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Resumen: El virus sincitial respiratorio (VSR) es la causa más común de infecciones del 

tracto respiratorio inferior en menores de 5 años. Múltiples estudios se han enfocado en la 

caracterización molecular y epidemiológica de los genotipos con duplicaciones parciales en 

el gen G del VSR por ser los que actualmente predominan sobre los demás genotipos: VSR-

A ON1 (72 nucleótidos) y VSR-B BA (60 nucleótidos). Sin embargo, los efectos de estas 

duplicaciones sobre algunos aspectos, como la respuesta celular del huésped a la infección, 

aún están por determinarse. En este estudio se analizó la expresión de microRNAs implicados 

en vías de señalización clásicas de la respuesta inmune celular mediada por los interferones 

(IFNs) tipo I y II, en un modelo in vitro de células HEp-2 infectadas por el VSR subtipo A 

con y sin la duplicación en el gen G (genotipos ON1 y NA1, respectivamente). Los resultados 

mostraron un perfil de expresión de los microRNAs diferente entre los genotipos, con un 

máximo de expresión a tiempos diferentes entre ellos. En células HEp-2 infectadas por el 

VSR-A NA1 la máxima expresión se registró a las 60 h.p.i., mientras que en las células 

infectadas por el VSR-A ON1 se registró a las 72 h.p.i. Los perfiles de expresión diferencial 

entre ambos genotipos, pueden formar parte de las estrategias que el VSR ha desarrollado 

para evadir las respuestas inmunitarias antivirales del huésped. Es posible que la duplicación 

parcial del gen G modifique la respuesta inmunológica en su conjunto, lo que podría 

conferirle a este nuevo genotipo (ON1) una ventaja de tipo inmunológico respecto a su 

genotipo ancestro (NA1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 5 

Introducción 

 

En todo el mundo, las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una de las principales 

causas de morbilidad y mortalidad en los niños menores de cinco años. Entre los patógenos 

virales respiratorios, el virus sincitial respiratorio (VSR) es el más comúnmente identificado 

en lactantes y niños pequeños con infección de las vías respiratorias inferiores (1) y también 

el responsable de una proporción significativa de infecciones respiratorias graves en los 

adultos mayores y en individuos inmunodeprimidos (2,3). 

 

Aunque alrededor del 90% de los niños con infección por VSR presentan síntomas 

respiratorios leves y suelen ser tratados ambulatoriamente, este virus puede causar una 

enfermedad grave y esto explica, en gran medida, que sea la etiología más frecuente de 

ingresos hospitalarios por IRA en lactantes y la primera causa de muerte entre las infecciones 

respiratorias en esta misma población (1,4).  

 

El VSR pertenece al género Orthopneumovirus y a la familia Pneumoviridae. Es un virus 

envuelto, pleomórfico, de ARN monocatenario en sentido negativo, con una longitud 

aproximada de ~15.2 kb, codificante para 11 proteínas virales (5). La variabilidad genética 

de la segunda región hipervariable del gen de la proteína G determina la existencia de dos 

grandes grupos antigénicos (VSR-A y VSR-B), cada uno de ellos con múltiples genotipos y 

linajes (2,3,6). Dentro de los genotipos circulantes del VSR-A, el más recientemente 

documentado es el VSR-A ON1, el cual tiene una característica importante que además 

comparte con otros genotipos del VSR-B (BA) y es la duplicación parcial del gen de la 

proteína G (2). ON1 es un genotipo de gran interés por tener la mayor duplicación descrita 

hasta la fecha, pero además por la rápida propagación que ha tenido desde su aparición, 

sustituyendo a su genotipo ancestro (NA1) a nivel mundial y siendo actualmente el único 

genotipo VSR-A que está en circulación (2,3). 

 

Los mecanismos que conllevan al predominio de los genotipos del VSR con duplicaciones 

parciales del gen G sobre otros genotipos siguen siendo objeto de estudio. Lo que es conocido 

es que la proteína G tiene un rol importante en la inmunogenicidad, la patogenicidad del virus 
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y la gravedad de la enfermedad; todo esto debido a su capacidad para modificar y evadir las 

respuestas inmunitarias del huésped para promover la infección por el VSR (2)((5).  

 

Por otro lado, se ha demostrado que el VSR, a través de distintas proteínas, incluyendo la 

proteína G y del ARN viral, puede regular la expresión de genes de la inmunidad innata y 

adapatativa, lo que implica un antagonismo de la respuesta antivírica del huésped, a su vez, 

se correlaciona con la gravedad de la enfermedad (5,7). Así mismo, se han identificado 

cambios en el perfil de expresión de diferentes microRNAs durante la infección por el VSR 

y se ha destacado su importancia en la patogénesis y replicación viral, así como en la 

modificación de las respuestas del huésped a la infección (5,8,9).   

Esto supondría que, quizá uno de los mecanismos del VSR para regular la expresión de 

algunos genes de respuesta inmunitaria, es precisamente modular la expresión de microRNAs 

que tienen como blanco ARNm que codifican para proteínas o moléculas esenciales en las 

vías de señalización intracelular que se activan en el huésped ante la infección causada por 

el VSR, con el objetivo de detenerla y eliminar las células infectadas (10).  

 

Considerando lo anterior, en este trabajo se propuso como objetivo el análisis de la expresión 

de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en un modelo in vitro de células HEp-2 

infectadas con el VSR-A y comparar la expresión durante la infección causada por el virus 

con y sin la duplicación parcial en el gen G (ON1 y NA1, respectivamente).  

Este es el primer estudio sobre el perfil de expresión de microRNAs que regulan la expresión 

de genes implicados en la respuesta antiviral del huésped frente a la infección por el VSR 

enfocado en el más reciente y predominante genotipo del VSR-A (ON1), así como en su 

genotipo ancestro (NA1). Los resultados aportan conocimiento respecto a la posible 

asociación entre la duplicación de 72 nucleótidos en el gen G del VSR-A y la regulación de 

la expresión relativa de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p y esto nos acerca a 

comprender si los mecanismos evolutivos del virus tienen relación con diferencias en las 

respuestas inmunológicas moleculares del huésped.  
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Materiales y métodos 

Cultivo celular  

Las células HEp-2 (ATCC CCL-23), se cultivaron en medio de cultivo Eagle modificado de 

Dulbbeco (DMEM; Corning cat. 50-003-PB, 4.5 g/L de glucosa, L-glutamina y piruvato de 

sodio sin bicarbonato de sodio), suplementado con suero bovino fetal al 5% (Gibco 

Ref.26140-079) y penicilina – estreptomicina 100 U-100 μg/mL (Pisa, Pisacilina 1.000.000 

U; Sulfestrep 1 g). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 ºC en una atmósfera al 5% de 

CO2 en una incubadora Thermo Fisher Scientific (Mod.3403) y se les realizó cambio de 

medio de cultivo cada tres días hasta el momento de la infección.  

Infección de cultivos celulares  

Cuando las células HEp-2 alcanzaron una confluencia del 90-95% en pocillos individuales 

de placas de 24 pocillos, fueron infectadas con VSR-A/ON1 o VSR-A/NA1 a una 

multiplicidad de infección (MOI) de 0.1, previa aspiración del medio de cultivo y lavado con 

solución amortiguadora de fosfatos. Posterior a la inoculación del virus, las placas se 

incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante dos horas con agitación intermitente (cada 15 

minutos). Transcurrido este tiempo, se añadió 1 mL de medio de cultivo (DMEM; Corning 

cat. 50-003-PB) suplementado con suero bovino fetal al 1% y penicilina – estreptomicina 

100 U-100 μg/mL. Como control se tuvo un tercer pocillo con células HEp-2 no infectadas.  

Cada condición experimental: células HEp-2 infectadas con el VSR-A/ON1 y células HEp-

2 infectadas con el VSR-A/NA1, así como el control, se estudió por cuadruplicado, es decir 

que, se cultivaron cuatro pocillos por condición. Por cada réplica se utilizaron ocho placas 

de 24 pocillos, destinando una placa por cada tiempo experimental: 2, 12, 24, 36, 48, 60, 72 

y 84 horas post-infección (hpi). Las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO2 hasta el 

momento de la cosecha. El experimento completo consistió en tres réplicas.  

 

 



 

 8 

Cosecha  

En cada tiempo post-infección (2, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas), se aspiró el medio de 

cultivo de cada uno de los pocillos de la placa correspondiente y se conservó a temperatura 

ambiente en tubos de microcentrífuga previamente etiquetados. Enseguida las monocapas 

fueron incubadas con 250 μL de enzima TrypLETM Express 1X (GibcoTMcat. 12604021) a 

37 ºC durante 5-7 minutos en la incubadora. Una vez disgregadas las monocapas, a cada 

pocillo se adicionó el medio de cultivo que previamente le había sido extraído, para diluír la 

enzima recombinante e inactivarla. Finalmente las suspensiones celulares se recuperaron en 

tubos de microcentrífuga y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de realizar la 

extracción de ARN.  

Extracción del ARN total y síntesis de cADN  

Una vez descongeladas las suspensiones celulares, estas fueron centrifugadas a 16,000 RPM 

a 4º C durante 10 minutos. A 500 μL de sobrenadante se le agregó 1 mL de TRIzol 

(Invitrogen) y el proceso de extracción del ARN se realizó de acuerdo al protocolo sugerido 

por el fabricante del producto (11). La cuantificación y pureza del ARN obtenido se 

determinó por espectrofotometría mediante el lector de microplaca BioTek CytationTM 3.  

La síntesis de cADN para la posterior amplificación por qPCR de miR-30b-5p, miR-26b-5p, 

miR-24-3p y let-7i-5p se realizó con el TaqMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit 

(Applied Biosystems), para lo cual se siguió el protocolo del proveedor y se obtuvo un 

volumen final de 50 μL de cADN.  

El cADN para la amplificación de U6 como gen constitutivo de este estudio, se sintetizó 

utilizando el TaqMan®MicroRNA Assays (Applied Biosystems), también atendiendo a las 

recomendaciones del fabricante, para un volumen final de 15 μL de cDNA.  

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR).  

La amplificación por qPCR de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p se realizó 

empleando el TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) y sondas TaqMan 

específicas para cada miRNA (TaqMan Advanced miRNA Assay, Applied Biosystems). La 
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qPCR de U6 para cada una de las muestras se realizó con la sonda incluída en el Kit 

previamente utilizado para la RT: TaqMan®MicroRNA Assay: U6 snRNA (Applied 

Biosystems) y con el mismo Master Mix empleado para la qPCR de los microRNAs (TaqMan 

Fast Advanced Master Mix).  

Todas las reacciones de qPCR fueron realizadas en el equipo CFX96 TouchTM Real- Time 

PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories), con 100 ng de cADN, por duplicado y en 

cada uno de los tiempos post-infección (hpi). 

Determinación de la expresión de microRNAs por qPCR  

Los resultados de expresión de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p fueron 

normalizados utilizando la expresión endógena de U6. La expresión relativa se calculó 

usando el método 2-ΔΔCt considerando a la condición sin infección como calibrador. 

 Inmunofluorescencia  

Dos de los cuatro pocillos cultivados por cada condición experimental fueron destinados a la 

identificación de la expresión de la proteína G del VSR por inmunofluorescencia. Una vez 

las suspensiones celulares se recuperaron en tubos de microcentrífuga tal como se describió 

previamente en el apartado “cosecha”, fueron inmediatamente centrifugadas a 3,500 RPM 

durante 10 minutos para obtener el pellet celular.  Enseguida, las células se fijaron añadiendo 

500 μl de paraformaldehído frío al 4% durante 20 minutos, se lavaron 3 veces con PBS 

durante 10 minutos y se almacenaron en refrigeración diluídas en PBS. Posteriormente, 

después de atemperar los tubos de microcentrífuga y homogeneizar la suspensión celular por 

pipeteo, 30 μl fueron empleados para generar tres monocapas (10 μl por cada una) en una 

laminilla electrocargada. Una segunda fijación fue realizada con acetona fría durante 15 

minutos, seguida de 2 lavados con agua destilada y uno con PBS durante 5 minutos. A 

continuación las células se incubaron durante 2 horas en una solución de bloqueo (1 x PBS 

más suero de caballo al 10% y Triton X-100 al 0,25%) y después fueron lavadas con PBS 2 

veces durante 5 minutos.  Las células fueron marcadas con Anti VSR G monoclonal de ratón 

(RSV133; ab94966, Abcam, Cambridge, MA, EE. UU) durante la noche a 4 °C y luego se 
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marcaron con un anticuerpo secundario anti-ratón de cabra (H+L) conjugado con Alexa Fluor 

488 (A11001, Thermo Scientific, Rockford, IL, EE. UU) por dos horas mas a temperatura 

ambiente, ambos anticuerpos en una dilución de 1:100. Posterior al marcaje secundario y 

hasta finalizar la técnica, las laminillas fueron protegidas de la luz.  Finalmente, las laminillas 

se incubaron en solución Hoechst 33258 (bis-benzamida) (2 mg/ml) durante 20 minutos y, 

después de lavarlas, se montaron con Vectashield (2,5%) y se cubrieron con cubreobjetos. 

Las laminillas se analizaron utilizando una microscopía de fluorescencia Lionheart LX 

(BioTek) (Ex 499 nm/Em 520 nm para Anti VSR G GFP y Ex 352 nm/Em 461 nm para 

Hoechst). La intensidad media de fluorescencia (IMF) se cuantificó en microfotografías 

representativas de cada condición utilizando el software Image J. 

Selección de microRNAs del estudio  

Mediante el software de libre acceso miRTargetLink versión 2.0. se identificaron los genes 

blanco de cada microRNA y los blancos comunes entre ellos. Fue así como pudimos 

establecer que miR-26b-5p y let-7i-5p tienen como blanco común al receptor tipo Toll 4 

(TLR4); pero además que miR-30b-5p puede actuar sobre el supresor de la señalización de 

citocina 3 (SOCS3). Adicionalmente encontramos que miR-24-3p y miR-26b-5p regulan la 

expresión del interferón gamma (IFNγ) y que el receptor 2 del IFNγ (IFNGR2) es también 

uno de los genes blanco de miR-26b-5p (Fig. 1).  

Análisis estadístico  

El análisis estadístico se realizó con GraphPad Prism 9 (GraphPad, San Diego, CA). La 

distribución de los datos de expresión relativa de cada uno de los microRNAs se evaluó 

utilizando una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Los datos se expresan como media ± 

DE o mediana ± RIQ para datos paramétricos y no paramétricos respectivamente. Las 

comparaciones entre grupos de datos se realizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis y 

una prueba post-hoc de Dunn no paramétrica. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando el valor de p < 0.05.  
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Resultados 
 

La expresión relativa de cada microRNA en respuesta a la infección por el VSR subtipo A, 

con y sin la duplicación en el gen G en células HEp-2 (ON1 y NA1, respectivamente), se 

determinó mediante RT-PCR tiempo real en cada uno de los tiempos posteriores a la 

infección evaluados (2, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas), utilizando el método 2-ΔΔCt, 

normalizando los datos con U6 y considerando la condición sin infección como calibrador.  

Análisis de la expresión relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR 
subtipo A sin la duplicación en el gen G (NA1) 

Al evaluar la expresión relativa de los microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR-

A NA1, se encontró una regulación negativa de miR-30b-5p, miR-24-3p y let7i-5p a las 2 

h.p.i. en comparación con el grupo control (Fig. 2A, 2C y 2D).  En los siguientes tiempos, 

comprendidos entre 12 y 48 h.p.i., no se observaron diferencias en la expresión de los 

microRNAs entre los cultivos con VSR NA1 y los cultivos control (Fig. 2A, 2B, 2C y 2D), 

con excepción de miR-26b-5p, el cual se encontró significativamente menos expresado en 

las células infectadas por NA1 que en el grupo control a las 36 h.p.i. (Fig.2B).   

En contraste, a las 60 h.p.i. se registró un incremento en la expresión de miR-30b-5p, miR-

26b-5p, miR-24-3p y let7i-5p, los cuales se expresaron 2.86 (p=0.0015),  2.79 (0.0002),  1.90 

(p=0.0039) y 2.09 (p=0.0080) veces más en comparación con el grupo control, 

respectivamente (Fig. 2A, 2B, 2C y 2D).     

A partir de las 72 h.p.i. no se registraron cambios significativos en la expresión de los 

microRNAs en el grupo de células infectadas por NA1, respecto a la condición sin infección 

(Fig. 2A, 2B, 2C y 2D).      

Análisis de la expresión relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR 
subtipo A con la duplicación en el gen G (ON1) 

Durante las primeras 48 horas posteriores a la infección, no se registró ninguna diferencia en 

la expresión de los microRNAs incluidos en el estudio entre las células infectadas por el VSR 

ON1 y las células control, salvo en el caso de miR-26b-5p, para el cual se registró una menor 
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expresión a las 36 h.p.i. (Fig. 3A, 3B, 3C y 3D).  Posterior a esto, se registró un incremento 

en la expresión de los microRNAs. En el caso de let-7i-5p el comportamiento fue similar a 

NA1, con una expresión 2.05 (p= 0.0170) veces significativamente mayor en comparación 

con el grupo control a las 60 horas (Fig. 3D). En contraste, para miR-26b-5p y miR-24-3p la 

sobreexpresión en comparación con el grupo control se registró a las 72 h.p.i., con una 

expresión 1.68 (p=0.0158) y 1.62 (p=0.0218) veces mayor con respecto al grupo control, 

respectivamente (Fig. 3B y 3C). El único microRNA no sobreexpresado en las células 

infectadas por ON1 fue miR-30b-5p, su expresión relativa se mantuvo cercana a la del grupo 

control en todos los tiempos postinfección evaluados (Fig. 3A).  

A las 84 h.p.i. no se encontraron cambios significativos en la expresión de los microRNAs 

entre las células infectadas por el VSR ON1 y el grupo control (Fig. 3A, 3B, 3C y 3D).    

En el grupo control, la expresión relativa de los microRNAs no mostró diferencias 

estadísticamente significativas a lo largo del tiempo, como era esperado. 

Expresión diferencial de microRNAs en respuesta a la infección por el virus sincitial 

respiratorio (VSR) subtipo A con y sin la duplicación en el gen G, en células HEp-2. 

Finalmente, comparamos los resultados de expresión relativa de miR-30b-5p, miR-26b-5p, 

miR-24-3p y let-7i-5p en células HEp-2 infectadas por el VSR subtipo A que tiene la 

duplicación en el gen G (ON1) y células infectadas por el VSR subtipo A que no tiene la 

duplicación (NA1).  

Nuestros datos mostraron que a las 2 h.p.i. la expresión de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-

24-3p y let-7i-5p en células infectadas por ON1 fue 1.66 (p=0.0005), 1.75 (p=0.0017), 1.71 

(p=0.0001) y 1.42 (p=0.0182) veces mayor que en las células infectadas por NA1, 

respectivamente (Fig. 4A, 4B, 4C y 4D). En el caso de miR-24-3p, también se observó una 

expresión significativamente mayor en células infectadas por ON1, en comparación con el 

grupo de células infectadas por NA1 a las 84 h.p.i. (Fig. 4C).    
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En todos los demás tiempos postinfección evaluados en este estudio, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión relativa de los microRNAs entre 

ambos grupos (Fig. 4A, 4B, 4C y 4D). 

Aunque la única diferencia estadísticamente significativa en la expresión de los microRNAs 

entre NA1 y ON1 se registró a las 2 h.p.i., las cinéticas de expresión de los microRNAs en 

los cultivos infectados por NA1 y los cultivos infectados por ON1, mostraron algunas 

diferencias en relación al máximo de expresión y la temporalidad del incremento en la 

expresion relativa (Fig. 5). En la infección por NA1, todos los microRNAs incrementaron su 

expresión y este incremento ocurrió más temprano (60 h.p.i.) que en ON1, en donde el 

máximo de expresión de miR-26b-5p y miR-24-3p se registró a las 72 horas y fue menor en 

comparación con el máximo de expresión alcanzado en NA1 (Fig. 5A, 5B, 5C y 5D). En el 

caso de miR-30b-5p no se encontró un incremento significativo en su expresión en la 

infección por ON1 a lo largo del tiempo, en contraste con la sobreexpresión registrada para 

este microRNA en  NA1 a las 60 horas (Fig. 5A). En el caso de let-7i-5p su cinética de 

expresión no reveló diferencias entre NA1 y ON1 (Fig. 5D). 
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Discusión 

 

En este estudio analizamos la expresión de cuatro microRNAs en respuesta a la infección 

causada por el VSR subtipo A con y sin la duplicación en el gen G en un modelo in vitro de 

células HEp-2 en ocho tiempos postinfección entre las 2 y las 84 horas.  

 

La decisión de evaluar la expresión relativa de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-

7i-5p, estuvo fundamentada en dos aspectos. El primero de ellos son las características 

inmunomoduladoras ya descritas de algunas proteínas virales como la proteína G del VSR, 

al parecer para facilitar la infección y la replicación (11). El segundo es la capacidad que 

tienen estos cuatro microRNAs de regular la expresión de diferentes genes implicados en 

vías de señalización que convergen en la activación de factores regulados por interferón 

(IRFs) y de NF-κB y que conducen a la transcripción de citoquinas proinflamatorias y de los 

IFNs (Fig.1), los cuales tras su producción y secreción dan lugar a la expresión de numerosos 

genes estimulados por interferón (ISGs) y otros efectores que interfieren en la apoptosis 

celular y la replicación viral (12).  

 

Los microRNAs son pequeños ARN no codificantes de aproximadamente 18~ 25 nucleótidos 

de longitud que regulan la expresión génica a nivel postranscripcional (13). Numerosos 

estudios han demostrado la participación de los microRNAs en diversos procesos biológicos 

incluidos la proliferación, la diferenciación, la apoptosis, la reparación y remodelación de 

tejidos y las respuestas inmunes innatas (5,14). Además, un número creciente de 

investigaciones se han enfocado en el potencial de los microRNAs como biomarcadores de 

diagnóstico o pronóstico para diversos tipos de enfermedades humanas, como las 

enfermedades neurodegenerativas, neoplásicas e inmunitarias (15,16). Más recientemente, 

también se ha demostrado la importancia de los microRNAs como orquestadores de la 

respuesta inmunológica durante enfermedades infecciosas (17).  

 

Estudios previos, principalmente investigaciones en modelos in vitro, han demostrado que la 

infección causada por el VSR puede alterar la expresión de microRNAs como parte de los 

mecanismos moleculares para modular la respuestas inmunitarias; incluso algunos estudios 
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han destacado la importancia de la proteína G del VSR en la inducción de ciertos microRNAs 

(5,9,18,19).  

 

Thornburg y colaboradores identificaron que la expresión de miR-30b y let-7i aumentó 

significativamente en células epiteliales bronquiales humanas normales 48 horas después de 

haber sido infectadas por el VSR (10). Estos resultados son congruentes con lo encontrado 

por Zhuang et al. en un estudio en el que analizaron la expresión de miR-30b y let-7i en un 

modelo de ratones neonatales infectados intranasalmente por el VSR con o sin bivalirudina 

(20).  Así mismo, Bakre et al., al evaluar la expresión de diferentes microRNAs en células 

A549 infectadas por el VSR a una MOI de 1, encontraron una regulación positiva de la 

expresión de miR-24 y miR-26b a las 24 horas después de la infección (21). En otro estudio 

realizado por el mismo grupo de investigación se analizó el papel de la región central 

conservada (CCR) de la proteína G del VSR en la regulación de algunos microRNAs, 

midiendo su expresión en células Calu-3 infectadas por RSV/A2 de tipo silvestre o virus 

recombinantes que contenían mutaciones de las cisteínas en la CCR de la proteína G (virus 

rA2-GC4). Sus resultados arrojaron que la expresión de miR-24 se redujo notablemente en 

las células infectadas con virus rA2-GC4 a las 24 h.p.i., lo que demostró la importancia del 

motivo CX3C de la proteína G en la inducción de miR-24 (18). Liu y colaboradores también 

demostraron la relevancia de la proteína G del VSR en la inducción de miR-26b en uno de 

sus trabajos en el que analizaron los niveles de expresión del ARNm de miR-26b y TLR4 en 

células mononucleares de sangre periférica de niños con o sin bronquiolitis por VSR. Sus 

resultados mostraron que los niños con infección por VSR tenían un nivel más alto de miR-

26b y un nivel más bajo del ARNm de TLR4 en las células mononucleares (22).  

 

En concordancia con estos resultados, uno de los hallazgos más importantes del presente 

estudio, fue la sobreexpresión de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en células 

HEp-2 infectadas por el VSR-A NA1 a las 60 h.p.i. y la expresión significativamente mayor 

de let-7i-5p a las 60 h.p.i y de miR-26b-5p y miR-24-3p a las 72 h.p.i en respuesta a la 

infección por ON1.  
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El rol de los microRNAs en la regulación postranscripcional de algunos de los genes de 

respuesta inmunitaria frente a la infección causada por el VSR aún no está del todo claro. Lo 

que si se conoce es que algunos de los microRNAs inducidos en respuesta a la infección por 

el VSR se relacionan con las vías de señalización que involucran proteínas o factores de 

transcripción claves en la respuesta inmune innata como IRFs, NF-κB y los IFNs de tipo I y 

II  (10). Por otro lado algunos estudios realizados en modelos animales y modelos in vitro 

han encontrado una regulación positiva de la expresión de los IFNs tipo I e ISGs tras la 

infección por VSR mutantes que carecen del gen G, lo que ha demostrado el posible rol de 

la proteína G del VSR en la inhibición de algunos factores de transcripción celulares 

implicados en su señalización (23,24). Así mismo, en el contexto de la inmunidad celular 

innata contra la infección causada por el VSR, también es bien sabido que aunque los TLRs, 

RLRs y los receptores tipo NOD (NLR) participan en la detección del VSR (25), el TLR4 es 

el principal receptor extracelular que reconoce la proteína F o de fusión del VSR (26–28).  

 

El mecanismo mediante el cual la proteína G del VSR modula la expresión de los IFNs tipo 

I e ISGs mediada por el TLR4 sigue sin determinarse (24). Sin embargo, los resultados de 

este estudio preliminar, podrían ayudar a establecer una relación entre los mecanismos de 

evolución viral con los mecanismos de modulación del sistema inmune. Es probable que una 

de las estrategias que el VSR haya desarrollado para evadir las respuestas inmunitarias 

innatas antivirales del huésped sea el antagonismo de los efectos de la interacción de la 

proteína F con el TLR4 a través de la sobreexpresión de microRNAs como miR-26b-5p y 

let-7i-5p, quienes tienen como blanco común a este receptor. Esto representa una ventana de 

oportunidad para la replicación eficiente del virus y el establecimiento de la infección, ya que 

es de esperarse que la inhibición de la expresión del TLR4 resulte en una supresión de la 

activación de NF-κB e IRFs y una disminución de la expresión de citoquinas proinflamatorias 

como TNFα e IL-6 , así como de los IFNs tipo I y numerosos ISGs (27).   

Particularmente la regulación negativa de la vía de señalización de NF-κB y la inhibición de 

la producción de IFN tipo I ya ha sido demostrada en un estudio sobre el perfil de expresión 

de microRNAs en niños con bronquiolitis asociada al VSR. La inhibición de la inducción del 

IFN- β mediada por los TLRs 3 y 4 por parte de de la proteína G del VSR también ha sido 
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revelada en una investigación realizada en células dendríticas derivadas de monocitos (mDC) 

tratadas con VSR (24,29).  

 

De acuerdo con los trabajos revisados y con los resultados de este trabajo, pudiera ser que el 

incremento significativo de la expresión relativa de miR-26b-5p y miR-24-3p entre las 60 y 

las 72 h.p.i. en la infección causada por el VSR con y sin la duplicación en el gen G, sea 

también uno de los mecanismos de evasión inmunitaria del VSR. El hecho de que miR-26b-

5p y miR-24-3p se sobreexpresen en respuesta a la infección por el VSR e interfieran con la 

inducción y señalización del IFN-γ o de tipo II al modular la expresión de los genes IFNG e 

IFNGR1, podría explicar en parte la predominancia de la respuesta inmune tipo Th2 en la 

infección respiratoria asociada al VSR (30,31). La pérdida del balance entre las repuestas 

tipo Th1/Th2 en la infección por el VSR es un fenómeno que ya ha sido ampliamente 

caracterizado en estudios realizados en humanos y modelos animales y se ha asociado de 

manera muy importante con manifestaciones clínicas más graves (32,33).  

 

Las diferencias observadas entre nuestro trabajo y lo publicado en otros estudios en los que 

se determinó la expresión diferencial de microRNAs en la infección por VSR, pudieran 

atribuirse principalmente a diferencias en el tipo de modelo celular empleado, el 

genotipo/cepa viral que se haya utilizado y la MOI que se usó durante la infección, 

destacando que en este trabajo se utilizó una MOI de 0.1, la cual es menor en comparación a 

la utilizada en otros estudios. También, la técnica empleada para la cuantificación y análisis 

de la expresión de los microRNAs y los tiempos postinfección evaluados, destacando que en 

pocos trabajos se ha realizado una cinética completa de la expresión de microRNAs. 

 

En el presente estudio, suponemos que el hecho de que todos los microRNAs se hayan 

sobreexpresado en respuesta a la infección por NA1 u ON1 entre las 60 y las 72 h.p.i. podría 

explicarse por diferentes factores. El primero de ellos es la carga viral alcanzada entre los 

dos y tres días posteriores a la infección por VSR. Rajan y colaboradores, en un estudio 

publicado recientemente, infectaron células HEp-2 y A549 con cuatro genotipos diferentes 

del VSR (incluídos GA1 y ON1) a una MOI de 0.01 y a partir de la cuantificación del ARN 

viral a las 24, 48, 72 y 96 h.p.i. reportaron una cinética de replicación del virus. Sus resultados 
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revelaron un importante incremento en el número de copias virales/mL a partir de las 48 y 

hasta las 72 h.p.i. En el último tiempo evaluado, observaron una estabilización o una ligera 

disminución en el número de copias virales, el cual varió en función del genotipo (34). Aún 

asumiendo la diferencia de MOI utilizada en este estudio y la MOI a la cual nosotros 

infectamos nuestros cultivos, inferimos que es posible que el incremento en la expresión de 

los microRNAs evaluados esté temporalmente relacionada al máximo de copias virales.  

 

El segundo factor a considerar es que a partir de las 48 y hasta las 72 horas después de la 

infección (h.p.i.), la expresión relativa de ARNm de los genes de algunas proteínas del VSR 

como la proteína G o F se estabiliza, tal como lo demostraron Piedra y colaboradores en un 

modelo in vitro de células HEp-2 infectadas por cuatro genotipos distintos del VSR (GA1, 

ON, GB1, BA). Sus resultados mostraron que en tiempos más tempranos la expresión de 

estos mensajeros es menor y más variable (35). Estos dos primeros factores son de especial 

interés si tomamos en cuenta que la regulación de la expresión de microRNAs como let-7i y 

miR-30b por parte del VSR es dependiente no solo de la dosis sino también del tiempo post-

infección y la replicación viral (10). 

 

En este punto también vale la pena mencionar que la inmunidad innata como primera línea 

de defensa del huésped frente a la infección por VSR inicia durante los primeros minutos de 

la invasión del patógeno y dura hasta tres días o lo que es lo mismo, hasta las 72 horas 

posteriores a la infección (36). Quizá la regulación de la expresión génica a cargo de miR-

30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p sea de especial relevancia el tiempo que dura la 

respuesta inmune innata y al inicio de la respuesta inmune adapatativa. Debido a su capacidad 

de modular la expresión de proteínas como el TLR4 o el IFN-γ, las cuales son fundamentales 

en vías de señalización clásicas de la respuesta inmune innata antiviral. 

 

De los resultados de este trabajo, también es de interés que el efecto citopático viral en los 

cultivos infectados por los genotipos NA1 y ON1 del VSR-A, se haya observado entre las 48 

y 60 h.p.i., tal como ha sido reportado en estudios previos (37). Es posible que los cambios 

morfológicos exhibidos en las células infectadas a partir de las 48 h.p.i. conlleven a la muerte 

celular en tiempos posteriores y esto contribuye en parte con la disminución de la expresión 
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de los microRNAs registrada en las células infectadas por NA1 y ON1 posterior a las 72 

h.p.i.  

 

Hasta donde sabemos, a la fecha no hay ningún estudio previo que también se haya propuesto 

comparar la expresión de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en la infección 

causada por los genotipos NA1 y ON1 del VSR-A. En nuestra hipótesis, la expresión de los 

microRNAs en respuesta a la infección por el VSR-A con la duplicación en el gen G sería 

diferente a su expresión en respuesta la infección por el VSR-A sin la duplicación.           

Encontramos que a las 2 h.p.i. la expresión de todos los microRNAs evaluados fue 

significativamente menor en las células infectadas por NA1. En todos los demás tiempos 

postinfección evaluados en este estudio, no se encontraron diferencias significativas en la 

expresión relativa de los microRNAs entre ambos grupos. La menor expresión de 

microRNAs a las 2 h.p.i. tras la infección con VSR NA1 es un reflejo de la reducción en la 

expresión de microRNAs en este caso, lo que no sucedió durante la infección por VSR ON1.  

 

Consideramos que la no supresión de la expresión de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p 

y let-7i-5p en células infectadas por ON1 a las 2 h.p.i., así como la expresión 

significativamente mayor de los microRNAs en la infección por ON1 respecto a NA1 a las 2 

h.p.i., podrían resultar en una evasión más eficiente de la respuesta inmune mediada por los 

IFNs tipo I y II en las primeras horas de la infección respiratoria asociada al VSR-A ON1. 

Estas interpretaciones se apoyan en estudios previamente publicados que han concluído que 

los cambios en la estructura de la proteína G del VSR podrían alterar la inmunogenicidad y 

la patogenicidad del virus (3,38–40). 

 

De interés, aunque no se registraron diferencias significativas en la expresión de microRNAs 

en tiempos subsecuentes, hubo algunas diferencias en las cinéticas de expresión en los 

cultivos infectados por NA1 y ON1. Aunque en ambos casos se registró sobreexpresión de 

los microRNAs estudiados alrededor del tercer día de la infección, fue evidente que el 

máximo de expresión varió en función del genotipo: en la infección por NA1 se registró el 

máximo de expresión a las 60 h.p.i., mientras que en el caso de la infección por ON1 ésta 

tendió a verse más tardíamente, registrándose la sobreexpresión de miR-26b-5p y miR-24-
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3p a las 72 h.p.i. Asimismo, las cinéticas mostraron que el máximo de expresión de los 

microRNAs en la infección por NA1 fue mayor que el máximo de expresión alcanzado por 

los microRNAs en la infección por ON1. Finalmente también se observó que el incremento 

de la expresión de miR-30b-5p estuvo atenuado en las células infectadas por ON1, en donde 

no se registró sobreexpresión de este microRNA en ninguno de los puntos temporales 

evaluados.  

 

Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, han comparado las cinéticas de 

replicación viral en la infección por el VSR-A NA1 y el VSR-A ON1 y sus resultados 

mostraron un incremento en la carga viral a partir de las 48 horas en la infección por ON1, 

en contraste con un incremento un poco más tardío en la infección por NA1 (60 horas). 

Asimismo, la carga viral registrada en los cultivos infectados por ON1 fue mayor en 

comparación con la registrada en NA1.  

 

Estas observaciones y los resultados de nuestro trabajo sugieren que, en la infección por ON1, 

un mayor incremento en el número de copias virales y más temprano, pareciera retrasar 

temporalmente y disminuír el máximo de expresión de miR-26b-5p y miR-24-3p y atenuar 

la expresión de miR-30b-5p; contrario a lo que sucede en la infección por NA1, en donde 

una menor replicación viral y registrada mas tardíamente, pareciera inducir mayores niveles 

de expresión de los microRNAs y en menor tiempo. En este contexto, es probable que el 

incremento temprano y mayor de la replicación viral observada en ON1 y la menor y más 

tardía evasión de la respuesta inmune antiviral a través de la modulación de la expresión de 

microRNAs que regulan las vías de señalización de los interferones tipo I y II, sean 

mecanismos favorables para el genotipo ON1. Considerando que, un mayor número de 

copias virales cuando apenas está iniciando el efecto citopático celular (48 h) y una respuesta 

inmune antiviral poco ineficiente cuando muchas células estarán en proceso de apoptosis 

(después las 72 h), representará una ventaja para el VSR-A-ON1 en términos de replicación 

y supervivencia. Estas interpretaciones sugieren que la respuesta celular frente a la infección 

por VSR ON1 puede mostrar cambios, si bien sutiles, guiados por la presencia de la 

duplicación parcial de la proteína G viral. 
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A pesar de estar cirulando desde hace más de una década (3), aún falta mucho por conocer 

acerca del genotipo ON1 del VSR y su inmunopatogenia sigue sin esclarecerse. Actualmente, 

sabemos que es el genotipo predominante dentro del grupo A del VSR y que su rápida 

propagación y dominancia, pareciera estar relacionada con la duplicación de 72 nucleótidos 

en la región hipervariable del extremo C-terminal del gen que codifica la proteína G (2,41).  

Las dos regiones hipervariables del gen G son altamente glicosiladas debido a sus múltiples  

residuos de serinas y treoninas, el hecho de que la duplicación parcial del gen G característica 

de ON1 se haya establecido en una de estas regiones, representó para este genotipo nuevos 

potenciales sitios de glicosilación (3,42,43). Esto es de especial importancia debido a que la 

O y la N glicosilación han sido destacadas en algunos estudios como modificaciones 

postraduccionales esenciales para el mantenimiento de la integridad estructural y funcional 

de la proteína G,  que además dan como resultado cambios en su perfil antigénico, lo que 

dificulta su reconocimiento por parte de los anticuerpos y favorece la evasión del sistema 

inmune por parte del VSR (44,45).    

 

Sumados a  hallazgos reportados anteriormente,  los resultados de nuestro trabajo nos 

sugieren que las diferencias de expresión de los microRNAs evaluados, entre los genotipos 

NA1 y ON1 podrían estar asociadas a la duplicación parcial del gen G, las sustituciones de 

aminoácidos y los nuevos sitios de O y N glicosilación característicos de ON1 (3), lo que 

podría conferirle a este nuevo genotipo una ventaja de tipo inmunológico respecto a su 

genotipo ancestro (NA1).  Sin embargo, se necesitan más estudios para determinar todos los 

posibles efectos de la duplicación parcial del gen G del VSR en la modulación de la respuesta 

inmune del huésped, así como sus mecanismos.  

 

Los  resultados aquí obtenidos, contribuyen con evidencias de los posibles mecanismos 

moleculares de evasión inmunitaria del VSR-A, lo que es de gran interés en la búsqueda de 

nuevos biomarcadores diagnósticos y pronósticos en la infección respiratoria asociada al 

VSR, así como de potenciales objetivos terapéuticos. 
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Conclusiones 

 

Las células HEp-2 son permisivas a la infección por VSR-A y constituyen un modelo in vitro 

que permite evaluar la expresión de microRNAs durante los primeros días postinfección. 

 

La infección por el VSR-A con y sin la duplicación en el gen G (ON1 y NA1, 

respectivamente), regula positivamente la expresión de microRNAs con objetivos 

moleculares implicados en la respuesta inmune celular mediada por los IFNs tipo I y II, lo 

que podría ser una de las estrategias que el VSR-A ha desarrollado para evadir las respuestas 

inmunitarias antivirales del huésped, evidenciado en este trabajo de acuerdo con los perfiles 

de expresión diferencial de los microRNA. 
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Pies de figura. 

Figura 1. Los microRNAs regulan la expresión génica de proteínas clave en las vías de 

señalización clásicas que se activan en respuesta a la infección por VSR: Parte de la 

respuesta inmune innata frente al VSR inicia con el reconocimiento viral a través de los 

receptores tipo Toll (TLR) del huésped y los receptores tipo RIG-I (RLR). Tanto la vía de 

los TLR como la vía de los RLR regulan positivamente los factores reguladores (IRF) del 

interferón (IFN) y el factor nuclear NF-κB en el núcleo, lo que da como resultado la 

producción de IFN tipo I: IFN-α/β y de citocinas/quimiocinas proinflamatorias como 

interleucina (IL)-1, IL-6/8 y el factor de necrosis tumoral (TNF)-α. En el contexto de la 

inmunidad innata al VSR, la señalización del IFN tipo II o INFγ también tiene un importante 

rol tras su producción por parte de las células Natural Killer (NK) y los linfocitos T CD4+ 

principalmente. Los microRNAs modulan la respuesta inmunológica durante la infección por 

VSR al regular la expresión de proteínas como el TLR4 (miR-26b-5p-let-7i-5p), el IFNγ 

(miR-24-3p y miR-26b-5p), el IFNγR2 (miR-26b-5p) y SOCS1 (miR-30b-5p - let-7i-5p), tal 

como lo describe la figura.     

Figura 2. Expresión relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por VSR 

subtipo A sin la duplicación parcial en el gen G (NA1). La expresión relativa de miR-30b-

5p (A), miR-26b-5p (B), miR-24-3p (C) y let-7i-5p (D) en células infectadas por el VSR-A 

NA1, se muestra comparativamente con su expresión relativa en células sin infección (grupo 

control), a diferentes horas posteriores a la infección (h.p.i). La infección fue realizada  a una 

MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana ± RIQ de tres experimentos 

independientes. El gen endógeno utilizado fue U6 y la expresión relativa de los microRNAs  

fue analizada con el método 2-ΔΔCt considerando a la condición sin infección como calibrador. 

Se utilizó una prueba estadística no paramétrica de Kruskall-Wallis con una prueba post hoc 

de Dunn. (*p<0.05, **p<0.0005, *** p<0.001), **** p<0.0001.  

Figura 3. Expresión relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR 

subtipo A con la duplicación parcial en el gen G (ON1). La expresión relativa de miR-

30b-5p (A), miR-26b-5p (B), miR-24-3p (C) y let-7i-5p (D) en células infectadas por el VSR-

A ON1, se muestra comparativamente con su expresión relativa en células sin infección 
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(grupo control), a diferentes horas posteriores a la infección (h.p.i). La infección fue realizada  

a una MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana ± RIQ de tres experimentos 

independientes. El gen endógeno utilizado fue U6 y la expresión relativa de los microRNAs  

fue analizada con el método 2-ΔΔCt considerando a la condición sin infección como calibrador. 

Se utilizó una prueba estadística no paramétrica de Kruskall-Wallis con una prueba post hoc 

de Dunn. (*p<0.05, **p<0.0005, *** p<0.001), **** p<0.0001. 

Figura 4. Evaluación de la expresión relativa de microRNAs tras la infección por el 

VSR-A con y sin la duplicación en el gen G, en células HEp-2 (ON1 y NA1, 

respectivamente). Comparación de la expresión relativa de miR-30b-5p (A), miR-26b-5p 

(B), miR-24-3p (C) y let-7i-5p (D) entre las células infectadas por el VSR NA1 y las células 

infectadas por el VSR ON1 en cada uno de los tiempos postinfección evaluados. Ambos 

grupos fueron infectados a una MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana ± RIQ de 

tres experimentos independientes. El gen endógeno utilizado fue U6 y la expresión relativa 

de los microRNAs fue analizada con el método 2-ΔΔCt considerando a la condición sin 

infección como calibrador. Se utilizó una prueba estadística no paramétrica de Kruskall-

Wallis con una prueba post hoc de Dunn. (*p<0.05, **p<0.0005, *** p<0.001), **** 

p<0.0001.  

Figura 5. Los microRNAs muestran una expresión relativa con una dinámica temporal 

diferente entre las células infectadas por el VSR-A con y sin la duplicación en el gen G, 

en células HEp-2 (ON1 y NA1, respectivamente). El diagrama de líneas muestra 

comparativamente la cinética de expresión de miR-30b-5p (A), miR-26b-5p (B), miR-24-3p 

(C) y let-7i-5p (D) en los cultivos infectados por NA1 y ON1 a lo largo del tiempo. Los datos 

se muestran como mediana de tres experimentos independientes. 

Figura 6. Expresión de la proteína G en células HEp-2 infectadas por el VSR-A con y 

sin la duplicación en el gen G, (ON1 y NA1, respectivamente) y células HEp-2 sin 

infección visualizada mediante micrografías de inmunofluorescencia. Comprobamos la 

presencia de la glicoproteína G del VSR como marcador de infección viral. Células HEp-2 

previamente infectadas por el VSR-A NA1 y ON1 a una MOI de 0.1, fueron incubadas con 

Anti VSR G monoclonal de ratón durante la noche y posteriormente se trataron con un 
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anticuerpo secundario anti-ratón de cabra (H+L) conjugado con Alexa Fluor 488 por dos 

horas mas. Después de 2, 24, 48 y 72 horas de infección, las células infectadas por NA1 y 

ON1 mostraron una fuerte fluorescencia verde confirmando la presencia de la proteína G del 

VSR. Los núcleos se tiñeron con Hoechst 33258 (en azul). La condición sin infección no 

exhibió positividad de la proteína G del VSR a lo largo del tiempo.  

Figura 7. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la proteína G del VSR en células 

HEp-2 infectadas por el VSR-A con y sin la duplicación en el gen G, (ON1 y NA1, 

respectivamente). La IMF fue calculada sobre imágenes de inmunofluorescencia 

representativas de células HEp-2 marcadas para Anti-VSR G, previamente infectadas por el 

VSR-A NA1 o VSR-A ON1 a una MOI de 0.1. El diagrama de barras representa la IMF en 

cada uno de estos dos grupos a las 2, 24, 48 y 72 horas posteriores a la infección. A partir de 

las 24 horas, se evidencia una mayor IMF de la proteína G del VSR en las células infectadas 

por el VSR-A con la duplicación en el gen G (ON1) en comparación con las células infectadas 

por el VSR-A sin la duplicación (NA1). Para la cuantificación de la fluorescencia se utilizó 

el software ImageJ.  
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Una de las principales causas 
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El Virus Sincitial 
Respiratorio (VSR)

La Infección 
Respiratoria Aguda 

(IRA)

En niños <5 
años 

En niños 
<1 año

3

Género Pneumovirus, 
familia Pneumoviridae. 

Pleomórfico, envuelto. 

ARN de ~15,2 kb, lineal, (-) ssRNA. 
10 genes que se traducen en 11 
proteínas 

MengJie, et al. Physiol Rev. 2020;100(4):1527-1594.

M2-1

M2-2 4

Dominio 
citoplásmico

Dominio 
transmembrana

Ectodominio 

Región hipervariable Región hipervariable 

VSR 
Cepa 
A2

Región altamente 
conservada 

Interacción con 
receptores CX3XR1
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La variabilidad 
antigénica en la 

proteína G

VSR-A VSR-B

Determina la existencia de dos 
grupos antigénicos 

ON1

Eshaghi, et al. PLoS One. 2012;7(3):e32807.
García, et al. J Infect Dis. 2018,13;217(7):1089-1098.. 
Vandini et al. Int J Mol Sci. 2017;18(8):1717.

Ancestro de 
ON1

6Eshaghi, et al. PLoS One. 2012;7(3):e32807.

Secuencia de 72 nucleótidos 
duplicados 

N

C-terminal

Proteína G SIN duplicación (VSR-A NA1) 

Proteína G CON duplicación (VSR-A ON1)

Duplicación

La secuencia de nucleótidos del gen G del linaje ON1 se traduce en un polipéptido 
de 321 AAs, con nuevos sitios potenciales de O-glicosilación 

23 aminoácidos duplicados 
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miR-30b

let-7i

miR-26b

miR-24

Respuesta inmune mediada por IFNs I y II

Adaptación de imágen publicada en el artículo de MengJie et al. Physiol Rev. 2020.
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VSR-A 
ON1

VSR-A 
ON1

miRNAs

Duplicación
10

¿La expresión de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y miR-24-
3p en respuesta a la infección por el Virus Sincitial Respiratorio 
(VSR) subtipo A con la duplicación en el gen G es diferente a su 

expresión en respuesta a la infección por el VSR sin la 
duplicación en células HEp-2?

11

La expresión de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y 
miR-24-3p en respuesta a la infección por el Virus 

Sincitial Respiratorio (VSR) subtipo A con la 
duplicación en el gen G es diferente a su expresión en 

respuesta la infección por el VSR subtipo A sin la 
duplicación, en células HEp-2.

Analizar la expresión de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-
30b-5p, miR-24-3p en respuesta a la infección por el 

Virus Sincitial Respiratorio con y sin la duplicación en 
el gen G en células HEp-2.

12

1. Cuantificar la expresión de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y miR-24-3p en
respuesta a la infección por el Virus Sincitial Respiratorio subtipo (VSR) A con y sin la
duplicación en el gen G en células HEp-2.

2. Comparar la expresión de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y miR-24-3p en respuesta
a la infección por el Virus Sincitial Respiratorio (VSR) subtipo A con la duplicación en el
gen G y su expresión en respuesta la infección por el VSR subtipo A sin la duplicación,
en células HEp-2.

13

15

Cuantificación  
de ARN por 
espectrofotometría

Cultivo celular 
Línea celular HEp-2  

Infección de cultivos con VSR-A 
con y sin duplicación del gen G. 

Extracción de RNA

RT – qPCR:  
expresión de 
miRNAs   

miR-30b-5p

Let-7i-5p

miR-26b-5p

miR-24-3p

U6 16

Mantenimiento de cultivos HEp-2 

Medio de cultivo DMEM (Corning cat. 50-003-
PB)  suplementado con un 5% de Suero Bovino 
Fetal (Gibco Ref.26140-079). 

Incubación en una 
atmósfera humidificada al 

5% de CO2 y a 37ºC.
Disgregación de monocapas: Enzima TrypLE 
TM Express 1X (GibcoTM cat. 12604021). 

PBS estéril para lavados

Crecimiento celular en monocapa (Flask T25 
y T75)

Cambio de medio a los cultivos 
cada tercer día. 

Penicilina – Estreptomicina 100 U-
100 µg/mL (Pisa, Pisacilina 1.000.000 
U; Sulfestrep 1 g)
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Línea celular HEp-2  

17

05/09/2022: HEp-2 P-368. 
Células una hora después de ser 

descongeladas.

08/09/2022: HEp-2 P-368.
3 días post-siembra. 

10/09/2022: HEp-2 P-368.
5 días post-siembra.

SepSep

18

Cuantificación  
de ARN por 
espectrofotometría

Cultivo celular 
Línea celular HEp-2  

Infección de cultivos con VSR-A 
con y sin duplicación del gen G. 

Extracción de RNA

RT – qPCR:  
expresión de 
miRNAs   

miR-30b-5p

Let-7i-5p

miR-26b-5p

miR-24-3p

U6

Siembra de pozos en placas

1 mL DMEM + SBF (5%), y 
Penicilina –

Estreptomicina al 1%). 

19

0.05x106 

Cel HEp-2

Incubación por 
60 Horas 

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

Infección de placas con 
VSR-A con y sin 

duplicación del gen G 

Confluencia alcanzada en placas de 24 pozos 

2060 horas post-siembra 

21

VSR-A 
ON1

NA1 NA1NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

Células HEp-2 infectadas 
con VSR-A SIN duplicación 

del gen G. 

Células HEp-2 infectadas 
con VSR-A CON duplicación 

del gen G.

Células HEp-2 SIN infección. 

4 pozos x c/u de las 3 condiciones experimentales
22

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C2 
h

pi

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

12
 h

pi
24

 h
pi

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

36
 h

pi
48

 h
pi

60
 h

pi

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

NA1 NA1 NA1 NA1

ON1 ON1 ON1 ON1

C

C

C

C

72
 h

pi
84

 h
pi

4 pozos x 3 condiciones x 8 tiempos (placas) = 96 pozos por cada 
réplica experimental 

üInfección: 90% de 

confluencia en los pozos.

ü(MOI): 0.1 à una partícula 

viral por cada 10 células.

üDMEM + SBF (1%), y 

Penicilina- Estreptomicina al 

1% (1mL).  

3 réplicas

23

Cosecha 

Incubación 
de las placas 

Tiempo post-infección (hpi) 

2 12 24 7248 6036 84

Cosecha de una placa por 
cada tiempo. 

*Enzima TrypLE TM Express 1X

Atmósfera humidificada al 5% 
de CO2 y a 37ºC. 

Thermo Fisher Scientific 
(Mod.3403).

Adición de 250 μL de medio de 
cultivo a pozos de placas restantes   

a partir de réplica Nº 2. 

24

Cuantificación  
de ARN por 
espectrofotometría

Cultivo celular 
Línea celular HEp-2  

Infección de cultivos con VSR-A 
con y sin duplicación del gen G. 

Extracción de RNA

RT – qPCR:   
expresión de 
miRNAs   

miR-30b-5p

Let-7i-5p

miR-26b-5p

miR-24-3p

U6
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N
1

C
C

C
C

Proyecto de Servicio 
Social

Positividad de la 
proteína G

Almacenamiento 
a -80ºC 

Extracción de ARN 
(TRIzolTM)

RT – qPCR:  
expresión de 
miRNAs   

miR-30b-5p
Let-7i-5p
miR-26b-5p
miR-24-3p

U6

Cuantificación  
por espectrofotometría

BioTek CytationTM 3

Bio-Rad CFX96 

1

2

3

Procedimiento 

miR-26b-5p, 
let-7i-5p, 

miR-30b-5p   
y miR-24-3p  

o Síntesis de cADN: TaqMan Advanced miRNA
cDNA Synthesis Kit (Applied BiosystemsTM.

o qPCR para microRNAs: Sondas TaqMan especi ́ficas para
cada miRNA (TaqMan Advanced miRNA Assay, Applied
BiosystemsTM).

26

Volumen final de la reacción: 50 µL de cADN 
(entre 746 y 1052 ng/µL)

cDNA por reacción: 100 ng/μL

Todas las qPCRs se realizaron por duplicado

Procedimiento 

U6

o Síntesis de cADN: TaqMan®MicroRNA Assays (Applied
BiosystemsTM).

o qPCR para U6: TaqMan®MicroRNA Assay: U6 snRNA
(Applied BiosystemsTM).

27

Volumen final de la reacción: 15 µL de cADN 
(entre 749 y 1065 ng/µL)

cDNA por reacción: 100 ng/μL

La qPCR de los cuatro miRNAs así 
como del U6 se realizó para todas las 
muestras de las tres réplicas 
experimentales. 

Todas las qPCRs se realizaron por duplicado

31
Resultados del proyecto de servicio social realizado en el Laboratorio de Biología Molecular y Epigenética del Departamento de Bioquímica por Annia 
Wergue y Erika Chi.  
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A las 2 hpi se encontró una represión significativa de la expresión de 
miR-30b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en comparación con el grupo control

30

Control NA1 ON1

2 
hp

i
24

 h
pi

Resultados del proyecto de servicio social realizado en el Laboratorio de Biología Molecular y Epigenética del Departamento de Bioquímica por Annia 
Werge y Erika Chi Ahumada.  31

Resultados del proyecto de servicio social realizado en el Laboratorio de Biología Molecular y Epigenética del Departamento de Bioquímica por Annia 
Werge y Erika Chi Ahumada.  
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miR-26b-5p y miR-24-3p se sobreexpresaron solo hasta las 72 hpi
36

El máximo de expresión de 
los microRNAs en NA1 (60 h) 
ocurrió más temprano que en 

ON1 (72 h) 

El máximo de expresión 
de los microRNAs en NA1

fue mayor que en ON1
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El incremento de la 
expresión de miR-30b-5p 
estuvo atenuado en las 

células infectadas por ON1 

La cinética de 
expresión de let-7i-5p 
no reveló diferencias 

entre NA1 y ON1 

38Thornburg, et al. mBio. 2012;3(6):e00220-12. 
Zhuang , et al. Pharmaceutica. 2022;72(3):415-25. 
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rA2-GC12: mutante CCR 
rA2-GC4: mutante CX3C

Bakre et al. Vaccines (Basel). 2017 Sep; 5(3):16.

En células Calu-3

Liu et al. Cell Biol Int. 2015 Dic;39(12):1376-83

En PBMC infectadas 
por el VSR

40
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Adaptación de imágen publicada en el artículo de MengJie et al. Physiol Rev. 2020. .

JAK TYK

(TNFα e IL-6)

Adaptación de imágen publicada en el artículo de MengJie et al. Physiol Rev. 2020.

Células epiteliales 
respiratorias, Mφ y DCs

Células NK

Mφ PMNs

let-7i

miR-24

IFNγ

IFNγR

Mφ
miR-24

miR-26b

miR-26b

Evasión de la respuesta 
inmune antiviral 

Aumento de la 
replicación viral 
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Diferencias en el máximo 
de expresión de los 

microRNAs entre NA1 y 
ON1 podrían representar 

diferencias en la respuesta 
del huésped a la infección 

y la replicación viral

Niveles de expresión mayores 
de los microRNAs en NA1 
podrían dar lugar a una 

mayor evasión de la 
respuesta inmune y una 

mayor replicación viral (60 h)

Niveles más bajos de expresión 
de los microRNAs en ON1 
podrían contribuír a una 

menor evasión de la respuesta 
inmune antiviral y a una 

menor replicación viral (72 h)
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Control NA1 ON1

*Tesis de doctorado Dr Juan Carlos Muñoz Escalante. Fecha

Replication kinetics of RSV-A with (ON1) or without (RSV A) duplication*

§ Las células HEp-2 son permisivas a la infección por VSR-A y constituyen un
modelo in vitro que permite evaluar la expresión de microRNAs durante los
primeros días postinfección.

§ La infección por el VSR-A con y sin la duplicación en el gen G (ON1 y NA1,
respectivamente), regula positivamente la expresión de microRNAs con
objetivos moleculares implicados en la respuesta inmune celular mediada por
los IFNs tipo I y II, lo que podría ser una de las estrategias que el VSR-A ha
desarrollado para evadir las respuestas inmunitarias antivirales del huésped,
evidenciado en este trabajo de acuerdo con los perfiles de expresión
diferencial de los microRNAs.
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ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

2021
Curso de materias optativas y obligatorias y 

selección  del proyecto de tesis

2022
Curso de materias optativas y obligatorias y desarrollo 

de la propuesta de tesis

Curso de materias optativas e inicio de fase 

experimental 

2023 Infección
Extracciones de ARN,  RT – qPCR:  expresión 

de miRNAs   

Análisis de resultados,  escritura 

de tesis, correcciones y proceso 

de titulación 
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