CHARTAS ET SCiey
S MANITAT! NSERy 4

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE SAN LUIS POTOSI \ 4

FACULTAD DE MEDICINA 7m0

Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y
Biomedicina (CICSaB)

———

N4

ANALISIS DE LA EXPRESION DE MICRORNAS EN RESPUESTA A
LA INFECCION POR EL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO CON Y
SIN LA DUPLICACION EN EL GEN G EN CELULAS HEP-2

TESIS QUE PRESENTA

L. E. MARIA CAMILA LOPEZ LOPERA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA
EN CIENCIAS BIOMEDICAS BASICAS

DIRECTORES DE TESIS
DRA. MARIANA SALGADO BUSTAMANTE

DR. DANIEL NOYOLA CHERPITEL

Octubre 2023



CREDITOS INSTITUCIONALES

Esta tesis se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular y Epigenética del Departamento
de Bioquimica y en el Departamento de Microbiologia en la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de San Luis Potosi, bajo la direccion de la Dra. Mariana Salgado
Bustamante y el Dr. Daniel E. Noyola Cherpitel, gracias al apoyo del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia que otorgd la beca nimero 1151258. Este proyecto se realiz6 gracias
al financiamiento del Consejo Nacional de Humanidades Ciencia y Tecnologia
(CONAHCYT) Convocatoria de Investigacion Cientifica Basica - Proyectos de Ciencia
Basica Convocatoria 2017-2018 (Proyecto clave A1-S-38080).

Tesis que presenta:
L. E. MARIA CAMILA LOPEZ LOPERA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA
EN CIENCIAS BIOMEDICAS BASICAS

DIRECTORES DE TESIS

Dra. Mariana Salgado Bustamante
Dr. Daniel Noyola Cherpitel

ASESORES INTERNOS

Dra. Othir Gidalti Galicia Cruz
Dra. Esther Layseca Espinosa

JURADO

Presidenta de sinodales: Dra. Adriana Elizabeth Monsivais Urenda
Secretaria de sinodales: Dra. Othir Gidalti Galicia Cruz
Sinodal: Dra. Esther Layseca Espinosa
Sinodal suplente: Dra. Saray Aranda Romo

Octubre 2023



Analisis de la expresion de microRNAs en respuesta a la infeccion por el virus
sincitial respiratorio con y sin la duplicacion en el gen G en células HEp-2 ©

2023 Por Maria Camila Lopez Loperaesta licenciada bajo una Attribution-

NonCommercial-ShareAlike 4.0 International




Agradecimientos personales

Agradezco a Rebeca Mejia Saucedo, por haberme recibido en México y desde entonces,

llenar de luz mi camino.

A Ana Karenina Rocha Viggiano por haber sacado lo mejor de una enfermera en el
laboratorio. Gracias Ana por tu paciencia, tiempo y dedicacion para ensefiarme todo lo

necesario para llevar a cabo mis experimentos.

A Maria Alejandra Botero por acomparniarme y cuidarme durante toda mi maestria. A Mayra

Karime Torres por su amor y apoyo incondicional.

A Maria Fernanda Garcia y Ulrik Avilix Oliva, mis grandes complices y amigos de la

generacion. Volver a ser estudiante jamas habria sido tan lindo y feliz sin ustedes.

A Ana Cristina Alarcon, Bibiana Giraldo, Carolina Serna y Elizabeth Higuita, por el amor,

la energia y el apoyo que me dieron desde la distancia.

A Sandra Cadena Mota, Josefina Elias Monsivais y Bleida Elizabeth Reyna, por ser mi
refugio cada dia desde que llegué al departamento de Microbiologia. Gracias por ser calma
vy sosiego para mi, en este largo y a veces pesado camino. Me siento afortunada de que hayan

sido parte de mi vida.

Al Dr. Daniel E. Noyola Cherpitel, por haber creido en mi y darme las herramientas para

cumplir mi suerio de hacerme maestra en Ciencias Biomédicas Bdsicas.

Al Dr. Juan Carlos Muriioz Escalante por su orientacion y por alentarme siempre a seguir

adelante.



A la Dra. Mariana Salgado Bustamante, por abrirme las puertas del Departamento de
Bioquimica y de su corazon. Desde que llegué a usted, jamds me senti sola en México.
Gracias por haber sido una maestra intelectual y personal en mi vida. Me siento orgullosa
v agradecida de haber sido su estudiante y me he prometido honrar todo lo que aprendi de

usted donde sea que yo vaya.

A la Dra. Othir Galicia Cruz, por guiar mi aprendizaje en cultivo celular con tanta voluntad
y entrega y por sostenerme con tanto amor durante todo este tiempo. Usted es ejemplo de
tenacidad y fortaleza. De usted me llevo que todo en la vida es posible gracias a la fuerza

inmensa y poderosa del amor.

En especial dedico esta tesis a mi mama Nancy de Jesus y mi hermana Vanessa. Ustedes son
y seran siempre los grandes amores y motores de mi vida. Por ustedes soy quien soy y pude
llegar hasta aqui. Sin su presencia y apoyo, seria muy dificil para mi transitar con esperanza

los caminos de la vida.

Gracias, San Luis Potosi. Me diste mdas de lo que esperaba y de la manera que solo un lugar

con tu rigueza pudo haberme dado. Gracias México, una parte de mi vivira siempre aqui.



Resumen: El virus sincitial respiratorio (VSR) es la causa mas comin de infecciones del
tracto respiratorio inferior en menores de 5 afios. Multiples estudios se han enfocado en la
caracterizacion molecular y epidemiologica de los genotipos con duplicaciones parciales en
el gen G del VSR por ser los que actualmente predominan sobre los demas genotipos: VSR-
A ONI (72 nucleétidos) y VSR-B BA (60 nucleotidos). Sin embargo, los efectos de estas
duplicaciones sobre algunos aspectos, como la respuesta celular del huésped a la infeccion,
aun estan por determinarse. En este estudio se analizé la expresion de microRNAs implicados
en vias de sefializacion clasicas 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
cony sin la duplicacion en el gen G (genotipos ON1 y NAI, respectivamente). Los resultados
mostraron un perfil de expresion de los microRNAs diferente entre los genotipos, con un
maximo de expresion a tiempos diferentes entre ellos. En células HEp-2 infectadas por el
VSR-A NAI1 la maxima expresion se registro a las 60 h.p.i., mientras que en las células
infectadas por el VSR-A ONI se registr6 a las 72 h.p.i. Los perfiles de expresion 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 duplicacion
parcial del gen G modifique la respuesta inmunoldgica en su conjunto, lo que podria
conferirle a este nuevo genotipo (ON1) una ventaja de tipo inmunoldgico respecto a su

genotipo ancestro (NAT).



Introduccion

En todo el mundo, las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad en los nifios menores de cinco afos. Entre los patdgenos
virales respiratorios, el virus sincitial respiratorio (VSR) es el mas comunmente identificado
en lactantes y nifios pequenos con infeccion de las vias respiratorias inferiores (1) y también
el responsable de una proporcion significativa de infecciones respiratorias graves en los

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

Aunque alrededor del 90% de los nifios con infeccion por VSR presentan sintomas
respiratorios leves y suelen ser tratados ambulatoriamente, este virus puede causar una
enfermedad grave y esto explica, en gran medida, que sea la etiologia mas frecuente de
ingresos hospitalarios por IRA en lactantes y la primera causa de muerte entre las infecciones

respiratorias en esta misma poblacion (1,4).

El VSR pertenece al género Orthopneumovirus y a la familia Pneumoviridae. Es un virus
envuelto, pleomorfico, de ARN monocatenario en sentido negativo, con una longitud
aproximada de ~15.2 kb, codificante para 11 proteinas virales (5). La variabilidad genética
de la segunda region hipervariable del gen de la proteina G determina la existencia de dos
grandes grupos antigénicos (VSR-A y VSR-B), cada uno de ellos con multiples genotipos y
linajes (2,3,6). Dentro de los genotipos circulantes del VSR-A, el mas recientemente
documentado es el VSR-A ONI, el cual tiene una caracteristica importante que ademas
comparte con otros genotipos del VSR-B (BA) y es la duplicacion parcial del gen de la
proteina G (2). ON1 es un genotipo de gran interés por tener la mayor duplicacion descrita
hasta la fecha, pero ademas por la rdpida propagacion que ha tenido desde su aparicion,
sustituyendo a su genotipo ancestro (NA1) a nivel mundial y siendo actualmente el unico

genotipo VSR-A que esta en circulacion (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 proteina G tiene un rol importante en la inmunogenicidad, la patogenicidad del virus



y la gravedad de la enfermedad; todo esto debido a su capacidad para modificar y evadir las

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

Por otro lado, se ha demostrado que el VSR, a través de distintas proteinas, incluyendo la
proteina G y del ARN viral, puede regular la expresion de genes de la inmunidad innata y
adapatativa, lo que implica un antagonismo de la respuesta antivirica del huésped, a su vez,
se correlaciona con la gravedad de la enfermedad (5,7). Asi mismo, se han identificado
cambios en el perfil de expresion de diferentes microRNAs durante la infeccion por el VSR
y se ha destacado su importancia en la patogénesis y replicacion viral, asi como en la
modificacion de las respuestas del huésped a la infeccion (5,8,9).

Esto supondria que, quizd uno de los mecanismos del VSR para regular la expresion de
algunos genes de respuesta inmunitaria, es precisamente modular la expresion de microRNAs
que tienen como blanco ARNm que codifican para proteinas o moléculas esenciales en las
vias de senalizacion intracelular que se activan en el huésped ante la infeccion 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 andlisis de la expresion
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 expresion durante la infeccion causada por el virus
con y sin la duplicacion parcial en el gen G (ON1 y NA1, respectivamente).

Este es el primer estudio sobre el perfil de expresion de microRNAs que regulan la expresion
de genes implicados en la respuesta antiviral del huésped frente a la infeccién por el VSR
enfocado en el mas reciente y predominante genotipo del VSR-A (ON1), asi como en su
genotipo ancestro (NA1). Los resultados aportan conocimiento respecto a la posible
asociacion entre la duplicacion de 72 nucleotidos en el gen G del VSR-A y la regulacion de
la expresion 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 relacion con diferencias en las

respuestas inmunoldgicas moleculares del huésped.



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 pg/mL (Pisa, Pisacilina 1.000.000
U; Sulfestrep 1 g). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmdsfera al 5% de
CO; en una incubadora Thermo Fisher Scientific (Mod.3403) y se les realizd6 cambio de

medio de cultivo cada tres dias hasta el momento de la infeccion.

Infeccion 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 infeccion (MOI) de 0.1, previa aspiracion del medio de cultivo y lavado con
soluciéon amortiguadora de fosfatos. Posterior a la inoculacion del virus, las placas se
incubaron a 37°C y 5% de CO, durante dos horas con agitacion intermitente (cada 15
minutos). Transcurrido este tiempo, se afiadié 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 pg/mL. Como control se tuvo un tercer pocillo con células HEp-2 no infectadas.

Cada condicion experimental: células HEp-2 infectadas con el VSR-A/ON1 y células HEp-
2 infectadas con el VSR-A/NA1, asi como el control, se estudié por cuadruplicado, es decir
que, se cultivaron cuatro pocillos por condicion. 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-infeccion (hpi). Las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO, hasta el

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



Cosecha

En cada tiempo post-infeccion (2, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas), se aspird el medio de
cultivo de cada uno de los pocillos de la placa correspondiente y se conservo a temperatura
ambiente en tubos de microcentrifuga previamente etiquetados. Enseguida las monocapas
fueron incubadas con 250 uL de enzima TrypLE™ Express 1X (GibcoTMcat. 12604021) a
37 °C durante 5-7 minutos en la incubadora. Una vez disgregadas las monocapas, a cada
pocillo se adiciono el medio de cultivo que previamente le habia sido extraido, para diluir la
enzima recombinante e inactivarla. Finalmente las suspensiones celulares se recuperaron en
tubos de microcentrifuga y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de realizar la

extraccion de ARN.

Extraccion del ARN total y sintesis de cADN

Una vez descongeladas las suspensiones celulares, estas fueron centrifugadas a 16,000 RPM
a 4° C durante 10 minutos. A 500 pL de sobrenadante se le agregd 1 mL de TRIzol
(Invitrogen) y el proceso de extraccion del ARN se realiz6 de acuerdo al protocolo sugerido

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

determind por espectrofotometria mediante el lector de microplaca BioTek Cytation 3.

La sintesis de cADN para la posterior amplificacion por gPCR de miR-30b-5p, miR-26b-5p,
miR-24-3p y let-7i-5p se realizd con el TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit
(Applied Biosystems), para lo cual se sigui6 el protocolo del proveedor y se obtuvo un

volumen final de 50 uL de cADN.

El cADN para la amplificacion de U6 como gen constitutivo de este estudio, se sintetizo
utilizando el TagMan®MicroRNA Assays (Applied Biosystems), también atendiendo a las

recomendaciones del fabricante, para un volumen final de 15 pLL de cDNA.
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR).

La amplificacion por qgPCR de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p se realizod
empleando el TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) y sondas TagMan
especificas para cada miRNA (TagMan Advanced miRNA Assay, Applied Biosystems). La



qPCR de U6 para cada una de las muestras se realiz6 con la sonda incluida en el Kit
previamente utilizado para la RT: TagMan®MicroRNA Assay: U6 snRNA (Applied
Biosystems) y con el mismo Master Mix empleado para la qPCR de los microRNAs (TagMan
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-infeccion (hpi).
Determinacion de la expresion de microRNAs por gPCR

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

normalizados utilizando la expresion endogena de U6. La expresion relativa se calculod

usando el método 2-AACt considerando a la condicidn sin infeccidon como calibrador.
Inmunofluorescencia

Dos de los cuatro pocillos cultivados por cada condicidon experimental fueron destinados a la
identificacion de la expresion de la proteina G del VSR por inmunofluorescencia. Una vez
las suspensiones celulares se recuperaron en tubos de microcentrifuga tal como se describio
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 afiadiendo
500 pl de paraformaldehido frio al 4% durante 20 minutos, se lavaron 3 veces con PBS
durante 10 minutos y se almacenaron en refrigeracion diluidas en PBS. Posteriormente,
después de atemperar los tubos de microcentrifuga y homogeneizar la suspension celular por
pipeteo, 30 pl fueron empleados para generar tres monocapas (10 pl por cada una) en una
laminilla electrocargada. Una segunda fijacion fue realizada con acetona fria durante 15
minutos, seguida de 2 lavados con agua destilada y uno con PBS durante 5 minutos. A
continuacion las células se incubaron durante 2 horas en una solucion de bloqueo (1 x PBS
mas 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 raton

(RSV133; ab94966, Abcam, Cambridge, MA, EE. UU) durante la noche a 4 °C y luego se



marcaron con un anticuerpo secundario anti-raton 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 diluciéon 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 solucién Hoechst 33258 (bis-benzamida) (2 mg/ml) durante 20 minutos vy,
después de lavarlas, se montaron con Vectashield (2,5%) y se cubrieron con cubreobjetos.
Las laminillas se analizaron utilizando una microscopia 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 cuantifico en microfotografias

representativas de cada condicion utilizando el software Image J.

Seleccion de microRNAs del estudio

Mediante el software de libre acceso miRTargetLink version 2.0. se identificaron los genes
blanco de cada microRNA y los blancos comunes entre ellos. Fue asi como pudimos
establecer que miR-26b-5p y let-7i-5p tienen como blanco comun al receptor tipo Toll 4
(TLR4); pero ademas que miR-30b-5p puede actuar sobre el supresor de la senalizacion de
citocina 3 (SOCS3). Adicionalmente encontramos que miR-24-3p y miR-26b-5p regulan la
expresion del interferon gamma (IFNy) y que el receptor 2 del IFNy (IFNGR2) es también
uno de los genes blanco de miR-26b-5p (Fig. 1).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizdé con GraphPad Prism 9 (GraphPad, San Diego, CA). La
distribucion de los datos de expresion relativa de cada uno de los microRNAs se evalud
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

estadisticamente significativas cuando el valor de p <0.05.
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Resultados

La expresion relativa de cada microRNA en respuesta a la infeccion por el VSR subtipo A,
con y sin la duplicacion en el gen G en células HEp-2 (ON1 y NAI, respectivamente), se

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

infeccion evaluados (2, 12, 24, 36, 48, 60, 72 y 84 horas), utilizando el método 2'AACt,

normalizando los datos con U6 y considerando la condicion sin infeccion como calibrador.

Andlisis de la expresion relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR
subtipo A sin la duplicacion en el gen G (NAI)

Al evaluar la expresion relativa de los microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR-
A NAL, se encontrd una regulacion negativa de miR-30b-5p, miR-24-3p y let7i-5p a las 2
h.p.i. en comparacion 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 expresion de los
microRNAs entre los cultivos con VSR NAT1 y los cultivos control (Fig. 2A, 2B, 2C y 2D),
con excepcion de miR-26b-5p, el cual se encontrd 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 registrd un incremento en la expresion 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 mas en comparacion 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 expresion de los
microRNAs en el grupo de células infectadas por NA1, respecto a la condicion sin infeccion

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

Andlisis de la expresion relativa de microRNAs en céelulas HEp-2 infectadas por el VSR
subtipo A con la duplicacion en el gen G (ONI)

Durante las primeras 48 horas posteriores a la infeccion, no se registrd ninguna diferencia en
la expresion 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 registré una menor
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expresion a las 36 h.p.i. (Fig. 3A, 3B, 3C y 3D). Posterior a esto, se registrd un incremento
en la expresion de los microRNAs. En el caso de let-7i-5p el comportamiento fue similar a
NA1, con una expresion 2.05 (p= 0.0170) veces significativamente mayor en comparacion
con el grupo control a las 60 horas (Fig. 3D). En contraste, para miR-26b-5p y miR-24-3p la
sobreexpresion en comparacion con el grupo control se registrd a las 72 h.p.i.,, con una
expresion 1.68 (p=0.0158) y 1.62 (p=0.0218) veces mayor con respecto al grupo control,
respectivamente (Fig. 3B y 3C). El tinico microRNA no sobreexpresado en las células
infectadas por ON1 fue miR-30b-5p, su expresion relativa se mantuvo cercana a la del grupo

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

A las 84 h.p.i. no se encontraron cambios significativos en la expresion 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 expresion relativa de los microRNAs no mostré diferencias

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

Expresion diferencial de microRNAs en respuesta a la infeccion por el virus sincitial

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

Finalmente, comparamos los resultados de expresion 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
duplicacion en el gen G (ON1) y células infectadas por el VSR subtipo A que no tiene la
duplicaciéon (NA1).

Nuestros datos mostraron que a las 2 h.p.i. la expresion de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-
24-3p y let-7i-5p en células infectadas por ONI1 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 NAI,
respectivamente (Fig. 4A, 4B, 4C y 4D). En el caso de miR-24-3p, también se observé una
expresion significativamente mayor en células infectadas por ON1, en comparacion con el

grupo de células infectadas por NA1 a las 84 h.p.i. (Fig. 4C).
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En todos los demas tiempos postinfeccion evaluados en este estudio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion relativa de los microRNAs entre

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

Aunque la Unica diferencia estadisticamente significativa en la expresion de los microRNAs
entre NA1 y ONI se registrd a las 2 h.p.i., las cinéticas de expresion de los microRNAs en
los cultivos infectados por NA1 y los cultivos infectados por ON1, mostraron algunas
diferencias en relacion al maximo de expresion y la temporalidad del incremento en la
expresion relativa (Fig. 5). En la infeccion por NA1, todos los microRNAs incrementaron su
expresion y este incremento ocurrié mas temprano (60 h.p.i.) que en ONI1, en donde el
maximo de expresion de miR-26b-5p y miR-24-3p se registro a las 72 horas y fue menor en
comparacion con el maximo de expresion alcanzado en NA1 (Fig. SA, 5B, 5C y 5D). En el
caso de miR-30b-5p no se encontrd un incremento significativo en su expresion en la
infeccion por ON1 a lo largo del tiempo, en contraste con la sobreexpresion registrada para
este microRNA en NAI a las 60 horas (Fig. 5A). En el caso de let-7i-5p su cinética de
expresion no revelo diferencias entre NA1 y ON1 (Fig. SD).
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Discusion

En este estudio analizamos la expresion de cuatro microRNAs en respuesta a la infeccion
causada por el VSR subtipo A con y sin la duplicacion en el gen G en un modelo in vitro de

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

La decision de evaluar la expresion 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 caracteristicas
inmunomoduladoras ya descritas de algunas proteinas virales como la proteina G del VSR,
al parecer para facilitar la infeccion y la replicacion (11). El segundo es la capacidad que
tienen estos cuatro microRNAs de regular la expresion de diferentes genes implicados en
vias de sefializacion que convergen en la activacion de factores regulados por interferon
(IRFs) y de NF-kB y que conducen a la transcripcion de citoquinas proinflamatorias y de los
IFNs (Fig.1), los cuales tras su produccion y secrecion dan lugar a la expresion de numerosos
genes estimulados por interferon (ISGs) y otros efectores que interfieren en la apoptosis

celular y la replicacion viral (12).

Los microRNAs son pequefios ARN no codificantes de aproximadamente 18~ 25 nucle6tidos
de longitud que regulan la expresion génica a nivel postranscripcional (13). Numerosos
estudios han demostrado la participacion de los microRNAs en diversos procesos biologicos
incluidos la proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis, la reparacion y remodelacion de
tejidos y las respuestas inmunes innatas (5,14). Ademas, un numero creciente de
investigaciones se han enfocado en el potencial de los microRNAs como biomarcadores de
diagnostico o prondstico para diversos tipos de enfermedades humanas, como las
enfermedades neurodegenerativas, neopldsicas e inmunitarias (15,16). Mas recientemente,
también se ha demostrado la importancia de los microRNAs como orquestadores de la

respuesta inmunologica durante enfermedades infecciosas (17).
Estudios previos, principalmente investigaciones en modelos in vitro, han demostrado que la

infeccidon causada por el VSR puede alterar la expresion 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 proteina G del VSR en la induccion de ciertos microRNAs

(5,9,18,19).

Thornburg y colaboradores identificaron que la expresion de miR-30b y let-7i aumentd
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 expresion de miR-30b y let-7i en un
modelo de ratones neonatales infectados intranasalmente por el VSR con o sin bivalirudina
(20). Asi mismo, Bakre et al., al evaluar la expresion de diferentes microRNAs en células
A549 infectadas por el VSR a una MOI de 1, encontraron una regulacioén positiva de la
expresion de miR-24 y miR-26b a las 24 horas después de la infeccion (21). En otro estudio
realizado por el mismo grupo de investigacion se analizo el papel de la region central
conservada (CCR) de la proteina G del VSR en la regulacion de algunos microRNAs,
midiendo su expresion en células Calu-3 infectadas por RSV/A2 de tipo silvestre o virus
recombinantes que contenian mutaciones de las cisteinas en la CCR de la proteina G (virus
rA2-GC4). Sus resultados arrojaron que la expresion de miR-24 se redujo notablemente en
las células infectadas con virus rA2-GC4 a las 24 h.p.i., lo que demostré la importancia del
motivo CX3C de la proteina G en la induccion de miR-24 (18). Liu y colaboradores también
demostraron la relevancia de la proteina G del VSR en la induccion de miR-26b en uno de
sus trabajos en el que analizaron los niveles de expresion del ARNm de miR-26b y TLR4 en
células mononucleares de sangre periférica de nifios con o sin bronquiolitis por VSR. Sus
resultados mostraron que los nifios con infeccion por VSR tenian un nivel mas alto de miR-

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

En concordancia con estos resultados, uno de los hallazgos mas importantes del presente
estudio, fue la sobreexpresion 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 expresion 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

infeccion por ON1.
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El rol de los microRNAs en la regulacion postranscripcional de algunos de los genes de
respuesta inmunitaria frente a la infeccion causada por el VSR aun no esté del todo claro. Lo
que si se conoce es que algunos de los microRNAs inducidos en respuesta a la infeccion por
el VSR se relacionan con las vias de sefializacion que involucran proteinas o factores de
transcripcion claves en la respuesta inmune innata como IRFs, NF-kB y los IFNs de tipo [ y
IT (10). Por otro lado algunos estudios realizados en modelos animales y modelos in vitro
han encontrado una regulacion positiva de la expresion de los IFNs tipo I e ISGs tras la
infeccion por VSR mutantes que carecen del gen G, lo que ha demostrado el posible rol de
la proteina G del VSR en la inhibicion de algunos factores de transcripcion celulares
implicados en su sefializacion (23,24). Asi mismo, en el contexto de la inmunidad celular
innata contra la infeccion causada por el VSR, también es bien sabido que aunque los TLRs,
RLRs y los receptores tipo NOD (NLR) participan en la deteccion del VSR (25), el TLR4 es

el principal receptor extracelular que reconoce la proteina F o de fusion del VSR (26-28).

El mecanismo mediante el cual la proteina G del VSR modula la expresion de los IFNs tipo
I e ISGs mediada por el TLR4 sigue sin determinarse (24). Sin embargo, los resultados de
este estudio preliminar, podrian ayudar a establecer una relacion entre los mecanismos de
evolucion viral con los mecanismos de modulacion 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 interaccion de la
proteina F con el TLR4 a través de la sobreexpresion de microRNAs como miR-26b-5p y
let-71-5p, quienes tienen como blanco comun a este receptor. Esto representa una ventana de
oportunidad para la replicacion eficiente del virus y el establecimiento de la infeccion, ya que
es de esperarse que la inhibicion de la expresion del TLR4 resulte en una supresion de la
activacion de NF-kB e IRFs y una disminucion de la expresion de citoquinas proinflamatorias
como TNFa e IL-6 , asi como de los IFNs tipo I y numerosos ISGs (27).

Particularmente la regulacion negativa de la via de sefializacion de NF-«xB y la inhibicion de
la produccion de IFN tipo I ya ha sido demostrada en un estudio sobre el perfil de expresion
de microRNAs en nifios con bronquiolitis asociada al VSR. La inhibicion de la induccién del

IFN- B mediada por los TLRs 3 y 4 por parte de de la proteina G del VSR también ha sido
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revelada en una investigacion realizada en células dendriticas 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 expresion relativa de miR-26b-5p y miR-24-3p entre las 60 y
las 72 h.p.i. en la infeccion causada por el VSR con y sin la duplicacion en el gen G, sea
también uno de los mecanismos de evasion inmunitaria del VSR. El hecho de que miR-26b-
5p y miR-24-3p se sobreexpresen en respuesta a la infeccion por el VSR e interfieran con la
induccion y sefializacion del IFN-y o de tipo II al modular la expresion de los genes IFNG e
IFNGR1, podria explicar en parte la predominancia de la respuesta inmune tipo Th2 en la
infeccion respiratoria asociada al VSR (30,31). La pérdida del balance entre las repuestas
tipo Th1/Th2 en la infecciéon por el VSR es un fendmeno que ya ha sido ampliamente
caracterizado en estudios realizados en humanos y modelos animales y se ha asociado de

manera muy importante con manifestaciones clinicas mas graves (32,33).

Las diferencias observadas entre nuestro trabajo y lo publicado en otros estudios en los que
se determino la expresion diferencial de microRNAs en la infeccién 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 us6 durante la infeccion,
destacando que en este trabajo se utilizo una MOI de 0.1, la cual es menor en comparacion a
la utilizada en otros estudios. También, la técnica empleada para la cuantificacion y andlisis
de la expresion de los microRNAs y los tiempos postinfeccion evaluados, destacando que en

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

En el presente estudio, suponemos que el hecho de que todos los microRNAs se hayan
sobreexpresado en respuesta a la infeccion por NA1 u ONI1 entre las 60 y las 72 h.p.i. podria
explicarse por diferentes factores. El primero de ellos es la carga viral alcanzada entre los
dos y tres dias posteriores a la infeccion por VSR. Rajan y colaboradores, en un estudio
publicado recientemente, infectaron células HEp-2 y A549 con cuatro genotipos diferentes
del VSR (incluidos GA1 y ON1) a una MOI de 0.01 y a partir de la cuantificacion del ARN

viral a las 24, 48, 72 y 96 h.p.i. reportaron una cinética de replicacion del virus. Sus resultados

17



revelaron un importante incremento en el nimero de copias virales/mL a partir de las 48 y
hasta las 72 h.p.i. En el ultimo tiempo evaluado, observaron una estabilizacioén o una ligera
disminucién en el nimero de copias virales, el cual varié en funcion del genotipo (34). Atn
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 expresion de

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

El segundo factor a considerar es que a partir de las 48 y hasta las 72 horas después de la
infeccion (h.p.i.), la expresion relativa de ARNm de los genes de algunas proteinas del VSR
como la proteina 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 (GAI,
ON, GBI, BA). Sus resultados mostraron que en tiempos mas tempranos la expresion de
estos mensajeros es menor y mas variable (35). Estos dos primeros factores son de especial
interés si tomamos en cuenta que la regulacion de la expresion de microRNAs como let-7iy
miR-30b por parte del VSR es dependiente no solo de la dosis sino también del tiempo post-

infeccion y la replicacion viral (10).

En este punto también vale la pena mencionar que la inmunidad innata como primera linea
de defensa del huésped frente a la infeccion por VSR inicia durante los primeros minutos de
la invasion del patogeno y dura hasta tres dias o lo que es lo mismo, hasta las 72 horas
posteriores a la infeccion (36). Quiza la regulacion de la expresion 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 expresion de proteinas como el TLR4 o el IFN-y, las cuales son fundamentales

en vias de sefializacion clasicas de la respuesta inmune innata antiviral.

De los resultados de este trabajo, también es de interés que el efecto citopatico 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
morfoldgicos 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 disminucion de la expresion
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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 ningtn estudio previo que también se haya propuesto
comparar la expresion de miR-30b-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en la infeccion
causada por los genotipos NA1 y ON1 del VSR-A. En nuestra hipdtesis, la expresion de los
microRNAs en respuesta a la infeccion por el VSR-A con la duplicacion en el gen G seria
diferente a su expresion en respuesta la infeccion por el VSR-A sin la duplicacion.
Encontramos que a las 2 h.p.i. la expresion de todos los microRNAs evaluados fue
significativamente menor en las células infectadas por NA1. En todos los demas tiempos
postinfeccion evaluados en este estudio, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion relativa de los microRNAs entre ambos grupos. La menor expresion de
microRNAs a las 2 h.p.i. tras la infeccién con VSR NA1 es un reflejo de la reduccion en la

expresion de microRNAs en este caso, lo que no sucedié durante la infeccion por VSR ONI1.

Consideramos que la no supresion de la expresion 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., asi como la expresion
significativamente mayor de los microRNAs en la infeccién por ON1 respecto a NA1 a las 2
h.p.i., podrian resultar en una evasion mas eficiente de la respuesta inmune mediada por los
IFNs tipo I y II en las primeras horas de la infeccion respiratoria asociada al VSR-A ONI1.
Estas interpretaciones se apoyan en estudios previamente publicados que han concluido que
los cambios en la estructura de la proteina G del VSR podrian alterar la inmunogenicidad y

la patogenicidad del virus (3,38—40).

De interés, aunque no se registraron diferencias significativas en la expresion de microRNAs
en tiempos subsecuentes, hubo algunas diferencias en las cinéticas de expresion en los
cultivos infectados por NA1 y ONI1. Aunque en ambos casos se registrd sobreexpresion de
los microRNAs estudiados alrededor del tercer dia de la infeccion, fue evidente que el
maximo de expresion vario en funcidon del genotipo: en la infeccion por NA1 se registro el
maximo de expresion a las 60 h.p.i., mientras que en el caso de la infeccion por ONI ésta

tendi6 a verse mas tardiamente, registrandose la sobreexpresion de miR-26b-5p y miR-24-
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3p a las 72 h.p.i. Asimismo, las cinéticas mostraron que el maximo de expresion de los
microRNAs en la infeccion por NA1 fue mayor que el maximo de expresion alcanzado por
los microRNAs en la infeccion por ON1. Finalmente también se observo que el incremento
de la expresion de miR-30b-5p estuvo atenuado en las células infectadas por ON1, en donde
no se registrd sobreexpresion de este microRNA en ninguno de los puntos temporales

evaluados.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo, han comparado las cinéticas de
replicacion viral en la infeccion por el VSR-A NAI y el VSR-A ONI vy sus resultados
mostraron un incremento en la carga viral a partir de las 48 horas en la infeccion por ON1,
en contraste con un incremento un poco mas tardio en la infeccion por NA1 (60 horas).
Asimismo, la carga viral registrada en los cultivos infectados por ON1 fue mayor en

comparacion con la registrada en NA1.

Estas observaciones y los resultados de nuestro trabajo sugieren que, en la infecciéon por ON1,
un mayor incremento en el nimero de copias virales y mas temprano, pareciera retrasar
temporalmente y disminuir el maximo de expresion de miR-26b-5p y miR-24-3p y atenuar
la expresion de miR-30b-5p; contrario a lo que sucede en la infeccion por NA1, en donde
una menor replicacion viral y registrada mas tardiamente, pareciera inducir mayores niveles
de expresion de los microRNAs y en menor tiempo. En este contexto, es probable que el
incremento temprano y mayor de la replicacion viral observada en ON1 y la menor y mas
tardia evasion de la respuesta inmune antiviral a través de la modulacion de la expresion de
microRNAs que regulan las vias de sefalizacion de los interferones tipo I y II, sean
mecanismos favorables para el genotipo ON1. Considerando que, un mayor nimero de
copias virales cuando apenas esté iniciando el efecto citopatico celular (48 h) y una respuesta
inmune antiviral poco ineficiente cuando muchas células estaran en proceso de apoptosis
(después las 72 h), representara una ventaja para el VSR-A-ON1 en términos de replicacion
y supervivencia. Estas interpretaciones sugieren que la respuesta celular frente a la infeccion
por VSR ONI puede mostrar cambios, si bien sutiles, guiados por la presencia de la

duplicacioén parcial de la proteina G viral.
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A pesar de estar cirulando desde hace mas de una década (3), aun 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 rapida
propagacion y dominancia, pareciera estar relacionada con la duplicacion de 72 nucleoétidos
en la region hipervariable del extremo C-terminal del gen que codifica la proteina G (2,41).

Las dos regiones hipervariables del gen G son altamente glicosiladas debido a sus multiples
residuos de serinas y treoninas, el hecho de que la duplicacion parcial del gen G caracteristica
de ONI1 se haya establecido en una de estas regiones, representd para este genotipo nuevos
potenciales sitios de glicosilacion (3,42,43). Esto es de especial importancia debido a que la
O y la N glicosilacion han sido destacadas en algunos estudios como modificaciones
postraduccionales esenciales para el mantenimiento de la integridad estructural y funcional
de la proteina G, que ademés dan como resultado cambios en su perfil antigénico, lo que
dificulta su reconocimiento por parte de los anticuerpos y favorece la evasion 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 expresion de los microRNAs evaluados, entre los genotipos
NA1 y ONI podrian estar asociadas a la duplicacion parcial del gen G, las sustituciones de
aminoacidos y los nuevos sitios de O y N glicosilacion caracteristicos de ON1 (3), lo que
podria conferirle a este nuevo genotipo una ventaja de tipo inmunologico respecto a su
genotipo ancestro (NA1). Sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar todos los
posibles efectos de la duplicacion parcial del gen G del VSR en la modulacion de la respuesta

inmune del huésped, asi como sus mecanismos.

Los resultados aqui obtenidos, contribuyen con evidencias de los posibles mecanismos
moleculares de evasion inmunitaria del VSR-A, lo que es de gran interés en la busqueda de
nuevos biomarcadores diagnodsticos y prondsticos en la infeccion respiratoria asociada al

VSR, asi como de potenciales objetivos terapéuticos.
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Conclusiones

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

que permite evaluar la expresion de microRNAs durante los primeros dias postinfeccion.

La infecciéon por el VSR-A con y sin la duplicacion en el gen G (ON1 y NAI,
respectivamente), regula positivamente la expresion de microRNAs con objetivos
moleculares implicados en la respuesta inmune celular mediada por los IFNs tipo I y II, lo
que podria 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 expresion diferencial de los microRNA.
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Pies de figura.

Figura 1. Los microRNAs regulan la expresion génica de proteinas clave en las vias de
sefalizacion clasicas que se activan en respuesta a la infeccion 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 via de
los TLR como la via de los RLR regulan positivamente los factores reguladores (IRF) del
interferén (IFN) y el factor nuclear NF-kB en el nucleo, lo que da como resultado la
produccion de IFN tipo I: IFN-0/f y de citocinas/quimiocinas proinflamatorias como
interleucina (IL)-1, IL-6/8 y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a. En el contexto de la
inmunidad innata al VSR, la sefializacion del IFN tipo II o INFy también tiene un importante
rol tras su produccion por parte de las células Natural Killer (NK) y los linfocitos T CD4+
principalmente. Los microRNAs modulan la respuesta inmunolédgica durante la infeccion por
VSR al regular la expresion de proteinas como el TLR4 (miR-26b-5p-let-7i-5p), el IFNy
(miR-24-3p y miR-26b-5p), el IFNYR2 (miR-26b-5p) y SOCS1 (miR-30b-5p - let-7i-5p), tal

como lo describe la figura.

Figura 2. Expresion relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por VSR
subtipo A sin la duplicacion parcial en el gen G (NA1). La expresion 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
NAI1, se muestra comparativamente con su expresion relativa en células sin infeccion (grupo
control), a diferentes horas posteriores a la infeccion (h.p.i). La infeccion fue realizada a una
MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana = RIQ de tres experimentos
independientes. El gen enddgeno utilizado fue U6 y la expresion relativa de los microRNAs
fue analizada con el método 2-22¢ considerando a la condicion sin infeccion como calibrador.
Se utilizé una prueba estadistica 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. Expresion relativa de microRNAs en células HEp-2 infectadas por el VSR
subtipo A con la duplicacion parcial en el gen G (ON1). La expresion 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 ONI, se muestra comparativamente con su expresion relativa en células sin infeccion
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(grupo control), a diferentes horas posteriores a la infeccion (h.p.i). La infeccion fue realizada
a una MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana + RIQ de tres experimentos
independientes. El gen enddgeno utilizado fue U6 y la expresion relativa de los microRNAs
fue analizada con el método 2"t considerando a la condicion sin infeccion como calibrador.
Se utilizé una prueba estadistica 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. Evaluacion de la expresion relativa de microRNAs tras la infeccion por el
VSR-A con y sin la duplicacion en el gen G, en células HEp-2 (ON1 y NAl,
respectivamente). Comparacion de la expresion 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 postinfeccion evaluados. Ambos
grupos fueron infectados a una MOI de 0.1. Los datos se muestran como mediana + RIQ de
tres experimentos independientes. El gen enddgeno utilizado fue U6 y la expresion relativa
de los microRNAs fue analizada con el método 222t considerando a la condicion sin
infeccion como calibrador. Se utiliz6 una prueba estadistica 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 expresion relativa con una dinamica temporal
diferente entre las células infectadas por el VSR-A con y sin la duplicacion en el gen G,
en células HEp-2 (ON1 y NAIl, respectivamente). El diagrama de lineas muestra
comparativamente la cinética de expresion 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 ONI a lo largo del tiempo. Los datos

se muestran como mediana de tres experimentos independientes.

Figura 6. Expresion de la proteina G en células HEp-2 infectadas por el VSR-A con y
sin la duplicacion en el gen G, (ON1 y NAl, respectivamente) y células HEp-2 sin
infeccion visualizada mediante micrografias de inmunofluorescencia. Comprobamos la
presencia de la glicoproteina G del VSR como marcador de infeccion 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 raton durante la noche y posteriormente se trataron con un
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anticuerpo secundario anti-raton de cabra (H+L) conjugado con Alexa Fluor 488 por dos
horas mas. Después de 2, 24, 48 y 72 horas de infeccion, las células infectadas por NA1 y
ONI1 mostraron una fuerte fluorescencia verde confirmando la presencia de la proteina G del
VSR. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33258 (en azul). La condicién sin infeccion no

exhibi6 positividad de la proteina G del VSR a lo largo del tiempo.

Figura 7. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la proteina G del VSR en células
HEp-2 infectadas por el VSR-A con y sin la duplicacion en el gen G, (ON1 y NAl,
respectivamente). La IMF fue calculada sobre imégenes de inmunofluorescencia
representativas de células HEp-2 marcadas para Anti-VSR G, previamente infectadas por el
VSR-A NA1 o VSR-A ONI auna 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 infeccion. A partir de
las 24 horas, se evidencia una mayor IMF de la proteina G del VSR en las células infectadas
por el VSR-A con la duplicacién en el gen G (ON1) en comparacion con las células infectadas
por el VSR-A sin la duplicacion (NA1). Para la cuantificacion de la fluorescencia se utilizd

el software Image].
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expresion relativa let-7i-5p
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expresion relativa miR-30b-5p

expresion relativa miR-26b-5p

expresion relativa miR-24-3p

expresion relativa let-7i-5p

Figura 3.
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expresion relativa miR-24-3p expresion relativa miR-26b-5p expresion relativa miR-30b-5p

expresion relativa let-7i-5p

Figura 4
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Justificacion

miRNAs

A

Mucinke rogion I

Duplicacion

Hipoétesis

La expresion de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y
miR-24-3p en respuesta a la infeccién por el Virus
Sincitial Respiratorio (VSR) subtipo A con la
duplicacién en el gen G es diferente a su expresion en
respuesta la infeccion por el VSR subtipo A sin la
duplicacion, en células HEp-2.

Objetivos especificos

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

Comparar la expresién de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y miR-24-3p en respuesta
a la infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio (VSR) subtipo A con la duplicacién en el
gen Gy su expresion en respuesta la infeccién por el VSR subtipo A sin la duplicacién,

en células HEp-2.

Disefo experimental

K Infeccién de cultivos con VSR-A Extraccion de RNA

\ Cultivo celular
con y sin duplicacion del gen G.

*\_ Linea celular HEp-2

T Yt miR-30b-5p
™Y LeTisp ~
T Y1 miR-26b-5p “
RT - gPCR:
miR-24-3p expresion de Cuantificacién
miRNAs de ARN por
espectrofotometria

v ] w

Pregunta de investigacion

¢La expresion de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-30b-5p, y miR-24-

3p en respuesta a la infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio

(VSR) subtipo A con la duplicacion en el gen G es diferente a su
expresion en respuesta a la infeccién por el VSR sin la

duplicacién en células HEp-2?

Objetivo general

Analizar la expresion de miR-26b-5p, let-7i-5p, miR-
30b-5p, miR-24-3p en respuesta a la infeccion por el
Virus Sincitial Respiratorio con y sin la duplicacién en
el gen G en células HEp-2.

Diseno
experimental

Cultivo celular

Penicilina - Estreptomicina 100 U-
Pisacilina 1.000.000

Crecimiento celular en monoc N
100 pg/mL (Pisa,
y T75) U; Sulfestrep 1 g)

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

Cambio de medio a los cultivos

cada tercer dia.

Disgregacion de monocapas: Enzima TrypLE
TM Express 1X (GibcoTM cat. 12604021).

PBS estéril para lavados

Incubacién en una
atmésfera humidificada al
5% de CO, y a 37°C.
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Cultivo celular
Linea celular HEp-2

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

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

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

Infeccién de cultivos con VSR-A con y sin duplicacion del gen G.
Siembra de pozos en placas
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Infeccién de placas con
VSR-A con y sin
duplicacion del gen G
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1 mL DMEM + SBF (5%), y
Penicilina —
Estreptomicina al 1%).

Incubacion por Z
60 Horas

Infeccidn de cultivos con VSR-A con y sin duplicacion del gen G.
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-O0000®

[ 4 pozos ¥ c/u de las 3 condiciones experimentales }

Células HEp-2 mfecladas
con VSR-A SIN
del gen G.

Células HEp-2 infectadas
con VSR-A CON
del gen G.

Células HEp-2 SIN infeccion.

Infeccidn de cuitivos con VSR-A con y sin duplicaciéon del gen G
Cosecha

Adicion de 250 L de medio de WL
cultivo a pozos de placas restantes
a partir de réplica N° 2.

Incubacién l

de las placas

____________ - 2 12 24 36 48 60 72 84
I N N N N N | 1
{ Tiempo post-infeccion (hpi)
Atmoésfera humidificada al 5% }
de CO, ya37°C

Thermo Fisher Scientific

Cosecha de una placa por
(Mod.3403).

cada tiempo.
*Enzima TrypLE TM Express 1X

Cultivo celular
Linea celular HEp-2

*, Infeccién de cultivos con vs;( A Extraccion de RNA

12 hpi 2 hpi

24 hpi

“eon y sin duplicacion del Lgen G. J

rf Y miR-30b-5p

™ Y Let7isp =
T Y1 miR-26b-5p *

) RT - qPCR:
miR-24-3p expresion de Cuantificacion
miRNAs de ARN por
Y U6 w espectrofotometria @

Infeccidn de cultivos con VSR-A con y sin duplicacion del gen G.

Confluencia alcanzada en placas de 24 pozos

L LTS
’\f,r;rw ‘&t; %
o

60 horas post-siembra

Infeccion de cultivos con VSR-A con y sin duplicacion del gen G

i o e O ©)
..% ¥ Infeccién: 90% de
9
’OOO(’C @ A confluencia en los pozos.
<=
Q v(MOI): 0.1 - una particula
41 _)0(18 . L viral por cada 10 células.
‘000000 | 2 :00000© _ vDMEM + SBF (1%), y
2
5 @ o : = 9 ﬁ) £ Penicilina- Estreptomicina al
VWO WWOO | ¥
DO0®| & [OO000®| ® 1% (1mL). -~ T~
WeOE | = ‘@@@@O@ v Z N
:00000@| 3 -O0000® 1 \
_J 3 réplicas 1
\ 7

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

96 pozos porcada N _ _ _~

Disefio experimental

Cultivo celular

Linca colular HEp-2 Infeccion de cultivos con VSR-A .

con y sin duplicacion del gen G.

miR-30b-5p
v N
Let-7i-5p / 4 !
miR-26b-5p l ; !
) RT - qPCR: | i \
miR-24-3p expresion de', \ /! Cuannﬁéecmn
miRNAs . de ARN por_

espectmfmomema
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Nal |

NA1

ONT

NAT

ON1

NAL

ON1

Extraccion y cuantificacidn del ARN - RT gPCR

®

= Proyecto de Servicio
Social . st Extraccion de ARN
o Positividad de la S EE (TRIzoI™
proteina G v
= Cuantificacion
por espectrofotometria
Almacenamiento |
a -80°C F BioTek Cytation™ 3
o -30b-
N RT - qPCR: 2“R73"5b 5
J -] expresion de et-7i-5p
. miRNAs miR-26b-5p
miR-24-3p
Bio-Rad CFX96 ue

RT-qPCR gen constitutivo

Procedimiento

o sintesis de cADN: TagMan®MicroRNA Assays (Applied

como del U6 se realizo para todas las
muestras de las tres réplicas
experimentales.

1 de la reaccién: 15 pL de cADN

= VIV —
La qPCR de los cuatro miRNAS asi *
1065 ng/pL)

U6

o gPCR para U6: TagMan®MicroRNA Assay: U6 snRNA
(Applied Biosystems™).

\—' cDNA por reaccion: 100 ng/pL EEEE

Todas las qPCRs se realizaron por duplicado

Expresion de la proteina G del VSR en células HEp-2 visualizada
mediante micrografias de inmunofluorescencia

Control NAL

ON1

2 hpi

24 hpi

en el Laboratorio de Biologia Molecular y Epigenética del Departamento de Bioguimica por Annia

Intensidod media de fluorescencia (IMF) de la proteina G del VSR en
células HEp-2 infectadas por el VSR y células HEp-2 sin infeccion.

50 .
= [ Control
Z 40 [ NAlL
e
Z 3 B ONI
3
© 20
a8
210
A

0

2 24 48 72
tiempo (hpi)

Resultados del proyecto de servicio social realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular y Epigenética del Departamento de Bioguimica por Annia
Werguey Erika Chi.

©

RT-gPCR miRNAs

Procedimiento

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

o Sintesis de cADN: TagMan  Advanced miRNA

cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems™.

Volumen final de la reaccién: 50 pL de cADN
(entre 746 y 1052 ng/nL) -

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

o gPCR para microRNAs: Sondas TaqMan especificas para
cada miRNA (TagMan Advanced miRNA Assay, Applied

Biosystems™).

cDNA por reaccion: 100 ng/pL

Todas las PCRs se realizaron por duplicado

@ Resultados

Expresion de la proteina G del VSR en células HEp-2 visualizada
mediante micrografias de inmunofluorescencia

Control NAL - ON1

48 hpi

72 hpi

Resultados del proyecto de servicio social realizado en el Laboratorio de Biologia Molecular y Epigenética del Departamento de Bioquimica por Annia @
Werge y Erika Chi Ahumada. @

Expresion relativa de miRNAs en céluias HEp-2 infectadas
por el VSR-A sin la duplicacién en el gen G: NA1

A

4 = ool
: 0 g eile Dﬁ f gy 1o éﬂ 68 0.

Alas 2 hpi se encontré una represion significativa de la expresion de
miR-30b-5p, miR-24-3p y let-7i-5p en comparacién con el grupo control @
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Expresién relativa de miRNAs en céluias HEp-2 infectadas
por el VSR-A con la duplicacién en el gen G:

B
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miR-26b-5p y miR-24-3p se sobreexpresaron solo hasta las 72 hpi

Discusion

InducBigmlixaiRi¥rderq eila & ldeh)Shefdn por
fundamentahgi leyinpgiscion de mik-24

Tt Respiratory syncytial virus infection inhibits TLR4 ; Protein
M signaling via up-regulation of miR-26b ion
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O miR-26b
2. - En PBMC infectadas
por el VSR

Relative expression
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Sobreexpresidon de microRNAs como posible estrategia de
evasidon inmunitaria durante la infeccién por VSR

let-7i

Ceélulas epielales
respiratorias, My DCs

o
Cyoplasm

miR-26b,
Mtochondnon : C
77T miR2d,

Miochondrion

Nuckeus

Typo 1 FNs
Pro-mfanmatry

“Nm,“,, Evasion de la respuesta ‘
inmune antiviral

Aumento de la
replicacion viral

Adaptacién de imagen publicada en el articulo de Menglie et al. Physiol Rev. 2020.

Expresion diferencial de microRNAs en respuesta a la
infeccién por el VSR-A con y sin la duplicacion en el gen G

N N La cinética de

| expresion de let-7i-5p
- £ — - Nal no revel6 diferencias
o § | o entre NA1y ON1
2
21

- — El incremento de la
24 / expresion de miR-30b-5p
— . ., N estuvo atenuado en las
R ~ HR RS A ’

células infectadas por ON1
El maximo de expresion de

T oM 2 % 48 e 72 8 T ko2 % 4 e 72 om los microRNAs en NA1 (60 h)
¢ tenpo () » tenpo () ocurrié mas temprano que en
ON1 (72 h)
. | e [ 721
1 /_7\1 g on
P /\
o AN A
G 14
7 —N \ El méximo de expresién
7,1 de los microRNAs en NA1
I EEEER] [ S A A fue mayor que en ON1 O
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tiempo (hpi)

Despudadefd8diorop arevbRdadisnedor elpiaRitinedgoresion
de let-7i y miR3®0b in bok ifi entoctaresivias NHBE

Bl.. mBio § sciendo
Bivalirudin exerts antiviral activity against

respiratory syncytial virus-induced lung infections in \g by Using Mechanisms
neonatal mice
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Zhuang, et al. Pharmaceutica. 202272(3):415-25. <& <&
Thornburg, et al. mBio. 2012;3(6):200220-12. @

mRNA Target
los efectos

Diferencias en el perfil de expresion de los microRNAs enire NAT y
ONI1 podrian inducir respuestas divergentes en las células huésped
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Incremento temprano y mayor de la carga viral en células
HEp-2 infectadas por ON1 en comparacion con NA1

.
Conclusiones
RSV Replication kynetics o

@ s “
. 50 = Las células HEp-2 son permisivas a la infeccion por VSR-A y constituyen un
o = modelo in vitro que permite evaluar la expresion de microRNAs durante los
“ E 40 \ primeros dias postinfeccion.

I g

£, ., Zw

i 3 = La infeccién por el VSR-A con y sin la duplicacién en el gen G (ON1 y NAl,
4 o0 respectivamente), regula positivamente la expresion de microRNAs con
) E 10 - objetivos moleculares implicados en la respuesta inmune celular mediada por
M g los IFNs tipo I y II, lo que podria ser una de las estrategias que el VSR-A ha
| - 0 desarrollado para evadir las respuestas inmunitarias antivirales del huésped,
: 2 2 48 7 evidenciado en este trabajo de acuerdo con los perfiles de expresion
Roplication kinetics of RS\-A wih (ONT)or without (RSV ) duplication” tiewpo (ipi) diferencial de los microRNAs.

O Conrol [ NAI B ONI
“Tessde doctorado Dr Juan Carlos Mt Escalante. Fecha @

Cronograma de actividades

ENE FEB

iMuchas gracias!

Extracciones de ARN, RT—qPCR: expresion | Andlisis de resultados, escritura
’ de tesis, correcciones y proceso
de miRNAs de titulacién

2023 Infeccién
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