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RESUMEN

La infeccion por dengue desencadena una serie de modificaciones celulares entre
los que se destacan cambios importantes en la funcidn mitocondrial. Las
mitocondrias son organelos celulares que intervienen de manera importante en
procesos tales como el metabolismo, la respuesta inmune, estrés oxidativo, muerte
celular, entre otros. En el presente trabajo nos enfocamos en el estudio de una
metaloproteinasa de membrana interna mitocondrial llamada YME1L1 cuya funcion
esta relacionada con la dinamica y morfologia mitocondrial asi como con el
procesamiento y translocacion de proteinas en la mitocondria. Reportes previos
indican que la expresion de YME1L1 se modifica durante la infeccién por dengue por
lo que decidimos investigar los efectos de la inhibicion de dicha proteina en la
infeccion por este virus. Primeramente se determinaron los niveles de expresion de
YME1L1 en células infectadas con dengue mediante RT-gPCR e
inmunofluorescencia. Enseguida se establecieron las condiciones para el
silenciamiento de YME1L1 mediante shRNA y posteriormente se llevaron a cabo
ensayos de infeccidn con el virus del dengue. Los efectos del silenciamiento de esta
proteina en la infeccidon se determinaron mediante RT-qPCR del genoma viral e
inmunofluorescencia de la proteina viral NS1. Los resultados obtenidos indican que
la inhibicion en la expresion de YME1L1 aumenta la replicacion viral por lo que se
sugiere que esta proteina induce cambios en las funciones mitocondriales que
modulan la infeccion, enfatizando con esto la importancia de la respuesta

mitocondrial ante la infeccion por dengue.
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INTRODUCCION

Virus del Dengue

El virus del dengue (DENV) es un arbovirus perteneciente a la familia Flaviviridae y al
género Orthoflavivirus que circula de manera endémica en nuestro pais asi como en
las zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo, el cual es transmitido por
mosquitos, estos artrépodos también se conocen como vectores, ya que este es el
medio para la transmision del virus siendo Aedes Aegypti y Aedes Albopictus los
principales vectores de la enfermedad. Entre los arbovirus existen diversos virus que
son importantes para la salud publica en México, entre ellos se encuentra el virus del
Dengue (DENV), el virus del Zika (ZIKV), el virus de Chikungunya (CHIKV), asi
mismo la existencia de otros arbovirus como el virus del West Nile (WNV), el virus de

la fiebre amarilla (YFV), entre otros.

El DENV se divide en 4 tipos, los cuales son dengue tipo 1 (DENV-1), dengue tipo 2
(DENV-2), dengue tipo 3 (DENV-3) y dengue tipo 4 (DENV-4), los cuales estan
antigénicamente relacionados pero no confieren proteccion cruzada. Los tipos de
DENV generalmente comparten de un 65 a 70 % de identidad entre sus secuencias

de nucledtidos (Hwang et al., 2020).

a) Genoma viral

El genoma del DENV es un RNA de sentido positivo monocatenario de un tamano
aproximado de 11 kb con una region 5-UTR (del inglés ‘Untranslated Region’),
seguido de una secuencia que codifica para una poliproteina la cual contiene las 3
proteinas estructurales (C, prM/M, E) y las 7 no estructurales del virus (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) y finalmente la regién 3"-UTR (Fig. 1).

14
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Fig. 1. Representacion del genoma viral de DENV, en color azul se esquematizan las regiones que

codifican para las proteinas estructurales (C, prM/M, E), en color rojo las regiones que codifican para
las proteinas no estructurales (NS1 a NS5) asi mismo se representan las regiones 3 y 5 no

traducidas (UTR). Imagen tomada y modificada de (Barrows et al., 2018).

b) Particula Viral

El DENV tiene un tamafio aproximado de 50 nm, teniendo una nucleocapside de 30
nm de diametro de forma icosaédrica cubierta de una envoltura lipidica de unos 10
nm de profundidad. La conformacion del virus la otorgan 3 proteinas importantes que
constituyen la estructura del viridn, y estas son la proteina M (Membrana), la proteina

E (envoltura) y la proteina C (capside) (Henchal & Putnak, 1990).
c) Proteinas Virales

Las proteinas codificadas por el genoma del DENV son de dos tipos, las
estructurales que forman parte del virién y las no estructurales que juegan un papel

importante en la replicacion viral (Fig. 2).
Las proteinas estructurales son:

La proteina C o capside que tiene un peso aproximado de 11 kDa, siendo rica en
residuos de lisina y arginina lo cual puede asociarse a su caracter basico y le puede
conferir la interaccién con el RNA del virién. En el extremo carboxi terminal de esta
proteina hay un tramo hidrofébico que pudiera actuar como un anclaje
transmembrana a temporal para interaccionar con la forma inmadura de la proteina
M o prM, posteriormente se escinde el dominio hidrofobico y se madura el virion
(Barrows et al., 2018; Henchal & Putnak, 1990).
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La proteina prM/M, en su estado inmaduro tiene un peso de 26 kDa y al sufrir una
escision mediante una proteasa celular conocida como furina, la cual se encuentra
en el aparato de Golgi, permite generar la proteina madura M con un peso de 8 kDa
(Harapan et al., 2020).

La proteina E tiene un peso de 53 kDa y sirve como una proteina de fusién de
membrana que permite la unién y fusion del virus a la membrana celular. Esta
proteina se conforma por homotrimeros en la superficie de los viriones, y posee 3
dominios estructurales llamados D-I, D-ll y D-lll. EI D-I se ubica en el centro y tiene
una forma de barril beta, D-Il tiene una region rica en glicina la cual participa en la
fusion del virus a la célula, en el caso de D-lll se piensa que podria participar en la
neutralizacion de los anticuerpos, asi mismo esta tiene una estructura similar a las
inmunoglobulinas, el cual ha sido asociado como causante de la virulencia y tropismo
celular del DENV (Barrows et al., 2018; Harapan et al., 2020; Henchal & Putnak,
1990).

Las proteinas no estructurales son las siguientes:

La proteina NS1 es una proteina de 46 kDa que participa en el complejo de
replicacion viral asi como en la inhibicién de la activacion del complemento. Esta
proteina se sintetiza como un mondémero para ser secretada con una conformacién
hexamérica. Los niveles altos de NS1 en pacientes con dengue se han asociado con
las fases clinicas graves de la enfermedad (Barrows et al., 2018; Harapan et al.,
2020).

La proteina NS2 esta conformada por dos subunidades, NS2A de 22 kDa y NS2B de
14 kDa. La proteina NS2A es un factor importante en el complejo de replicacion; en
el caso de NS2B se asocia a la proteina NS3 para formar un complejo que funciona

como proteasa viral (Barrows et al., 2018; Harapan et al., 2020).

La proteina NS3 tiene un peso molecular de 70 kDa que cumple dos funciones
importantes: forma un complejo NS2B-NS3 que lleva a cabo funciones de proteasa
para hidrolizar la poliproteina viral, asi mismo participa en la replicacion viral

mediante otra funcion que es la de helicasa y ARN trifosfatasa importante en la
16



formacién de la 5°Cap del genoma del DENV mediante la formacion del complejo
NS3-NS5 (Barrows et al., 2018; Harapan et al., 2020).

La proteina NS4 también esta conformada por 2 subunidades las cuales son NS4A
teniendo un peso de 16 kDa y NS4B de 27 kDa, donde NS4A induce cambios en la
membrana celular que benefician la replicaciéon del genoma; NS4B en conjunto con

NS3 participan en el proceso de replicacion viral (Nasar et al., 2020).

La proteina NS5 tiene un peso molecular de 104 kDa siendo la proteina con las
regiones mas conservadas del virus Esta proteina cumple una funciéon importante en
el proceso de replicacion viral donde funge como RNA Polimerasa dependiente de
RNA (RdRP) asi como un dominio de metiltransferasa donde se realizan los

procesos de sintesis de la 5’CAP (Harapan et al., 2020; Nasar et al., 2020).

ER lumen
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Fig. 2. Representacion esquematica de la poliproteina de DENV. En la imagen se sefialan con flechas

las regiones donde se realiza el corte por parte de las proteasas (viral y celulares). Imagen tomada y
modificada de Barrows et al., 2018.

d) Replicacién viral

La infeccion comienza con la picadura del mosquito vector infectado, el cual al
alimentarse deposita al virus en la dermis y epidermis del hospedero para comenzar
con su ciclo de replicacién. El virus primeramente debe de reconocer el receptor de
la célula huésped a través de la proteina viral E, esto induce la endocitosis mediada
por receptor en donde el aumento del pH en los endosomas provoca un cambio

conformacional de la envoltura viral lo cual conduce a la fusién de la membrana
17



endosomal con la envoltura viral. Lo anterior promueve la liberacién del genoma viral
en el citoplasma celular comenzando con dos procesos importantes, la replicacion y
traduccioén de las proteinas virales para comenzar con la reproducciéon de la nueva
progenie viral. EI genoma viral es de caracter positivo por lo que funciona de manera
directa como un RNAm, el cual puede ser traducido directamente, donde por medio
del complejo de traduccidn se reconoce la secuencia y permite que inicie la sintesis
de la poliproteina viral, la cual contiene las proteinas estructurales y no estructurales
del virus. Esta poliproteina puede ser procesada por proteasas virales asi como
proteasas celulares, donde NS2B-NS3 forman la proteasa viral la cual escinde a la
proteina C, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, las demas proteinas son procesadas
por proteasas celulares. El procesamiento por la furina juega un papel importante en
el aparato de Golgi la cual permite la maduracion de la proteina M, este proceso de
traduccion y procesamiento de la poliproteina es importante para generar los nuevos
viriones que seran expulsados mediante exocitosis y continuar su ciclo de infeccion,
la segunda funcion del genoma viral es la de replicarse, donde este sirve como
molde para la generacién de un intermediario de RNA de sentido negativo, el cual
por medio de las proteinas no estructurales (NS5, NS2A, NS4A/b, NS1 y NS3) y
proteinas celulares generan el complejo de replicacion, lo cual permite generar
nuevas copias del genoma y que este sea empaquetado generando la nueva
progenie viral, las cuales seran liberadas mediante exocitosis (Fig. 3)(Barrows et al.,
2018).
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Fig. 3. Entrada del DENV a la célula mediante endocitosis mediada por receptor, representacion del
proceso de replicacion y liberacion de la progenie viral mediante exocitosis. En el recuadro de la

derecha se esquematiza la poliproteina viral. Imagen tomada de Kato & Hishiki, 2016.

Vectores del Dengue

El DENV es transmitido por medio de mosquitos, siendo los principales vectores los
del género Aedes, especificamente Aedes Aegypti y Aedes Albopictus, los cuales
estan distribuidos en todo el mundo, pero siendo las zonas tropicales y subtropicales
en donde hay mayor presencia de estos. Las hembras transmiten la enfermedad,
siendo los meses de lluvia, los ideales para la reproduccion del vector y la
propagacion de la enfermedad. La transmision del virus a los humanos ocurre por la
picadura de un mosquito infectado, esto sucede cuando el mosquito se alimenta a
través de su probdscide mediante la que inyecta la saliva, lugar en donde hay una
abundante cantidad de virus infecciosos, en la piel del humano, y asi se inicia la
infeccion en este hospedero. El ciclo infeccioso se puede completar cuando una
persona infectada con este virus presenta viremia (infeccion aguda) y es picado por
otro mosquito. El mosquito al ingerir los virus que se encuentran en la sangre de la

persona infectada, estos llegan a su intestino y después de un periodo de incubacion
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de aproximadamente 10 dias, los virus se alojaran en las glandulas salivales del
mosquito y seran capaces de iniciar de nuevo el ciclo infeccioso. Asimismo, se han
descrito vectores que participan en el ciclo selvatico de vida del virus como lo son
Aedes Luteocephalus, Aedes Furcifery Aedes Taylori los cuales infectan primates no

humanos (Fig. 4)(Harapan et al., 2020).

-

Ciclo selvatico Zona de emergencia Ciclo urbano

Aedes niveus (Asia) Aedes albopictus (Asia)
Aedes luteocephalus (Africa) Aedes furcifer (Africa occidental)
Aedes furcifer (Africa occidental) Aedes polynesiensis (Polinesia)

Fig. 4. Representacion del ciclo de transmisién de DENV selvatico por Ae. Niveus, Ae. Luteocephalus,

Ae. Furcifer y el ciclo de transmisién urbano por Ae. Aegypti, Ae Albopictus y Ae. Polynesienses.

Imagen tomada de http://www.mosquitoalert.com/dengue/.

Medidas para prevencion de la infeccion por DENV

El uso de medidas que puedan mitigar la reproduccion del vector es muy importante
para evitar la diseminacion del virus evitando posibles brotes, entre estas se invita a
la poblacion general a evitar a tener recipientes con agua a la intemperie los cuales
pueden servir como medio de reproduccion del vector o en su caso tener tapados
estos recipientes de agua. Otra de las medidas es usar ropas largas que cubran la
mayor parte del cuerpo, el uso de mosquiteros en las viviendas, también el uso de
repelentes. En el caso del uso de insecticidas se recomienda que el gobierno

implemente un calendario de fumigacion donde los insecticidas utilizados sean
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cambiados o no utilizados regularmente lo cual puede evitar que el vector genere

resistencia a estos (Lopez-Solis et al., 2020).

Epidemiologia

De acuerdo con la Organizaciéon Panamericana de la Salud para diciembre de 2024
se habian registrado un total de 6,784,079 casos confirmados de DENV lo cual
representa un incremento del mas del doble de casos probables que se tenian en las

mismas fechas para 2023 (Fig. 5) (Organizacion Panamericana de la Salud, 2024).

asos 2024

s 2023

Promedio (5 afios)

Total de casos reportados

Semanas epidemioclégicas

Fig. 5. Grafica de los casos registrados por DENV en los ultimos 5 afios y por separado para 2023 y

2024. Imagen tomada de la Organizacién Panamericana de la Salud, 2024.

Asi mismo, se observa un aumento de los casos en 2024 en comparacion con los
registrados en 2023 en las diferentes subregiones del continente americano:
subregion de Centroamérica y Meéxico, subregion Caribe, subregion Andina y

subregion Cono Sur (Fig. 6).
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Fig. 6. Incremento de casos de DENV para el afio 2024, tomando como comparacion los datos
registrados para 2023 y en los ultimos 5 afos, para las regiones de Centroamérica, México, Caribe,

Andina y Cono Sur. Imagen tomada y modificada de la Organizacion Panamericana de la Salud, 2024.

Epidemiologia del dengue en México

El DENV representa un riesgo para la salud humana y en México se tienen registros
de infecciones por este virus, pues desde 1941 se notificaron 6955 casos siendo
estos los primeros reportes registrados en el pais. Una de las medidas que han
resultado exitosas disminuyendo el numero de casos es la aplicacién de insecticidas
para disminuir la poblacion del vector Aedes que en ciertas épocas ha sido mas
exitosa que en otras. En 1978 se reportd en México la circulacion del DENV-1, en
1980 se identifico el DENV-4, en el 1981 el DENV-2 y por ultimo en 1995 el DENV-3.
En 1984 se reportd el primer caso de fiebre hemorragica por DENV (DHF) en México

siendo este asociado al tipo 4 (Torres-Galicia et al., 2014).

En México se han presentado diversos brotes epidémicos de DENV como el del afo
1980 en el cual se presentaron un total de 51,406 casos principalmente ocasionados
por DENV-1; en 1997 donde se presentaron 53,541 casos donde DENV-3 fue el tipo

mas prevalente, de los cuales 980 fueron DHF. El tercer brote epidémico registrado
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fue en el 2007, en el cual se registraron 52,369 casos, siendo 9,433 DHF y por ultimo
el cuarto brote epidémico ocurrié en 2009 con un registro de casos de 55,961 de los
cuales 11,396 correspondian a DHF, siendo en estos dos ultimos brotes provocados
principalmente por DENV-1 y DENV-2 (Torres-Galicia et al., 2014). En el afio 2023 en
Meéxico ocurrio un aumento en el numero de casos de dengue en comparacion con
2022. En ambos ainos los tipos circulantes predominantes fueron DENV-2, DENV-3 y
DENV-1, siendo DENV-2 el que tuvo mayor prevalencia en 2022, mientras que en el
ano 2023 DENV-3 desplazo a DENV-2 como el tipo mas prevalente en la poblacion,
En el 2024 el numero de casos para dengue incremento drasticamente teniendo en
la semana 52 de 2024 un total de casos confirmados de 125,160, mientras que en
2023 para esa misma semana se reportaron un total de 54,406 casos (Fig. 7). Al
igual que en 2023 el tipo circulante mas prevalente en el 2024 fue DENV-3 lo cual

pudiese estar relacionado con el aumento de casos (SINAVE, 2024).
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Fig. 7. Casos probables y confirmados de infeccion por DENV en México durante 2023 y 2024.
Imagen tomada de SINAVE, 2024.
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Sintomatologia y diagnéstico de la infeccion por DENV

El DENV es un importante problema de salud publica en México, sin embargo el
diagnostico es complicado pues la sintomatologia puede asemejarse a la de otras
enfermedades. Las manifestaciones clinicas del DENV van desde una sintomatologia
leve parecida a la gripe, lo cual dificulta el diagndstico, por lo que la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado y compartido un sistema de clasificacion
de las infecciones ocasionadas por este virus cuya ultima actualizacion fue en el
2009. Con esta clasificacion se establece que se dé prioridad a la atencién clinica a

individuos que presentan o puedan presentar una fase grave de la enfermedad.
La clasificacién de la enfermedad es la siguiente:

Dengue sin signos de alarma: En este se presentan sintomas como fiebre,
acompafnado de cualquiera de los sintomas como cefalea, nauseas, dolor de ojos,
dolor abdominal, etc. En este caso los pacientes solo son monitoreados desde casa

ya que no es necesaria la hospitalizacion.

Dengue con signos de Alarma: Donde los sintomas principales son dolor abdominal,
vomitos frecuentes, hemorragia, disminucién en el numero de plaquetas,
acumulacion de liquidos o en su caso presentar condiciones de riesgo tales como el
embarazo, la edad, enfermedades cronicas, pacientes con antecedentes de infeccion
con dengue, etc. El paciente que presente estos sintomas clinicos debe ser remitido

a vigilancia hospitalaria por los riesgos de desarrollar enfermedad grave.

Dengue grave: Donde la sintomatologia se asocia con complicaciones que pueden
poner en riesgo la vida del paciente, tal es el caso del choque por extravasacion del
plasma, acumulacién de liquidos, los cuales pueden dificultar la respiracion,
taquicardia, crisis convulsivas, vasoconstriccion, hemorragia grave; asi mismo se
pueden generar afectaciones en los érganos como el higado, cerebro, corazon;
debido a la manifestaciéon de estos sintomas el paciente debera ser internalizado
obligatoriamente y ser observado constantemente debido al riesgo de muerte (OMS,
2009, 2018).
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A pesar de ser un problema de salud publica tan importante en todas las zonas
tropicales y subtropicales del mundo aun no se tienen medicamentos antivirales
especificos y efectivos contra esta infeccion. Por otro lado, es urgente la busqueda
de biomarcadores que eficientemente permitan diagnosticar el riesgo de enfermedad

grave por DENV en fases tempranas de la enfermedad.

Los tratamientos y cuidados clinicos de los enfermos varian de acuerdo con la
situacion en la que se encuentre el paciente, siendo entre los mas importantes el
restablecimiento de liquidos mediante cristaloides, la transfusion de sangre,
realizacion de hemograma, evaluacién de posibles dafios en 6rganos, entre otros
(OMS, 2009, 2018).

Vacunas contra la infeccion por DENV

A pesar de que existen iniciativas de investigacion para el descubrimiento de
compuestos antivirales para la infeccion con DENV aun no se tiene ningun
medicamento aprobado para su uso en humanos. Por otro lado, tampoco existe una
vacuna 100% eficaz contra esta infeccién, aunque éstas pueden ayudar de cierta
manera a combatir las infecciones por DENV, especialmente las graves, en

poblaciones susceptibles o regiones endémicas de la enfermedad.

Existen 2 vacunas aprobadas para su uso en humanos: Dengvaxia (CYD-TDV) de
Sanofi Pasteur y Qdenga (TAKO003) del laboratorio Takeda de origen japonés.

Dengvaxia es elaborada por la farmacéutica Sanofi Pasteur, aprobada en México por
COFEPRIS en 2015, es una vacuna tetravalente teniendo una eficacia aproximada
del 70% contra la infeccion por DENV. De manera individual la eficacia contra cada
tipo es para DENV-1 un 50.3%, DENV-2 42.3%, DENV-3 74% y DENV-4 77%. Asi
mismo se ha observado que la vacunacién disminuye el porcentaje de pacientes que
llegan a la unidad de cuidados intensivos (UCI) o la muerte ; en el caso de pacientes
seropositivos a este virus el porcentaje de eficacia es del 83.7 % mientras que en
pacientes seronegativos es del 43.2 % (M. F. Lee et al., 2025). Es importante que la

administracion de la vacuna sea dirigida hacia individuos seropositivos ya que en
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individuos seronegativos las complicaciones de hospitalizacion podrian aumentar,
debido a reacciones cruzadas con los anticuerpos generados por la vacunacion lo
que puede favorecer una enfermedad grave, debido al fendbmeno de potenciacion
dependiente de anticuerpos (ADE). EI ADE se describe como el efecto de los
anticuerpos hacia una proteccion limitada debido a los diferentes tipos del DENV, lo
cual puede favorecer la entrada de los viriones hacia el hospedero, por medio de
estos anticuerpos en concentracion subneutralizante que se unen al virus, pero que
no lo neutralizan. Esto favorece una mayor infeccién hacia las células inmunitarias, lo
cual podria conducir a un aumento en las complicaciones durante la infeccién por

DENV probablemente por mayor carga viral (Aynekulu Mersha et al., 2024).

Esta vacuna esta elaborada con virus atenuados de los 4 tipos de DENV y en México
se aplica en poblacion de 9 a 45 anos con tres aplicaciones en intervalos de 6 meses
0 en su caso la administracion de las 3 dosis cada 20 dias siempre y cuando se
establezca un periodo flexible de vacunacion, siendo este esquema de vacunacion el
mismo para individuos adultos como pediatricos. Es importante mantener la edad
minima de vacunacion en 9 afios debido a las posibles complicaciones que pueden
presentar los pacientes de menor edad. En la poblacién mexicana la eficacia de la
vacuna después de 25 meses después de la primera inyeccion fue de 31.3%, esto se
debe a que la eficacia de la vacuna varia dependiendo de los tipos circulantes en los
paises, siendo al momento de ese estudio los tipos 1 y 2 los mas prevalentes en
México, en tal caso que los virus circulantes sustituyeran a los tipos 1y 2 por alguno
de los tipos 3 o0 4 la eficacia podria aumentar (Pando, 2023; Roche Registration
GmbH, 2014).

Qdenga es la otra vacuna recientemente aprobada para su uso en humanos, la cual
es fabricada por el laboratorio Takeda, y que ha sido recomendada para su uso por la
OMS el 2 de octubre de 2023. A la fecha se encuentra aprobada en Tailandia,
Islandia, Noruega, Malasia, la Union Europea, Reino Unido, Brasil, Colombia y
Argentina; en el caso de México la Comision Federal para la Proteccion contra

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) aun no la ha aprobado.
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La vacuna Qdenga al igual que Dengvaxia esta elaborada con virus atenuados de los
4 tipos de DENV donde la eficacia varia dependiendo del tipo viral asi para DENV-1
tiene una eficacia del 56.2%, para DENV-2 del 52.3%, para DENV-3 52.3% y para
DENV-4 hasta 60.7%; la eficacia general contra el DENV es del 62% y presenta un
83.6 % de proteccion contra la hospitalizacion; la administracion de la vacuna es por
via subcutanea en la region del deltoides. Esta vacuna se recomienda en pacientes a
partir de 4 afios de edad con dos dosis aplicadas separadas por 3 meses; otra de las
ventajas de esta vacuna es que se puede administrar independientemente del estado
serologico de los individuos con respecto a dengue ya que presenta una eficacia del
66.2 % para individuos seronegativos y del 76.1 % para seropositivos (M. F. Lee et
al., 2025; Pando, 2023).
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ANTECEDENTES

El DENV representa un problema de salud importante en la poblacion mexicana ya
que se registran un gran numero de pacientes ambulatorios y hospitalizados en los
cuales se confirma la infeccion por este patdégeno, sin contar con los individuos con
sintomas leves que no acuden a servicios médicos o los que cursan con una
infeccidbn asintomatica. Como se menciond anteriormente aun se carece de
medicamentos antivirales efectivos especificos y de herramientas diagndsticas
predictivas de enfermedad grave por este virus. Por lo anterior, se considera de suma
importancia conocer los factores celulares que inciden en el ciclo replicativo viral,
elementos pro o antivirales en las células infectadas, los cuales podrian tener
importancia como blancos para el desarrollo de posibles tratamientos, herramientas

diagndsticas u otras estrategias vacunales.

El estudio del ciclo replicativo del virus en células humanas es una estrategia que se
desarrolla para la busqueda de factores que intervienen en la multiplicacion del virus
y que pudieran tener utilidad como parte de estrategias antivirales para ayudar en la
lucha contra las infecciones por este virus, especialmente las que se acompanan de

sintomas graves.

Uno de los organelos que sufre cambios importantes en las infecciones por virus y
especialmente en la infeccibn por dengue es la mitocondria cuya morfologia,
dinamica y funcion se modifican; estos cambios han sido relacionados con diversas
actividades como estrés oxidativo, apoptosis, respuesta inmune, autofagia,
metabolismo, entre otros. Todas las funciones descritas son muy importantes y
podrian contribuir al éxito de la infeccion viral y la intervencion en estos procesos
podria ser util para disminuir la patogénesis ocasionada por DENV especialmente en

los casos graves.

La mitocondria es un organelo celular con un posible origen bacteriano, el cual tiene
una morfologia en forma de dvalo compuesta por 2 membranas, la membrana interna
y externa. La funcién mas conocida de la membrana interna es generar el ATP en la
fosforilacion oxidativa y la funcion de la membrana externa se caracteriza por su
funcién como mediadora en el intercambio de moléculas.
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En la matriz mitocondrial se llevan a cabo procesos como el ciclo de Krebs, la
B-oxidacién, regulacion del estrés oxidativo, entre otros. La mitocondria es un
organulo celular el cual tiene su propio DNA con una longitud de 16 kb de forma
circular de doble cadena. Este DNA contiene 37 genes que codifican para 13
proteinas entre las que se encuentran las proteinas de la cadena transportadora de
electrones, 2 RNAr y 22 RNAt importantes en los procesos de traduccion (Elesela &
Lukacs, 2021).

La dinamica mitocondrial permite regular la morfologia, el tamano, la cantidad y la
distribucion de estos organelos lo cual es necesario para mantener sus funciones
bajo diferentes condiciones, por ejemplo cuando una mitocondria sufre algun tipo de
dafio que no le permite seguir con su funcién de manera normal se inducen cambios
en la dinamica que podrian alterar los procesos de fusion y fision, o permitir que
suceda la mitofagia (proceso mediante el que se degradan las mitocondrias y se

reciclan los elementos utiles para la célula) o la apoptosis.

Estos procesos se inician por medio de sefales, las cuales pueden ser desde
afectaciones en la membrana, modificaciones en el potencial de membrana

mitocondrial (A¥Ym), el estrés oxidativo y las infecciones virales.

Una de las posibles respuestas de la mitocondria ante dichas sehales es la fision,
proceso mediado por DRP1, FIS1 y MFF las cuales permiten la separacion de la
mitocondria, una de las secciones sera eliminada y se degradara por encontrarse en
mal estado y la otra parte se conservara y se fusionara con otra mitocondria
funcional. La fusion permite que haya reciclaje mitocondrial y es mediado por las
proteinas OPA1, MFN1 y MFN2. En el caso de que las sefales de agresion celular o

mitocondrial continden se pueden activar los programas de mitofagia o apoptosis.

El AWm estd muy relacionado con el nivel de generacion de energia por los
complejos de la membrana interna mitocondrial, por lo que se correlaciona con los
niveles generados de ATP, si tenemos un nivel estable en la generacion de energia el
AWYm se mantendra de la misma manera, si la generacion de energia sufre algun
cambio entonces el AWYm se vera afectado y esto a su vez puede iniciar el proceso
de mitofagia (Fig. 8)(Elesela & Lukacs, 2021).
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Fig. 8. Esquema general de los principales procesos de la dinamica mitocondrial. Imagen tomada de
Elesela & Lukacs, 2021.

Los cambios generados por las infecciones virales en la mitocondria pueden
provocar diferentes problemas que modifican los procesos de fusidén y fision,
provocan cambios en la bioenergética mitocondrial, afectan a la respuesta inmune

antiviral, aumentan el estrés oxidativo, modulan la apoptosis y la mitofagia.

La respuesta inmune tiene elementos que se relacionan con las mitocondrias, siendo
una de las vias mas caracterizadas la que se relaciona con el complejo MAVS
(proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial), mtDNA (DNA mitocondrial) por
cGAS/STING (GMP-AMP ciclico sintasa-estimulador de genes de interferén), y la
respuesta por IFN (interferén) (Saito & Gale, 2008).

La respuesta antiviral puede comenzar por la activacion de los receptores de tipo
Nod (NLRs) y tipo toll (TLRs), donde lo receptores TLR3 y TLR7, TLR8 no sdlo
reconocen secuencias dsRNA a nivel intracelular sino que también secuencias de
ssRNA de patdogenos externos, en el caso de los NLRs, NRLP3 puede reconocer a

secuencias de ssRNA y dsRNA, para producir la respuesta antiviral.

MAVS es una proteina de membrana externa mitocondrial que es importante en la

respuesta inmune ante infecciones virales como un receptor para transducir sefiales

30



por medio de la activacion de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR).
MAVS puede ser activado por RIG-1 y MDAS5, asi como LGP2 el cual regula a los dos
anteriores, donde estos identifican secuencias gendmicas virales de dsRNA y ssRNA

gue no contengan 5’cap, sino una 5’ ppp (Ren et al., 2020).

La activacion de RIG-l y MDAS se da por la deteccion de genomas virales con las
caracteristicas antes mencionadas, asi estos factores interaccionan con MAVS, lo
cual lleva a la activacion de los reguladores de interferén IRF3 e IRF7, asi como la
activacion del factor de transcripcidon nuclear NF-kB, lo cual lleva a una respuesta por

interferon (IFN) siendo estos importantes en la respuesta antiviral.

Los virus pueden inhibir, bloquear y degradar MAVS como una manera de evadir la
respuesta inmune, por ejemplo la proteasa viral del virus de la hepatitis C, el virus de
Seneca Valley, rinovirus C, entre otros, cortan a MAVS bloqueando la cascada de
sefalizacion para evitar que la via lleve a la produccion de los mediadores inmunes

antivirales (Ren et al., 2020).

El virus de la hepatitis B, rotavirus, SARS-COV promueven la ubiquitinacién de MAVS
y su degradacion, adicionalmente durante la infeccion por SARS-COV se promueve
la degradacion de DRP1, lo cual permite la regulacion negativa del IFN (Ren et al.,
2020).

La inhibicién de la proteina MAVS puede provocar persistencia de la infeccion viral
mediante la evasion de la respuesta inmune, tal es el caso de del virus sincitial
respiratorio, el virus del Zika, citomegalovirus humano y el virus de la influenza A lo
cuales pueden inhibir la respuesta mediada por MAVS mediante el bloqueo de RIG-I
y MDAS5; el virus de la Influenza A puede inhibir MAVS mediante la unién de la
proteina viral PB1-F2 y PB2 a MAVS, lo cual también provoca la disminucion del

potencial de membrana mitocondrial (Ren et al., 2020).

La respuesta inmune mediada por MAVS en respuesta a la activacion de RIG-I y
MADS5 en contra de la infecciones virales da por resultado la expresion de los IFN
tipo |, donde DENV puede inhibir a MAVS mediante la proteina viral NS4A la cual
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afecta la interaccion entre MAVS y RIG |, y genera una disminucion en la respuesta
antiviral (He et al., 2016).

El virus de influenza H5N1 puede inhibir MAVS mediante el uso de la proteina viral
PB1-F2 lo cual se ve reflejado en una disminucién de IFN; asi mismo la proteina viral
NS1 puede actuar como inhibidor de la produccion de IFN, sin embargo se ha
demostrado que por medio de la interaccion de PB1-F2 con NS1 se puede favorecer

una mayor inhibicién en la expresion de IFN (Varga et al., 2011).

La célula tiene como ultimo recurso durante una infeccion sufrir el proceso de
apoptosis lo cual evita que un patégeno intracelular siga causando problemas, en
este caso la apoptosis puede ocurrir a través de dos vias la extrinseca o la

intrinseca, mediante la activacion de proteinas conocidas como caspasas.

En el caso de la via extrinseca la cual es independiente de P53, comienza por
estimulos desde el exterior de la célula los cuales se unen a Apo2L, FASL que
activan a DR4 y DRS los cuales son receptores de muerte celular, y activan la via de
la caspasa-8 y la caspasa-3/7, resultando en la muerte celular apoptotica (Boland et
al., 2021).

En el caso de la via intrinseca también llamada via mitocondrial, la cual cumple un
papel importante en el proceso de activacion de apoptosis, comienza principalmente
por la proteinas BCL-2 y BAX/BAK; la activacion de BCL-2 en conjunto con BAX/BAK
regulan la expresion de proteinas proapoptéticas, la activacion por BAX/BAK da por
resultado la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa causando la
formacion de poros por los cuales se libera el citocromo C al citoplasma empezando
con la formacién del apoptosoma, donde la unién del citocromo C con el factor
activador de proteasa apoptética 1 (APAF1) activa a la Caspasa 9, la cual
posteriormente activara a las caspasas efectoras 3, 6 y 7 para iniciar con la apoptosis
(Elesela & Lukacs, 2021).

La inhibicion de la apoptosis permite a los virus un mayor tiempo de multiplicacion en
la célula, aumentar la progenie viral y con ello una mayor diseminacion de la

infeccién. Una de las estrategias utilizadas para dicho propésito es el mimetismo por
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el cual algunos virus como poxvirus, herpesvirus, el virus vaccinia, etc utilizan genes
que imitan a BCL2. Dichas proteinas mimetizadoras de BCL2 se unen a las
proteinas proapoptéticas BAK/BAX y evitan que continle la cascada apoptotica
(Sorouri et al., 2022).

La activacion de la via cGAS/STING por exposicion del mtDNA por la liberacién del
genoma mitocondrial mediante la via apoptética intrinseca activa la respuesta de

IFN tipo | frente una infeccion viral.

El DENV puede activar la via cGAS debido al dafio mitocondrial que tiene como
consecuencia la apoptosis y liberaciéon del mtDNA el cual sera reconocido por cGAS
que activa a STING y a su vez induce la respuesta inmune mediada por IFN tipo |,
aunque no se puede confirmar si la activacion de cGAS se produce por la apoptosis
intrinseca o por los posibles cambios morfolégicos que sufre la mitocondria. Estos
cambios pudieran permitir la liberacion del mtDNA durante la infeccién por DENV en
donde se reporta que se reduce la expresion de DRP1 (proteina de fision
mitocondrial) y provoca el alargamiento de la mitocondria, lo que correlaciona con la

liberacion del genoma mitocondrial al citosol (Sun et al., 2017).

El DENV puede regular la fusion mediante NS2B3, que es una proteina viral que
funge como proteasa, esta puede cortar a MFN1 y MFNZ2, lo cual induce la inhibicion
de la fusién mitocondrial. Ademas se ha propuesto que MNF1 también funge como
un posible mediador entre MAVS y la sefalizacion por RLRs ya que al inhibir MFN1

se ve una disminucion de IFN (Yu et al., 2015).

Otra proteina viral de DENV que puede estar afectando la dinamica mitocondrial es
NS4B la cual se ha visto implicada en la modificacion de la morfologia mitocondrial
ya que inhibe la activacion de DRP1 y asi a la fusidén mitocondrial promoviendo el
alargamiento de este organelo durante la infeccion viral y esto a su vez correlaciona
con la disminucién de la respuesta inmune antiviral mediada por RIG-I (Chatel-Chaix
et al., 2016a).

El virus de Zika (ZIKV), otro virus perteneciente a los Orthoflavivirus, puede afectar
también la dinamica mitocondrial pues la translacién de la proteina viral NS4A

promueve la fision mitocondrial y la mitofagia. Por otro lado, se ha demostrado que
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esta proteina tiene la capacidad de inhibir la respuesta de IFN mediada por MAVS (J.
K. Lee & Shin, 2023).

En la infeccion por el virus Usutu (USUV), otro virus de la misma familia que DENV y
que se transmite por artropodos, se ha reportado que el bloqueo de MAVS por la
proteina viral NS4A puede evitar la union de MAVS con MDAS ayudando al virus a
evadir la respuesta inmune innata mediada por IFN tipo I|; asi mismo se ha
demostrado que la interaccion entre MAVS y NS4A se mantiene conservada en los
flavivirus (DENV, JEV, YFV, WNV, ZIKV) lo cual promueve la evasion del sistema
inmune (Nelemans et al., 2024).

El virus de la encefalitis japonesa (JEV), afecta la dinamica mitocondrial donde la
proteina viral NS4A lleva a un incremento de DRP1 y de la fision, lo cual podria tener
un papel positivo en la replicacion viral ya que el silenciamiento de DRP1 disminuye
de manera importante el titulo viral. Por otro lado, se ha visto que esta proteina viral
puede inducir la mitofagia mediante la via PINK1/PARKIN y asi evitar la apoptosis; y
disminuir la expresion de MFN1 y 2 (Agarwal et al., 2022).

Los estudios realizados en las infecciones por diversos virus indican que las
funciones y dinamica mitocondrial se ven afectadas ya que en este organelo celular
se realizan procesos para la obtencion de la energia, donde comienza el ciclo de
Krebs, fosforilacion oxidativa y la oxidacidn de acidos grasos, dénde cambios en la
produccion de energia por parte de la mitocondria puede favorecer a la infeccién. Un
ejemplo de esto lo encontramos en el citomegalovirus humano que favorece el
aumento de algunos metabolitos del ciclo de Krebs como lo es el citrato y el malato,
asi como la sintesis de acidos grasos lo cual podria promover la infeccion, en cambio
se ha reportado que el virus de herpes simple favorece la sintesis de las pentosas

fosfato en vez de la sintesis de acidos grasos (Vastag et al., 2011).

La oxidacion de acidos grasos o [-oxidacion ocurre en la matriz mitocondrial con lo
que genera energia, en el caso de DENV se ha reportado que este aumenta la
B-oxidacion en células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7.5) infectadas en

comparacién con células no infectadas (Heaton & Randall, 2010).

En el caso DENV, Singh y cols. reportaron que en lineas celulares humanas

hepaticas, de pulmén y de rifidn, este virus afecta la morfologia y funcidn
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mitocondrial pues promueven el redondeamiento e hinchazén de estos organelos a
las 48 horas post infeccidn. También observaron que a las 60 h la red mitocondrial
disminuye. Asimismo, se pudo observar un aumento en la generacion de las
especies reactivas de oxigeno a las 48 h post infeccion y se comprobd que NS4A y

NS4B pueden inhibir la mitofagia y autofagia (Singh et al., 2022).

La revision bibliografica previa al presente trabajo nos llevo a centrar nuestro interés
en las funciones de la mitocondria o las proteinas mitocondriales durante la infeccion
por DENV ya que como se ha descrito, las funciones de este organelo son muy
importantes en la respuesta intracelular a la infeccion y en la patogénesis ocasionada
por este virus. Por lo anterior, la estrategia fué buscar reportes de miRNAs que
pudieran estar modulando la expresidén de proteinas mitocondriales importantes en

las funciones de este organelo.

Asi, primeramente nos dimos a la tarea de buscar los miRNAs que se habian
reportado modulados en la infeccidn por dengue, poniendo énfasis en el dengue
grave. De esta manera se identificaron 31 miRNAs diferencialmente expresados en

el suero de pacientes con dengue grave, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. miRNAs diferencialmente expresados en pacientes con dengue grave.

miRNAs Regulacién Referencia

Hsa-mir-450b-5p |Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-mir-491-5p |Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-mir-499a-3p [Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-mir-615-5p |Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-mir-624-5p |Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
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Hsa-mir-892b Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016

Hsa-mir-1204 Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016

Hsa-mir-1225-5p [Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016

Hsa-mir-3121-3p |Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016

Hsa-mir-4259 Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-mir-4327 Sobreexpresado | Tambyah et al., 2016
Hsa-miR-146a-5p | Sobreexpresado | Xie et al., 2021
Hsa-mir-6499 Sobreexpresado |Saini et al., 2020

Hsa-mir-122-5p

Sobreexpresado

Saini et al., 2020

Hsa-mir-486-5p

Sobreexpresado

Saini et al., 2020

Hsa-mir-92a-5p

Sobreexpresado

Saini et al., 2020

Hsa-mir-320a Sobreexpresado [Saini et al., 2020
Hsa-mir-151b Subexpresado [Saini et al., 2020
Hsa-mir-191-5p |Subexpresado |Saini et al., 2020
Hsa-mir-584-5p |Subexpresado |Saini et al., 2020
Hsa-let-7e-5p Subexpresado [Saini et al., 2020
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Hsa-mir-92b-5p [Sobreexpresado [Saini et al., 2020

Hsa-mir-378a-5p |Sobreexpresado |Saini et al., 2020

Hsa-mir-149-3p |Sobreexpresado |Hapugaswatta et al.,

2020

Hsa-let-7e Sobreexpresado |Hapugaswatta et al.,
2020; Masyeni et al.,
2018

Hsa-mir-150 Sobreexpresado |Hapugaswatta et al.,

2020; Chen et al., 2014

Hsa-mir-15a-3p |Subexpresado [Rajput et al., 2020

Hsa-mir-24-1-5p |Subexpresado |Rajput et al., 2020

Hsa-mir-512-5p |Subexpresado |Rajput et al., 2020

Hsa-mir-4640-3p [Subexpresado |Wong et al., 2020;
Rajput et al., 2020;

Tambyah et al., 2016.

Hsa-mir-383 Subexpresado |Rajput et al., 2020

*Las filas sombreadas no fueron consideradas por el programa miRNet para construir el interactoma.

Los miRNAs encontrados en la literatura se usaron para elaborar una red de
interaccion e identificar sus posibles blancos haciendo uso del programa miRNet

(https://www.mirnet.ca/), basado de cuatro bases de datos bien caracterizadas como
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miRTarBase v8.0, TarBase v8.0, miRecords y miRanda con la finalidad de identificar

los posibles blancos de los mirnas incluidos en la tabla 1.

La red de interaccion arrojé 175 genes potencialmente modulados por un conjunto de

25 miRNAs , los cuales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Blancos putativos resultantes de la red de interaccion de los 25 miRNAs modulados en

pacientes con dengue grave segun el programa miRNet.*.

AGO2 XIAP MAPKA1 HNRNPUL1 [PLSCR1 [SLC7AS5 TMEM245 |[UTP4
CTNNB1 | PURB FOXP1 TFDP2 TMC7 CRIPT COPS8 ARL5C
ANXA11 PKM ABL2 PPP1R10 TIAL1 EDEM3 TP53INP1 [ YME1LA1
GLUL ZNF451 |KLHL15 |SAR1A MRPL17 |SLC7A11 |ACTB RACGAP1
RBL1 CDKN1A [MECP2 |NUP155 EGFR FIGN KCTD10 CACNGS
BTLA GTF3C6 |REL CCND1 TMEMS9 [ ALDOA BMI1 VMA21
IGF2 PPIC TNRC6A [ UBTF CD40LG | PHAX ERGIC1 PDE12
BCL2L2 HOOK3 | RHOA HNRNPAO [HSPA4L | SRCAP FKBP1A CDK6
MDM4 RNF11 DCP2 YWHAZ DCTNS NCBP3 CD46 DHX33
ABCF2 FADS6 BRAF FAM241A ABLIM1 VAV3 SERPINH1 | ZNF699
NFIX RAC1 SRF CPM QRFPR IGF1R NFASC SOCS7
VEGFA ZNF460 | GDE1 VHL ELAVL1 USPG6NL MAPKS8 IFNAR1
ENTPD1 | NPR1 BCL2L1 | CDC25A MLXIP RPL24 GPI DR1
MEF2D CCND2 |[CSTF1 DSN1 FPR1 ATP13A3 |SLC28A1 |[CALU
HEBP2 RFC1 BASP1 UBN2 SMAD2 RNF24 MRM3 TP53
LARP1 GATAG SSR3 ZNF117 ROBO1 SUMO1 FOXO1 CXCL8
GTF3C4 |SLC1A5 |GNL3L GPR75 ROCK1 LINC00598 | H3F3B FOXMA1
IL1A ZNF708 |CALR TMEM170A | SLPI TSPYL1 LTBP2 NFIC
CADM1 RBM22 ARRB1 PLEKHM1 CASKIN1 | HSPA5 IGFBPS RPL41
SON EREG NR6A1 MAP3K9 PTGFRN | AKT2 AKR7A2 BCL7A
HIF1AN RAD21 CDK4 DAZAP2 MSC SP2 ECE1 FIBCD1
BCL7B DDIT4 ABI2 MAZ CLEC17A | ZNF260 TMEM231

*Los genes estan ordenados de mayor a menor numero de posibles interacciones entre los miRNAs

seleccionados y los RNAm que codifican dicha proteina.
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La red de interaccion de miRNAs realizada usando miRNet resulta en una serie de
RNAm que podrian ser sujetos de regulaciéon de los miRNAs. Por otro lado, se
analizé la literatura con la finalidad de encontrar bases de datos en las que se
establezca la expresion diferencial de genes asociados a la infeccion por dengue
grave. Luego se busco correlacionar el nivel de expresion de los miRNAs con la
expresion de sus genes blanco, de tal manera que se encontraron una serie de
miRNA sub-expresados que tienen como blancos putativos a 7 de los 10 genes y que
a su vez se encuentran sobre-expresados en dengue grave son los siguientes:
SLC7A, HSPA4L, YME1L1, SSR3, TIAL, NUP155, RACGAP1, MRPL17, RFC1,
ERGIC1 (Tabla 3).

Tabla 3. Asociacion entre la expresion de miRNAs sub-expresados y sus blancos putativos

sobre-expresados en dengue grave®.

Proteinas miRNAs subexpresados
sobreexpresa [como potenciales
das moduladores

SLC7A5 hsa-mir-383-3p

hsa-mir-24-1-5p

YME1L1 hsa-mir-383-3p
hsa-mir-151b

SSR3 hsa-mir-383-3p

TIAL1 hsa-mir-512-5p

RACGAP1 hsa-mir-24-1-5p

RFCA1 hsa-mir-512-5p

ERGIC1 hsa-mir-151b

*Informacioén obtenida de Shah et al., 2018
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Estos genes o miRNAs podrian ser concebidos como posibles blancos farmacéuticos
o como elementos clave en la comprensiéon de los mecanismos moleculares

utilizados por DENV especialmente en las infecciones graves.

Posteriormente, se realizé un analisis de los procesos relacionados con los genes
potencialmente modulados por los miRNAs para lo cual se utilizd el sistema de
clasificacion PANTHER que se basa una base de datos de genes categorizados

sobre la base de evidencia experimental y evolutiva (https://pantherdb.org/).

El analisis de funcién molecular, mostré que los 7 genes candidatos a blanco se
clasifican principalmente en: actividad catalitica, actividad dependiente de ATP,
union, actividad regulatoria de funcién molecular, actividad transductora molecular y

actividad transportadora (Fig. 9).

Funcion molecular

B Actividad dependiente de ATP
B Actividad catalitica

B Actividad reguladora dela
funcion molecular

Actividad transportadora

B Actividad de transduccidn
molecular

® Union

Fig. 9. Funciones moleculares de los genes potencialmente modulados por miRNAs en la infeccion por

dengue. Analisis realizado con PANTHER.

Los resultados del andlisis de los procesos bioldgicos muestran que los genes en
cuestion estan implicados en procesos celulares, respuesta a estimulos, procesos

metabdlicos, regulacién bioldgica y localizacién (Fig. 10).
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Procesos Biolagicos

B Procesos celulares

M Respuesta a estimulos
M Procesos metabdlicos
m Regulacion biologica

H Localizacion

Fig. 10. Procesos biologicos de los genes potencialmente modulados por miRNAs candidatos

identificados en la infeccidn por dengue. Analisis realizado con PANTHER.

El analisis de las vias implicadas a partir de los genes seleccionados indica que se

relacionan principalmente con: replicacibon de DNA y vias de sefalizacion

relacionadas con la proteina G heterotrimérica (Fig. 11).
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Vias

M Replicacion de DNA

M Via de sefalizacidn de la
proteina G heterotrimeérica: via
mediada por Gq alfa y Go alfa

M Via de senalizacion de la
proteina G heterotrimérica: via
mediada por Gialfay Gs alfa

Fig. 11. Vias implicadas de los genes potencialmente modulados por miRNAs candidatos identificados
en la infeccion por dengue. Analisis realizado con PANTHER.

Los resultados obtenidos sugieren que los miRNAs modulados durante el dengue
grave podrian influir en el nivel de expresion de los 7 genes candidatos y por lo tanto
en inducir cambios en diversas vias importantes para el funcionamiento celular.
Enseguida se buscdé informacidén acerca de la funcidén o cambio de expresién de
estos factores proteicos en las condiciones de infeccién por flavivirus, arbovirus o
especificamente dengue. En este contexto se encontraron los siguientes

antecedentes:

SLC7AS5: es una proteina que se sobreexpresa en las infecciones por DENV y ZIKV.
La sobreexpresion de SLC75A en las infecciones por dengue promueve el
agotamiento de triptéfano lo que propicia la de grandes concentraciones de
quinurenina (Bonezi et al., 2020). En este sentido se ha documentado que el
agotamiento de triptéfano puede inhibir la proliferacién de linfocitos T (Hwu et al.,
2000).
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YME1L1: es una proteina mitocondrial que se reportd previamente en un estudio por
Shah y colaboradores, en el 2028 como un factor sobreexpresado se encuentra
sobreexpresado 1.6 veces en la infeccion por DENV pero no se tiene descrito alguna
funcién de esta proteina asociada a este virus (Shah et al.,, 2018). Ademas esta
proteina tiene la capacidad de incidir en la actividad y sobrevivencia de los linfocitos
T de memoria ya que la inhibicibn de YME1L1 conduce a un aumento en la

sobrevivencia de dichas células (Marceau et al., 2016).

SSR3: es una molécula asociada la translocacién cotraduccional de las proteinas,
mediada por secuencias sefal, de tal manera que promueve la expresion adecuada
de las glicoproteinas dirigidas al RE, por lo que se propone que su funcidén puede
estar relacionada con los factores destinados al RE durante la infeccion por DENV
(He et al., 2021).

TIAL1: esta proteina colocaliza con los sitios de replicacion del genoma de DENYV,
aunque falta informacion para dilucidar su funcién en la infeccién (Emara & Brinton,
2007); por otra parte, en otro flavivirus (virus del Nilo occidental) se ha visto que
dicha proteina podria participar en los complejos que llevan a cabo la sintesis del
RNA viral de polaridad positiva, por lo que podria realizar una funcién similar en
DENV (Ward et al., 2011).

RACGAP1: esta proteina ha sido relacionada con la infeccion por el virus de la
hepatitis C ya que promueve la replicacion de este virus debido a su interaccién con

NS5B (RNA polimerasa viral), lo que aumenta su actividad (Su et al., 2016).

RFC1: esta proteina se ha encontrado como un factor sobre expresado 2.1 en la
infeccién por DENV, sin embargo no se ha descrito ninguna funcion asociada a este
virus (Shah et al., 2018).

ERGIC1: esta proteina se ha visto sobreexpresada 1.8 veces en condiciones de
infeccion por DENV, no se tiene ninguna informacion en infecciones causadas por
otros flavivirus (Shah et al., 2018).
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En este trabajo se decidié abordar el papel de la proteina de membrana interna
mitocondrial YME1L1 en la infeccion por DENV pues podria ayudar al entendimiento
de su funcion en infecciones virales ya que esta proteina cumple importantes
funciones mitocondriales y como se ha expuesto anteriormente, DENV puede afectar
la dinamica y funcion mitocondrial lo que podria afectar la respuesta inmune,

apoptosis, estrés oxidativo, autofagia, entre otros procesos.

La metodologia utilizada para la busqueda y analisis de la identificacion de posibles
blancos putativos modulados por los miRNA en la infeccion por DENV , se encuentra

descrita en el anexo |.

YME1L1 es una metaloproteasa presente en la membrana interna mitocondrial
perteneciente a la superfamilia AAA, estas proteinas presentan 4 motivos: de
reconocimiento a ATP, de union a Mg+2, de unién a ATP y motivo HExxH. Estas
proteinas son de dos tipos, las m-AAA que mantienen su dominio catalitico en la
region de la matriz mitocondrial y las i-AAA que estas mantienen su dominio catalitico
en el espacio intermembrana de la mitocondria. YME1L1 es una proteina tipo i-AAA
que se encuentra en forma homohexameérica cuyo dominio catalitico se encuentra en

el espacio intermembranal de la mitocondria (Fig. 12)(Opalinska & Janska, 2018).

m - AAA
| |

Homohexameric Heterohexameric

i == 0 T == 1

Matrix

Fig. 12. Representacién de las metaloproteasas AAA. En la imagen se pueden observar las
metaloproteasas tipo i-AAA y las m-AAA, determinado por la direccion en el que se encuentra la

region transmembranal. Imagen tomada y modificada de Opalinska & Janska, 2018.

En levaduras, YME1 (homdlogo de YME1L1) media el control de calidad mitocondrial
eliminando proteinas mitocondriales mal plegadas, el papel de YME1 en la mitofagia
es esencial al procesar Atg32 proteina mitocondrial en levadura la cual esta asociada

a YME1 para un buen funcionamiento en la mitofagia (Wang et al., 2013).
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El proceso de mitofagia consiste de dos principales pasos: la fusion y la fisién; donde
OPA1 (GTPasa) participa en la fusion de la membrana interna mitocondrial con la
membrana externa mitocondrial, donde la pérdida de OPA1 induce fragmentacion
mitocondrial que culmina en la muerte celular, en caso contrario cuando existe una
sobreexpresiéon de OPA1 esta causa alargamiento mitocondrial. OPA1 contiene dos
sitios de corte (S1 y S2), mediados por dos diferentes metaloproteasas OMA1 y
YME1L1 ambas pertenecientes a metaloproteasas del tipo i-AAA. OPA1 procesado
presenta 5 tipos de fragmentos donde 2 son llamados OPA1L siendo los dos
fragmentos mas largos y 3 fragmentos cortos llamados OPA1S. Las proteasas que
cortan este factor son OMA1 la cual se activara como una respuesta de estrés,
mientras que YME1L1 se vera activada en respuesta a un aumento en la fosforilacion
oxidativa lo que propicia un aumento de las especies reactivas de oxigeno (Tilokani
et al., 2018).

Un estudio demostré que YME1L es importante para el procesamiento de OPA1 a
OPA1S, mientras que OMA1 es importante para el procesamiento de OPA1L, donde
la pérdida de YME1L ha sido asociado a cambios morfolégicos en la mitocondria, o
que causa que éstas sean mayormente susceptibles a apoptosis, debido a la
acumulaciéon de OPA1S, mientras que la ausencia de OMA1 no refleja cambios en la

morfologia de la mitocondria (Anand et al., 2014).
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HIPOTESIS

La proteina YME1L1 lleva a cabo funciones que modulan la infeccion por el virus del

dengue.
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JUSTIFICACION

El Dengue es un problema de salud importante alrededor del mundo, afectando a las
zonas tropicales y subtropicales, causando alrededor de 14.4 millones de infecciones
y 11,126 muertes en 2024.

En la infeccién por dengue se han reportado cambios importantes en la dinamica,
morfologia y funcién mitocondrial que podrian estar relacionados con la gravedad de
la enfermedad y los factores que participan en estos eventos podrian establecerse

como blancos para terapias antivirales o como biomarcadores de gravedad.

La participacion de la proteina YME1L1 en la supervivencia celular podria indicarnos
que la regulacion de su expresion durante la infeccion por dengue podria estar
modulando el metabolismo, estrés oxidativo y la muerte celular, asi como la
respuesta inmune. En este proyecto proponemos iniciar con la investigacion del
papel que podria estar llevando a cabo la proteina YME1L1 en la infeccion por
dengue y especificamente determinar el efecto del silenciamiento de dicha proteina
en la replicacién del virus, con lo cual se evidenciaria si se trata de un factor pro- o
anti-viral, quedando como perspectivas el conocer cuales son las determinantes

importantes para dicha funcion de esta proteina.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto del silenciamiento de la proteina mitocondrial YME1L1 en la

infeccion por dengue.

Objetivos Especificos

e Determinar el nivel de expresion de YME1L1 en células Huh-7 infectadas con

respecto a las no infectadas.

e Establecer las condiciones para el silenciamiento de la expresion de YME1L1
mediante shRNA.

e Conocer el efecto del silenciamiento de YME1L1 en la produccion del RNA del

virus del dengue.
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METODOLOGIA
Cultivo celular

La linea celular de hepatocitos humanos Huh-7 se cultivd usando el medio Advanced
DMEM (Gibco) con 5% de suero fetal bovino certificado [(SFB) Gibco], 4uM de
Glutamina y 100 Ul/ml de penicilina/100 pug/ml de estreptomicina a 37°C y 5% de
CO..

Infeccién de las células Huh-7 con DENV
Para realizar la infeccion se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1. Las células Huh-7 se despegaron usando tripsina a una concentracién de 1 mg/ml,
se dejo actuar 240 segundos a 37°C, se retiro y se agregd medio de cultivo
permitiendo que el pipeteo despegue las células. Las células se contaron en camara
de Neubauer para usar 80,000 células en cada pozo de una placa de 24 pozos en un

volumen de 500 pl y se dejaron incubar por 24 h a 37 °C con 5% CO,

2. Después de este tiempo las células llegaron a wuna confluencia de
aproximadamente el 70%, se retir6 el medio y se lavaron con medio sélo, a
continuacién se agregé el virus a la MOI (multiplicidad de infeccién) de 0.1 o 1. El
virus se diluyé en medio de cultivo sin suplementar en un volumen de infeccién de

250 pl y se incubd por 2 h con agitacién cada 15 min.

3. Posteriormente se agregd medio con los suplementos mencionados arriba pero
s6lo con 2% de suero fetal bovino. La infeccidén se dejé desarrollar por 24 y 48 h. En
el caso de las condiciones no infectadas se realiza el mismo procedimiento sin

embargo en lugar de agregar la dilucion de virus sélo se agrega medio de cultivo.
Extractos de RNA total

Los extractos de RNA total se llevaron a cabo al terminar los tratamiento de infeccion

y/o transfeccidn para lo cual se realizo el siguiente procedimiento:
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1. Las células se lavaron tres veces con 300 ul PBS estéril y después se retir6 el
ultimo lavado y se agregd 190 ul de Trizol (Invitrogen) cuando se trato el area de la
placas de 24 pozos, se dejo incubar a temperatura ambiente por 5 min y se transfirio
el contenido del pozo a un microtubo de 1.5 ml estéril y se almacené a -70°C hasta

Su uUso.

2. Posteriormente se agrego 38 pl de cloroformo, se agité e incubd a temperatura
ambiente por 3 min. y centrifugar a 12000 x g por 15 min a 4°C para separar las

fases acuosa y organica.

3. Enseguida, se tom¢ la fase acuosa, se depositd en un tubo nuevo y se anadié
etanol grado biologia molecular en una relacion 1:1 del volumen recolectado, se

mezclo y deposité en una columna (Zymo) y se centrifugé a 8000 rpm por 1 min.

4. Se lavé la columna dos veces con 500 ul buffer de lavado (10mM Tris con 1mM
EDTA y 60 % de etanol), centrifugar a 8000 rpm por 1 min después de cada lavado

dar una centrifugacion final a 13,000 rpm por 2 min.

5. La columna se paso a un tubo nuevo para realizar la elucién del RNA usando 30 ul
de agua libre de nucleasas y se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min. EI RNA total de la
muestra se cuantifico usando 1 ul de la solucion en el espectrofotometro

NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher) y se almacen6 a -70°C hasta su uso.
RT-qPCR para la deteccion del genoma viral

Los extractos de RNA total se trataron con DNAsa para evitar la amplificacion a partir
de DNA y no de los RNAm. Este tratamiento se realizé usando DNAsa RQ1 libre de
RNAsa (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se colocé
1ug de RNA, 1 yl de DNAsa y 1.5 pl de buffer de DNAsa 10X y agua libre de
nucleasas para completar un volumen de 15 pul. Posteriormente se incubd a 37°C por
30 min. Enseguida se anadié 1.5 ul de solucion de paro e incubar a 65°C por 10 min,
se cuantificd 1 ul extracto tratado en nanodrop 2000 leyendo la absorbancia a 260nm

y al terminar se almaceno a -70°C hasta su uso.
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Los extractos de RNA total tratados con DNAsa se usaron para realizar ensayos de
RT-gPCR para determinar la abundancia del genoma viral y del RNAm de YME1LA1,

usando como controles de expresion constitutiva los RNAm de GAPDH y RNAr 18S.

Las reacciones para la cuantificacion relativa del genoma viral se realizaron con el kit
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Applied Biosystems), de acuerdo con el protocolo
proporcionado por el fabricante. La mezcla de reaccion se realizé con 2 pl de buffer
de RT-PCR, 1.25 pl del iniciador sentido a 2 ym y 1.25 pl del iniciador antisentido a 2
pm, 500 ng del RNA total y agua libre de nucleasas para completar 10 pl.

Los iniciadores para la amplificacion del genoma de DENV se dirigen a una region de
NS5 (RNA polimerasa viral) con un amplicon esperado de 260 pb y sus secuencias
son las siguientes: iniciador sentido 5 -TAC AAC ATG ATG GGA AAG CGA GAG AA-
3’; iniciador antisentido: 5-GTG TCC CAG CCG GCG GTG TCA TCA G-3'.

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 10 min a 45°C, 1 ciclo de 15 min
a 95°C y 40 ciclos de 15sa 95°C, 30 s a 57°C y 30 s 60°.

Asimismo se llevo a cabo la amplificacién de los controles de normalizacion usando
las mismas condiciones descritas en el parrafo anterior con los siguientes iniciadores:
GAPDH sentido 5-ACA GTC AGC CGC ATC TTC-3"; GAPDH antisentido 5-CCA
ATA CGA CCA AAT CCG TTG-3"; RNAr 18S sentido 5-GGG AGG TAG TGA CGA
AAA ATA ACA AT-3"; RNAr 18S antisentido Primer Rv 18s 5°- TTG CCC TCC AAT
GGA TCC T-3" (Zhu & Altmann, 2005). Los amplicones esperados son de 100 pb
para GAPDH y 101 pb para RNAr 18S.

En el caso de la cuantificacion relativa del RNAm YME1L1 se utilizé el kit High
Capacity Reverse Transcriptase (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se prepard una mezcla de reaccion de la siguiente manera:
2 ul de buffer 10x, 0.8 ul de dNTPs mix, 2 pl de iniciadores al azar, 1 ul Inhibidores de
RNAsas, 1 ul de la enzima RT multiscribe, 500 ng de RNA y agua libre de nucleasa

suficiente para un volumen final de 20 pl.

52



Las condiciones del termociclador para esta reaccion de retrotranscripcion son: 1
ciclo de 10 min a 25°C, 1 ciclo de 120 min a 37°C, 1 ciclo de 5 min a 85°C y 4°C. Las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su uso o se pueden utilizar inmediatamente

para preparar las reacciones de qPCR.

Las reacciones de PCR se realizaron usando el kit Quantitect SYBR green PCR
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion se
prepard usando 5 yl del master mix 2x, 1.25 yl del primer sentido a 2 uM, 1.25 ul del
primer antisentido a 2 uyM, 1 pl de la reaccion de RT y agua de ampolleta para
completar 10 ul. Los iniciadores para YME1L1 produce un amplicon de 190 pb vy la
secuencia del iniciador sentido es 5-GCC CCT GTT TCT GTC CTG TA-3" y del
antisentido es 5-TCG CTC AGT CTC TGC TTT CA-3".

Es importante mencionar que los controles de normalizaciéon que se usaron en las
reacciones de RT-gPCR en dos etapas son GAPDH Y RNAr 18S bajo las mismas
condiciones descritas en parrafos anteriores para la RT-qPCR en una etapa.

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 2 min a 50°C, 1 ciclo de 15 min a
95°C, 40 ciclos de las siguientes tres condiciones de 15sa94°C,30sa57°Cy 30s

a 72°C y finalmente 1 ciclo de 4°C hasta parar el equipo.

Cabe mencionar que todas las reacciones de tiempo real se realizaron en el equipo
Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System.

Inmunofluorescencia para la deteccion de YME1L1 y la proteina viral NS1 en

células Huh-7

Las células Huh-7 se sembraron sobre cubreobjetos en placas de 24 pozos para
alcanzar una confluencia de 70-80% al siguiente dia y asi llevar a cabo los
procedimientos de transfeccidn y/o infeccion con DENV. Después de concluir el
tratamiento se retiré el medio de cultivo del pozo y se realizaron 3 lavados con PBS
estéril filtrado. Enseguida se fijaron las células con paraformaldehido al 2% por 30

min a temperatura ambiente para después lavar 3 veces con PBS y preceder a
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permeabilizar con acetona fria (-20°C) por 2 min y lavar de nuevo tres veces con
PBS.

Posteriormente se bloqued con PBS-SFB 10% por 2 h a temperatura ambiente luego
lavar tres veces con PBS y se agregaron 30 pl del anticuerpo primario, anti-YME1L1
de conejo [(1:50 en PBS-SFB 1%)(Novus Biologicals Cat. NBP2-49499)] o anti NS1
de raton [(1:100 PBS-SFB 1%)(Abcam Cat. ab41616 )] para dejar una incubacion
inicial de 1 h a temperatura ambiente y después toda la noche a 4°C. Luego se
lavaron 3 veces con PBS y se incubd por 1 h en oscuridad con 50 ul de un anticuerpo
secundario anti-conejo Alexa 488 para YME1L1 (Jackson Immunoresearch Cat.
111-545-144) o anti-raton para NS1 (Jackson Immunoresearch Cat. 115-545-146)],
ambos diluidos 1:300 en PBS-SFB 1%. Se lavé 3 veces con PBS y se tifieron los
nucleos con DAPI [(5mg/ml) Invitrogen] diluido 1:10,000 en agua, se incubd por 2 min
a temperatura ambiente y se lavd tres veces con PBS y una vez con agua. Los
cubreobjetos se montaron en portaobjetos estériles con 5 pyl Vectashield

(VectorLabs), se sellaron y se analizaron en el microscopio confocal.

Cabe mencionar que todos los lavados se hacen con 2 ml de PBS en agitacion lenta
por 3 min y la incubacion de los anticuerpos se realiza en camara humeda. Es
importante recalcar que después de agregar el anticuerpo secundario, todas las

incubaciones deben llevarse a cabo cubiertas de la luz.
Clonacién de sh-YME1L1 y sh-Scrambled en pSilencer 5.1 U-6 Retro.

La clonacion del short hairpin dirigido contra YME1L1 se realizdé atendiendo las
instrucciones del fabricante de pSilencer 5.1 U-6 Retro [Fig. 14 (Thermo Fisher)] en
el que se insertara el fragmento de interés. Primeramente se disefiaron los
oligonucledtidos cuya secuencia es la siguiente: YME1L1 sentido 5-GAT CCA GTT
CCA AGG CCA GAT GTA TCA AGA GTA CAT CTG GCC TTG GAACTT TTT GGA
AA-3"; YME1L1 antisentido 5-AGC TTT TCC AAA AAA GTT CCA AGG CCA GAT
GTA CTC TTG ATA CAT CTG GC CTT GGA ACT G-3’; Scrambled sentido 5-GAT
CCA CTG AAC AGC GAC GTG ATT TCA AGA GAATCA CGTCGC TGT TCAGTT
TTT TGG AAA-3’. Scrambled antisentido 5-AGC TTT TCC AAA AAA CTG AAC AGC
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GAC GTG ATT CTC TTG AAA TCA CGT CGC TGT TCA GTG-3'. La secuencia de
referencia para YME1L1 tiene el numero de acceso NM_014263.4, consiste en 4191
nt y la secuencia seleccionada para el shRNA va del nt 1512 al 1530. En el caso de
la secuencia scrambled, se verifico en BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

no hubiera blancos predichos en humanos para el sh-Scrambled disefiado.

Los iniciadores se hibridaron mezclando 2 pl de cada iniciador a 1 ug/ul y 46 pl de
buffer de alineamiento de DNA para completar 50 ul, luego se incubaron por 3 min a
90°C y 1 h a 37°C y después se procedio a la digestion de los fragmentos hibridados
0 se guardaron a -20°C hasta su uso. La hibridacion se verificd en gel de agarosa al
3%.

Los oligonucledtidos hibridados y el plasmido vector pSilencer 5.1 U-6 Retro se
sometieron a restricciéon con las enzimas BamHI (NEB Cat R0136S) y Hindlll (NEB
Cat R0104S), las mezclas de reaccion para este propdsito se componen de 2 ug de
plasmido o de los oligonucledtidos hibridados, 2 ul de buffer smart cutter 10x, 2 ul de
BamHI, 2 pl de Hindlll y agua de ampolleta para completar 20 yl. Después de
incubar a 37°C por 4 h, se verificd el corte en gel de agarosa al 0.8%, luego se
cortaron las bandas de los fragmentos de interés y purificaron usando el kit Qiaquick

gel extraction (Qiagen).

Las bandas del vector y los insertos purificados se ligaron usando la ligasa T4
(Promega Cat M180A) en una proporciéon 1:3 plasmido/inserto. La mezcla de
reaccion consistié en 1 pl de T4 ligasa, 1 ul de buffer de ligaciéon 10x, la cantidad
necesaria de vector e inserto para la proporcion mencionada y agua de ampolleta
para completar 10 ul. Enseguida se realiz6é una incubacion a 4°C toda la noche 0 4 h
a 15°C.

Posteriormente se llevé a cabo la transformacion bacteriana usando 50 pl de E.coli
DHb5a con el plasmido obtenido de la ligacion tanto los controles sin inserto como los
que contienen el fragmento sh-YME1L1, sh-Scrambled y el control sin plasmido. Se
incubd la mezcla 30 min en hielo y luego se dio un choque térmico a 42 °C por 90 s,

se regresaron al hielo y se agregaron 250 ul de medio LB sin antibidtico, se incubd a
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37°C por 2 h a 180 rpm para finalmente sembrar en cajas Petri con LB agar con 100
pMg/ml de ampicilina y se incubd a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se
seleccionaron 10-20 colonias y se sembraron en 5 ml de LB liquido con 100 ug/ml de
ampicilina e incubaron a 37°C a 180 rpm. Las clonas seleccionadas se dejaron
creciendo toda la noche, se cosecharon y empastillaron para purificar el plasmido

mediante el protocolo de lisis alcalina.

{6286) {1}
Ampicilin o

(5426) | 4
(5369)

ColE1 Origin

65486 bp Psi (greek symbol)

Hindlll {2178}
siRNA Insert
BamHI [2238]
U6 Promoter
EcoR| (2571)

2575

Puromycin 13083 e
{3104) Aeafe)
Pol Il Promoter

UB Promoter 2245-2578
SIRNA Insert 2181-2244

Pol Il Promoter 2573-3083
Puromycin 3104-3703

ColE1 Origin 4483-5369
Ampicillin 5426-6286

§' LTR 735-1250

3'LTR 39604254

Psi (greek symbol} 1251-2140

Fig. 14. Mapa del vector pSilencer 5.1- U6 Retro. En la imagen se esquematiza el vector

utilizado para el silenciamiento de YME1L1 mediante shRNA.

PCR de colonia

Con la finalidad de evaluar si las colonias que crecieron en las placas después de la
transformacién contenian el inserto de interés se realizé la técnica de PCR de colonia
en la cual se utilizaron iniciadores que se unen al plasmido vector y permitieron
distinguir por el tamafno del amplicon si contienen un inserto de 60 nt. En este
contexto se disefiaron dos pares de primers unos que se aplicaran para la
amplificacion del plasmido con sh-YME1L1 como inserto cuya secuencia es:
pSH-YME1L1 sentido 5-CTG CAG CAT CGT TCT GTG TT-3°, pSH-YME1L1
antisentido 5-CAG ATG TAT CAA GAG TAC ATC-3°, amplicon 563 pb;
pSH-SCRAMBLED sentido 5-GTC CCC TAC ATC GTG ACC T-3,

56



pSH-SCRAMBLED antisentido 5-ACG TGA TTT CAA GAG AAT C-3°, amplicén 298
pb.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando el kit Hot Start Taq Plus Master
Mix (Qiagen, Cat 203643), la mezcla de reaccion consistio en 5 pl de 2x HotStarTaq
Plus Master Mix 2x, 1.25 pl de iniciador sentido 2 pM, 1.25 ul de iniciador antisentido
2 uM, agua de ampolleta para completar 10 pyl y una asada de la colonia
seleccionada. Las condiciones de amplificacion son las siguientes: 1 ciclo de 10 min
a 95°C, 40 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 45 s a 72°C y un ciclo final de 10 min
a 72°C. Separar los productos de PCR en gel de agarosa al 2%.

Transfeccién del plasmido pSH-YME1L1 y pSH-SCRAMBLED en células Huh-7.

Las células Huh-7 se sembraron en placas de 24 pozos a 80,000 células por pozo y
24 h después se transfectaron con Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher), siguiendo el
protocolo del fabricante. Primeramente se mezclaron 0.8 ug de pSH-YME1L1 o
pSH-SCRAMBLED, 1.6 pyl de P3000 y el volumen necesario de medio Optimem
(Invitrogen) para un volumen final de 50 pl. Enseguida se prepardé una segunda
mezcla con1.5 ul de Lipofectamina 3000 por pozo y 48.5 ul de medio Optimem para
un volumen final de 50 pl, se dej6 incubar 15 min a temperatura ambiente. Luego se
mezclaron de manera suave la mezcla 1 y la mezcla 2, obteniendo un volumen de
100 pl y se dejoé incubar 15 min adicionales a temperatura ambiente. Después se
lavaron los pozos con 300 yl de medio Optimem | y se dejaron con 250 ul del mismo
medio y finalizado el tiempo de incubacion se agregd el volumen completo de la
mezcla para tener un volumen final de 350 pl. Las células se mantuvieron a 37°C y
5% CO, a los diferentes tiempos post transfeccién o se infectaron con DENV-2

después de 24 h.
Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por la prueba de ANOVA vy la post-prueba de Tukey para
multiples comparaciones. Los valores de p<0.05 fueron considerados significativos.
Los andlisis de datos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism version

8.0.2.
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RESULTADOS

Determinacién de la expresion del gen YME1L1 en células Huh-7 infectadas con
DENV-2.

Para determinar la expresion de YME1L1 en la infeccion por DENV se infectaron
células Huh-7 con DENV-2 a una MOI de 0.1 y se realiz6é un extracto de RNA total a
las 24 y 48 h post infeccidon. Este ensayo permitid corroborar los resultados
previamente publicados acerca de la expresion de YME1L1 en células infectadas con
DENV (Shah et. al. 2018). Primeramente, con la finalidad de corroborar la infeccion
se realiz6 una RT-PCR para la deteccion del genoma viral mediante el uso de los

oligonucledtidos especificos contra la proteina no estructural NS5 (Fig. 15).

1 2 3 4 5 6 7 Carril

24h 48h
Fig. 15. Amplificacion de una regién del genoma viral que codifica para la proteina NS5 de DENV a

partir de células infectadas. Los extractos de RNA total de células Huh-7 no infectadas (carriles 4 y 6)
e infectadas ( carriles 5y 7) a una MOI de 0.1. Los extractos de RNA se obtuvieron a las 24 h (carriles
4 y 5)y 48 h (carriles 6 y 7) post infeccion. Los controles de amplificacion negativo (C-, carril 2) y
positivo (C+, carril 3) se incluyeron en el experimento. Imagen representativa de tres experimentos
independientes, los marcadores de tamano molecular (MTM) de 100 pb de (Thermo Fisher) se

cargaron en el carril 1.

Posteriormente se estandarizaron las condiciones para la amplificacion del RNAm de
YME1L1, para lo cual se disefiaron un par de oligonucleétidos que se utilizaron para
llevar a cabo una reaccion de RT-PCR usando extractos de RNA total de células
Huh-7 a temperaturas de alineamiento de 55, 57 y 59°C y, aunque en todas las
condiciones se observd el amplicon esperado, en 55 °C se observé una banda muy

tenue, mientras que a 57°C y 59°C se observé un amplicbn mas denso. Por lo
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anterior, se decidi6 elegir la temperatura de 57°C para llevar a cabo los experimentos
siguientes pues coincide con la temperatura de alineamiento de los iniciadores para
la amplificacion de los genes que se utilizan en la normalizaciéon de datos. En la Fig.
16, se observa el resultado de dicha reaccidn, en donde se obtuvo un unico amplicon
de 190 pb. Posteriormente se estandarizaron las condiciones para llevar a cabo la
RT-gPCR para la cuantificacion relativa de la expresion de YME1L1 usando como
controles de normalizacion a GAPDH y RNAr 18s cuyos amplicones son de 100 y

101 pb, respectivamente.

N i) <) &)
S S & A S
1000)p
500
300)p
S S <€— 190pb
100)p

1 2 3 4 5 Carril

Fig. 16. Amplificacion del RNAm de YME1L1 por RT-PCR. Los extractos de RNA total de células
Huh-7 se utilizaron para llevar a cabo la reaccién de RT-PCR usando primers que flanquean la region
de YME1L1, esperando un amplicén de 190 pb. En la parte superior se muestran las temperaturas de
amplificacion (carril 3, 4 y 5). El control negativo (C-, carril 2) se incluyé en el experimento, los

marcadores de tamafo molecular (MTM) de 100 pb (Thermo Fisher) se cargaron en el carril 1.

Los resultados de los ensayos de RT-gPCR indicaron que durante la infeccion existe
un aumento en la expresion de YME1L1 a las 24 y 48 h post-infeccién con un
aumento de alrededor de 1.5 veces con respecto a la expresion de dicho mensajero

en células no infectadas a los mismos tiempos (Fig 17).

Lo anterior nos permitié concluir que las células infectadas por dengue presentaron
un aumento en la expresion de YME1L1 en concordancia con lo reportado por Shan
P. y cols (2018), quienes determinaron que la infeccion por dengue indujo un

aumento de 1.6 veces en la expresion de esta proteina en células Huh-7.
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Fig. 17. Expresion relativa de YME1L1 en células Huh-7 no infectadas e infectadas. Los extractos de
RNA total de células no infectadas e infectadas con DENV-2 a una MOI de 0.1 a las 24 o0 48 h post
infeccion se utilizaron para la amplificacion de YME1L1 utilizando a los RNAm de GAPDH y RNAr 18S
como genes de expresion constitutiva para la normalizacion de los datos. Los resultados
corresponden a al menos tres experimentos independientes con sus respectivas réplicas técnicas. Las
barras representan la media + SD de tres experimentos independientes cuyos valores se calcularon
utilizando la prueba de ANOVA. Los valores de significancia estadistica que se muestran

corresponden a una p < 0.01 (**).

Adicionalmente se implementd la infeccion a una MOI de 1 para verificar que en
ambas condiciones de infeccion se observaban los mismos efectos sobre YME1L1.
Como se puede observar en la figura 18 los resultados de tres experimentos
independientes nos mostraron que a las 24 h post infeccidon se promovia un
aumento en la expresion de YME1L1 de alrededor de 1.5 veces con respecto a las
células no infectadas; sin embargo a las 48 h post infeccién el aumento fue no

significativo (ns) y menor que lo encontrado en la infeccion a MOI de 0.1.
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Fig. 18. Expresion relativa de YME1L1 en células Huh-7 no infectadas e infectadas. Los extractos de
RNA total de células no infectadas e infectadas con DENV-2 a una MOI de 1 alas 24 o0 48 h post
infeccion se utilizaron para la amplificacion de YME1L1 utilizando a los RNAm de GAPDH y RNAr 18S
como genes de expresién constitutiva para la normalizacion de los datos. Los resultados
corresponden a al menos tres experimentos independientes con sus respectivas réplicas técnicas. Las
barras representan la media + SD de tres experimentos independientes cuyos valores se calcularon
utilizando la prueba de ANOVA. Los valores de significancia estadistica que se muestran

corresponden a una p < 0.05 (*), ns: no significativo.

Por otro lado, para corroborar los resultados de la expresion de YME1L1 obtenidos
por RT-gPCR se realizaron ensayos de inmunofluorescencia usando anticuerpos
especificos para la deteccion de esta proteina mediante microscopia confocal.
Primeramente, se hicieron los experimentos para verificar que las células se
encontraban infectadas con DENV, para lo cual se usé un anticuerpo monoclonal
anti-NS1, una proteina viral no estructural. Como se puede observar en la figura 19
las células infectadas a una MOI de 0.1 fueron positivas a NS1 (fluorescencia verde)
cuya senal fue mayor a las 48 h post infeccion como era lo esperado. Cabe
mencionar que las células no infectadas carecian de sefial para NS1 pero
presentaban la sefial correspondiente a la tincion nuclear en la que se usé DAPI
(azul). En la figura 20 podemos observar los resultados de la tincion de la proteina
NS1 en células infectadas a una MOI de 1, y tal como se esperaba, la sefial de NS1

fue mas abundante que la detectada a una MOI 0.1 y mayor a 48 h post infeccién.
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Fig. 19. Deteccion de la proteina NS1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7 infectadas con
DENV-2 a una MOI de 0.1. Imagenes representativas de células Huh-7 no infectadas (A) e infectadas
(B) con DENV-2 a las 24 h post infeccién; o no infectadas (C) e infectadas (D) con DENV-2 a las 48 h
post infeccion. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y NS1 se detectdé mediante un anticuerpo
Anti-NS1 y un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes son
representativas de tres experimentos independientes y se obtuvieron usando un microscopio confocal
Olympus Fluoview FVV4000 con el objetivo 60X.
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Fig. 20. Deteccion de la proteina NS1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7 infectadas con
DENV-2 a una MOI de 1 . Imagenes representativas de células Huh-7 no infectadas (A) e infectadas
(B) con DENV-2 a las 24 h post-infeccion asi como no infectadas (C); o infectadas (D) a las 48 h post
infeccién. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y NS1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-NS1 y
un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes son representativas de tres
experimentos independientes y se obtuvieron usando un microscopio confocal Olympus Fluoview

FV4000 con el objetivo 60X.
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Con respecto a la deteccion de YME1L1, los resultados se muestran en la figura 21,
donde se pudo apreciar que las células infectadas a una MOI de 0.1 presentaron un
aumento en la sefal de YME1L1 correspondiente a la tincion con Alexa 488, tanto a
las 24 como las 48 h post infeccién, cuando se compararon con las células no
infectadas a los mismos tiempos. Como se puede observar en dicha figura, la senal

de la proteina se observo principalmente en el area citoplasmica.

Enseguida se procedi6 a determinar de manera semicuantitativa el cambio de
expresion de la proteina de interés en condiciones de infeccion. La cuantificacion de
la sefal fluorescente se realizé utilizando el programa Fiji
(https://imagej.net/softwareffiji/) version 1.54p, en el que se cuantificaron los pixeles
del fluoréforo de interés en los campos capturados. Como se pudo observar en la
figura 21, las células infectadas a MOI de 0.1 presentaron un aumento significativo
en la sefal correspondiente a YME1L1 a las 24 h de 1.45 veces lo encontrado a ese
tiempo en células no infectadas. En el caso de las células infectadas por 48 h se
observé también un aumento en la sefial de YME1L1 sin embargo el cambio no
resulté estadisticamente significativo. En el caso de las células infectadas a una MOI
de 1 se observd un aumento significativo de en la senal de fluorescencia de YME1L1
a las 24 h post infeccion, este resultd de 2.6 veces con respecto a las células no
infectadas, sin embargo al igual que los resultados de RT-qPCR a esta MOI, hubo
una tendencia a una mayor expresion de esta proteina a las 48 h post infeccion pero
el cambio no resultd ser estadisticamente significativo (Fig. 22). Los experimentos de
infeccion se realizaron en adelante solamente a una MOI de 0.1 debido a que los

resultados son muy parecidos en ambas MOls.
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Fig. 21. Deteccion de la proteina YME1L1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7 infectadas
con DENV-2 a una MOI de 0.1. Imagenes representativas de células Huh-7 no infectadas (A) e
infectadas (B) con DENV-2 a las 24 h post-infeccidon asi como no infectadas (C) o infectadas (D) a las
48 h post-infeccion. E) Grafica de fluorescencia normalizada para las condiciones antes mencionadas,
los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes para lo cual se utilizé el
programa Fiji image versién 2.14 y una prueba de ANOVA (GraphPad Prism versiéon 8.0.2). Los
nucleos se tifieron con DAPI (azul) y YME1L1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-YME1L1 y un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio confocal Olympus Fluoview FV4000 con el objetivo 60X.
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Fig. 22. Deteccién de la proteina YME1L1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7
infectadas con DENV-2 a una MOI de 1. Imagenes representativas de células Huh-7 no infectadas (A)
e infectadas (B) con DENV-2 a las 24 h post-infeccion asi como no infectadas (C) o infectadas (D) a
las 48 h post-infeccion. E) Grafica de fluorescencia normalizada para las condiciones antes
mencionadas, los datos representan la media + SD de tres experimentos independientes para lo cual
se utilizé el programa Fiji image version 2.14 y una prueba de ANOVA (GraphPad Prism versién 8.0.2).
Los valores de significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.01 (**). Los
nacleos se tifieron con DAPI (azul) y YME1L1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-YME1L1 y un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio confocal Olympus Fluoview FV4000 con el objetivo 60X.

Lo anterior nos permitié confirmar que la infeccién viral indujo un aumento en la
expresion de la proteina YME1L1 a las 24 y 48 h post infeccion y que este aumento

se podria relacionar con funciones pro virales o antivirales de esta proteina que
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podrian afectar de manera directa o indirecta el ciclo replicativo de DENV en esta

linea celular.

Construccion del plasmido pSH-YME1L1 para el silenciamiento de la proteina
YME1L1

Para determinar el papel de YME1L1 durante la infeccion por DENV, se silencié a
YME 1L 1 mediante shRNA usando el vector psilencer 5.1 U-6 RETRO.

El RNAmM de YME1L1 humano consiste de 4191 nt (NM_014263.4) y se utilizé para
seleccionar la region blanco de los short hairpin RNAs (shRNAs) y asi producir el
silenciamiento en la expresion de dicha proteina. La regién seleccionada en dicho
mensajero va del nt 1512-1530 y esta fué la base del disefio de los oligonucledétidos
sentido y antisentido que contienen la region seleccionada asi como los sitios de
restriccion BamHI y Hindlll que se utilizaron para la inserciéon de dicho fragmento en
el vector. Posteriormente, se hibridaron los oligonucleétidos y tanto dicha secuencia
como el plasmido vector se sometieron a restriccidon con las enzimas mencionadas
para posteriormente ligar ambos elementos. Es importante mencionar que se llevo a
cabo el mismo procedimiento con una secuencia de los oligonucledtidos que
contenia los mismos nucledtidos pero de manera desordenada a la que llamamos

secuencia “scrambled”.

Las dos secuencias fueron usadas para transformar E. coli DH5a para
posteriormente confirmar que los plasmidos resultantes contenian el inserto de
interés en el sentido mediante ensayos de PCR de colonia y secuenciacion de
Sanger. Como se puede observar en la figura 23, la mayoria de las colonias
seleccionadas dieron un amplicén del tamafio esperado cuando se realizé una PCR
de colonia usando primers que debieran producir un amplicon de 563 pb, en el caso
de tener el inserto. Después de obtener resultados positivos en la PCR de colonia, se
purifico el plasmido de la clona 8, al que llamamos pSH-YME1L1, y se envio a

secuenciacion de Sanger a la empresa Macrogen.
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563 pb

Fig. 23. Verificacion mediante PCR de pSH-YME1L1. Las colonias seleccionadas se cultivaron en
medio liquido y se purifico el DNA plasmidico el cual se utilizé para la reaccion de PCR usando
primers que flanquean la region del inserto que en caso de ser positivas producen un amplicén de 563
pb. Los marcadores de tamafio molecular (MTM) utilizados son de 100 pb (Thermo Fisher).

En el caso de la clonacion de la secuencia “scrambled” se llevé a cabo el mismo
procedimiento y como se pudo observar en la figura 24, la PCR de colonia usando
otro juego oligos que debia dar como resultado un amplicon de 298 pb sélo en tres
de las clonas (clona 4, clona 6 y clona 8) seleccionadas se obtuvo dicho amplicon. El
plasmido llamado pSH-SCRAMBLED fué purificado de la clona 4 y enviado a

secuenciacion de Sanger.
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Fig. 24. Verificacion mediante PCR de pSH-SCRAMBLED. Las colonias seleccionadas se cultivaron
en medio liquido y se purifico el DNA plasmidico el cual se utilizé para la reaccion de PCR usando
primers que flanquean la region del inserto que en caso de ser positivas producen un amplicén de 298

pb. Los marcadores de tamarfio molecular (MTM) utilizados son de 100 pb (Thermo Fisher).

Los resultados de la secuenciacién se analizaron con el programa MAFFT y se
visualizaron en https://www.jalview.org/ version 2.11.4.1. Como se pudo observar en
la figura 25, el alineamiento de la secuencia esperada con respecto a la obtenida

resulté en la identificacion de los 60 nt correspondientes al shRNA para YME1LA1.
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Fig. 25. Alineamiento de la secuencia obtenida y la secuencia esperada para pSH-YME1L1. En la
imagen se aprecia en la parte superior, la secuencia obtenida a partir del pladsmido obtenido
experimentalmente y secuenciado por el método de Sanger y en la parte inferior la secuencia

esperada.

En el caso de la secuencia obtenida para pSH-SCRAMBLED, se aline6 en MAFFT y

se visualiz6 en https://www.jalview.org/ versién 2.11.4. Como se pudo observar en la

figura 26, el resultado del alineamiento de la secuencia del plasmido obtenido con la
secuencia esperada da una coincidencia del 100% con respecto al inserto

correspondiente a las 60 pb.
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Fig. 26. Alineamiento de la secuencia obtenida y la secuencia esperada para pSH-SCRAMBLED. En
la imagen se aprecia en la parte superior, la secuencia obtenida a partir del plasmido obtenido
experimentalmente y secuenciado por el método de Sanger y en la parte inferior la secuencia

esperada.

Después de obtener los plasmidos y corroborar que las secuencias corresponden

con los insertos de interés se procedio a estandarizar los ensayos de silenciamiento.
Silenciamiento de YME1L1 mediante shRNA en células Huh-7

Para evaluar la posible funcién de YME1L1 en la infeccién por DENV se estandariz6
el ensayo de silenciamiento, para lo cual se consideraron distintos tiempos post
transfeccion y concentraciones del plasmido a transfectar con la finalidad de buscar
las condiciones mas adecuadas para el silenciamiento.
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Fig. 27. Expresion relativa de YMET1L1 en células Huh-7 transfectadas con pSH-YME1L1. Los
extractos de RNA total de células transfectadas y no infectadas a las 24 o 48 h post-transfeccion, se
utilizaron para la amplificacién de YME1L1 utilizando a los RNAm de GAPDH y RNAr 18S como genes
de expresidon constitutiva para la normalizacion de los datos. Se utiliz6 pSH-SCRAMBLED como
control de transfeccion. Los resultados corresponden a al menos tres experimentos independientes

con sus respectivas réplicas técnicas. Las barras representan la media £ SD de tres experimentos

70



independientes cuyos valores se calcularon utilizando la prueba de ANOVA. Los valores de

significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.001 (***).

Posteriormente se cosecharon las células y se purificd el RNA total con la finalidad
de determinar el nivel de expresién de YME1L1 mediante RT-gPCR. Las condiciones
mas efectivas para el silenciamiento utilizadas en este ensayo fueron usando 2.28
ng/ul (800ng total) de los plasmidos pSH-YME1L1 y pSH-SCRAMBLED a las 24 0 48
h post transfecciéon. Como se pudo observar en la figura 27, la expresion de YME1L1
en las células transfectadas con pSH-YME1L1 disminuy6 un 88% y 78% a las 24 y
48 h post transfeccidon respectivamente, con respecto a las células control
transfectadas con pSH-SCRAMBLED.

Adicionalmente y con la finalidad de confirmar los resultados de la expresiéon de
YME1L1 por RT-gPCR se procedio a realizar ensayos de inmunofluorescencia para
la deteccidn de YME1L1 en las condiciones de silenciamiento establecidas mediante
el ensayo anterior. En la figura 28 se puede observar que en las condiciones de
silenciamiento las células presentaron una sefal significativamente menor cuando se
transfectaron con pSH-YME1L1 cuya disminucion en el nivel de esta proteina resultd
del 40%, 24% y 20% a las 24, 48 y 72 h post transfeccién, respectivamente, cuando

se compararon con las transfectadas con pSH-SCRAMBLED.
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Fig. 28. Deteccion de la proteina YME1L1, mediante inmunofluorescencia, en células transfectadas
con pSH-YME1L1. Imagenes representativas de células Huh-7 no transfectadas (A), células
transfectadas con pSH-SCRAMBLED (B, Dy F) o con pSH-YME1L1 (C,Ey G)alas 24,48y 72 h
post-transfeccion respectivamente. (H) Grafica de fluorescencia normalizada para las condiciones
antes mencionadas, los datos representan la media £+ SD de tres experimentos independientes
usando el programa Fiji image versién 2.14 y una prueba de ANOVA (GraphPad Prism v8.0.2). Los
valores de significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.01 (**) y p < 0.001 (***).
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Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y YME1L1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-YME1L1y
un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde). Las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio confocal Olympus Fluoview FV4000 con el objetivo 60X.

Estos resultados, en conjunto, confirmaron que las condiciones usadas para el
silenciamiento de YME1L1 en las células Huh-7 fueron las adecuadas. De esta
manera se procedio a la siguiente etapa del proyecto que consistié en determinar los

efectos del silenciamiento de YME1L1 en la infeccién por DENV.
Efecto del silenciamiento de YME1L1 en la infeccién por DENV

Con la finalidad de determinar el efecto del silenciamiento de YME1L1 en la infeccion
por dengue se realizaron ensayos de transfeccion usando pSH-YME1L1 vy
pSH-SCRAMBLED como control y después de 24 h se lleva a cabo la infeccion con
DENV-2 a una MOI de 0.1 para proceder a cosechar las células tratadas a las 24 y
48 h post transfeccion. Enseguida se realiz6 un extracto de RNA total para
determinar la abundancia del genoma viral mediante RT-qPCR. El silenciamiento de
la proteina de interés produjo un aumento en la cantidad del genoma viral de 6.5
veces y 1.8 veces a las 24 h y 48 h post infeccidon, usando GAPDH y RNAr 18S como
controles de normalizacién y a las células transfectadas con pSH-SCRAMBLED

como control (Fig. 29).
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Fig. 29. Expresion relativa del genoma viral en células Huh-7 transfectadas con pSH-YME1L1 e
infectadas con DENV-2. Los extractos de RNA total de células transfectadas por 24 h h e infectadas a
una MOI de 0.1 por 24 h y 48 h, se utilizaron para la amplificacion del genoma viral utilizando
iniciadores dirigidos a la region codificante para NS5 y como genes de expresion constitutiva a
GAPDH y RNAr 18S para la normalizacion de los datos. Los controles del experimento se realizaron
en células transfectadas con pSH-SCRAMBLED infectados en las condiciones descritas
anteriormente. Los resultados corresponden a tres experimentos independientes con sus respectivas
réplicas técnicas. Las barras representan la media + SD de tres experimentos independientes cuyos
valores se calcularon utilizando la prueba de ANOVA (GraphPad Prism v8.0.2). Los valores de

significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.001 (***).

Por otro lado, se realizaron ensayos de RT-qPCR en los cuales se verifico que el
nivel de expresion de YME1L1 en las células transfectadas con pSH-YME1L1 e
infectadas se encontraba disminuido con respecto a los controles. Como se pudo
observar en la figura 30, el nivel de expresion de dicha proteina en las células
“silenciadas” para YME1L1 e infectadas se encontraba disminuido en
aproximadamente 44% y 40% a las 24 y las 48 h post infeccién, respectivamente;
esto cuando se comparan los resultados usando extractos de las células

transfectadas con pSH-SCRAMBLED en las mismas condiciones de infeccién.
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Fig. 30. Expresion relativa de YME1L1 en células Huh-7 transfectadas con pSH-YME1L1 e infectadas
con DENV-2. A) Grafica de la expresion relativa de células transfectadas por 24 h y no infectadas o
infectadas por 24 h y 48 h. B) Grafica de la expresion relativa de células transfectadas e infectadas por
24 hy 48 h. Los extractos de RNA total de células transfectadas por 24 h e infectadas por 24 hy 48 h,
se utilizaron para la amplificaciéon de YME1L1 utilizando a los RNAm de GAPDH y RNAr 18S como
genes de expresion constitutiva para la normalizacién de los datos. Se utilizé6 pSH-SCRAMBLED como
control de transfeccidon. Los resultados corresponden a al menos tres experimentos independientes
con sus respectivas réplicas técnicas. Las barras representan la media + SD de tres experimentos
independientes cuyos valores se calcularon utilizando la prueba de ANOVA (GraphPad Prism v8.0.2).
Los valores de significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)
y p <0.001 (***).

Con el propésito de corroborar los resultados de RT-gPCR se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia para determinar la abundancia de la proteina viral NS1 en
condiciones de silenciamiento de YME1L1. Los resultados se muestran en la figura
31, en donde se observdé que en las células transfectadas con pSH-YME1L1 e
infectadas con DENV-2 a una MOI de 0.1 presentaron un aumento de 40 % y 30 %
veces a las 24 y 48 h post infeccion respectivamente cuando se compararon con las

células en las mismas condiciones pero transfectadas con pSH-SCRAMBLED.
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Fig. 31. Deteccion de la proteina NS1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7 transfectadas
con pSH-YME1L1 e infectadas con DENV-2. Imagenes representativas de células Huh-7 transfectadas
por 24 h con pSH-SCRAMBLED (C y E) o pSH-YME1L1 (D y F) e infectadas a una MOI de 0.1 por 24
h (Cy D)o 48 h (E y F). Los controles con células infectadas por 24 h y 48 h sin transfectar se
muestran en A y B, respectivamente. G) Gréfica de fluorescencia normalizada para las condiciones
antes mencionadas, los datos representan la media £ SD de tres experimentos independientes para lo
cual se utilizé el programa Fiji image version 2.14 y una prueba de ANOVA (GraphPad Prism v8.0.2).
Los valores de significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.05 (*), p < 0.001

(***). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y NS1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-NS1 y un
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anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes son representativas de 3
experimentos independientes y se obtuvieron usando un microscopio confocal Olympus Fluoview
FV4000 con el objetivo 60X.

Asimismo, con la finalidad de comprobar que en las células “silenciadas” se mantenia
disminuida la expresion de YME1L1 en las condiciones de infeccion se llevaron a
cabo ensayos de inmunofluorescencia para la deteccion de esta proteina usando
microscopia confocal. Como se puede apreciar en la figura 32, las células
transfectadas con pSH-YME1L1 presentaron una disminucién en la sefal de
YME1L1 de 43% y 12% a las 24 y 48 h post infeccidon a comparacion con las células

transfectadas con pSH-SCRAMBLED en las mismas condiciones de infeccién.
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Fig. 32. Deteccion de la proteina YME1L1, mediante inmunofluorescencia, en células Huh-7
transfectadas con pSH-YME1L1 e infectadas con DENV-2. Imagenes representativas de células Huh-7
transfectadas por 24 h con pSH-SCRAMBLED (B y D) o con pSH-YME1L1 (C y E) e infectadas con
DENV-2 a una MOl de 0.1 por24 h (By C) 0 48 h (D y E). Las células infectadas sin transfectar se
muestran en A. (F) Grafica de fluorescencia normalizada para las condiciones antes mencionadas, los
datos representan la media £+ SD de tres experimentos independientes para lo cual se utilizé el
programa Fiji image version 2.14 y una prueba de ANOVA (GraphPad Prism version 8.0.2). Los
valores de significancia estadistica que se muestran corresponden a una p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).
Los nucleos se tifieron con DAPI (azul) y YME1L1 se detecté mediante un anticuerpo Anti-YME1L1 y
un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 (verde); Las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio confocal Olympus Fluoview FV4000 con el objetivo 60X.
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Los resultados obtenidos nos permitieron concluir que existe una fuerte correlacion
entre una baja expresion de YME1L1 y un aumento en la infeccion por DENV, lo que
nos sugiere que esta importante proteina de membrana interna mitocondrial controla

procesos importantes en la respuesta ante la infeccion por este arbovirus.
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DISCUSION

El DENV es un arbovirus que circula de manera endémica en nuestro pais asi como
en las zonas tropicales y subtropicales de todo el mundo. Este virus es uno de los
patdogenos de mayor importancia a nivel de salud publica ya que se registran 7.6
millones casos de infecciones por este virus al afio en el mundo y no existe un
tratamiento eficaz contra esta enfermedad (World Health Organization, 2024). En
consecuencia la OMS y los gobiernos de muchos paises del mundo dirigen sus
esfuerzos para apoyar iniciativas cientificas que buscan tratamientos efectivos y
mejores vacunas a través del estudio de vias de senalizacion e interacciones
moleculares que pudieran realizar un papel importante en la replicacién, sintesis de

proteinas y entrada del virus.

En el presente trabajo nos interesa adentrarnos en la investigacion de los
mecanismos basicos que utiliza el DENV para establecer una infeccién exitosa y el
papel que podrian estar cumpliendo las mitocondrias asi como las proteinas y las

funciones asociadas a éstas en la replicacion de este patégeno.

En investigaciones previas se ha demostrado que durante la infeccion por DENV las
mitocondrias sufren dafios que pueden contribuir a la patogénesis, hiperinflamacion y
muerte de las células infectadas por su incapacidad de mantener un control de
calidad mitocondrial (segregacion y eliminacion de mitocondrias dafiadas), mitofagia

y metabolismo energético (Disha et al., 2024).

Esta investigacion se enfocé en determinar el efecto de la metaloproteasa de
membrana interna mitocondrial YME1L1 en la infeccion por DENV en células
humanas, ya que se ha determinado que esta proteina tiene la capacidad de incidir
en la morfologia, dinamica, control de calidad, proteostasis y funciones
mitocondriales (Anand et al., 2014)(Ohba et al., 2020)(Zhou et al., 2023), las cuales

son también modificadas durante la infeccidn con este virus.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestra que durante el proceso de
infecciéon por DENV en la linea celular Huh-7, la expresion de YME1L1, tanto en

RNAm y proteina, se ve aumentada de manera significativa en células infectadas, lo
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cual puede estar asociado a la replicacion viral. Cabe mencionar que existen
investigaciones previas en las que se determiné que esta proteina se incrementa
durante la infeccion por DENV. La investigacion bibliografica y el interactoma in silico
que realizamos antes de iniciar el presente proyecto asi como los resultados
obtenidos en este trabajo nos permiten proponer que uno de los mecanismos de
modulacion de la expresion de esta proteina podria estar mediado por los miRNAs, y
en especifico el hsa-mir-383-3p y hsa-mir-151b que disminuyen su expresion durante
la infeccion por DENV y que tienen como blanco putativo al RNAm de YME1L1
(Rajput et al., 2020; Saini et al., 2020).

Los reportes previos indican que YME1L1 es una proteina que se encuentra en la
membrana interna mitocondrial cuyas funciones se centran en la regulacion de
diversos procesos esenciales para la mitocondria, siendo uno de éstos la dinamica
mitocondrial. Este proceso es indispensable en el reciclamiento y control de calidad
mitocondrial, en el cual YME1L1 procesa a OPA1 llevandola a su activacién para
comenzar la fusidn mitocondrial y mantener asi un equilibrio en la dinamica
mitocondrial contribuyendo con esto a la segregacion de mitocondrias dafadas, al
mantenimiento del numero de mitocondrias y la funcionalidad de éstas en la célula.
En condiciones de estrés se ha reportado que YME1L1 es degradado, lo cual lleva a
la activacion de otra proteasa mitocondrial conocida como OMA1 la cual cumple el
mismo papel de YME1L1, pero escindiendo a OPA1 en un sitio distinto, de manera
que OMA1 se ha asociado a un incremento en la apoptosis como parte de la
respuesta al estrés (Anand et al., 2014). Por todo lo anterior, el aumento en la
expresion de YME1L1, especialmente en tiempos tempranos de la infeccion, podria
conferir supervivencia celular provocando una mayor fusion mitocondrial para tratar
de modular el dano ocasionado por la infeccion mediante el intercambio de
materiales como DNA, proteinas y metabolitos con mitocondrias sanas, sin embargo
esto podria disminuir la respuesta inmune innata antiviral mediada por MAVS,
permitiendo la evasion de la respuesta inmune por parte del virus, lo cual podria

favorecer la infeccion.

81



Como se mostré en los resultados, el silenciamiento de YME1L1 en células Huh-7 se
realizd mediante la construccién de un plasmido que expresa un shRNA dirigido
contra este RNAm, con lo cual se disminuyd el nivel de expresion de esta molécula
con la finalidad de determinar su posible funcion durante la infeccion. Asi, los
experimentos de silenciamiento de YME1L1 e infeccion con DENV nos permitieron
observar un aumento en el genoma viral y la proteina viral NS1 a través de ensayos
de RT-gPCR e inmunofluorescencia. Los resultados también nos indican una
correlacion entre el nivel de silenciamiento de YME1L1 y el aumento en la replicacién
viral, ya que a las 24 h de infeccién hay un mayor nivel de silenciamiento y un mayor
efecto en la replicacion viral. Estos resultados sugieren que YME1L1 juega un papel
importante en la regulacion mitocondrial frente a la infeccion por este virus,
probablemente debido a sus funciones como mediadora de la respuesta mitocondrial
al estrés para aumentar la supervivencia de las células bajo condiciones no

favorables y limitar la multiplicacion de este virus.

El estrés celular ocasionado por la infeccién por DENV podria llevar a un aumento de
la expresién de YME1L1 y asi promover la fusion mitocondrial; a este respecto se
han publicado articulos que describen que la infeccion por este virus induce un
aumento en la fusion mitocondrial, por lo que esta proteina podria estar influyendo en
la dinamica y morfologia mitocondrial (Chatel-Chaix et al., 2016; Barbier et al., 2016).
De manera contraria, se ha publicado que en células de cerdo que han sido
silenciadas para YME1L1 se ha visto que Drp1 aumenta, lo cual promueve una
mayor fision mitocondrial, de tal manera que probablemente el aumento de YME1L1
podria propiciar una disminucién de Drp1, lo cual lleva a una mayor fusion
mitocondrial (Zhou et al., 2023).

Por otro lado, en el contexto experimental del silenciamiento de YME1L1 durante la
infeccion por DENV podriamos plantear que la disminucién de la expresion de
YME1L1 podria inducir mayor fision mitocondrial, lo cual podria promover la
mitofagia. Con respecto a la mitofagia, se ha descrito que la infeccion por DENV
induce la inhibicibn de este proceso debido a que se inhibe la expresion de

PINK/parkin de manera que se presenta un control de calidad mitocondrial
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defectuoso, ya que a pesar de haber dafio mitocondrial y necesidad de realizar
mitofagia, el virus inhibe este proceso, lo cual promueve la replicacion viral (Singh et
al., 2022). Por lo anteriormente mencionado se podria proponer que, el aumento de
fisibn mitocondrial ocasionado por el silenciamiento de YME1L1 y la inhibicién de la
mitofagia por el virus promueven una mayor infeccion viral. Adicionalmente, se ha
postulado que la conservacion de mitocondrias disfuncionales en la infeccion por
este virus (inhibicién de la mitofagia) podria aumentar la liberacion de DNAmt, que
funge como un excelente inductor de la respuesta proinflamatoria, frecuentemente

encontrada en los casos de dengue grave (Singh et al., 2022).

Entonces YME1L1 puede funcionar como una proteina con funciones antivirales
debido a su importancia en el mantenimiento de la biogénesis y dinamica
mitocondrial, lo cual podria afectar negativamente a la replicaciéon del DENV pues la
infeccion por este virus se ha visto favorecida en condiciones de mitocondrias

disfuncionales.

YME1L1 no solo cumple un papel en la dinamica mitocondrial, ya que se ha descrito
que desempefa una actividad importante en la translocacion de proteinas a la
mitocondria, pues se postula que puede degradar proteinas estancadas en el
complejo TOM o los mismos complejos de TIM, como TIM23, que no se estén
utilizando. Esto permite que haya un mejor control de calidad de las proteinas que
deben ser internalizadas a la mitocondria y que el proceso de la importacion sea mas
eficiente (Hsu et al., 2025). En este sentido también se ha descrito que YME1L1
participa en la regulacién de TIM17A, la cual es parte de la translocasa de membrana
mitocondrial interna TIMM23. TIMM23 juega un papel importante en el transporte de
proteinas del espacio intermembranal mitocondrial hacia la matriz mitocondrial,
donde YME1L1 puede degradar a TIM17A en condiciones normales, sin embargo
bajo estrés mitocondrial, YME1L1 se ve disminuido y por ende se da un aumento de
TIMM17A, lo cual se ha correlacionado a un aumento en la apoptosis celular

asociado al estrés (Rainbolt et al., 2013).

Por lo anteriormente mencionado, en el contexto de la infeccion por DENV, el

aumento de YME1L1 podria afectar la translocacién de proteinas a la mitocondria, lo
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cual podria aumentar la capacidad de la célula para hacer frente a la infeccion,
influyendo en los procesos gobernados por la mitocondria como la disminucion del
estrés oxidativo, modulacion del metabolismo de lipidos, la fosforilacién oxidativa,
sintesis de ATP asi como la apoptosis. Es importante recalcar que hace falta conocer
mas a fondo las funciones que ejerce YME1L1 en este organelo en el contexto de la
infeccion por DENV, por ejemplo cémo influye esta proteina en la mitofagia,

respuesta inmune innata, estrés oxidativo, en el cambio metabdlico, entre otros.
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CONCLUSIONES

YME1L1 es una proteina de membrana interna mitocondrial que tiene funciones muy
importantes en la dinamica y morfologia mitocondrial asi como en la translocacion de
proteinas a este organelo. Las repercusiones del papel de YME1L1 podrian alcanzar
procesos como la modulacion de la fision, fusion, mitofagia, apoptosis, proteostasis,
estrés oxidativo, metabolismo energético, entre otros. En este trabajo se obtuvieron
resultados que indican que YME1L1 podria estar funcionando como un factor
antiviral que permite la inhibicion de la multiplicacion viral en tiempos tempranos de la

infeccion.

En la infeccidon por DENV, el incremento de YME1L1 puede conferir proteccion a la
apoptosis en respuesta al estrés promoviendo la fusién mitocondrial y ayudando a
mantener el equilibrio en la dinamica mitocondrial durante la infeccion para evitar en

lo posible la generacion de mitocondrias disfuncionales.

Estos hallazgos nos permiten vislumbrar la importancia de las funciones
mitocondriales durante la infeccién por lo que el estudio de sus implicaciones en el
ciclo replicativo viral, la respuesta inmune innata y la patogenia de este virus son

algunas de las perspectivas del presente trabajo.
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Anexo .

Metodologia de la identificacion de posibles blancos putativos

modulados por los miRNA en la infeccion por dengue.

Busqueda de miRNAs diferencialmente expresados en la infeccion por dengue

en suero de pacientes.

Con la finalidad de encontrar miRNAs que se expresan diferencialmente en la
infeccion por dengue se realizd una busqueda en la base de PubMed con las
siguientes palabras claves “miRNAs y dengue”, “miRNAs y biomarcadores”,
“identificacion de miRNAs en dengue”. Asimismo se llevo a cabo la busqueda de
literatura relacionado con la expresidn genética diferencial en células o pacientes
infectados con dengue son los siguientes criterios de busqueda “protedmica y

dengue’, “transcriptdmica y dengue”, “secuenciacién de una sola célula y dengue”.
Red de interaccion de miRNAs para la identificacion de genes candidatos.

Los datos recopilados en la revision de literatura descrita anteriormente se
encontraron 31 miRNAs los cuales se construyd una red de interaccién mediante el
servidor web https://www.mirnet.ca/, estableciendo los parametros de la siguiente
tabla.

Tabla 1. Parametros utilizados en el servidor web https://www.mirnet.ca/.

Organismo H.sapiens

ID ID de miRBase

Tejido No especificado
Objetivos Genes (miRTarBase v8.0)

Las proteinas encontradas en la red de interaccion se buscaron entre las proteinas
reportadas conteniendo bases de datos de protedmica o transcriptémica de fiebre por
dengue y dengue grave. Las bases de datos se compararon contra el listado de

proteinas que se predijeron in silico mediante la red de interaccion de los miRNAs
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modulados en la infeccion por dengue. Las proteinas que coincidieron en ambos

grupos se utilizaron para llevar a cabo una clasificacién segun su expresion.

Finalmente, se buscd que las proteinas que son blancos potenciales de miRNAs
tuvieran una regulacién positiva en la infeccion por dengue, mientras que los miRNAs
tuvieran una regulacion negativa durante la infeccion, correlacionando los posibles

blancos putativos.

Analisis de los procesos relacionados con los genes potencialmente

modulados por los miRNAs.

El analisis por PANTHER Classification System es un sistema integral que combina
la funcién génica, el analisis mediante ontologia, vias de expresion, lo cual permite

clasificar los genes de acuerdo con sus procesos.

Busqueda de la funcién de los genes candidatos modulados por los miRNAs

en la infeccion por dengue

Para facilitar la interpretacion de la posible funcién de las proteinas candidatas se
realizd una busqueda en la literatura para conocer si se ha publicado una la funcion
de estas en la infeccion por DENV, en el caso de no encontrar informacién en la
infeccion con DENV la busqueda pasaria a la identificacion de estas proteinas en
infecciones virales por flavivirus u otros virus o en su participacion en alguna funcion

de regulacién del sistema inmune.
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