agitacion y se le adicionaron 20 uL de glicerina-agua destilada
(9:1) (90 mL de glicerina y 10 mL de agua destilada) a cada pozo para su
visualizacion en el microscopio de fluorescencia.

De acuerdo al numero de pozos positivos para cada una de las muestras tituladas,
la concentracion del virus dengue - 2 se determind con la siguiente ecuacion:

Tissue culture Infective Dose/mL (TCID50) =
_({titulacion positiva en los fes pozos) it
LDQ(1D )_LDQE1D],(1+(#pnzus pDEItNDS)-D,E)

#otal de pozos
Ecuacion 1. Formula para determinar la concentracién del vDEN-2.
6.4. Extraccion de RNA viral

La extraccion de RNA se realizé con trizol (TRI-reagent® (Sigma)), como se
describe brevemente a continuaciéon. La extraccion se realizdé con 400 pyL de cada
muestra, en donde se adicionaron 700 uL de TRI-reagent®. Se agité brevemente,
y se dejo en reposo 5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 200 uL de
cloroformo, se mezclé6 suavemente y se dejé en reposo durante 10 minutos.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 12.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
Después, se transfirié cuidadosamente la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo,
y se adicionaron 500 pyL de isopropanol, se mezclé6 suavemente y se dejé en
reposo durante 10 minutos nuevamente. Una vez pasado el tiempo, se llevo a
centrifugacion con las mismas condiciones anteriores. Luego, se elimind el
sobrenadante y se adicion6 1 mL de etanol frio al 75%. Una vez mas se llevo a
centrifugacion con las condiciones descritas y se pasé a descartar el sobrenadante
y remover los restos de etanol hasta que se evaporase completamente. Por altimo,
se adicionaron 15 yL de agua libre de RNAsas estéril, y se almacen6 a -80 °C. La
pureza y concentracion del RNA fue determinada a través de un lector de placa
Synergy H1 a partir de 1 yL de muestra.

6.5. Deteccion de miRNAs

La expresion de los miRNAs a evaluar en cada una de las 14 muestras fue
detectada a través de la estandarizacion de un proceso de 3 pasos reportado por
Varkonyi-Gasic et al., 2007. Primero, se realizé el disefio de primers stem-loop,
directos e inversos (universal) para aal-miR-10-5p (mIRNA de referencia,
constitutivo en las células de Ae. Albopictus) (Batz et al., 2017) y miR-170
(secuencia de interés que, ademas, se sintetizO6 como control positivo del
experimento) mediante la herramienta virtual miRNA Primer Design Tool, proveida
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por el laboratorio AstridBio para la generacion de primers para miRNAs (Astrid
Research, 2013) (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio de primers para transcripcion inversa y RT-qPCR.

miRNA | Oligonucleoétido Secuencia
Primer Stem- 5 —GTT GGC TCT GGT GCA GGG TCC GAG
aal-miR- loop GTATTC GCA CCA GAG CCAACAACAAA-3
10-5p Primer universal 5 -GTG CAG GGTCCGAGGT-3
Primer directo 5 -GTGACCCTGTAGATCCGAA-3
miR-170 5 —-ACG GGACTG CCG AGCAAATGGC-%
Primer Stem- 5 —GTT GGC TCT GGT GCA GGG TCC GAG
miR-170 loop GTATTC GCACCAGAG CCAACGCCATT-3
Primer universal 5 -GTGCAGGGTCCGAGGT-3
Primer directo 5 —-TTG TAC GGG ACT GCC GAG - 3

En el segundo paso se realiz6 la transcripcion reversa de RNA a DNA
complementario (cDNA) haciendo uso de un primer stem-loop especifico para
cada uno de los dos miRNAs a evaluar y una enzima transcriptasa inversa
SuperScript Il (Thermo Fisher Scientific). Por ultimo, se amplifico el cDNA producto
a través de RT-qPCR usando un ensayo de SYBR Green con un primer universal
inverso, la secuencia del loop, y un primer directo especifico (Figura 3).

Stem-loop RT primer
miRNA P P

Stem-loop RT l

M, )

FGRI

Forward
HHPna

Adf—
Reverse

Sybrgreen |

Figura 3. Ensayo de RT-gPCR stem-loop para miRNAs (Tomado de Varkonyi-
Gasic et al., 2007).

Para la transcripcion reversa, se preparo un coctel de reaccion para cada miRNA:

aa-miR-10-5p (miIRNA de referencia) y miR 170 (secuencia de interés) que
contenia los siguientes reactivos para una reaccion (Tabla 3):
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Tabla 3. Componentes de la reaccion de transcripcion reversa.

Reactivos Volumen (pL)
Mezcla de dNTP 10 mM 7
Agua libre de nucleasas 156.1
Primer stem-loop 14

Se calent6 la mezcla a 65 °C durante 5 minutos en una plancha, y se incub6 en
hielo durante 2 minutos. Se centrifugd brevemente para llevar la solucion al fondo
del tubo, y se agregaron reactivos para una reaccion (Tabla 4).

Tabla 4. Componentes de la reaccidn de transcripcion reversa.

Reactivos Volumen (pL)
Buffer First-Strand 5x 56
DTTO0,1 M 28
Agua libre de nucleasas 1.4
SuperScript Il RT 1.4

Se mezclé suavemente y se centrifug6 para llevar la solucién al fondo del tubo.
Posteriormente, se alicuotaron 19 pL del cocktail de reaccién en tubos de
microcentrifuga y se agregd 1uL de la muestra plantilla de RNA a transcribir. El
miR-170 sintético, como control positivo, fue adicionado como muestra en un tubo
con el cocktail de reaccién. Posteriormente, las muestras, se centrifugaron y en un
termociclador se incubaron durante 30 minutos a 16 °C, seguido de 60 ciclos a
30 °C durante 30 segundos, 42 °C durante 30 segundos y 50 °C durante 1
segundo. Finalmente se incubaron a 85 °C durante 5 minutos para inactivar la
transcriptasa inversa.

Una vez obtenido el cDNA de las muestras a evaluar, se analizo la pureza y
concentracion a través de un lector de placa Synergy H1 a partir de 1 uL de
muestra. Después, se pasO a preparar el cocktail necesario de reactivos para la
RT-gPCR. Se realizaron dos repeticiones técnicas para la PCR por cada muestra
a evaluar. Para las muestras en donde se evalué aal-miR-10-5p, se adicionaron
reactivos para una reaccién en un tubo de 1.5 mL como se lista en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes de la reaccién de amplificacion de aal-miR-10-5p.

Reactivos Volumen (pL)
Agua libre de nucleasas 4,55
SYBR Green 6,25
ROX 0,2
Primer inverso (universal) 1

29




\ Primer directo \ 1 |

Para las muestras en donde se evalud el miR-170, se adicionaron reactivos para
una reaccion en un tubo 1.5 mL como se lista en la Tabla 6.

Tabla 6. Componentes de la reaccion de amplificacion de miR-170.

Reactivos Volumen (pL)
Agua libre de nucleasas 4,55
SYBR Green 6,25
ROX 0,2
Primer inverso (universal) 1
Primer directo 1

Posteriormente, se adiciond en una placa para RT-qPCR 13 pL de cocktail por
pozo y 1 yL de muestra del cDNA correspondiente a amplificar. Como control
negativo de la reaccion se usé coctel de reaccidén sin muestra.

La RT-gPCR se realizé con el siguiente perfil térmico: 2 minutos a 50 °C y 2
minutos a 95 °C, a los cuales le siguieron 40 ciclos de 15 segundos a 95 °Cy 1
minutos a 60 °C. Para cada tiempo de 24, 48 y 72 horas post-infeccion, el nUmero
de ciclo umbral (Ct) fue determinado por el promedio de las réplicas técnicas de
las dos réplicas bioldgicas. La curva de fusion fue calculada una vez terminada la
reaccion de PCR.
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7. RESULTADOS

7.1. Titulacién de vDEN-2

El resultado de la titulacion por IFI del vDEN-2 con el que se infectaron cultivos
celulares C6/36 HT dio a conocer las concentraciones del virus empleadas en el
estudio y en las muestras colectadas a las 24, 48 y 72 horas post-infeccion. En la
Tabla 7 se presentan las concentraciones obtenidas para cada una de las
muestras tituladas en términos de TCID50/mL a través del calculo generado por la
Ecuacion 1. La concentraciéon del vDEN-2 se mantuvo constante en 10°°
TCID50/mL en las muestras infectadas, presentando los valores mas altos de
concentracion virica, mientras en las muestras control fue de 10%5 TCID50/mL,
valor que representa la ausencia de carga viral. En la Figura 5 se observa el
resultado de la prueba de inmunofluorescencia.

Tabla 7. Valores de las concentraciones de vVDEN-2 tras 24, 48 y 72 horas de
infeccion en células C6/36 HT. RB hace referencia a réplica biolégica, RT a réplica
técnica y H a horas post-infeccion.

Muestras tituladas | Concentracién (TCID50/mL)
24H RT1 10°°
24H RT2 10°°
48H RT1 10°°

RB1
48H RT2 10°%°
72H RT1 10°%°
72H RT2 10°°

Control - 10°°
24H RT1 10°%°
24H RT2 10°%°
48H RT1 10°%°

RB2
48H RT2 10°%°
72H RT1 10°°
72H RT2 10°%°

Control - 1005
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al antigeno del virus. La magnitud del objetivo utilizado fue 10X.

7.2. Extraccion de RNA

Tras confirmar la infeccion de los cultivos celulares por vDEN-2 a través de la
titulacion por IFI, se procedi6 a la extraccion de RNA total de las muestras
obtenidas. En la Tabla 8 se muestran las concentraciones de RNA en ng/uL junto
con las relaciones de pureza 260/280 y 260/230. Los valores de concentracion
presentaron valores muy variables, desde 337.309 hasta 2514.9 ng/uL,
obteniéndose concentracion suficiente de RNA para los procesos a seguir. Los
valores de 260/280 para el RNA extraido presentaron valores comprendidos entre
1.887 y 2.01, indicando la obtencién de muestras de calidad optima. Los valores
para la relacién 260/230 estuvieron entre 0.296 y 1.78, sugiriendo la presencia de
compuestos organicos debido a la metodologia de extraccién utilizada.

Tabla 8. Cuantificacion de la concentracién de RNA (ng/uL). RB hace referencia a
réplica biologica, RT a réplica técnica y H a horas post-infeccién.

Muestra | 260/280 | 260/230 | ng/puL | Muestra | 260/280 | 260/230 | ng/uL
24H 24H
RB1 1.948 0.591 831.076 RB2 1.972 1.361 2514.9
RT1 RT1
48H 48H
RB1 2.006 0.647 | 659.096 RB2 2.013 1.287 |1980.983
RT1 RT1
72H 72H
RB1 1.989 0.715 | 378.021 RB2 1.993 1.366 | 2478.303
RT1 RT1
24H 24H
RB1 2.01 0.76 606.073 RB2 2.05 1.78 |1218.234
RT2 RT2
48H 2.004 0.878 | 1316.677 48H 1.934 0.663 | 1158.764
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RB1 RB2

RT2 RT2

72H 72H

RB1 1.887 0.517 610.611 RB2 1.897 0.855 | 1134.388
RT2 RT2

Mock Mock

RB1 1.984 0.944 | 1176.504 RB2 1.904 0.296 337.309

7.3. Deteccion de miRNAs

Una vez extraido el RNA total de las muestras con calidad y en cantidades
adecuadas, se realizé la transcripcion inversa para la obtencion de cDNA, en
donde se hizo uso de primers stem-loops especificos previamente disefiados para
la amplificacion de cada uno de los miRNAs a evaluar: aal-miR-10-5p (miRNA de
referencia) y miR-170 (miRNA de interés). En la Tabla 9 se muestran las
concentraciones de cDNA en ng/uL para cada una de las muestras obtenidas. Los
valores fluctuaron entre 248.489 y 601.18 ng/uL, obteniéndose asi muestras con
concentraciones suficientes para la reaccion de PCR en tiempo real.

Tabla 9. Cuantificacién de la concentracion de cDNA (ng/pL). RB hace referencia
a réplica bioldgica, RT a réplica técnica y H a horas post-infeccion.

. Muestra Muestra réplica
miRNA réplica ng/pL bioloai ng/uL
o iologica 2
biologica 1
24H RB1 RT1 601.18 24H RB2 RT1 544.024
48H RB1 RT1 488.4 48H RB2 RT1 584.898
23-MiR-10- 72H RB1 RT1 464.315 72H RB2 RT1 543.23
5p 24H RB1 RT2 444,433 24H RB2 RT2 390.229
48H RB1 RT2 516.475 48H RB2 RT2 377.796
72H RB1 RT2 402.633 72H RB2 RT2 414,132
Mock RB1 368.341 Mock RB2 250.101
24H RB1 RT1 505.084 24H RB2 RT1 412.052
48H RB1 RT1 428.877 48H RB2 RT1 459.249
72H RB1 RT1 416.768 72H RB2 RT1 480.22
miR-170 24H RB1 RT2 408.198 24H RB2 RT2 381.643
48H RB1 RT2 385.587 48H RB2 RT2 370.069
72H RB1 RT2 370.679 72H RB2 RT2 347.121
Mock RB1 373.405 Mock RB2 248.489
Control Positivo 362.865

Tras la obtencion de muestras de cDNA de los miRNAs a evaluar, se realizo la
RT-gPCR para la determinacién de la presencia de miR-170, usando a aal-miR-
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10-5p como miRNA constitutivo. En la Tabla 10 se exponen los datos obtenidos de
los promedios de Ct de las muestras de 24, 48 y 72 horas post-infecciébn con
VDEN-2, de las células sin infeccion por el virus (mock), y de los controles
negativos de aal-miR-10-5p y miR-170 (cocktail de amplificacién sin muestra de
cDNA), asi como del control positivo para miR-170 (miRNA sintético). En la
seccidén de Anexos se presentan los resultados de amplificacion para las muestras
controles negativas de aal-miR-10-5p y miR-170, y para la muestra control positiva
de miR-170.

Tabla 10. Valores de Ct promedio y desviacion estdndar promedio para las
muestras de 24, 48 y 72 horas post-infeccion con vDEN-2, mock, control positivo
de miR-170, y controles negativos para aal-miR-10-5p y miR-170.

miRNA Muestra Ct promedio Desviacion Egtandar
Promedio
Mock Nq No determinado
determinado
. 24H 35.11 1.58
aa"”;'R'lo' 48H 36.49 2.02
P 72H 35.00 1.14
Contrpl Nq No determinado
negativo determinado
Mock 29.75 0.67
24H 26.39 1.50
48H 27.33 1.36
miR-170 72H 28.53 1.10
Control positivo 27.90 0
Control 36.19 0.26
negativo

El control positivo de miR-170 (oligo sintético) presenté un Ct promedio de 27.90
con O desviacion estandar promedio, con una curva de fusion (Figura 6) bien
definida a 84 °C aproximadamente, sin presencia de dimeros de primers. El
control negativo para miR-170 (cocktail sin muestra) presentd una amplificacion
con un Ct promedio de 36.19 y 0.26 de desviacion estandar promedio. Su curva de
fusion (Figura 6) presenta un pico pequefio a 76 °C (amplificacion de dimeros de
primers). Por otro lado, el control negativo para aal-miR-10-5p no presenté
amplificacion alguna, como se puede apreciar en su curva de fusion (Figura 6), en
donde solo se presentd un pico a una temperatura de 78 °C aproximadamente, el
cual hace referencia a la amplificacion de dimeros de primers y no del miRNA en
cuestion.
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Figura 5. Curva de fusion para controles negativos de aal-miR-10-5p y miR-
170, y para control positivo de miR-170. La curva roja y amarilla pertenecen al
control positivo de miR-170; la curva azul claro y oscuro pertenecen al control

negativo de miR-170 y la curva verde clara y oscura pertenecen al control negativo
de aal-miR-10-5p.

Las muestras de células sin infeccién (mock) en donde se evalud la presencia de
miR-170 presentd un Ct promedio de 29.75, con una desviacion estandar
promedio de 0.67. Su curva de fusién (Figura 7-B) present6 dos picos de
amplificacion: a 80 °C (dimeros de primers) y 85 °C (miR-170). Por otro lado, la
muestra mock para la evaluacion de aal-miR-10-5p no presenté amplificacion
alguna. En la Figura 7-A se puede observar la curva de fusion para el resultado de
amplificacion de este miRNA, en donde se presentd un pico bien definido en 76 °C,
aproximadamente, referido a dimeros de primers.
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Figura 6. Curva de fusion muestras sin infeccion (mock) de aal-miR-10-5p (A)
y miR-170 (B) y grafica de la amplificacion de aal-miR-10-5p (C) y miR-170 (D).
En A se presenta un pico de amplificacion a 76 °C (dimero de primers), sin
amplificacion de aal-miR-10-5p. B, por otra parte, presenté dos picos de
amplificacion: a 80 (dimero de primers) y 85 °C (miR-170), aproximadamente. En
C el grafico ARn vs el numero de ciclos muestra las curvas de amplificacién para
estimar los valores de Ct. La linea horizontal verde hace referencia al threshold, se
presentan las muestras sin amplificacion alguna. En D el grafico ARn vs el numero
de ciclos muestra las curvas de amplificacion para estimar los valores de Ct. La
linea horizontal morada hace referencia al threshold para el miRNA amplificado.
Se presenta amplificacion en ciclos 27 y 28, aproximadamente.
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Figura 7. Curva de fusion para las muestras de 24, 48 y 72 horas post-
infeccién con vDEN-2 de aal-miR-10-5p (A) y miR-170 (B) y graficas de la
amplificacion de muestras infectadas de aal-miR-10-5p (C) y miR-170 (D). En
A se presentan dos picos de amplificacion: 78 (dimero de primers) y 86 °C (aal-
miR-10-5p), aproximadamente. B presentd0 dos picos de amplificacion: a 80
(dimero de primers) y 84 °C (miR-170), aproximadamente. En C el grafico ARn vs
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el nimero de ciclos muestra las curvas de amplificacion para estimar los valores
de Ct. La linea horizontal verde hace referencia al threshold. Se presentan las
muestras sin amplificacion alguna. En D el grafico ARn vs el numero de ciclos
muestra las curvas de amplificacion para estimar los valores de Ct. La linea
horizontal morada hace referencia al threshold para el miRNA amplificado. Se
presenta amplificacién en ciclos tempranos, desde el nUumero 20 aproximadamente.

Las muestras infectadas por vVDEN-2 en donde se evalud la presencia de aal-miR-
10-5p presentaron amplificacion en Ct promedios 35 a 36.49, con una desviacion
estandar promedio que varié desde 1.14 hasta 2.02. En la Figura 8-A se presenta
la curva de fusion para el resultado de amplificacion de este miRNA en células
infectadas por VDEN-2, en donde se pueden observar dos picos a 78
(amplificacion de dimeros de primers) y 86 °C (amplificacion de miRNA),
aproximadamente. Por otro lado, la amplificacion de miR-170 se di6 en Ct
promedios que fueron desde 26.39 (24H) hasta 28.52 (72H), mostrando una
tendencia ascendente en el tiempo, con una curva de fusion que presentd dos
picos a 80 (amplificacion de dimero de primers) y 84 °C (amplificacion de miRNA),
aproximadamente (Figura 8-B). En la Grafica 1 se comparan los comportamientos
de los Ct promedio para cada hora post-infeccion de las muestras de aal-miR-10-
5p y miR-170. Debido a la no amplificacion de las muestras mock para el gen de
referencia, no se pudo realizar la cuantificacion relativa a través del método
propuesto por Livak et al., (2001).

Ct Promedio de las muestras infectadas de aal-
miR-10-5p y miR-170

Ct Promedio
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Gréfica 1. Comparaciéon de valores Ct promedios para muestras de células 24, 48
y 72 horas post-infeccion de aal-miR-10-5p y miR-170.
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8. DISCUSION

Para la titulacion de vVDEN-2, se determind la concentracion del mismo como la
media dosis infecciosa en tejido tisular por mililitro (TCID50/mL). Los resultados
arrojados mostraron una alta viremia (en la escala de la técnica de titulacion) en
las muestras evaluadas de células C6/36 HT infectadas por vDEN-2. Para las
muestras control (células no infectadas) se obtuvieron los valores mas bajo de
viremia, indicando la ausencia del virus (Tabla 7). Estos resultados confirman la
obtencion de muestras adecuadas para el objetivo del estudio.

Tras la obtencién de células infectadas por VDEN-2, se obtuvieron los valores
resultantes de la cuantificacion del RNA extraido de las muestras, los cuales
presentan concentraciones variables, desde 378 hasta 2514.9 ng/uL (Tabla 8).
Diversas razones pudieron influir en la concentracion de RNA obtenido tras el
proceso de extraccion y purificacion, como la cantidad de células en la muestra, o
el proceso de extraccion manual, en donde se hizo uso de compuestos organicos
(fenol, cloroformo) que pueden llevar a la degradacion del material y a una baja
relacion de analisis 230/260 (Maniatis et al., 1982). Para el experimento, se
obtuvieron valores entre 0.57 y 1.36, lo cual indica una pureza variable en las
muestras y relativamente baja. Por otro lado, la relacion 260/280 se utiliza para
evaluar la contaminacion por proteinas en las extracciones de RNA, las cuales
pueden quedar durante el proceso de aislamiento de acidos nucleicos. Cuando
este valor es cercano a 2, se considera una pureza adecuada del RNA extraido
(Osorio et al., 2013). Al momento del andlisis, se obtuvieron valores entre 1.88 y
2.01, lo cual indica un RNA de buena calidad. EI mismo comportamiento sigue el
cDNA resultante de la transcripcion inversa, con valores de concentracion
variables desde 248 hasta 601 ng/pL (Tabla 9). Es importante tener en cuenta
estos parametros, debido a que la pureza del ARN puede afectar la eficiencia de la
transcripcion reversa y, por consiguiente, la reaccion de qPCR.

Teniendo en cuenta lo anterior, los valores de Ct promedios obtenidos durante la
RT-gPCR (Tabla 10) para las muestras del control negativo del miRNA de
referencia (constitutivo), aal-miR-10-5p, no se determinaron pues no hubo una
amplificacion del miRNA durante los ciclos establecidos. Como se puede observar
en la Figura 6, el pico de su curva de fusidon se encuentra en una temperatura de
78 °C, correspondiente a los dimeros de primers. Lo mismo ocurrié con el mock
para el mismo miRNA (Figura 7-A), en donde se tuvo un pico a una temperatura
de 76 °C y no hubo amplificaciéon alguna (Figura 7-C). Para corroborar que no
fuese un error de metodologia, se utilizé el control positivo para miR-170, el cual
constd de un oligo sintetizado con la secuencia del miRNA. Este tuvo una
amplificacion con un Ct promedio de 27.90 y O desviacion estandar promedio
(Tabla 10), lo cual indica que la transcripcion inversa con el uso de primers stem-
loop fue exitosa, y que la estandarizacion de la metodologia como un paso inicial
fue acertada. En el control negativo de miR-170 se obtuvo un Ct promedio durante
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la amplificacién de 36.19; sin embargo, al analizar la curva de fusion (Figura 6), se
encuentra un pico con una temperatura de fusion de 76 °C, diferente al pico de
amplificacion del control positivo, con una temperatura de fusion alrededor de los
84 °C, lo cual indica una amplificacion de dimeros de primers mas no del miR-170,
por lo que el ciclo de amplificacion que arrojan los resultados puede deberse a
esta sefal de dimeros.

Si bien el caso de las muestras control del miRNA de referencia, aal-miR-10-5p, se
presento para algunas de las muestras infectadas por VDEN-2 en donde se evalué
la presencia del mismo, los Ct promedio para las muestras que se amplificaron
presentan valores altos, entre 35.00 y 36.49 (Figura 8-C), con una desviacion
estandar promedio que va desde 1.14 hasta 2.02 (Tabla 10), lo cual sugiere una
poca concentracion del miRNA en las células evaluadas aun con el mejor dato
obtenido. En la Figura 8-A se presenta la curva de fusién correspondiente, en
donde se pueden observar dos picos muy pronunciados a 78 y 86 °C, referentes a
la amplificacion de dimero de primers y del miRNA en cuestion, respectivamente,
lo cual permitiria recomendar una modificacion en la preparacion del cocktail de
PCR para prevenir la sintesis de los dimeros de primers que pueden sesgar los
resultados cuando se usa un intercarlante fluorescente tan inespecifico como
SYBR Green. A pesar de que Batz et al., 2017, obtuvieron una eficiencia de PCR
del 102% durante su estudio para este miRNA como housekeeping en un ensayo
con células C6/36 HT infectadas por VDEN, es evidente que en este caso no se
puede considerar valido como una molécula constitutiva en las células de Ae.
albopictus, impidiendo asi la cuantificacion relativa del miRNA de estudio a través
de métodos como el de Livak et al., 2001. Se sugiere, para futuros trabajos, el uso
de la proteina ribosomal S17 (RPS17) y actina como genes de referencia para una
reaccion de PCR (Dzaki, et al., 2017), lo cual podria ayudar a obtener mejores
resultados y lograr la cuantificacion relativa de la expresion de miR-170.

Los valores de Ct promedio para las muestras infectadas por vVDEN-2 de 24, 48 y
72 post-infeccion fueron cercanos a los presentados por la muestra control (miR-
170 sintético): 26.39, 27.33 y 28.53, respectivamente, con desviaciones estandar
promedio de 1.50, 1.36 y 1.10 (Tabla 10, Figura 8-D). Estos resultados podrian
indicar una concentracién considerable del miR-170 en las células de mosquito
infectadas, dandose asi una amplificacibn en ciclos relativamente tempranos
durante la PCR (Figura 8-D). En la curva de fusion (Figura 8-B) se presentaron
dos picos correspondientes a la amplificacion de dimeros de primers, a una
temperatura de 80 °C, y a la amplificacion del miRNA en cuestion, a 84 °C, lo cual
podria sugerir una mejora en el proceso de amplificacion a través de la
disminucién de la cantidad de primers agregada al cocktail de amplificacion, y de
un aumento en la cantidad de muestra de cDNA evaluada, asi como la
modificacion del programa térmico seguido en la reaccion de PCR. Sin embargo,
no todas las muestras evaluadas presentaron el pico correspondiente a dimero de
primers, lo cual podria calificar como aceptable la metodologia seguida como un
ensayo preliminar.
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En la Grafica 1 se puede observar una comparacion de los resultados obtenidos
para las muestras infectadas evaluadas para el miRNA de referencia y el de
estudio. Teniendo en cuenta las dificultades obtenidas con el aal-miR-10-5p, los
valores de Ct promedio no fluctian en gran medida entre si: varian en poco mas
de una unidad entre las 24, 48 y 72 horas desde que ocurre la infeccion por el
vDEN-2. Sin embargo, los valores de Ct promedio para miR-170 parecen
aumentar conforme avanza el tiempo de infeccion en la célula, lo cual podria
sugerir una mayor concentracion de miR-170 a las 24 horas en comparacion a las
48 y 72 horas post-infeccion, en el primer ciclo de replicacion del virus.

Para las muestras mock control de miR-170, se obtuvo un valor promedio de Ct de
29,75, con una desviacién estandar promedio de 0.67 (Tabla 10). Al analizar la
curva de fusion (Figura 7-B) se obtuvieron dos picos, lo cual sugiere que la sefial
de amplificacion pudo deberse a dimeros de primers (Figura 7-D), ya que se usoé
una cantidad considerable de los mismos, siendo poco significativo este resultado.
Campillo-Pedroza, 2015, encontré la expresion de miR-170 en células Vero sin
infeccibn con un Cq promedio de 38.77, lo cual no se consider6 como una
amplificacion significativa. No obstante, si este no fuese del todo el caso, se abre
una incognita frente al origen del miRNA y su presencia en células no infectadas,
tanto de mosquito como de mamifero.

Cabe anotar que estos resultados podrian estar sesgados ya que, una vez
extraido el RNA total de las muestras, no se homogeneizé la concentracién a un
Gnico valor en las mismas vy, al tomar 1 pyL para la transcripcidon inversa para
obtener cDNA, pudo haberse tomado mas RNA en algunas muestras, dando lugar
a una variacion significativa en la concentracion del cDNA y afectando de la misma
forma la cantidad de muestra a evaluar en la PCR.

En general, este proyecto es un ejercicio inicial de estandarizacion para la
extraccion y determinacién de miRNAs a partir de RNA total. La presencia de miR-
170 en células de Aedes albopictus C6/36 HT fue determinada a través de la
amplificacion por RT-gPCR, pero no se logré cuantificar su nivel de expresion.
Aungue es necesaria la estandarizacion de la metodologia utilizada, este estudio
permite pensar en el area de la bioinformética como un gran apoyo en la
busqueda de métodos que permitan el desarrollo de herramientas diagndstico y
control para la infeccion por vDEN-2.

41



9. CONCLUSIONES

El miRNA 170, predicho in silico, se detect6 en células C6/36 HT infectadas
por vDEN-2 mediante PCR en tiempo real.

La amplificacion de miR-170 se observo en ciclos tempranos, lo que podria
indicar alta expresion en las células infectadas.

La expresion de miR-170 podria ser mayor a las 24 horas post-infeccion,
cuando empieza el ciclo de replicacion del virus, y disminuye con el tiempo
a medida que se establece en el organismo huésped del mosquito.

El miRNA aal-miR-10-5p, no es un buen miRNA de referencia en células
C6/36 HT de Aedes albopictus debido a que no se amplificd en ciclos
tempranos durante la RT-gPCR para las muestras infectadas por vDEN-2,
ni se amplificé en las muestras mock.

Con el desarrollo de este trabajo se logré iniciar la estandarizacion de una
metodologia de bajo costo para la deteccion de miRNAs, a través de la
extraccion de miRNAs a partir de RNA total con primers stem-loop y su
amplificacion por RT-gPCR.
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10.RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos con este trabajo, para proyectos futuros se
recomienda:

- Se debe homogeneizar la concentracion de RNA total que se va a someter
a transcripcion inversa para la generacion de cDNA, de tal forma que se
parta de una misma concentracion y se disminuya el sesgo muestral por el
azar.

- Se debe contar con mas de un gen de referencia para evitar la no
determinacién de datos y la falta de resultados importantes. Para las células
C6/36 HT se recomienda actina y la proteina ribosomal S17 (RPS17).

- Se sugiere estandarizar el ensayo de la reaccién de amplificacion con el
objetivo de disminuir la proporcién de dimeros de primers y aumentar los
valores de Ct obtenidos por muestra.

- Sintetizar un control positivo para el gen de referencia (en este caso aal-
miR-10-5p).

- El producto de la amplificacion por RT-gPCR de las muestras evaluadas
con primers para miR-170 debe ser secuenciado para verificar los
resultados.

- Evaluar miR-170 en células de mosquito infectadas con los serotipos de
vDEN 1,3y 4.
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ANEXO

En la Figura 9 se muestra el proceso de amplificacion para los controles negativos
de aal-miR-10-5p y miR-170 (coctel de amplificacion sin muestra de cDNA), asi
como del control positivo para miR-170 (miRNA sintético).
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Figura 9. Proceso de amplificacién para las muestras controles negativas de
aal-miR-10-5p y miR-170, y para la muestra control positiva de miR-170. El
grafico ARn vs el nimero de ciclos muestra las curvas de amplificacion para
estimar los valores de Ct. Las lineas horizontales morada y verde hacen referencia
al threshold para miR-170 y aal-miR-10-5p, respectivamente.
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