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RESUMEN

Los microRNAs (miRNAs) son pequefias moléculas de RNA que no codifican
para ninguna proteina; por lo que son catalogados con RNAs no codificantes
(ncRNAS). Estos se encuentran implicados en la regulacion de la expresion a nivel
post transcripcional; uno de los mecanismos de regulacién es mediante su unién a
las regiones no traducidas 3" (por sus siglas en ingles 3’'UTR) del RNA mensajero
blanco, lo cual fomenta la degradacion de dicho mRNA y como consecuencia la
reduccion en la expresion de la proteinas. Por su parte la familia flaviviridae, son
virus envueltos los cuales son transmitidos a humanos mediante artrépodos que
fungen como vectores; el incremento de la contaminacion, asi como los cambios
climaticos han proporcionado que las poblaciones de vectores incrementen y con
ello el aumento de estas enfermedades virales, por lo que las infecciones por

flavivirus se consideran un problema de salud publica.

Estudios han demostrado que la interaccion de los miRNAs tanto del vector como
del huésped pueden ocasionar cambios en el ciclo replicativo de los flavivirus. Estas
interacciones pueden ser mediante la regulacion de los genes en la célula huésped
lo que reduce la expresion de proteinas elementales para la replicacion de los virus;
o mediante la interaccién de los miRNA con los genomas virales. La interacciéon de
los miRNA en los genomas virales ha sido poco estudiada a pesar de que se ha
propuesto que dicha regién puede ser un sitio blanco para la fabricacion de virus

atenuados y antivirales.

En el presente trabajo, se emplearon andlisis bioinforméticos para demostrar el
potencial de miRNAs enddgenos de células humanas y de mosquitos para unirse a
la region 3'UTR de varios flavivirus. Para ello se realizaron predicciones en cuatro
algoritmos diferentes (RNAHybrid, StarMir, miRanda e Inta-RNA), donde se
encontraron mMiRNAs que tiene la capacidad de unirse a todos los flavivirus
analizados; ademas, de que se analizé su capacidad de union mediante el empleo
de dichos algoritmos para definir que miRNA tienen una mayor afinidad a la region

3’ UTR del genoma de los flavivirus. Por ultimo, se evalud los mRNA blancos de los
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mMiRNAs en la célula huésped esto con la finalidad de definir la funcion biologica de
dichos miRNAs. gracias a las anotaciones (GO); de las proteinas resultantes de los
MRNA afectados, se observl, que estas estan relacionadas con procesos de
regulacion, asimismo se observo que estas proteinas se encuentran ubicadas
principalmente en membranas de células implicadas en el proceso de infeccion de

los flavivirus

Todo esto abre nuevas interrogantes para el estudio de miRNAs y su participacion

en las infecciones por flavivirus.
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1 INTRODUCCION

1.1 Flavivirus

Los flavivirus son virus de RNA de cadena sencilla con polaridad positiva con
un tamafo de genoma de aproximadamente 11 kilobases (kb), estos pueden ser
transmitidos de vectores artropodos tales como mosquitos y garrapatas a humanos,
por lo que son conocidos como Arbovirus (Arthropod Borne Viruses)!. Los flavivirus
causan una variedad de enfermedades humanas, entre las mas destacadas se
encuentran encefalitis y fiebres hemorragicas. En esta familia se incluyen los
principales patdégenos con un potencial para causar una pandemia, como el virus
del dengue (DENV), el virus de la encefalitis japonesa (JEV), el virus del Nilo
occidental (WNV), virus del zika (ZIKV), y otros virus endémicos tales como, el virus
de la encefalitis del valle de Murray (MVEV), el virus de Usutu (USUV) y el virus de

la fiebre amarilla (YFV)Z.

1.1.1 Estructura'y genoma de los flavivirus

El genoma de los flavivirus estd integrado por un marco de lectura abierto
(ORF) flanqueado por una regién cubierta 5’UTR corta (~ 100 nt) y una regién mas
larga (~ 400 -600 nt) 3-UTR carente de una cola poli-A* 3 (fig. 1). La regiéon terminal
5’ del genoma puede dividirse en dos dominios. El primero de estos dominios se
encuentra dentro de la 5" UTR y contiene la estructura ramificada del bucle del tallo
A (SLA), una caracteristica conservada en todo el género de los flavivirus* El
segundo terminal se extiende desde el 5’UTR hasta el ORF C. Este dominio
contiene la regién 5’ rio arriba de AUG (5’UAR) que se pliega en una segunda
estructura de bucle de tallo (SLB), la region rio abajo de AUG (DAR), la horquilla de
la regidon de codificacion C (cHP), la secuencia de ciclo 5'(5'CS) y el pseudonudo de
5’CS (DCS-PK)s=¢

La region terminal 3’ del genoma de los flavivirus puede dividirse en tres dominios
distintos, los cuales residen en la 3'UTR. El dominio 1, es el presenta las secuencias
menos conservadas entre los flavivirus y es mas notable por la presencia de dos

estructuras de bucle de tallo (SLI 'y SLII) %6, El dominio 2 contiene, dependiendo del
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virus, una (ZIKV y YFV) o dos (DENV y JEV) estructuras conservadas en forma de
campana, DB1 y DB2’. El dominio 3 contiene las secuencias 3’ DAR, 3'CS y 3’UAR
y esta muy conservado en todos los miembros del género flavivirus , por ultimo,
este dominio contiene la estructura 3’ stem-loop (3’ SL), que esta flanqueada en su
extremo 5’ por la horquilla corta (sHP) 8.

Se ha demostrado que todos estos elementos desempeiian funciones en la
replicacion del RNA viral entre las que destacan, la circularizacion del genoma del
flavivirus mediante la union de las secuencias DAR, CS y UAR de las regiones 3’y
5’,% la horquilla corta (sHP) es necesaria para la sintesis de ARN® y cHP desempefia

un papel importante en el reconocimiento del codén de inicio.®

SUAR
]
—
-
=
-
-
-
—]
=
—
=
-

Genoma viral Y

SLI DBI DBN 3'SL

SLA SLB cHP

SUTR

Figura 1: Estructura del genoma viral de los flavivirus. En rojo las estructuras caracteristicas
de la region 5'UTR, en esta se encuentra ubicado el bucle SLA, del dominio 1, ademas
inician las estructuras SLB, 5’UAR, 5DAR,cHP y 5°CS, estructuras que se unen a sus
homdlogos en la regiéon 3'UTR en el proceso de replicacién; encerrado en azul las
estructuras de la region 3'UTR, dentro de esta se observan los bucles SLI y SLII, del primer
dominio, los bucles de campana DBI y DBII del segundo dominio y las estructuras 3’'UAR,
3'DAR y 3'CS del tercer dominio, finalmente se observa la organizacion del ORF de la
poliproteina asi como el orden de cada proteina traducida. Creado en BioRender.com.
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Después de ser traducida, la poliproteina resultante de la region ORF es dividida
por proteasas viricas y celulares, generando 10 proteinas virales maduras?®, estas

participan en el ensamblaje y replicacion de los flavivirus (Tabla 1).

Tabla 1: Proteinas virales y su funcion dentro del proceso de infeccion.
Proteina Funcion

C Determina la infectividad del virus, protege el genoma viral y
participa en la formacién de la envoltura del virus y el
mantenimiento de la estructura espacial de la proteina E.*

prM Evita la fusion prematura de la proteina E al cubrir los péptidos de
fusion, durante el traslado al aparato de Golgi.!

E Dirige la unién viral, la fusiébn de membranas, la penetracion y la
hemaglutinacion. Esta asociada con la virulencia, la atenuacion, el
ensamblaje del virién, la estabilidad y maduracién.©

NS1 Desempefia un papel importante en las estrategias de evasion e
invasion inmunitaria al modular la maquinaria celular del huésped
para la propagacion eficaz del virus.1112

NS2A Promueve el ensamblaje y la replicacion viral. Coordina, de un
modo aun no muy bien definido, si el RNA gendmico producido en
cada ciclo de replicacion se utiliza como nueva plantilla o si se
asocia dentro de la nucleocapside durante el ensamblaje viral.3

NS2B Ancla a la membrana del reticulo endoplasmico el complejo NS2B-
NS3, interactia con el dominio proteasa de la proteina NS3 para
actuar como cofactor de ésta.'314

NS3 Posee en el extremo N-terminal un dominio proteasa similar a la
tripsina (NS3-pro) y en el extremo C-terminal posee un dominio
gue actua como trifosfatasa y como helicasa del RNA (NS3-Hel);
ambas funciones son indispensables en la replicacion viral.'3

NS4A Induce el reordenamiento de la membrana y la autofagia para

mejorar la replicacion viral.1®
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Continuacion tabla 1

NS4B Modula la respuesta inmunitaria del huésped suprimiendo la
sefalizacion del interferén a/B y la actividad de la helicasa NS3.16

NS5 En su extremo N-terminal posee actividad enzimatica de
metiltransferasa y guanidiltransferasa, responsables del capping y
la metilacién del extremo 5° del RNA gendmico, mientras que, en
el extremo C-terminal, se ubica el dominio de RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRps). ¥’ La proteina NS5 actlla como

polimerasa durante la replicacién y transcripcion viral.3

1.1.2 Ciclo replicativo

El virus entra en las células del huésped por endocitosis mediada por
receptores, entre los que incluyen integrinas a v B 3 , receptores de lectina tipo C
(CD206, CD209, CLEC5A), receptores de fosfatidilserina TIM/TAM, proteinas de
choque térmico 70 y 90, entre otros, (fig. 2). La internalizacion de la particula viral
se produce principalmente a través de endocitosis mediada por clatrina que entrega
particulas virales al endosoma temprano,?° la eliminacién de la cubierta es inducida
por el entorno de &cido de los endosomas, donde la proteina E entra en un estado
activo e inicia la fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal, liberando

asi el RNA del genoma viral en el citoplasma.t6 18

Una vez en el citoplasma, el RNA se transporta al reticulo endoplasmico (RE) donde
tiene lugar la traduccion.!® Las proteinas virales no estructurales (NS2A,NS2B, NS3,
NS4A) median la replicacién del RNA, que ocurre dentro de las invaginaciones de
ER inducidas por virus, conocidas como paquetes de vesiculas (VP).?° Las
proteasas celulares y virales coordinan el procesamiento de la poliproteina del
flavivirus, el procesamiento entre prM-E y E-NS1 estd mediado por una sefialasa
enddégena y no requiere proteasa viral, una escision distinta entre NS1-NS2A
requiere una proteasa celular desconocida, los sitios de escisidon restantes, NS2A-
NS2B y NS2B-NS3, estan mediados por NS3 en cis, mientras que el procesamiento
entre NS3-NS4A y NS4B-NS5 esta mediado por NS2B y NS3 en trans. Las

proteinas NS4A y NS4B maduras se generan mediante escisién en dos sitios por
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NS2B/NS3 y la sefialasa celular.® Usando el genoma viral como molde, NS5
sintetiza RNA antisentido (-), generando intermedios replicativos de RNA
bicatenario (ds). El (-) RNA sirve como molde para la sintesis adicional de RNA de

sentido positivo.??

El proceso de ensamblaje comienza cuando los dimeros de la proteina C se asocian
con el RNA viral de cadena (+)? que brota a través de las membranas del RE que
contienen las proteinas E-prM. Durante el transporte a través de la via secretora,
las particulas inmaduras del virus pasan por etapas de maduracion en el complejo
de RE y Golgi que incluyen la glicosilacion de prM y E, la maduracion de los flavivirus
comienza con la exposicion al ambiente acido de la red de Golgi y trans-Golgi. Este
pH desencadena un reordenamiento conformacional de prM y E que hace que prM
sea accesible a la escision por la proteasa celular furina, produciendo la proteina M
y el péptido pr, que permanece unido a la envoltura viral a pH acido y continta
previniendo la fusion viral prematura. Un cambio de pH de &cido a neutro al salir del
virus al espacio extracelular provoca la liberacion del péptido pr de la superficie viral,

lo que da como resultado un virus maduro infeccioso.?8 20 21

9) 10) 11) .\@.

4
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Figura 2: Represetacion esquemética del ciclo de replicacion de los flavivirus. 1- Union del
virus a los receptores de la célula huésped. 2- Entrada del virus a la célula por endocitosis.
3- Liberacién del genoma viral en el citoplasma, por acidificacién de la vesicula protealitica.
4- Traduccion del genoma viral en una poliproteina 5- Replicacién del genoma viral. 6-
Interaccion de las proteinas estructurales y el genoma viral 7-Ensamblado del virion
inmaduro 8-Transporte al aparato de Golgi 9-Paso por el aparato de Golgi.10-Transporte
del virién al exterior por medio de vesiculas proteoliticas 11- Liberacién del viribn maduro.

Creado en BioRender.com.

1.1.3 Epidemiologia

Actualmente las enfermedades causadas por flavivirus son un problema de
salud global, segun datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en 2019
se registré el mayor niumero casos de dengue jamas notificado en todo el mundo,
tan solo en América se notificaron 3,1 millones de casos de dengue, de los que mas
de 25 000 se clasificaron como graves.?? Por otro lado, la OMS calcula que cada
afio se producen en el mundo 200.000 casos de fiebre amarilla que causan unas
30.000 muertes.??

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en América
hasta la semana epidemiolégica 24 de 2020 se han notificado 856,555 casos
sospechosos de enfermedad por el virus del Zika, de los cuales 249,934 han sido
confirmados por laboratorio. Los paises con mayor nimero de casos notificados son
Brasil con 28,482 casos, Perli con 2500 y El Salvador con 817.%* En 2012, se
reportaron 286 defunciones en Estados Unidos causadas por el virus del Nilo
occidental, el virus se importé en 1999 desde Israel y Tunez a Nueva York, donde
se produjo un brote que posteriormente llevo el virus desde Canada hasta

Venezuela.?®

En México, hasta la semana epidemiolégica 42 de 2023, Los estados con mayor
incidencia de casos confirmados de Dengue (fig. 3a), son: Yucatan (373.78),
Quintana Roo (203.62), Morelos (138.08), Campeche (108.46) y Veracruz (91.76).
mientras que los primeros seis casos registrados de infeccion por el virus del Nilo

occidental ocurrieron en 2003 afectando tres estados de la frontera norte

4

4
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(Chihuahua, Nuevo ledn y Sonora); a partir de entonces solo se han identificado
casos aislados, en 2004 uno en Sonora, en 2006 uno en Chihuahua, tres en 2007
dos en Chihuahua y uno en Oaxaca y uno en 2012 en Chihuahua, fecha a partir de
la cual no se han identificado casos (fig. 3b). Por otro lado el primer caso autéctono
de enfermedad por el virus del Zika fue identificado en octubre de 2015; en el pais
hasta el cierre de 2019 (fig.3c), se han confirmado 12,935 casos de enfermedad por

el virus del Zika.25

INCIDENCIA CASOS CONFIRMADOS*
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Figura 3: Incidencias de infecciones por flavivirus en México. a) Incidencia de serotipos y
casos confirmados de Dengue por cada 100,000 habitantes hasta la semana epidemiologia
42 de 2023, reportado por la secretaria de salud donde se observa que Yucatan es el estado
con la mayor cantidad de casos confirmados de dengue, b) Estados con casos confirmados
de infeccion por virus del Nilo occidental hasta el 2012. c) Incidencia de casos aut6ctonos

del virus de Zika, hasta el cierre de 2019

L 4
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1.2 Biologia de los MicroRNAs

1.2.1 Biogénesis, y mecanismos moleculares

Los microRNA (miRNA) son RNA no codificantes que regulan los niveles
transcritos y el estado de traduccion de los RNA mensajeros (MRNA) la parte central
del miRNA es la denominada “regién semilla” la cual comprende una zona entre los
nucleédtidos 2 a 8, de la secuencia de miRNA, que tiene una complementariedad
perfecta con la UTR 3’ del mRNA 27:28

En cuanto a la biogénesis de los miRNAs en eucariontes (fig. 3). El gen del
mMiRNA es tipicamente transcrito por la RNA polimerasa Il como RNA primario (pri-
MiRNA), que se escinde en miRNA precursor (pre-miRNA) por los complejos de
microprocesadores nucleares que consisten en la endonucleasa Ribonucleasa llI
Drosha y la proteina cofactorial sindrome de DiGeorge regidbn cromosOmica 8
(DGCRS8), el pre-miRNA consiste en una horquilla de ~ 70 nt de longitud

imperfectamente complementaria, la cual es exportada al citosol por la exportina-5.
27, 28.29

En el citoplasma, Dicer escinde enzimaticamente el pre-miRNA del tallo-bucle a
duplex de miRNA de doble cadena de 22 nucledtidos de largo; por lo general, un
brazo de la horquilla del pre-miRNA se convierte en el miRNA maduro, el cual es
estable después de la escision de Dicer y se incorpora en las proteinas Ago, Agol
y Ago2 en el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) mientras que el
otro brazo del pre-miRNA, (miRNA *) se degrada rapidamente.?°: 303

El complejo ribonucloproteico miRNA:RISC regula la expresion génica mediante dos
mecanismos diferentes, dependiendo de la complementariedad con las secuencias
del miRNA al RNA mensajero (mMRNA) blanco. Una coincidencia de
complementariedad perfecta generalmente induce a la degradacion del mRNA,
como resultado de la actividad endonucleasa de Ago2. Por otro lado, la inhibicion
de la traduccion se produce como resultado de una union complementaria

imperfecta del complejo RISC a las secuencias blanco 28 32.33

10
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Figura 4: Biogénesis de miRNA. 1-Trascripcion del gen del miRNA, por parte de la RNA
polimerasa Il. 2- Escision del pri-miRNA a pre-miRNA por los complejos de
microprocesadores nucleares 3- Trasporte del pre-miRNA al citoplasma por la trasportina-
5. 4- Union del pre-miRNA con Dicer y formacion del miRNA maduro, por escision de la
horquilla del pre-miRNA 5- Formacién del complejo RISC, 6- union del complejo RISC con

el mMRNA para su degradacién. Creado en BioRender.com.

1.2.2 Prediccion de blancos.

Los miRNA representan un mecanismo epigenético que regula la expresion
génica en muchos procesos homeostéaticos y condiciones patolégicas dentro de las
células.®* El reto de estas predicciones radica en definir el mRNA blanco al cual el
MiRNA se une; esto debido a que se ha reportado que los miRNAs pueden
presentar multiples sitios de unién a diferentes MRNA o un solo miRNA puede unirse
a mas de un sitio del mMRNA3® Con el fin de desarrollar algoritmos computacionales
que identifiguen genes blanco de miRNA, se han desarrollado algoritmos de
prediccion que se basan en su capacidad termodinamica de union de los miRNAs a
las miRNAs, esto a partir de datos experimentales que han previamente demostrado

como es el mecanismo biolégico de accién de los microRNA (Tabla 2).%6:37

L 4

L 4
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Tabla 2: Algoritmos de prediccion de objetivos in-silico

Algoritmo
RNAhybrid

Inta- RNA

sTarMir

miRanda

Funcion
Este algoritmo calcula la energia libre minima de
los hibridos miRNA-objetivo utilizando principios
termodinamicos.
un programa para la prediccion rapida y precisa de
interacciones entre dos moléculas de RNA.
Predice las interacciones RNA-RNA mediante un
enfoque basado en energia.
Predice primero las estructuras secundarias del
objetivo, posteriormente, se predicen los posibles
sitios de unién de miRNA
Este algoritmo identifica los duplex miRNA-MRNA
diana, teniendo en cuenta los emparejamientos

erréneos, los huecos
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2 ANTECEDENTES

2.1 miRNAs como antivirales y pro-virales

Los virus de RNA de cadena sencilla polaridad positiva, presentan una
estructura que asemeja a los mRNA propios de las células a las que infectan, lo que
potencialmente permite la unidn directa de los miRNAs al RNA viral, y promueve
una interaccion entre ellos. Hasta el momento se han identificado dos posibles
fendmenos en la interaccion directa de los miRNAs con los genomas virales: el
primero de ellos pueden ejercer un efecto antiviral que conlleva a la inhibicion de la
replicacion del genoma viral mediante su degradacion. El segundo se les ha
atribuido un efecto pro-viral dado que su unién puede estabilizar el genoma del virus
para favorecer la replicacion viral, también se ha observado relaciones indirectas
entre miRNAs y los genomas virales las regulaciones a la alta o a la baja de los
primeros afecta el desarrollo de la infeccion viral.*® Algunos ejemplos de estas

interacciones en células de humanos son mostrados en la tabla 3.

Tabla 3: Ejemplos de relaciones entre miRNA de humano y virus

MiRNA Mecanismo Referencia
miR-28-5p° Regula la represion traduccional del RNA del VIH- [39]
miR-150° 1, durante la infeccién por VIH-1 de células T CD4
miR-223° + in vitro.
miR-382°
MiR-132° Promueve la replicacion viral en células T Jurkat, [40]

asi como la reactivacion en células con infeccion
latente de VIH-1

13
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Continuacioén tabla 3

miR-142-3p*

miR-323*
miR-491*

miR-654*

miR-30e*

miR-122°

miR-17°

miR-432°

miR-146a°

Previene la traduccion del genoma EEEV entrante
y la replicacion del virus en macrofagos humanos y

murinos, asi como en células dendriticas

inhiben la replicacion del virus de la influenza
AH1N1 a través de la union al gen PB1. El andlisis
mutacional mostro que los tres miRNA se unen a la
misma region conservada del gen PB1

suprimié significativamente la replicacion de DENV
al promover la produccion de IFN- dependiente de
NF-kB

Presenta interaccion con el virus de la hepatitis C
(VHC) ya que en lugar de unirse a la 3’ UTR, miR-
122 se une a la 5 UTR del VHC, evitando la
actividad de la exonucleasa del huésped y la

degradacion del RNA

Se une a la region 3° UTR del genoma del virus de
la diarrea viral bovina (BVDV) aumentando tanto la

traduccion viral como la estabilidad del RNA.

La regulacién a la baja, mediada por la infeccion de
JEV conduce a la regulacién al alza de SOCSS5, lo
gue ayuda al virus a evadir la respuesta antiviral

celular.

DENV aumenta el nivel de expresion, lo que apoya
la replicacion viral al amortiguar la producciéon de
IFN.

°miRNA con actividad pro-viral. *miRNA con actividad antiviral
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2.2 Aplicacion de los miRNAs como vacunas
Actualmente existen excesos farmacos para la prevencion de infecciones por
flavivirus y los existentes no son tan efectivos y seguros como se espera en algunas
situaciones debido a mutaciones y variaciones de los virus. Las vacunas existentes
anti-flavivirus estan basados en diferentes enfoques y caracteristicas estructurales

importantes de estos virus.*®

Las vacunas vivas atenuadas son muy eficaces en la estimulacion de la proteccion
inmunitaria a largo plazo y son de bajo cost,*® la vacuna 17D contra YFV se
desarrolld en la década de 1993 y ha demostrado ser segura y eficaz dada su
capacidad de inducir las respuesta inmunitaria innata y adaptativa, originando
anticuerpos contra la proteina de envoltura ademas que regula la respuesta
antiinflamatoria y proinflamatoria, °>°! sin embargo estas proteinas al ser virus
atenuados, las mutaciones pueden restaurar la virulencia de los virus en el cuerpo

humano, ademas de provocar efectos secundarios graves.51:48

Las vacunas inactivadas son desarrolladas a partir de material inactivado del virus,
este tipo de vacunas son relativamente seguras y sencillas de producir, pero el
efecto inmunitario es bajo al igual que su tiempo de respuesta,*® ejemplo de estas
son las dos vacunas, FSME-IMMUN ® (Pfizer) y Encepur ® (GlaxoSmithKline), las

cuales utilizan el virus completo de TBEV inactivado con formalina como antigeno.>?

Las vacunas de recombinacion genética utilizan la ingenieria genética, para aislar
el gen del antigeno y transferirlo a otro sistema vivo para su expresion,*®53 en este
tipo de vacuna se encuentran las vacunas recombinantes, Dengvaxia ® (Sanofi
Pasteur) es un ejemplo de este tipo de vacunas, utiliza el esqueleto del vector de la
vacuna 17D en el que los genes que codifican las proteinas estructurales prM y E
del YFV han sido reemplazados por los genes correspondientes de DENV-1,2,3 0
4.5 Las vacunas de DNA y RNA, permiten la inyeccién de plasmidos modificados
genéticamente que contienen secuencias que codifican antigenos, de modo que las
células produzcan antigenos directamente, provocando asi una respuesta

inmunitaria protectora,*®
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Por Ultimo, se trabaja en el disefio de vacunas recombinantes de flavivirus
genéticamente modificados con MRE (elementos de reconocimiento de miRNA),
Heiss et.al; observaron que la neurovirulencia de TBEV/DEN4 en ratones se redujo
o elimind en gran medida mediante la introduccion de la secuencia objetivo de
MIiRNA let-7c, mir-9, mir-124a, mir-128a o mir-218, los virus que portaban un
objetivo complementario para mir-9 o mir-124a tenian una replicacion muy
restringida en células neuronales primarias, tenian acceso limitado al SNC de
ratones inmunodeficientes y conservaban la capacidad de inducir una fuerte
respuesta inmune humoral en monos, sin embargo también se observé que una
mutacion de un solo nucleétido en la secuencia objetivo let-7c restauro el fenotipo
neurovirulento del virus,> esto sugiere que los miRNA dirigidos a controlar la
patogénesis de los flavivirus podrian representar un enfoque racional para la

atenuacion del virus y el desarrollo de vacunas.

16



Objetivo

Ramos Esteban David

3 OBIJETIVO

3.1 General
Identificar microRNAs enddgenos de humano y mosquitos capaces de unirse
a las regiones 3’'UTR del genoma de distintos flavivirus, para determinar su potencial

participacion dentro de la replicacion y patogénesis viral.

3.2 Particular

e Obtener las regiones 3’'UTR del genoma de los virus DENV1, DENV2, DENV3,
DENV4, WNV1, WNV2, ZIKV, YFV, JEV, MVEV y USUV, para utilizarse como
blancos en los andlisis bioinformaticos.

e Obtener las secuencias de miRNA maduros a partir de los genomas de Homo
sapiens, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus, para emplearse como
moléculas diana dentro de los analisis bioinforméticos.

e Realizar las interacciones in-silico de miRNA endogenos de humanos y
mosquitos sobre la region 3’UTR de los genomas de flavivirus para determinar
su posible participacion en la replicacion de los genomas virales.

e Determinar la union de miRNA-mRNA enddgenos, anotaciones funcionales de
genes y rutas bioquimicas con el andlisis de Ontologia (GO) para definir su
patogénesis dentro de este tipo de infecciones.
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4 JUSTIFICACION

Los flavivirus son virus con un potencial pandémico capaces de producir
enfermedades a nivel mundial, por lo que su control en el vector o humano es de
vital importancia para prevenir potenciales enfermedades. Los microRNA (miRNA)
son RNA no codificantes que regulan los niveles transcritos y el estado de
traduccion de los RNA mensajeros (mMRNA), ademas algunos estudios han
demostrado que los miRNAs tienen potencial para ser utilizados como vacunas ya
que regulan las vias de defensa del mosquito y humano contra la infeccion por
flavivirus. Sin embargo, existen escasos estudios de todos los miRNAs en una célula

capaces de realizar dicha funcién de manera global.

El principal problema radica en la accién de los miRNA sobre sus blancos de mRNA,
ya que es dificil de caracterizar, porque cada miRNA tiene multiples blancos de
MRNA y viceversa; por lo tanto, la identificacién correcta de una interaccion sigue
siendo un desafio. En este trabajo se pretende utilizar herramientas bioinformaticas
con la finalidad de predecir los blancos de los miRNAs hacia los genomas virales y
a mRNA de la célula con la finalidad de contribuir al avance en el descubrimiento de

moléculas capaces de regular la replicacion de dichos virus.
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5 MATERIALESY METODOS

5.1 Set de datos.

Se descargaron de la plataforma GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) de

NCBI (the National Center for Biotechnology Information) las secuencias genémicas
de los flavivirus descritos en la tabla 4 y de la base de datos MiRBase

(https://www.mirbase.org) las secuencias de miRNAs maduros de humano (Homo

sapiens; hsa.gff3) y dos especies de mosquito: Aedes aegypti (aae.gff3) y Culex

quinquefasciatus (cfa.gff3).

Tabla 4: Secuencias de virus utilizadas

Virus Codigo NCBI
Virus del dengue serotipo 1 (DENV1) NC_001477.1
Virus del dengue serotipo 2 (DENV2) NC _001474.2
Virus del dengue serotipo 3 (DENV3) NC_001475.2
Virus del dengue serotipo 4 (DENV4) NC_002640.1
Virus de la fiebre amarilla (YFV) NC_002031.1
Virus de Zika (ZIKV) NC_035889.1
Virus de la encefalitis japonesa (JEV) NC_001437.1
Virus de la encefalitis del valle de Murray (MVEV) NC_000943.1
Virus de Usutu (USUV) NC_006551.1
Virus del Nilo Occidental serotipo 1 (WNV1) NC_009942.1
Virus del Nilo Occidental serotipo 2 (WNV2) NC_001563.2

5.2 Interacciones miRNA-genomas virales.

5.2.1 Algoritmos
RNAhybrid: Este algoritmo calcula la energia libre minima de los hibridos miRNA-
objetivo utilizando principios termodinamicos. Integra pardmetros de hélice,
restricciones de bucle y tiene en cuenta las oscilaciones G:U dentro de la region

semilla. Una hibridacién favorable ocurre tipicamente alrededor de -20 kcal/mol®®
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Inta-RNA: es un programa para la prediccion rapida y precisa de interacciones entre
dos moléculas de RNA predice las interacciones RNA-RNA mediante un enfoque
basado en energia que se basa en dos suposiciones: (1) la accesibilidad de los
sitios de interaccion es importante para la formacion de la interaccion, y (2) se
requiere una region semilla para iniciar la interaccion. La puntuacion de energia de
una interaccion RNA-RNA predicha, es la suma de las siguientes contribuciones: la
energia libre de hibridacion de las secuencias que interactian, y las energias libres
necesarias para desplegar los sitios de interaccion en ambas moléculas de RNA. La
energia libre necesaria para desplegar el sitio de interaccion, es decir, hacerlo
accesible, se calcula a partir del conjunto termodinamico de todas las estructuras

secundarias que pueden formarse a partir de la secuencia de RNA .56

miRanda: Este algoritmo identifica los duplex miRNA-MRNA diana, teniendo en
cuenta los emparejamientos erroneos, los huecos y los emparejamientos de bases
tambaleantes. Se extiende mas alla de la regién semilla para predecir todos los

posibles sitios diana de miRNA.>’

sTarMir: Asigna una probabilidad logistica como medida de confianza en el sitio
predicho. Para una interaccion miRNA: mRNA, STarMir predice primero las
estructuras secundarias del objetivo, posteriormente, se predicen los posibles sitios
de unién de miRNA para sitios sin semilla con una estabilidad hibrida de -15 kcal/mol
o inferior devolviendo el resultado como un AG de la interaccion. Para cada sitio, se
calcula una lista de caracteristicas basadas en la secuencia y la estructura, estas
caracteristicas son utilizadas por el modelo para calcular una probabilidad logistica
como medida de confianza en el sitio predicho® las mejores interacciones son
aquellas con un valor muy negativo del AG y un valor cercano a uno en la

probabilidad logistica.

5.2.2 Procesamiento de datos

Las secuencias FASTA de los flavivirus fueron procesadas usando el
algoritmo bedtools (https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/) para extraer la region
3'UTR de cada una de ellas, las cuales fueron utilizadas en las predicciones.
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Las interacciones se predijeron en la  plataforma  RNAhybrid
(https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid/). Se realiz6 la determinacion de
las interacciones entre los miRNA (Consulta) y las regiones 3'UTR de los virus

(objetivos), segun la tabla 5.

Tabla 5: Interacciones realizadas
Especie miRNA de consulta Objetivos
Homo sapiens
_ DENV1, DENV2, DENV3, DENV4, ZIKV, YFV
Aedes aegypti
Homo sapiens

_ _ JEV, MVEV, USUV, MNV1, MNV2
Culex quinquefasciatus

De los resultados obtenidos se realiz6 un analisis exploratorio de datos, para evaluar
su comportamiento, acorde a esto se realizg, un andlisis de correlacién basados en
la energia libre minima de hibridacién (MFE; kcal/mol). Se empleé el coeficiente de
correlacion de Spearman para comparar las interacciones entre los miRNA vy las
3'UTR de los distintos flavivirus. Correlaciones cercanas a 1 indicaban asociaciones
positivas, sugiriendo que un MFE mas bajo conducia a interacciones mas fuertes
con virus especificos, implicando sitios de union de miRNA compartidos entre ellos.
Por el contrario, correlaciones débiles cercanas a -1 implicaban asociaciones
negativas, lo que indicaba que un MFE mas alto daba lugar a interacciones mas
débiles entre el mMiRNA y los virus correlacionados, probablemente debido a la falta
de sitios de union comunes. Una correlacion cercana a cero indicaba la ausencia de

una relacion clara entre el MFE y las interacciones miRNA-3'UTR.

Se conservaron los miRNAs que presentaron interaccion con la region 3'UTR de
todos los virus evaluados, asi como un MFE < -20 kcal mol-1 (-84 kJ mol-1) y un
valor p <0.05. Las correlaciones fueron evaluadas utilizando el lenguaje de

programacion R%° y las interacciones se visualizaron con el programa Cytoscape.®°

Para validar las interacciones de los miRNA conservados estas se realizaron
nuevamente en las plataformas sTarMir (https://sfold.wadsworth.org/cgi-

bin/starmirtest2.pl), miRanda (http://www.microrna.org/microrna) e Inta-RNA
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(http://rna.informatik.unifreiburgde/INtRNAA/Input.jsp?example=IntRNAA_2719983
). En cada una de las plataformas, se ajustaron los parametros descritos en la tabla
6, posteriormente se realizaron mapas de calor de los resultados, utilizando el

entorno de R.

Tabla 6: Configuraciones realizadas en las plataformas de validacién

Plataforma Parametro Valor
RNAhibrid Valor p aproximado 3utr_human *
3utr_fly ©
sTarMir Modelo de prediccion V-CLIP based model (human) *°
Especie para prediccion Human (homo sapiens) *
Other °
miRanda umbral de energia de union -20 Kcal/mol *°
umbral de puntuacion 100 *°
Apertura de huecos (GOP) -Q *°
extension de huecos (GEP) -4 *°
Inta-RNA Numero minimo de pares de 8 *°

bases en semilla:
Numero maximo de desajustes 2*°

en semilla

* Configuracion para miRNA de humano. °Configuracion para miRNA de moquitos

5.3 Interaccidn y validacion miRNA-mRNA
Los miRNAs que presentaron interaccion con todos los genomas virales, en
todas las plataformas, fueron propuestos para identificar sus interacciones con los

MRNA de las células.

En el caso de humano los miRNAs conservados se ingresaron a la plataforma
miRDB (http://www.mirdb.org/), esta plataforma predice los genes de las proteinas
objetivo de los miRNAs en la célula, se contemplaron los 10 genes con la puntuacién

mas alta para el andlisis de ontologias; con el fin de validar dichas interacciones, se
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descarg6 las secuencias de estos genes de NCBI y se realizé nuevamente la

prediccion en la plataforma RNAhybrid.

Para las especies de mosquitos se descargd el transcriptoma de ambas especies;
A aegypti (AaegyptiLVP_AGWG_AnnotatedTranscripts.fasta), y C.
quinquefasciatus (CquinquefasciatusJHB2020 AnnotatedTranscripts.fasta) de la
base de datos VectorBase (https://vectorbase.org/vectorbase/app), se realizé la
prediccidn de las interacciones utilizando RNAhybrid y se consideraron los 10 genes

con la puntuacion mas alta para el andlisis de ontologias

5.4 Analisis de Ontologia (GO)
De los mMRNA encontrados se realizé el analisis de Ontologia (GO) para la
anotacion funcional de genes y prediccion de rutas bioquimicas. Para esto, se
ingresaron las proteinas resultantes de los mMRNA a la plataforma ShinyGo

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/), en esta se seleccionaron las bases de datos

GO biological Process, GO Cellular Component y GO Molecular Function; en las

tres se fij6 un FDR = 0.05 y se eliminaron las redundancias.
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6 RESULTADOS

6.1 Set de datos
Se obtuvieron de NCBI 11 secuencias de flavivirus de las cuales 4, son
serotipos de DENV y 2, serotipos de WNV, de miRBase se obtuvieron un total de

2693 miRNAs maduros de humano, 165 de A. aegypti y 93 de C. quinquefasciatus.

6.2 interaccién miRNA-genomas virales
De las interacciones realizadas en RNAhybrid se obtuvieron los resultado
presentados en la tabla 7, se muestran los miRNAs que presentaron interaccion

con por lo menos una region 3’'UTR de flavivirus.

Tabla 7: Interacciones obtenidas en RNAHybrid

Consulta Objetivo Total Total
MiRNASs interacciones
Humano JEV, MVEV, USUV, WNV1, 792 2801
WNV2, DENV1, DENVZ2,
DENV3, DENV4, YFV,

ZIKV

C. quinquefasciatus JEV, MVEV, USUV, WNV1, 71 310
WNV2

A. Aegypti DENV1, DENV2, DENV3, 148 688

DENV4, YFV 'y ZIKV

De estas interacciones se realiz6 un analisis exploratorio de datos, donde se
observd que los datos no siguen una distribucion lineal (fig. 5a-5c), ya que se
observa un sesgo hacia la derecha, es decir la mayoria de las interacciones
presentan valores cercanos al cero, indicando interacciones débiles entre miRNA 'y
virus, basado en esto se realizé un analisis de correlacion basados en la energia
minima libre de hibridacion (MFE; kcal/mol), la cual indica que tan espontanea es la

interaccién, entre mas negativa sea, mas probable es que ocurra la interaccion. Se

24



Resultados

Ramos Esteban David

empleod el coeficiente de correlacion de Spearman para comparar las interacciones
entre los MIRNA y las 3'UTR de los distintos flavivirus.

En el caso de humano se observo una fuerte correlacion positiva entre los dos
serotipos de WNV (0.83), mientras que, de los serotipos de dengue, DENV1-DENV3
(0.57) son que presenta una correlacion significativa, todas estas correlaciones
sugieren una alta afinidad del miRNA con la 3'UTR del genoma del flavivirus y en
consecuencia sitios de union parecidos entre ellos, por otro lado, DENV1-YFV (0.0)
y JEV-DENV2(0.0) no presentan correlacion, sugiriendo asi una afinidad poco clara
del miRNA con la 3'UTR. Finalmente, DENV2-DENV1 (-0.06) practicamente no
presentan relacion entre ellos, a la par las correlaciones DENV2-MVEV (-0.11),
DENV4-YFV (-0.13) y USUV-YFV (-0.17), presentan una ligera correlacion negativa
lo que se traduciria como sitios de union diferente. En el caso de A. Aegypti, DENV1-
DENV3 (0.69) es la correlacion mas significativa, mientras que DENV3-YFV (0.28)
no presentan una correlacion importante; con C. Quinquefasciatus, las
correlaciones USUV-MVEV (0.60), MVEV-JEV (0.35); presentan respectivamente

este mismo comportamiento.
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Figura 5: Analisis estadistico de las interacciones miRNA-3'UTR de flavivirus. Analisis

exploratorio de datos a) humano, b) A. aegypti, c) C. quinquefasciatus; donde el diagrama

de dispersion muestra una dispersion no lineal de los datos, la gréfica de frecuencias

muestra un sesgo de los datos a la derecha, se presente también un andlisis de

correlacion de Pearson, el cual no es una representacion adecuada de datos. Andlisis

de correlacion de Spearman, basados en el MFE de las interacciones entre los miRNA 'y

las 3'UTR de los distintos flavivirus, d) humano, e) A. aegypti, f) C. quinquefasciatus.
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De las interacciones obtenidas, de humano se conservaron 23 miRNAs (fig. 6A) de
C. quinquefasciatus se seleccionaron 21 (fig. 6B) y de A. Aegypti se conservaron 33
(fig. 6C), todos estos presentaron interaccion con todas las regiones 3'UTR

evaluadas, un MFE < -20 Kcal/mol y un valor p <0,05.

De los miRNAs seleccionados, hsa-miR-6089 (-38.3), hsa-miR-6791 (-38.2) y hsa-
mMiR-6756 (-36.1) para humano, aae-miR-263b-5p(-24.8), aae-miR-11-5p(-24.8),
aae-miR-980-5p (-25.9) de A. aegypti y cqu-miR-79 (-38.4), cqu-miR-8(-25.3), cqu-
miR-317(-22.9) de C. quinquefasciatus, mostraron las interacciones con las
energias mas negativas con la region 3 'UTR de los flavivirus por lo que estos son
los miIRNAs que se presume presentaron una mayor interaccion. Se evidencio
también que las interacciones presentadas por los miRNAs de humano presentan
valores MFE por debajo de -35.12 Kcal/mol en comparacién a las interacciones
presentadas por los miRNAs de ambas especies de mosquitos, las cuales presentan
interacciones por arriba de este valor, lo que se puede entender que los miRNAs de
humano presenta mayora afinidad por las regiones 3'UTR de los flavivirus en

comparacion que los miRNAs de mosquitos.
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Figura 6: Red de interaccion entre las regiones 3'UTR de flavivirus y miRNAs en
RNAhybrid. Los circulos con diametro mas grandes representan valores MFE mas
negativos en los resultados por especie y el color de este a los resultados a nivel general,
todo los miRNAs observados presentaran interaccion con todos las regiones 3'UTR
evaluadas, MFE< -20 y valor p < 0.05. A — Red de interacciones de miRNAs de humano,
B — Red de Interaccion de miRNA de C. quinquefasciatus, C — Red de Interaccion de miRNA

de A. aegypti.

De los miRNAs seleccionados se ejecutd nuevamente la prediccion de las
interacciones en tres diferentes plataformas (sTarMir, RNA e Inta-RNA) siguiendo
las condiciones y configuracion previamente descritas con el fin de validar las

interacciones arrojadas por RNAhybrid.

El algoritmo STarMir evalla las estructuras secundarias de las secuencias
evaluadas, predice el sitio de union de estas y devuelve una respuesta de la
interacciébn como AG de la energia de hibridacién, (equivalente al MFE) obteniendo
respuesta en todas las predicciones. En esta plataforma las interacciones de los
mMiRNAs de humano (fig. 7a) que presentaron un AG mas negativo fueron hsa-
mMiR638|ZIKV y hsa-miR-4885-5p|WNV1, por otro lado, la interaccion hsa-miR-328-
5p|MVEV es la que presento el AG mas positivo. Ademas de eso ZIKV fue quien
presento las interacciones con los AG mas negativos en contraposiciéon a USUV que
presento los AG mas positivos, mientras que los miRNAs, hsa-miR-10400-5p y hsa-

mMiR-6762-3p mostraron este mismo comportamiento respectivamente.

Para los miRNAs de A. Aegypti la interaccion que presento el AG mas negativo fue
aae-miR-282-5p|DENV4, por otro lado, las interacciones aae-miR-9c-5p/DENV1,
aae-miR-9a|DENV1, aae-miR-316|DENV4 y aae-miR-286a|ZIKV son las que
presentan el AG mas positivo, para el caso de C. Quinquefasciatus cqu-miR-10-3p
y JEV mostraron el AG mas negativo en sus interacciones, en contraste con cqu-
miR-1175-5p y USUV con el AG mas positivo de todas las interacciones realizadas

en esta especie (fig. 7¢).
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Culex Quinquefasciatus
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Figura 7: Heatmap de interacciones en sTarMir. El algoritmo STarMir devuelve una

respuesta como AG de la energia de hibridacion, obteniendo respuesta en todas las
predicciones. a) Interacciones de miRNAs de humano, b) Interacciones de miRNAs de A.
Aegypti, c) interacciones de miRNAs de C. quinquefasciatus.

La plataforma miRanda da prioridad a los heteroduplex que se pueden presentar en
la interaccion predicha y presenta resultados como energia de hibridacion; de las
interacciones de los miRNAs de humano (fig. 8a), el miRNA hsa-miR-4745-5p es el
que presenta el menor niumero de interacciones (6), mismo caso con DENV2 que
presento 8 interacciones sin resultados, por otro lado, hsa-miR-6791-5p, es el

miRNA que presenta las energias de hibridacion con los valores mas negativos.

A. aegypti, es de las tres especies, el que presenta mas interacciones sin resultados,
asi como la energia de hibridacién con los valores mas positivos, aae-miR-2945-5p
y aae-miR282-5p son los miRNAs que presentan las interacciones con los valores
MAas negativos, en contraposicion a aae-miR-11-5p que presento solo un resultado
en todas las interacciones realizadas, por el otro lado, DENV1 y DENV2 son los
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virus que presentan la mayor cantidad de interacciones con resultados (fig. 8b).

Finalmente C. quinquefasciatus presenta el miRNA cqu-miR-1174 sin resultados en

las interacciones, mientras que cqu-miR-993-5p y cqu-miR-210-3p son los que

presentan los valores mas negativos, en tanto que WNV2 presenta las dos

interacciones con los valores mas negativos (fig. 8c).
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Figura 8: Heatmap de interacciones en miRanda. Este algoritmo arroja un resultado como
energia de hibridacién, presentando interacciones sin resultado, representados en color
rosa. a) Interacciones de miRNAs de humano, b) Interacciones de miRNAs de A. Aegypti,

c¢) interacciones de miRNAs de C. quinquefasciatus.

Por ultimo, la plataforma Inta-RNA basa sus predicciones en la energia que se
requiere para desplegar el sitio de union de ambas moléculas y la energia para
realizar la hibridacién, presentando el mismo comportamiento que la plataforma
anterior arrojando interacciones sin resultado, nueve para el caso de humano (fig.
9a), de las cuales hsa-miR-6724-5p y hsa-miR-10400-5p presentan tres cada unoy
los virus DENV2 y YFV dos cada uno, por otro lado, la interaccién hsa-miR-6791-
5p|JEV presento la interaccion con la energia de hibridacion mas negativa, y en
general es el miRNA que presenta las interacciones con la energia mas negativa,

Para A. Aegypti 11 miRNAs no obtuvieron resultado en por lo menos una interaccion,
siendo el miIRNA aae-miR-286a quien presento solo dos interacciones, DENV2 fue
el virus que mas interacciones sin resultados con un total de 8, caso contrario a
ZIKV y YFV los cuales presentaron interaccion con todos los miRNAs, este ultimo
presentando la energia mas negativa en su interaccion con los miRNAs aae-
miR282-5p, aae-miR-92b-5p. Con C. quinquefasciatus, la interaccion cqu-miR-
79|JEV fue la interaccion con la energia de hibridacion méas negativa, el miRNA cqu-
miR-71-3p no presentd ninguna interaccion, y los miRNAs cqu-miR-980 y cqu-miR-
184 no presentaron tres de las cinco interacciones realizadas, de los virus; USUV,

WNV1y WNV2 también presentaron tres interacciones sin resultados.
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Figura 9: Heatmap de interacciones en INTA-RNA. Este algoritmo arroja un resultado
como energia, presentando interacciones sin resultado, representados en color rosa. a)
Interacciones de miRNAs de humano, b) Interacciones de miRNAs de A. Aegypti, C)

interacciones de miRNAs de C. quinquefasciatus.

Al observar los resultados de todas las plataformas se obtuvo miRNAs que
presentaron todas las interacciones en las cuatro plataformas evaluadas, 8 el caso
de humano, 14 en A. Aegypti y 12 para C. quinquefasciatus (Tabla 8), de estos
mMiRNAS, se realiz6 la busqueda de sus mMRNA blancos en las células.
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Tabla 8: miRNAs con interacciones en las cuatro plataformas de prediccion

Humano Aedes aegypti Culex quinquefasciatus
miR-4722-5p miR-11-3p miR-316 miR-1175-5p miR-285-5p

miR-608 miR-11919 miR-79-5p miR-14 miR-305-5p

mMiR-661 miR-11924  miR-92a-3p miR-2 miR-71-3p
miR-6756-5p miR-193 miR-92b-3p miR-210-3p miR-79
mMiR-6762-3p miR-263a-3p miR-9a miR-278 miR-989
mMiR-6765-5p miR-282-5p miR-9b miR-283 miR-993-5p
miR-6791-5p mMiR-2945-5p  miR-9c¢-5p
miR-6842-5p

6.3 Interaccion miRNA-mRNA

Al realizar las predicciones de los MRNA objetivos de los miRNAs propuestos

(Anexo 1), en el caso de humano, de las interacciones resultantes se obtuvieron 4

proteinas que presentaron interaccion con minimo dos miRNAs (Tabla 9), se

observé que la secuencia de reconocimiento del miRNA hsa-mir-608, esta presente

en tres de las cuatro proteinas rescatadas, resaltando la proteina NFIC que presenta

actividad dentro del proceso de replicacién de adenovirus.

Tabla 9: Proteinas objetivo de mas de dos miRNAs de humano

Proteina
IQSEC2

NFIC

MDGA1

IL1IRAP

Descripcion

Factor de intercambio de nucle6tidos de

guanina para las proteinas de uniéon a GTP ARF

Reconoce y se une a la secuencia palindrémica
5-TTGGCNNNNNGCCAA-3

promotores celulares y en el

presente  en
origen de
replicacion del adenovirus tipo 2.

Puede funcionar inhibiendo la actividad de
NLGN2.

ILIRL2 en el

Correceptor de sistema de

sefalizacion IL-36
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miRNAS
hsa-mir-608

hsa-mir-6756-5p
hsa-mir-6842-5p
Hsa-mir-608

hsa-mir-6756-5p
hsa-mir-6842-5p

Hsa-mir-608

hsa-mir-6791-5p
hsa-mir-6762-3p
hsa-mir-6791-5p
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Con A Aegypti de las proteinas objetivo (Anexo 2) se observaron 7 proteinas como

objetivo de dos miRNAs cada una, es de mencidn que las proteinas AOA6IBTB27 y

AOAGIBTARS, presentan la misma actividad, y ambas también son objetivo de miR-

9c-5p (Tabla 10).

Tabla 10: Proteinas objetivo de mas de dos miRNAs de A. Aegypti

Proteina

Descripcion

AOAOPGIUES  Actividad catalitica (guanilato ciclasa)

AOA903U949

AOA903VK54

AOA903VMD1

AOAGISBTB27

AOAGISTARS

AOA089ZWV3

Elemento de la via de sefalizacion TORC1
gue actta como mediador de diversas
sefiales y que reprime la transcripcion de la
RNA polimerasa .

Proteina que contiene el dominio de la regiéon
de union al ligando del receptor

Subtipo de receptor NMDA de canales
i6nicos activados por glutamato con alta
permeabilidad al calcio y sensibilidad al
magnesio dependiente del voltaje

Proteina que contiene dominio tipo C3H1

Proteina que contiene dominio tipo C3H1

Media la permeabilidad de los iones de sodio

dependiente del voltaje de las membranas

excitables.

miRNAs
miR-11-3p

miR-9b

miR-11-3p
miR-79-5p

miR-11924
MiR-2945-5p
miR-11924
miR-316

miR-282-5p
miR-9c¢c-5p
miR-316
miR-9c-5p
miR-92a-3p

miR-9a

C. Quinquefasciatus en sus blancos (Anexo 3) mostro al igual que humano 4

proteinas que comparten miRNAs, se observa que miR-993-5p se une a las cuatro

proteinas, ademas para el caso de BOWH17 y BOWL15, comparte unién con miR-
210-3p (Tabla 11).

37



Resultados

Ramos Esteban David

Tabla 11: Proteinas objetivo de mas de dos miRNAs de C. Quinquefasciatus

Proteina Descripcion MiRNAs
BOWHL17 Proteasa m1 metaloproteasa de zinc miR-210-3p
miR-993-5p
BOWL15 Proteina 2 de resistencia a mdultiples miR-210-3p
farmacos miR-993-5p

BOWNCS5 Receptor tipo B del acido gamma- miR-278
aminobutirico miR-993-5p
BOW9C4 Portador de piruvato mitocondrial miR-305-5p
miR-993-5p

6.4 Analisis de ontologias (GO)
Se realiz6 el andlisis de ontologias de las proteinas codificadas por los mMRNA
afectados por los miRNA (mostradas en los anexos), este analisis se dividi6 en tres

aspectos; procesos biologicos, funciones celulares y ubicacion en la célula.

En humano en el primer aspecto, se observan dos procesos impactados en mayor
medida, por un lado, la sefalizacion entre células, de manera particular en la
sefalizacion en las sinapsis y por el otro lado en la regulacion negativa de la
trascripcion en varios niveles (fig. 10a), es interesante ver que el desarrollo de tejido
adiposo se ve afectado en menor medida, se observan funciones relacionadas al
proceso de regulacién contemplados anteriormente, entre las que se notan la unién
a secuencias especificas de DNA, unién a regiones reguladoras de transcripcion,
union de la doble cadena de DNA (fig. 10b), por mencionar algunas. El analisis de
la ubicacion, arroja que las proteinas se encuentran en su mayoria en las
membranas de los organelos, y de forma extracelular (en las sinapsis y en la union
entre células), otras se encuentras en la cromatina, y en menor medida en

componentes celulares variados.
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Figura 10: Ontologias de proteinas blanco de miRNAs de humano. a) Red de interaccién
de los procesos biolégicos afectados por las proteinas evaluadas, se observan dos redes
de proceso que no presentan relacion entre ellas ademés de dos procesos que presentan
relacion entre ellos, pero no con las redes. b) Red de funciones celulares se observan la
mayoria de las funciones relacionadas, dos pares de funcion