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RESUMEN

El virus del Zika (ZIKV) pertenece a la familia Flaviviridae género Flavivirus cuyo principal
vector son mosquitos del género Aedes. Es un virus de importancia médica debido a que
sus infecciones se han asociado con el desarrollo de sindrome congénito que causa un
patron de defectos de nacimiento entre los que destaca la microcefalia. También estd

asociado con el desarrollo del sindrome de Guillain-Barré.

Los flavivirus son virus envueltos con genoma de +ssRNA de aproximadamente 11 kb que
codifica para un solo marco abierto de lectura (ORF) el cual estd flanqueado por regiones

no traducidas (UTR) en sus extremos 5’ y 3’.

Durante la infeccién por flavivirus, la exonucleasa celular Xrnl degrada el RNA gendmico
(gRNA) en sentido 5’-3’, sin embargo, las estructuras secundarias resistentes a Xrnl
(xrRNAs) del extremo 3’UTR impiden la degradacion completa, lo que genera la
acumulacién de productos de la degradacién incompleta del gRNA conocidos como RNA
subgendmicos flavivirales (sfRNA). Los sfRNAs tienen diversas actividades bioldgicas que
confieren ventajas evolutivas a los flavivirus, dentro de las que destaca la capacidad de
evasion de la respuesta inmunoldgica, principalmente la de RNA de interferencia (iRNA) en

mosquitos y de interferones de tipo | (IFNs-I) en humanos.

Durante la replicacion viral, la baja fidelidad de la RdRp permite la generacion de
poblaciones genéticamente heterogéneas, conocidas como cuasiespecies; aquellas que
tienen mayor adaptacion a su hospedero tienden a tener mayor fitness epidemiolégico. Se
ha descrito que virus con alto fitness epidemioldgico tienden a acumular mas sfRNA y dada
la alta diversidad genética de la poblacidn mexicana, es probable que las cuasiespecies
seleccionadas en nuestro pais sean diferentes a las reportadas en otras regiones endémicas,

principalmente en su capacidad de acumulacion de sfRNA.

En este trabajo se evalud la capacidad de acumulacidon de sfRNA en células C6/36 y U937
infectadas con tres aislados de ZIKV, uno referencia (ZIKV PR) y dos mexicanos (ZIKV OAX1
y OAX2). Posteriormente se realizd la cuantificacion relativa de sfRNA y gRNA mediante RT-

gPCR. Los resultados se analizaron mediante el método 222 adicionalmente los

Vi



amplicones se resolvieron en geles de agarosa para analizarlos mediante densitometria.
Ademas, se titulé la progenie viral de los modelos celulares utilizados por

inmunocitoquimica.

Los resultados mostraron que en las células C6/36 hay una correlacion entre la acumulaciéon
de sfRNA vy el titulo viral expresado por cada uno de los aislados virales, sin embargo,
acumulan menores cantidades de sfRNA en comparacion con la cantidad acumulada en

células U937.

El aislado ZIKV OAX2 mostrd ser el virus mas infectivo en ambas lineas celulares y con
tendencia a mayor capacidad de acumulacion de sfRNA en C6/36, aunque no
significativamente, pero sugiere que posiblemente las cuasiespecies seleccionadas en
nuestro pais podrian ser diferentes a las de otras regiones endémicas en su capacidad de
acumulaciéon de sfRNA. Sin embargo, se detectaron productos inespecificos en las
amplificaciones, probablemente por la formacién de dimeros de oligonucledtidos por lo que

se requiere optimizar la estrategia experimental para corroborar los resultados.

vii



INTRODUCCION

Los virus son definidos como parasitos intracelulares obligados ya que requieren de la
maquinaria celular para replicarse y generar progenie viral. Se conforman de una o varias
moléculas de acidos nucleicos donde codifican su informacion genética y de proteinas que
encapsidan al genoma y para el caso de los virus envueltos, una membrana lipidica con

glicoproteinas estructurales (Flint et al., 2015).

Los virus de la familia Flaviviridae causan un conjunto de enfermedades de importancia en
la salud publica de nuestro pais, asi como de otros paises, tal es el caso de la fiebre amarilla,
encefalitis japonesa, enfermedad del dengue y del Zika, por lo que actualmente se
mantienen bajo vigilancia epidemioldgica (CENAPRED, 2018) y siguen siendo objeto de

investigacion.

Las infecciones por ZIKV se caracterizan por la presencia de signos y sintomas como fiebre,
exantemas, artritis/artralgia, cefaleas, edemas vy conjuntivitis no purulenta. Esta
enfermedad no tiene cura, por lo que su tratamiento se conforma de medicamentos que
controlan los sintomas (Secretaria de Salud, 2017). A pesar de que sélo un 20-25% de las
infecciones presentan manifestaciones clinicas y que la mortalidad es practicamente nula,
la infeccion con ZIKV se ha asociado con el desarrollo de sindrome congénito que causa un
patron de defectos de nacimiento entre los que destaca la microcefalia. También esta
asociado con el desarrollo del sindrome de Guillain-Barré, enfermedad autoinmune en la
que el dafio neuronal ocasiona debilidad muscular o pardlisis, temporal o permanente.

(CDC, 2017; Song et al., 2017)

La implicacién que tienen los flavivirus en la salud publica de varios paises ha llevado a su
estudio para el entendimiento de sus mecanismos de infeccion, evasidon del sistema
inmunolégico y evolucién que han favorecido la generacién de fuertes brotes y con ello

ampliar su propagacion, con un alto potencial de invadir nuevas regiones.



MARCO TEORICO
Clasificacion y vectores de Flavivirus

El género Flavivirus pertenece a la familia Flaviviridae. Dentro de este género se encuentran
mas de 70 especies de virus de las cuales la mayor parte son arbovirus, virus transmitidos
por artropodos (Lindenbach et al., 2007). Dentro de los Flavivirus, el virus del Zika (ZIKV)
estd estrechamente relacionado filogenéticamente con otros virus de importancia médica
como los virus del dengue (DENV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus del Nilo
Occidental (WNV) y el virus de la encefalitis japonesa (JEV) (Figura 1), los cuales son

transmitidos por mosquitos (MbFv) (Gubler et al., 2007; Song et al., 2017).

MVEV Murray Valley encephalitis virus (MVE-1-51, AF161266)
uUsuv Usutu virus (Vienna 2001, NC_006551)

JEV Japanese encephalitis virus (K87P39, AY585242)
KOuv Koutango virus (Dak Ar D5443, EU082200)

WNV West Nile virus (NY99, DQ211652)

YAOV Yaounde virus (Dak Ar Y276, EU082199)

CPCV Cacipacore virus (BeAn 3276000, KF917536)

SLEV St. Louis encephalitis virus (Imperial Valley, JF460774)

1000 BAGV Bagaza virus (DakAr B209, NC_012534)
[_1' - : TV Israel turkey meningoencephalomyelitis virus (Israel/107458/2010, KC734551)
NTAV Ntaya virus (IPDIA, NC_018705)

TMUV Tembusu virus (JS804, NC_015843)

KOKV Kokobera virus (AusMRM 32, NC_009029)

AROAV Aroa virus (Macaray 01809, KF917535) Mosquito
ZIKV Zika virus (MR-766, KX377335)
KEDV Kedougou virus (DakAar D1470, NC_012533)
DENV  Dengue virus (New Guinea C, KM204118)
BANV Banzi virus (SAH 336, NC_029054)
UGsv Uganda S virus ("Uganda", DQ859065)
JUuGgv Jugra virus (P-9-314, DQ859066)
SABV Saboya virus (Dak Ar D4600, DQ859062)
BOUV Bouboui virus (Dak Ar B490, DQ859057)
EHV Edge Hill virus (YMP 48, NC_030289)
SEPV Sepik virus (MK7148, NC_008719)
WSLV Wesselsbron virus (SAH177, NC_012735)
YFV Yellow fever virus (Asibi, AY640589)
ENTV Entebbe bat virus (UglL-30, NC_008718)

YOKV Yokose virus (Oita 36, NC_005039)

0.1

Figura 1. Arbol filogenético basado en la secuencia de los genomas de algunos flavivirus
transmitidos por mosquitos. Modificado de Song et al., 2017.

Diversas especies de mosquitos selvaticos y urbanos del género Aedes son vectores de
transmisién del ZIKV tales como Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. apicoargenteus, Ae.
furcifer, entre otros. Sin embargo, el vector primario en el ciclo urbano es Ae. aegypti ya
gue su adaptacion a ambos ambientes le permite su co-circulacidon global en zonas

tropicales y subtropicales. Adicionalmente, Ae. albopictus es un vector secundario pero
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significativo de ZIKV que se distribuye en zonas tropicales y subtropicales, ademas es una
especie altamente invasiva que continuamente expande su distribucion geografica (CDC,
2016; Song et al., 2017). El ZIKV también se ha aislado de especies de mosquitos diferentes
a Aedes como Anopheles coustani y Mansonia uniformis (Vasilakis y Weaver, 2017) sin

embargo, su participacion como vector potencial no ha sido confirmada.

Estructura de la particula flaviviral

Los flavivirus son virus envueltos de un didmetro de aproximadamente 50 nm. Su material
genético es una molécula de RNA de cadena sencilla con polaridad positiva (+ssRNA), la cual
estd contenida en una cdpside proteica conformada por la proteina C viral; estos dos
elementos conforman la nucleocdpside (NC). La envoltura tiene una simetria icosaédrica y
es de naturaleza lipoproteica ya que estd conformada por una membrana lipidica derivada
del hospedero y dos proteinas virales: la E (de envoltura) y la M (de membrana) unidas por

dominios transmembranales (Figura 2) (Lindenbach et al., 2007).

T=3-like organization
of surface dimers
Figura 2. Esquema de la estructura de la particula flaviviral madura. Tomado de ViralZone by
ExPASy.



La proteina E es una glicoproteina de aproximadamente 450 aminoacidos conformada por
tres ectodominios (I, Il y Ill) y dos dominios transmembranales. A pH neutro sus
ectodominios se organizan en 90 homodimeros antiparalelos (T=3), lo que le confiere su
simetria (Figura 3). Esta proteina tiene dos funciones importantes: reconocimiento de
receptores celulares y regulacion de la fusion de membranas para la liberacion del genoma
viral al citoplasma celular, ya que la disminucion del pH endosomal induce un cambio
conformacional de los dimeros de E exponiendo el péptido fusogénico que permite la
interaccién con la membrana endosomal y la liberacién del genoma (Mukhopadhyay, et. al,

2005).

Figura 3. Organizacion T=3 en homodimeros de la proteina E en la particula flaviviral madura a pH
neutro. En rojo dominio I, en amarillo dominio Il y en azul dominio Ill. En verde péptido
fusogénico. Tomado de Mukhopadhyay et. al, 2005.

La proteina M se encuentra en cercania con la E y consta Unicamente de un dominio
transmembranal. La maduracién de esta proteina requiere de protedlisis, ya que
inicialmente es traducida como proteina precursora inmadura conocida como prM cuya
funcién como chaperona permite el acomodo y ensamblaje de |la proteina E en la progenie

viral (Lorenz et al., 2002). Posteriormente es cortada por la enzima celular furina en el trans-



Golgi, liberando el fragmento pr y a la proteina M madura (Stadler et al., 1997,

Mukhopadhyay, et. al, 2005).

La proteina C consta de aproximadamente 120 aminodcidos y se organiza en dimeros para
formar la NC, sin embargo, ésta no tiene una simetria bien definida. Se ha observado que la
estructura de la proteina C facilita la interaccion de la NC con la membrana lipidica lo cual
indica que la coordinacién entre la interaccién proteina C-membrana y prM-E en el reticulo
endoplasmico es la que permite el ensamblaje de la particula viral (Mukhopadhyay, et. al,

2005).

Genoma flaviviral

El genoma de los flavivirus es una molécula de RNA de cadena sencilla con polaridad
positiva, de aproximadamente 11 kb la cual codifica para un solo marco abierto de lectura
(ORF) flanqueado por dos regiones no traducidas (UTRs) altamente estructuradas y en su

extremo 5’ un CAP tipo | (m’GpppAmp) (Gebhard, et. al, 2011).

Cap 5’

El cap 5’ que tiene el genoma de los flavivirus es de tipo 1, es decir, que el primer nucledtido
del genoma estd unido a una 7-metilguanosina por medio de un 5-5" trifosfato
(m’GpppAmp) (Gebhard, et. al, 2011). Este cap es formado por la actividad metiltrasferasa
de la proteina NS5 viral y le permite al genoma viral ser reconocido por la maquinaria celular
para la traduccion de la poliproteina viral y para el mimetismo molecular que permite la
evasion de su deteccidn por PRRs citoplasmaticos. Sin embargo, se ha propuesto que la
proteina RIG-1 se une al extremo 5’ del RNA viral antes de que se le afiada el cap para asi
permitir desencadenar la respuesta inmunolégica antiviral mediada por interferones de

tipo | (IFNs-I) (Chazal et al., 2018).



Marco abierto de lectura (ORF)

El ORF flaviviral es de aproximadamente 10’233 nucledtidos y es traducido en una Unica
poliproteina de aproximadamente 3’400 aminodacidos (Rice et al., 1985) que es procesada
proteoliticamente co- y postraduccionalmente dando origen a dos grupos de proteinas:
estructurales y no estructurales. En el extremo N-terminal de la poliproteina se encuentran
las tres proteinas estructurales descritas anteriormente: C, prM y E. Seguidas de éstas se
encuentran siete proteinas no estructurales: NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 (Figura
4) las cuales son esenciales para la replicacién viral (Lindenbach et al., 2007; Gebhard et al.,

2011).

Una proteasa celular es la responsable de cortar entre las proteinas C/prM, prM/E, E/NS1y
2K-NS4B, mientras que la serina-proteasa viral NS3 corta entre las proteinas NS2A/NS2B,
NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K y NS4B/NS5 (Figura 4). Aun no se sabe la naturaleza de la
proteasa del hospedero que corta entre NS1/NS2A (Lindenbach et al., 2007).

A la fecha se desconoce la funcién primaria de NS1, pero se asume tiene diversas funciones
durante la replicacién y maduracion viral, adicionalmente se ha demostrado su asociacion
con diferentes proteinas celulares (Watterson et al., 2016). NS2A estd involucrada en el
ensamblaje viral ademads de ser un antagonista de la via de sefializacion de IFNs-I junto con
NS4A, NS4B y NS5 (Munoz-Jordan et al., 2003; Munoz-Jordan et al. 2005). NS2B es cofactor

de NS3 para conformar la serina-proteasa viral (NS2B3) (Morrison et al., 2012).

NS3 también tiene actividad RNA 5’ trifosfatasa para iniciar la formacion del cap 5’, asi como
dominios de NTPasa y RNA helicasa que participan durante la replicacién viral (Issur et al.,
2009; Kapoor et al., 1995). NS4A y B participan en la inhibicién de la sefializaciéon de IFNs-I,
ademas inducen la formacidon de estructuras membranales utilizadas como sitios de
replicacion viral y forman parte del complejo de replicacién, respectivamente (Miller et al.,
2006; Miller et al., 2007). Finalmente, NS5 tiene tres diferentes actividades enzimaticas:
guanililtransferasa y metiltransferasa necesarias para la formaciéon del cap 5, y RNA

polimerasa dependiente de RNA para la replicacion del genoma viral. Ademas, tiene



importancia en la inhibicién de la respuesta de IFNs-I como se mencioné anteriormente

(Morrison et al., 2012).

Regiones no traducidas (UTR)

El ORF flaviviral estd flanqueado por dos secuencias que no son traducidas (UTR), sin
embargo, tienen funciones importantes como promotores, potenciadores o represores de
la transcripcidn, replicacion, encapsidacién y la evasion de la respuesta celular antiviral, por
lo que contribuyen en la regulacion de la propagacion del virus (Gebhard et al., 2011). Ya
que flanquean al ORF se conocen como 5 y 3’ UTR (Figura 4) cuyas funciones y

caracteristicas estan mejor descritas para el virus del dengue.

5"UTR
Tiene un tamano de 95-101 nucleétidos, aproximadamente, los cuales se hibridan entre si
formando estructuras secundarias tipo tallo-burbuja o Stem Loops (SL). El primero,
denominado SLA, tiene una funcién promotora de la replicacién ya que recluta a la RdRp
(Filomatori et al., 2006; Yu et al., 2008), mientras que el segundo denominado SLB tiene una
secuencia que se hibrida con el 3’'UTR para la circularizacién del genoma, necesaria para

que ocurra la replicacién en direccién 3’-5’ (Alvarez et al., 2005).

3’UTR
Este UTR tiene un tamafio aproximado de 450 nucleétidos que forman tres tipos de
estructuras secundarias. El dominio | se encuentra justo después del coddn de paro del ORF
y es la regién mas variable en el 3’'UTR. El dominio Il estd formado por dos estructuras en
“dumbbell” (DBs) que contienen secuencias conservadas en todos los MbFv y cuyas
secuencias forman “pseudonudos” que participan durante la traduccién y replicacién viral
(Manzano et al., 2011). El dominio lll consta de la denominada secuencia conservada 1 (CS1)
gue contiene regiones complementarias al SLB del extremo 5'UTR para asegurar la

interaccion RNA-RNA que ocurre durante la replicaciéon (Hahn et al., 1987), finalmente se



encuentra el elemento 3’SL que también participa en la traduccién y replicacion viral

ademas de ser altamente conservado entre los flavivirus (Gebhard et al., 2011).
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Figura 4. Esquema del genoma flaviviral y sus elementos cap 5’, 5’ y 3’ UTR, asi como los
principales dominios de cada uno de ellos. En la parte inferior, procesamiento de la poliproteina
por proteasas celulares y virales con su respectivo sitio de corte. Modificado de Gebhard et al.,
2011y ViralZone by ExPASy.

Ciclo replicativo
Reconocimiento y entrada

Como se menciond anteriormente, la proteina E regula la entrada del virus mediante
endocitosis mediada por receptor, en la que sus residuos glicosilados regulan la
especificidad con que se unen a los receptores celulares (Navarro et al., 2003). Se han
identificado como receptores primarios de DENV a DC-SIGN, GRP78/BiP y moléculas
asociadas a CD14 (Mukhopadhyay, et. al, 2005). Para ZIKV la mayoria son de la familia de
las lectinas tipo C (CLRs), ademas de otros receptores de fosfatidilserina de las familias TIM

y TAM (Agrelli et al., 2019).

Una vez que la particula viral se ha adherido y ha sido reconocida, la célula la internaliza

por endocitosis, colocandola en un endosoma temprano a pH neutro.



Desencapsidacion

La disminucion del pH en el endosoma tardio induce cambios conformacionales en la
proteina E donde los dimeros se reorganizan en mondmeros lo que permite exponer los
péptidos fusogénicos; estos se acercan entre ellos formando trimeros, para posteriormente
insertarse en la membrana del endosoma. En esta posicidn el dominio Il se pliega sobre si
mismo lo que permite el acercamiento de la membrana viral con la membrana endosomal
y su posterior fusion (Allison et al., 1995; Stiasny et al., 2001; Mukhopadhyay, et. al, 2005),
formando un canal por donde se libera la nucleocadpside hacia el citoplasma donde

posteriormente se desensambla para liberar el RNA.

Traduccion y replicacion

Ya que el genoma viral es RNA y de sentido positivo, este es traducido directamente; esto
ocurre en la superficie del reticulo endopldsmico rugoso de la célula, donde la poliproteina
es procesada co- y post-traduccionalmente por enzimas virales y del hospedero para
generar las proteinas virales ya mencionadas (Mukhopadhyay, et. al, 2005). Las proteinas
estructurales prM y E una vez traducidas se traslocan al lumen del RE donde forman un
heterodimero listo para el ensamblaje mientras que la C se mantiene asociada en la cara

externa del RE (Lorenz et al., 2002).

Después de la traduccién del RNA viral, el virus induce la hipertrofia de algunas membranas
intracelulares y la formacion de paquetes de vesiculas donde ocurre la sintesis de RNA a los

gue se les conoce como complejos de replicacidon (Gebhard et al., 2011).

Una vez que se han traducido y procesado las proteinas no estructurales puede ocurrir la
replicacion en donde interviene la actividad de RdRp de la NS5 (Morrison et al., 2012). Para
esto es necesario que el genoma se circularice por la hibridacién de secuencias enel 5’ y 3’
UTR (Alvarez et al., 2005) lo que induce el reclutamiento de la NS5 comenzando la sintesis
de novo de una cadena de RNA complementaria a la del genoma con polaridad negativa; la
sintesis ocurre en direccion 3’-5’. Como resultado se forma un intermediario de RNA de

doble cadena (dsRNA) (Ackermann y Padmanabhan, 2001).



Posteriormente, la actividad NTPasa y helicasa de la NS3 permiten la liberacion de la cadena
sencilla de sentido negativo (-ssRNA) la cual es utilizada como molde por la NS5 para la
sintesis de varias cadenas +ssRNA. De manera simultdnea, la NS3 hidroliza el fosfato 5’ para
iniciar el capping de la cadena y lo concluye la actividad guanililtransferasa vy
metiltransferasa de la NS5. Con esto se obtienen varias copias del material genético listo
para su ensamblaje en nuevas particulas virales (Bartholomeusz y Wright, 1993; Ackermann

y Padmanabhan, 2001).

Ensamblaje y maduracion

Al inicio del ensamblaje, la proteina C interactia con el RNA sintetizado para formar un
precursor de la nucleocapside el cual llega al lumen del ER para continuar con el ensamblaje
de heterodimeros de prM-E y la membrana lipidica (Lindenbach et al.,, 2007), en este
proceso la prM tiene actividad de chaperona para permitir el plegamiento y ensamblaje de
E (Mukhopadhyay, et. al, 2005). Las particulas virales que salen del ER son inmaduras ya
gue no pueden inducir su fusidon prematura con membranas del hospedero y, por lo tanto,

no son infecciosas (Guirakhoo et al., 1991; Mukhopadhyay, et. al, 2005).

Para completar la maduracién la particula viral debe situarse en el trans-Golgi a pH acido
para que la envoltura se reorganice, exponga el sitio de corte de la prM y sea procesada por
la proteasa celular furina; esto permite el rearreglo de E y M en la particula viral
(Mukhopadhyay, et. al, 2005). Se ha reportado que el corte de la prM es indispensable en
la maduracidn viral debido a que la membrana adquiere su capacidad de fusion y
hemaglutinizacion y las proteinas de envoltura adquieren la capacidad de generar cambios
conformacionales a pH acido (Stadler et al., 1997), con esto la particula viral es

completamente madura y potencialmente infecciosa.

10



Figura 5. Rearreglo de las proteinas de envoltura flaviviral antes (izquierda) y después (derecha)
de su maduracion en el trans-Golgi. Tomado de Mukhopadhyay et. al, 2005.

Liberacion

Las particulas virales resultantes se colocan dentro de vesiculas celulares para su liberaciéon
de la célula por exocitosis. Durante la liberacidn se expulsan particulas maduras y subvirales,
estas Ultimas contienen proteinas de la envoltura y membrana, pero carecen de proteina C

y RNA por lo que no son infectivas (Lindenbach et al., 2007).
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Figura 6. Ciclo replicativo de flavivirus. Tomado de Lindenbach et al., 2007
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Respuesta celular antiviral

El sistema inmunolégico innato reconoce diversos agentes infecciosos mediante receptores
conocidos como PRRs (receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos) localizados estratégicamente en regiones celulares como la superficie celular,
el citoplasma o en endosomas, lisosomas y vesiculas, donde reconocen moléculas simples
o patrones moleculares presentes en microorganismos ausentes en la célula hospedera,

conocidos como PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) (Murphy, 2011).

Los principales receptores que reconocen flavivirus dentro de la célula son los receptores
tipo RIG-1 (RLRs) citosdlicos como RIG-1 y MDA-5, aunque se ha encontrado que algunos
receptores tipo toll (TLRs) endosomales, como TLR-3 y TLR-7, también son activados para

controlar la replicacién viral (Morrison et al., 2012; Suthar et al., 2013).

La activacion de estos receptores desencadena las vias de sefializacion para la transcripcién
de los genes de IFNs-I para la inhibicién de la infeccidn al interferir con el ciclo replicativo

viral (Schneider et al., 2014).

Activacion por RLRs

Los RLRs (Receptores tipo RIG-1) son PRRs citosdlicos que reconocen especificamente RNA
viral a etapas tempranas de infeccion. Para el caso de flavivirus el reconocimiento ocurre
una vez que la replicacidn ha iniciado ya que reconocen el intermediario replicativo de

dsRNA (Suthar et al., 2013).

Los principales RLRs que reconocen el RNA flaviviral son RIG-1 (Gen inducible por acido
retinoico tipo 1) y MDA-5 (Factor de diferenciacion del melanoma tipo 5), estos receptores
se activan al reconocer estructuras en el RNA y dsRNA viral. Una vez activos interactuan con
MAVS, una proteina mitocondrial sefializadora antiviral, a través de sus dominios CARD;
esto activa dos cinasas IkB: IKK-§ y TBK1 por la via de TRAF3; estas cinasas fosforilan dos
factores reguladores de interferdn (IRFs), IRF3 e IRF7, para permitir su traslocacién al nucleo
e inducir la transcripcidn de genes de IFNs-I (Kato et al., 2011) (Figura 7A).

12



La interaccion de RIG-1 con MAVS también activa simultdneamente una molécula
sefializadora que regula la activacién de los genes de IFN, conocida como STING. Esta
molécula al interactuar con MAVS e IRF-3 regula positivamente el reclutamiento de TBK1
para la fosforilacion de IRF-3 (Zhong et al., 2008). Simultdneamente, MAVS activa el factor
nuclear NF-kB (p50/p65) para inducir la expresidon de genes de citocinas proinflamatorias

(Kato et al., 2011).

Activacion por TLRs

La activacion mediante TLRs endosomales no es comunmente descrita para flavivirus, sin
embargo, se conoce estan involucrados TLR-3 que reconoce dsRNA y TLR-7 para ssRNA
(Figura 7B). ElI reconocimiento desencadena la fosforilacién de IRF-3 e IRF-7,
respectivamente, para su traslocacion al nucleo, tal y como ocurre mediante la via de los

RLRs (Murphy, 2011; Suthar et al., 2013).

El ssRNA que reconocen los receptores usualmente proviene del medio extracelular dentro
de particulas que al ser endocitadas exponen el ssRNA en endosomas o lisosomas. El dsRNA
generado durante la replicacion y ligando de las RLRs citoplasmaticas, es el intermediario
replicativo producto de la replicacién viral, como se mencioné anteriormente (Murphy,

2011).
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Figura 7. Esquema de la activacion de las vias de seializacién para inducir la produccién de IFNs-I
por el reconocimiento de RNA viral. A) Reconocimiento mediante RLRs. B) Reconocimiento
mediante TLRs. Modificado de Suthar, et al., 2013.

Interferones tipo 1 (IFNs-1)

La respuesta celular antiviral es llevada a cabo principalmente por citocinas conocidas como
interferones las cuales estan clasificadas en 3 grupos. Dentro del primer grupo (IFN1) se
encuentran IFN-a e IFN-B los cuales son los principales ejecutores de la respuesta antiviral
debido a su amplia expresion en casi cualquier tipo celular, sin embargo, durante una
infeccion la mayor produccién de IFN-a ocurre en células dendriticas plasmacitoides ya que

son células inmunes especializadas (Schneider et al., 2014).

Los IFNs-l tienen actividad paracrina y autocrina por lo que al ser liberadas
extracelularmente, se unen a células que expresan el heterodimero de receptores IFNAR1

e IFNAR2 (IFN-a receptor 1/2), esto activa la cascada de sefializacion JAK-STAT con la cual
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se induce la transcripcién de genes estimulados por interferén (ISGs) cuyas proteinas
interfieren en diferentes puntos del ciclo replicativo del virus estableciendo la actividad
antiviral per se, ademads de reforzar y regular la seializacién del interferén (Schneider et al.,

2014; Coccia y Battistini, 2015).

Evasidn del sistema inmunoldgico innato por flavivirus

Los flavivirus, a través de la evolucidn, han desarrollado estrategias activas y pasivas que
permiten la evasidn del sistema inmunoldgico del hospedero y su vector. Se ha observado
gue, en etapas tempranas de infecciones con flavivirus, como DENV y WNV, se induce la
formacidn de estructuras membranosas intracelulares donde se alojan proteinas virales no
estructurales, el dsRNA y nuevo RNA; esta compartamentalizacion crea un microambiente
parcialmente aislado en el citoplasma que evita la deteccién de estos componentes,

retrasando la activacion de la respuesta antiviral (Morrison et al., 2012; Suthar, et al., 2013).

Debido a que la respuesta de IFNs-I es una de las primeras lineas de defensa celular antiviral
en primates, se ha demostrado que su inhibicién es uno de los principales mecanismos
utilizados por diversos virus para evitar ser reconocidos o que se impida su replicacién, y asi
lograr establecer la infeccién productiva en el hospedero. Entre los flavivirus esto se ha
demostrado principalmente para DENV, WNV, YFV y ZIKV (Morrison et al., 2012; GoOertz et
al., 2016).

En el caso de DENV, se ha demostrado que componentes virales evaden la produccién y
sefializacion de IFNs-I. Actualmente se ha identificado la actividad de la proteasa viral NS2B3
en la inhibicién de la fosforilaciéon de IRF-3 via STING, resultando en la disminucién de la
produccién de IFNs-I. La inhibicién de la sefalizacidon de IFNs-I es realizada por la NS5 que
degrada STAT2 mientras que NS2A, NS4A y NS4B inhiben la via de sefializacién para la
activacion de STAT1 (Morrison et al., 2012).

En artropodos la respuesta antiviral es llevada a cabo principalmente por RNAs de
interferencia (iRNA) en la que la enzima Dicer corta dsRNA viral en fragmentos de 21
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nucledtidos, sin embargo, también se han descrito las vias de sefializacién Toll, IMD, JAK-
STAT vy apoptosis. Se ha observado que en el vector la evasion de la respuesta antiviral

dependiente de sfRNA esta encaminada a la inhibicidn estas vias (Goertz et al., 2016).

RNA subgendmico (sfRNA)

En una célula infectada por flavivirus el RNA liberado al citoplasma se conoce como RNA
genémico (gRNA). Cuando éste es reconocido como extrafio es degradado por la
exoribonucleasa celular XRN1 en sentido 5’-3’, sin embargo, su actividad es detenida debido
a las estructuras secundarias formadas en el extremo 3’UTR (Pijlman et al., 2008). Estas
estructuras adquieren una conformacion de “pseudonudos” ademds de contar con
secuencias resistentes a XRN1 (xrRNAs) que impiden su degradaciéon acumulando productos
de la degradacion incompleta del gRNA en el citoplasma conocidos como RNAs

subgendmicos flavivirales (sfRNAs) (Akiyama et al., 2016).

La formaciéon y acumulacién del sfRNA se ha asociado con la capacidad citopatica del virus,
ya que en células de mamifero (Vero) infectadas con virus mutantes incapaces de acumular
sfRNA, se observé una disminucién en la eficiencia de replicacién viral y mayor viabilidad
celular. De igual manera se relaciona con la patogenicidad viral ya que ratones inoculados
con los virus mutantes incapaces de acumular sfRNA, no se observaron manifestaciones asi
como una menor mortalidad en comparacién con el grupo infectado con virus parentales

silvestres (Pijlman et al., 2008).

Se ha demostrado que varios flavivirus producen sfRNA para evadir la respuesta de IFNs-I,
como el caso de DENV cuyo sfRNA se une a la proteina TRIM25 para inhibir la produccion
de IFNs-I (Manokaran et al, 2015), de igual forma se une a proteinas reguladoras de la
respuesta antiviral como G3BP1, G3BP2 y CAPRIN1 para inhibir la sefializacion de IFNs-I

(Bidet et al., 2014); ambos mecanismos favorecen la replicacién en el hospedero.

El sfRNA en el vector se ha asociado con la evasidon principalmente de la via de iRNA

mediante su unidn a la RNAsa Dicer, evitando asi el reconocimiento del dsRNA producido
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durante la replicacidon (Slonchak y Khromykh, 2018), sin embargo, recientemente se ha
descrito que el sfRNA en glandulas salivales de mosquitos Aedes aegypti inhibe
preferencialmente la respuesta inmune tipo Toll mediante la inhibicion de Relal y CecG

(Pompon et al., 2017).

Epidemiologia de ZIKV

El primer aislado de virus Zika se obtuvo en 1947 en la selva de Ziika, Africa, donde se
describié como su primer vector a Ae. africanus; el genotipo de este aislado se conoce como
el genotipo africano. En 1966 se aisld por primera vez al sur de Asia en mosquitos Ae.
aegypti, dando origen al genotipo asiatico. Hasta 2007 se descubrié por primera vez un
brote de virus Zika fuera de Africa y Asia, al sur del Océano Pacifico lo que dio paso a su

propagacion al continente americano (Song et al., 2017).

Desde 1954 se tienen unos cuantos registros de enfermedad en humanos a causa del ZIKV,
sin embargo, su transmision comenzé a ser alarmante cuando ocurrié la primera
transmisién autdctona en Brasil en 2015 pues a partir de ahi se extendié a toda América
Central y Sur y el Caribe, con un alto potencial de propagarse a todo el mundo (Song et al.,

2017) debido a la amplia distribucién geografica del vector.

Las primeras infecciones por Zika autdctonas en México se dieron en los estados de Chiapas
y Nuevo Ledn, desde entonces se han confirmado casos en 29 estados de la Republica

Mexicana.

Desde la reciente introduccién de ZIKV a México en octubre de 2015 y hasta la fecha, se han
confirmado 12’808 casos de enfermedad a causa de este virus, de los cuales 519 son
autoctonos de Oaxaca (SINAVE, 2019). La epidemia del virus Zika en México llegd a su
maximo nivel en 2016, aio en que Oaxaca se encontré entre los estados que registraron el

mayor numero de casos de Zika a nivel nacional, con 488 registrados a la semana
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epidemioldgica 52 de 2016, junto con Veracruz (1859), Yucatan (820), Guerrero (799),
Nuevo Ledn (780) y Chiapas (759) (SINAVE, 2016).

Generacion de variantes genéticas

Como se menciond anteriormente, los virus de RNA replican utilizando una RdRp la cual se
ha probado tiene una alta tasa de mutacién, de 107-3 a 107-5 mutaciones aleatorias por
nucledtido en cada ciclo de replicacion. Esto permite la diversificacion del genoma y por
ende, de la poblacidn viral, originando lo que se denominan “cuasiespecies virales” (Kurosu,
2011). Este fendmeno también se ha observado en la replicacién de la NS5 especifica de

DENV-2 (Jin et al., 2011).

La importancia de la generacidén de cuasiespecies se ha observado en otros virus como el
de inmunodeficiencia tipo 1 (HIV-1) y de la familia Flaviviridae, el de la Hepatitis C (HCV). En
estos virus la enfermedad se establece en un estado crénico, pero al generarse una
poblacién heterogénea de cuasiespecies se favorece la evasién de la respuesta
inmunoldgica del hospedero lo que permite la progresion de la enfermedad a un estado

agudo (Kurosu, 2011).

Fitness epidemioldgico

Las cuasiespecies se generan durante la replicacion en la célula infectada por lo que las
poblaciones virales resultantes se enfrentan al sistema inmunoldgico del hospedero. El
sistema inmunoldgico actia como un “cuello de botella” que selecciona a las poblaciones
mas resistentes y elimina a las menos exitosas, de tal forma que aquellas mejor adaptadas

al hospedero tendran lo que se conoce como un mayor fitness.

Las poblaciones virales con alto fitness establecen la infeccidén y un estado de viremia en el
hospedero por lo que pueden ser transmitidas en el ciclo vector-hospedero, esto favorece

su propagacién y el establecimiento de infecciones en distintas poblaciones de hospederos.
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De hecho, fuertes brotes de DENV han surgido cuando emergen nuevas variantes genéticas
con mayor fitness epidemioldgico que desplazan a las variantes endémicas (Manokaran et

al, 2015).

ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de la formacion del sfRNA en células infectadas con DENV-2 se ha
buscado entender su funcidn bioldgica. Manokaran et al. en 2015 analizaron la acumulacién
de sfRNA en células HuH-7 y monocitos infectados con DENV de alto y bajo fitness
epidemioldgico. Para ello identificaron, mediante un estudio filogenético, la co-circulacién
de tres variantes genéticas de DENV-2 durante un brote de DENV grave en Puerto Rico en
1994, de acuerdo a su prevalencia dedujeron que la emergencia de DENV PR-2B desplazd la

de DENV PR-1, probablemente por diferencias en su fitness epidemioldgico.

En dicho estudio se describié que la region 3'UTR del genoma se segregaba entre ambas
variantes indicando la posible influencia del sfRNA en la modulacién del fitness. De acuerdo
a la cuantificacion de sfRNA y gRNA la proporcién sfRNA:gRNA es mayor en PR-2B que en
PR-1, ademas la cuantificacion de IFN-B indica que la expresion es menor en
células infectadas con PR-2B, lo cual correlaciona la formacion de sfRNA vy la inhibicién o
reduccion de la respuesta antiviral mediada por IFNs-I. Adicionalmente, se describid que la
inhibicion de IFNs-I ocurre mediante la interaccién sfRNA-TRIM25 la cual se observa
aumentada en PR-2B en contraste con PR-1, en donde la unién del sfRNA interfiere con la
desubiquitinacion de TRIM25. Los resultados de este estudio sugieren que el alto fitness
epidemioldgico de PR-2B es mantenido por altas concentraciones de sfRNA que disminuyen
la respuesta de IFNs-I, mientras que menores concentraciones de gRNA disminuyen la
estimulacion de los sensores de RNA RIG-1/MDAS5. Este fendmeno ocurre en etapas
tempranas de la infeccion y asegura el estado de viremia en el hospedero para su posterior

propagacion a nuevos hospederos (Manokaran et al. en 2015).
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La funcién inhibidora del sfRNA en mosquitos fue evaluada por Pompon et al. en 2017.
Mediante la infeccién de mosquitos Aedes aegypti con aislados de alto y bajo fitness donde
observaron la misma tendencia de mayor tasa sfRNA:gRNA en virus de alto fitness.
Aiadieron que probablemente las glandulas salivales son un tejido especifico para la
acumulacién del sfRNA lo que aumenta la infectividad del virus a través del mosquito,
proponiendo al sSfRNA como un marcador de transmisibilidad. Adicionalmente, este estudio
propone que la evolucién de la secuencia puede modular la epidemiologia lo cual seria util

como determinante viral de la propagacion de variantes con alto fitness epidemioldgico.

A pesar de que los reportes anteriores se han realizado con DENV, desde el 2016 Akiyama
et. al. demostraron que el gRNA de ZIKV presenta secuencias xrRNA’s que le permiten
acumular sfRNA durante la infeccidn. Esto sugiere que ZIKV podria utilizar mecanismos de
evasion del sistema inmunoldégico similares al DENV y que, por lo tanto, la acumulacidn de

sfRNA puede ser un factor determinante del fitness epidemioldgico para ambos flavivirus.

JUSTIFICACION

En México, desde el 2015 y hasta la actualidad, la Secretaria de Salud ha documentado casos
de infeccién por ZIKV en estados como Veracruz, Yucatan, Guerrero, Chiapas, Oaxaca, entre
otros, lo cual indica que persiste su circulacion. Con base en los antecedentes, la capacidad
de evasidn de la respuesta de IFNs-I1 mediante la acumulacion de sfRNA, asi como su
potencial impacto en la transmisibilidad, hacen su estudio de importancia para la

epidemiologia del ZIKV.

La mayoria de estudios enfocados a determinar factores de patogenicidad de Flavivirus se
realizan con aislados de regiones geograficas diferentes a México, sin embargo, la
diversidad genética de la poblacién mexicana es extremadamente elevada en comparacidon
con otras regiones endémicas para flavivirus (Moreno-Estrada et. al, 2014), por lo que las
cuasiespecies seleccionadas en nuestro pais podrian ser diferentes a las reportadas en otras

regiones endémicas, potencialmente en su capacidad de acumulacién de sfRNA.

20



HIPOTESIS

La acumulacion de sfRNA en células infectadas con aislados mexicanos de ZIKV sera

diferente a la del aislado referencia de ZIKV proveniente de Puerto Rico.

OBIJETIVO GENERAL

Cuantificar la concentracion relativa de sfRNA y gRNA en células humanas y de mosquito

infectadas con aislados mexicanos y referencia de ZIKV.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Cuantificar la concentracidn relativa de sfRNA y gRNA en células humanas de origen

hematopoyético (U937) infectadas con aislados de ZIKV de la ciudad de Oaxaca.

¢ Cuantificar la concentracion relativa de sfRNA y gRNA en células de mosquito Aedes

albopictus (C6/36) infectadas con aislados de ZIKV de la ciudad de Oaxaca.

e Comparar la concentracion relativa de sfRNA y gRNA en ambas lineas celulares
infectadas y entre los aislados mexicanos y el aislado referencia de ZIKV proveniente

de Puerto Rico.
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METODOLOGIA

Cultivo celular

Se utilizaron tres lineas celulares: C6/36, células provenientes del intestino medio de
mosquito Aedes albopictus, U937, precursores mieloides de linfoma histiocitico humano y

Vero, células epiteliales de rifidn de mono verde (Chlorocebus aethiops).

Las células C6/36 se sembraron en medio MEM suplementado con suero fetal bovino (FBS)
al 10%, L-glutamina al 1%, antibidtico al 1%, piruvato de sodio al 1%, vitaminas al 1% vy
aminodacidos no esenciales al 1%. Se mantuvieron en incubacién a 34°C hasta confluencia

para su infeccién.

Las células U937 y Vero se sembraron en medio RPMI suplementado con FBS entre 5y 10%,
L-glutamina al 1% y antibidtico al 1%. Se mantuvieron en incubacién a 37°C con 5% de CO;

hasta confluencia para su infeccién.

Virus

Los aislados virales utilizados para las infecciones fueron el aislado referencia ZIKV Puerto
Rico (ZIKVPRVABC59) (numero de acceso a GenBank MH158237) y dos aislados mexicanos
obtenidos en 2016 de pacientes provenientes de la ciudad de Oaxaca, con manifestaciones
clinicas caracteristicas de infeccidn por virus Zika: ZIKV Oaxaca 1 (ZIKV OAX1) y ZIKV Oaxaca

2 (ZIKV OAX2).

Disefio de oligonucledtidos

Se disefaron oligonucleétidos utilizando como referencia la secuencia de un aislado
mexicano de virus Zika obtenido en 2016 (nimero de acceso a GenBank KU922960.1). Sus
secuencias y temperaturas de alineamiento (Tm) se encuentran en la Tabla 1 y estan

dirigidos a las regiones del genoma de ZIKV como se indica a continuacion.
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Oligonucledtidos para sfRNA ZIKV

Estan dirigidos a la regidén conservada mas cercana al extremo 3’ del 3’UTR (Figura 8). El
oligonucleédtido sentido (Fw) se encuentra a partir del nucledtido 10’344, y el antisentido
(Rv) es complementario a partir del nucledtido 10°579; esta regidén corresponde al dominio

Il del 3’UTR. El tamafio del amplicon esperado es de 236 pb.

Oligonucledtidos para gRNA ZIKV

El oligonucledtido Fw se encuentra en el nucledtido 10°218, al final del extremo 3’ del ORF,
y el Rv es el mismo utilizado para el sfRNA (nucleétido 10°579); esta regidn corresponde al

final del ORF junto con el 3’'UTR (Figura 8). El tamafio del amplicon esperado es de 362 pb.

5’'UTR ORF 3'UTR

Figura 8. Representacion esquematica de las regiones del genoma de ZIKV que amplifican los
oligonucleétidos disefiados. Modificado de Gebhard et al., 2011.

Oligonuclecdtidos para GAPDH

Se utilizé6 GAPDH como gen constitutivo celular para la normalizacién de los datos obtenidos
en la gPCR. Se utilizaron oligonucledtidos previamente reportados en la literatura. El

tamafio del amplicén esperado es de 264 pb.
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion en PCR/qPCR, asi como
su temperatura de alineamiento y el tamaio del amplicén esperado.

Tamaino del

Secuencia Secuencia 5’-3’ amplicén esperado
blanco (pb)

sfRNA Fw: CTG CTA GTC AGC CACAGCTT 58°C 236
Rv: CTG ATC TCC AGT TCA GGC CC

gRNA Fw: ATG GTG CGC AGG ATC ATA GG 58°C 362
Rv: CTG ATC TCC AGT TCA GGC CC

GAPDH | Fw: GTG AAG GTC GGA GTCAACGGA T | 53°C (C636) 264
Rv: GCCAGCATCGCCCCACTTG 58°C (U937)

Infecciones con aislados virales

Para cada infeccion se realizd un conteo celular de C6/36 y U937 en camara de Neubauer
para la obtencién de 1x1076 células de cada linea, las cuales fueron infectadas a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1, a un volumen minimo de contacto, en movimiento

constante e incubacién a 34°Cy 37°C respectivamente, durante una hora.

Posteriormente, se agregd medio fresco para mantener la infeccién en incubacion durante
4 dias. Ambas lineas celulares fueron infectadas con cada aislado viral; cada ensayo se

realizé por duplicado.

Seguimiento de la cinética de infeccion

Obtencion de muestras virales

Durante los 4 dias de infeccidn se recolectaron 250uL del sobrenadante cada 24h y se
almacenaron a -70°C hasta su cuantificacion. La fraccién de sobrenadante de células U937
se centrifugd a 800 rpm por 5 minutos a 4°C, se recuperé el sobrenadante y se almacené a

-70°C; las células se resuspendieron nuevamente en el medio de infeccion.
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Titulacidon de sobrenadantes de la cinética de infeccion

Se realizaron diluciones seriadas decimales de cada sobrenadante y posteriormente se
infectaron células Vero a una confluencia del 90% en placas de 24 pozos con 100uL de la
fraccién de sobrenadante o dilucidn correspondiente, esto se realizd por duplicado por
ensayo. Posteriormente se incubaron durante una hora con movimiento constante.
Finalmente, se agregd medio semisdélido suplementado con metilcelulosa al 1% (Sigma), 2%

de FBS y 1% de antibidtico a cada pozo y se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 4 dias.

Inmunocitoquimica de unidades formadoras de placa (PFUs)

Las monocapas infectadas fueron fijadas y permeabilizadas con metanol al 85% a
temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente se incubaron con una dilucién
1:2000 de anticuerpo monoclonal especifico para el péptido fusogénico de flavivirus (4G2)
hecho en ratéon a 37°C con 5% de CO, durante una hora con movimiento constante,
posterior a su lavado las monocapas se incubaron con una diluciéon 1:2000 de anticuerpo
secundario contra IgG (H+L) de ratdn acoplado a HRP (Seracare) en las mismas condiciones.
Finalmente se revelaron las placas virales agregando el sustrato de peroxidasa 3,3’,5,5’-

tetrametilbencidina (Seracare).

Cdlculo del titulo viral (PFU/mL)

Se realiz6 el conteo manual de placas virales bajo microscopio estereoscopico y se calculd

el titulo viral mediante la siguiente formula:

x=log [ x (10P+1)]
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Donde: x = titulo viral PFU/mL
X = promedio del nimero de placas en ambos pozos a la dilucién del conteo

y = numero absoluto de la dilucidn a la que se contabilizaron las placas

Extraccion de RNA

Se extrajo el RNA total a los 4 dias post-infeccidon (dpi) mediante un protocolo fenol-
cloroformo. Para esto, todo el medio de infeccidn de las células U937 se centrifugd a 1500
rom por 3 minutos a temperatura ambiente, se desechd el sobrenadante, y las células se
resuspendieron en 1000uL de RiboZol~ para dejarlo reposar por 5 minutos a temperatura
ambiente. A las células C6/36 se les deseché el medio y se agreg6 el RiboZol~ directo a la
monocapa, una vez despegadas las células se recuperd todo el volumen y se dejé reposar

los 5 minutos.

Posteriormente, se agregaron 200uL de cloroformo 99.8% y se centrifugd a 13'000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Se recuperd la fase acuosa transparente que contiene el RNA

para agregarle 500uL de isopropanol y centrifugarla a 13'000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

A la pastilla obtenida se le realizaron dos lavados con etanol al 70% con centrifugacién a
13’000 rpm a 4°C, el primero de 10 minutos y otro de 5 minutos. Se dejo secar la pastilla y
se resuspendié en 25ulL de agua grado molecular. Finalmente se cuantificé el RNA por

espectrofotometria en un equipo NanoPhotometer® NP80 (IMPLEN).

Sintesis de DNA complementario

El RNA extraido se utilizé como molde para la sintesis de DNA complememtario (cDNA).
Para esta reaccion se utilizaron 0.6uL de hexameros aleatorios 3ug/uL, 1uL dNTPs 10mM,
1724ng de RNA y agua grado molecular hasta completar 15.7uL. Esta reaccion se incubd a
65°C durante 5 minutos. Posteriormente se agregaron 4ulL de buffer de enzima

retrotranscriptasa (RT) 5x y 0.3uL de enzima RT de leucemia murina de Maloney 200U/uL
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(Thermo Fisher Scientific). Para la sintesis la reaccion se incubd en termociclador (Techne)

a 25°C por 10 minutos, 42°C por 1 hora y 70°C por 10 minutos.

El cDNA sintetizado se cuantificé mediante espectrofotometria, se fracciond y se mantuvo

en congelacién a -20°C hasta su uso.

Validacion de la sintesis de cDNA mediante PCR punto final

Para comprobar la sintesis de cDNA asi como la amplificacion de los oligonucledtidos
disefados, se realizaron PCRs punto final. Para cada reaccién se utilizaron 2L de Buffer
para Taq polimerasa 10x, 1.8uL de dNTPs 10mM, 2uL de cada oligonucleétido 10uM, 1.5uL
de MgCl, 25mM, 0.2uL de Taq polimerasa 5U/uL (Thermo Fisher Scientific), 688ng de cDNA
y agua grado molecular hasta completar 20uL. La amplificacion por PCR se realizd en
termociclador (Techne) con las siguientes condiciones: 1 ciclo a 95°C 2 minutos, 35 ciclos de
95°C 20 segundos, 53 0 58°C 20 segundos y 68°C 30 segundos, y una extensién final a 68°C

7 minutos.

Electroforesis

Los amplicones obtenidos mediante PCR punto final y qPCR se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa 1.7% con camara de electroforesis a 85v durante 40
minutos. Posteriormente se tifieron en una solucion de TAE 1x con 1uL de bromuro de etidio
concentrado durante 10 minutos. Finalmente, se reveld el gel en un fotodocumentador Gel

Docm EZ System BIO-RAD.

Cuantificacion relativa mediante qPCR

Las reacciones de qPCR se realizaron en placas de 96 pozos; la cuantificacion de cada gen

por infeccion se realizé por triplicado.
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En cada pozo se colocaron 7.6ulL de agua grado molecular, 10uL de SYBR® Green Master
Mix 2x (Ampligon), 0.4uL de Mix de oligonucleétidos Fw y Rv 10uM y 350ng de cDNA
resuspendidos en 2uL de agua grado molecular, de esta manera se obtuvieron reacciones
finales de 20pL. Se incluyeron controles negativos (NTC, del inglés No Template Control) por

amplicdn, los cuales contenian todos los reactivos con excepcién de cDNA.

La cuantificacion se llevé a cabo en un termociclador para PCR tiempo real LightCycler® 480
(Roche) bajo las siguientes condiciones: preincubacién a 95°C 15 minutos, amplificacion en

45 ciclos de 95°C 30 segundos, 58 o0 53°C 30 segundos y 72°C 30 segundos.

Ademas, se realizd una curva de disociaciéon (melt curve), iniciando desde 65°C hasta 97°C

durante 1 minuto, con una preincubacién a 95°C por 5 segundos.

Andlisis de datos

Se analizd la expresion relativa de cada gen mediante el método de 2% (Livak y

Schmittgen, 2001) utilizando GAPDH para la normalizacién de los datos.

Mediante esta férmula se normalizaron los datos de Ct de cada amplicon con los del gen
constitutivo (ACt = Ctamplicsn - Ctearpn) Y posteriormente se compararon los valores de ACt
del sfRNA con los del gRNA (AACt = ACtsirna — ACtgrna). Finalmente se calculd la diferencia

de la expresidn del sfRNA respecto al gRNA en niumero de veces (244%),

Densitometria

Se analizaron los resultados obtenidos de la electroforesis mediante densitometria
utilizando el programa Imagel y se calcularon las unidades relativas de sfRNA y gRNA

respecto a GAPDH, asi como de sfRNA respecto a gRNA.
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RESULTADOS

Seguimiento de la cinética de infeccion

De acuerdo a lo observado en las figuras 9 y 11, los tres aislados virales presentaron
replicacion productiva caracterizada por el incremento temporalmente ascendente del
titulo en sobrenadantes, siendo mas notable en las células C6/36. Sin embargo, en la
infeccion de monocitos, ZIKV PR y ZIKV OAX1 no aumentaron notablemente su titulo a partir
de los 2dpi, incluso el titulo viral de ZIKV PR parece disminuir a los 2 y 3 dpi, no ocurre asi
con ZIKV OAX2 donde, ademas de presentar replicacién productiva, los titulos maximos son

superiores a los demas virus (Figura 11).

Como se menciond previamente, la linea celular C6/36 proviene del mosquito A. albopictus
por lo que estas células son mas susceptibles y permisivas al ZIKV lo que probablemente
explique los titulos superiores a los alcanzados en monocitos. Durante su cinética se observa
gue ZIKV OAX2 alcanzé los titulos maximos mayores, mientras que los titulos maximos de
ZIKV OAX1 y ZIKV PR fueron similares, siendo ligeramente mayor el de ZIKV OAX1, sin

embargo, a los 4 dpi los tres virus tuvieron titulo similar, entre 6.2 y 7.4 log (Figura 9).

Esta tendencia se observa en la morfologia y tamafo de las placas ya que las de ZIKV PR y
ZIKV OAX1 son similares y son contabilizables a las mismas diluciones (Figura 10 a-d), a
diferencia de las de ZIKV OAX2 que son de mayor tamafio y que requieren mayores
diluciones para ser contabilizables (Figura 10 e-f) lo cual indica mayor infectividad de este

aislado.
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Figura 9. Cinética de infeccion de los tres aislados de ZIKV en células C6/36

ZIKV
PRVABC59

Figura 10. Morfologia de placa. Sobrenadantes de células C6/36 infectadas a 0.1 MOI con ZIKV
PR: a. virus concentrado, b. dilucién 10*; ZIKV OAX1: c. virus concentrado, d. dilucién 10%; ZIKV
OAX2: e. dilucién 107, f. dilucién 10, recolectados 1dpi (izquierda) y 4dpi (derecha).
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En la cinética de infeccidén de monocitos infectados con ZIKV PRy ZIKV OAX1 se obtuvieron
titulos entre los 3.29 y 3.63 log respectivamente, estos titulos son menores a los obtenidos
en la cinética de infeccidn de C6/36 con excepcion de los obtenidos de monocitos infectados
con ZIKV OAX2 cuyos titulos maximos alcanzaron hasta los 6.72 log, valor similar a los titulos
maximos del mismo virus en C6/36 (Figura 9). Adicionalmente podemos observar que la
diferencia entre titulos alcanzados en monocitos infectados con los tres ZIKV es similar a la
diferencia observada en C6/36, donde el titulo mayor fue alcanzado por ZIKV OAX2, seguido
de ZIKV OAX1 y finalmente ZIKV PR, sin embargo, en monocitos no hay similitud entre los

titulos de ZIKV OAX1 y ZIKV PR (Figura 11).

De igual manera se observan las diferencias en la morfologia de placa (Figura 12), donde las
de ZIKV OAX2 son de mayor tamafio y contabilizables a diluciones mayores que las de ZIKV
PR y ZIKV OAX1. Finalmente, se observa que la infeccion con ZIKV entre células C6/36 y
monocitos es diferente ya que en monocitos las placas sdlo fueron contabilizables con el

virus concentrado (Figura 12), ademas de los menores titulos alcanzados.

ZIKV Monocitos

-8 ZIKV PRVABC59

- ZIKV OAX1
ZIKV OAX2

(o)
[1

PFU/mL (log)

Figura 11. Cinética de infeccidon de los tres aislados de ZIKV en monocitos (U937)
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ZIKV
PRVABC59

ZIKV OAX1

'f

Figura 12. Morfologia de placa en sobrenadantes de células U937 infectadas a 0.1 MOI con ZIKV
PR: a. y b. virus concentrado; ZIKV OAX1: c. y d. virus concentrado; ZIKV OAX2: e. dilucién 102, f.
dilucién 10* recolectados 1dpi (izquierda) y 4dpi (derecha).

Validacion de la amplificacion de los oligonucledtidos disefiados

Se extrajo el RNA total de células C6/36 y U937 infectadas con ZIKV PR, ZIKV OAX1 y ZIKV
OAX2 a los 4dpi para la sintesis de cDNA con el cual se comprobd, mediante PCR, la
amplificacién de los oligonucleétidos disefiados para las secuencias correspondientes al
sfRNA y gRNA. En la Figura 13 se muestran algunos de los amplicones obtenidos: gRNA 362
pb, sfRNA 236 pb y GAPDH 264 pb. Todos los oligonucledtidos amplificaron en ambas lineas

celulares infectadas con los tres aislados virales.
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Figura 13. Geles de agarosa 1.7%. Marcador de tamafio molecular 100 pb (carril 1). Amplificacion
de gRNA (carril 2), sfRNA (carril 3) y GAPDH (carril 4) con cDNA de células U937 infectadas con
ZIKV PR y ZIKV OAX2 y células C6/36 infectadas con ZIKV OAX1.

Amplificacion de sfRNA y gRNA mediante qPCR

En los ensayos de qPCR se obtuvieron curvas de amplificacidon para sfRNA y gRNA, donde se
observan amplificaciones desde ciclos tempranos. En células C6/36 infectadas con ZIKV PR
se obtuvo un promedio de Ct = 15.21 de sfRNA y de 15.61 de gRNA, lo cual muestra que no
hay diferencias evidentes en la concentracion de ambos amplicones (Figura 14). Un caso
similar ocurre en la infeccidn con ZIKV OAX1, donde el Ct de sfRNA fue de 14.56 y el de gRNA

15.24; a pesar de haber diferencia en Ct, graficamente no se percibe (Figura 14).

A diferencia de estos virus, si hubo diferencia evidente en la amplificacion del sSfRNA y gRNA
de ZIKV OAX2, aunque ocurrieron en ciclos mas tardios. El sfRNA tuvo un Ct = 19.41,
mientras que el de gRNA fue de 20.70, aunque se observa la diferencia de amplificacién de

ambos RNAs, ésta no es significativa (Figura 14).
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En conjunto estos resultados muestran que ZIKV PR y ZIKV OAX1 amplifican
tempranamente, aunque sin diferencia de concentracion entre sfRNA y gRNA, al contrario

de ZIKV OAX2 que, a pesar de amplificar ciclos después, acumula mas sfRNA que gRNA.
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Cycles
En monocitos las amplificaciones se observaron a partir de los 24 ciclos. El sfRNA de ZIKV
OAX1 tuvo un Ct = 24.70, mientras que el de gRNA fue 26.38. Por su parte, el sSfRNA de ZIKV
PR amplificé con un Ct =27.96 y el gRNA con 29.48. En estas células ZIKV OAX2 no presento
diferencias en el Ct ya que ambos productos amplificaron aproximadamente a partir de los
28.5 ciclos, cabe destacar que la diferencia entre ciclos de amplificacién de los amplicones

de sfRNA y gRNA es mas evidente que en C6/36 (Figura 15).

Los resultados indican que en monocitos ZIKV PR y ZIKV OAX1 acumulan mas sfRNA que
gRNA a pesar de amplificar mas tarde que en C6/36, mientras que ZIKV OAX2 es el aislado

gue acumula menor cantidad de sfRNA en monocitos.
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La diferencia en la produccion de sfRNA entre C6/36 y U937 se obtuvo calculando el valor
288¢t nara ello primero se normalizaron los datos del Ct de cada amplicén con los del gen
constitutivo GAPDH donde se obtuvieron los resultados de ACt observados en la Figura 16.
En esta figura se observa que en células C6/36 la cantidad de gRNA y sfRNA de los tres
aislados de ZIKV es mayor a la de GAPDH ya que el valor de ACt es inversamente
proporcional a la cantidad de sfRNA y gRNA presente en la muestra, de acuerdo a esto ZIKV
PR a los 4dpi produce la mayor cantidad de gRNA, es decir tiene mayor replicacién y

acumula la mayor cantidad de sfRNA; le siguen ZIKV OAX1 y finalmente ZIKV OAX2.

Los datos de ACt de los monocitos muestran que la cantidad de gRNA y sfRNA de los tres
aislados de ZIKV a los 4dpi es menor a la de GAPDH, en estas células ZIKV PR y ZIKV OAX1

tienen una cantidad similar de gRNA y sfRNA mientras que ZIKV OAX2 tiene la menor

cantidad.
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Con estos resultados podemos sugerir que los tres aislados de ZIKV replican mas
eficientemente y acumulan mds sfRNA en células C6/36, siendo ZIKV PR el mayor y ZIKV

OAX2 el menor de todos, sin embargo, esta diferencia no es significativa.
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Figura 16. Normalizacién de los datos de Ct (ACt) de sfRNA y gRNA con GAPDH en C6/36
y monocitos.

Al calcular la diferencia de la acumulacién del sfRNA respecto al gRNA sintetizado mediante
el factor 222 pbservamos que en C6/36 la acumulacion de sfRNA en la infeccién con ZIKV
OAX2 es ligeramente mayor, aunque no lo suficiente para alcanzar significancia estadistica,
en comparacion con la acumulacién de sfRNA en las infecciones con ZIKV PR y ZIKV OAX1
donde la acumulacion de sfRNA es similar (Figura 17). Estos resultados correlacionan con
los titulos virales alcanzados por cada uno de los aislados de ZIKV (Figura 9) donde ZIKV
OAX2 alcanzd los mayores titulos seguido de ZIKV PR y ZIKV OAX1 cuyos titulos fueron

similares durante los cuatro dias de infeccion.

La acumulacién de sfRNA fue mayor en monocitos que en C6/36, sin embargo, en monocitos
no hay una correlacion con los titulos virales de los aislados de ZIKV ya que los resultados
del factor 222t muestran que ZIKV OAX2 acumula la menor cantidad de sfRNA (Figura 17)

a pesar de generar la mayor cantidad de progenie viral (Figura 11). En la infeccidn con ZIKV
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PR ocurre lo contrario ya que acumula la mayor cantidad de sfRNA, pero genera la menor

cantidad de progenie viral.

Los resultados de este andlisis no son significativos, pero se observa que existen diferencias
en la capacidad de replicacion y de acumulacion de sfRNA entre los aislados de ZIKV

analizados.
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Figura 17. Comparacion de la acumulacion relativa de sfRNA de los aislados virales en ambas
lineas celulares mediante el valor 2722,

Densitometria de los amplicones obtenidos mediante qPCR

Debido a la deteccidn de sefial de amplificacion en los NTC se resolvieron las mezclas de
reacciones en geles de agarosa mediante electroforesis. En la Figura 18 se observa que las
reacciones correspondientes a las infecciones de células C6/36 con ZIKV PR y ZIKV OAX1
presentan el amplicon esperado para el sfRNA de 236pb, pero se observa de baja
intensidad. En estas mismas células el amplicén de 362pb esperado para el gRNA se observo
de mayor intensidad en las infecciones con ZIKV PR y ZIKV OAX1. Por el contrario, ninguna
de las infecciones en C6/36 con ZIKV OAX2 mostrd algun amplicén de sfRNA y gRNA

definido. Todas las reacciones de GAPDH en células C6/36 presentan un barrido, sin
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embargo, se alcanza a observar el amplicén en el tamafio esperado (264pb). Los NTC de
cada amplicdn también mostraron un barrido que se considerd en el analisis de resultados
mediante densitometria, pero en estas reacciones no se observa ningun amplicon definido

(Figura 18).

sfRNA (236 pb) gRNA (362 pb)

400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

ZIKV  ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV NTC ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV NTC
PR PR OAX1 OAX1 OAX2 OAX2 PR PR OAX1 OAX1 OAX2 OAX2

GAPDH (264 pb)
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ZIKV ZIKV  ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV  NTC
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Figura 18. Electroforesis de los amplicones de sfRNA, gRNA y GAPDH obtenidos mediante qPCR
de las infecciones con ZIKV PR, ZIKV OAX1 y ZIKV OAX2 en células C6/36.

Los amplicones esperados de sfRNA y gRNA de las infecciones en U937 con ZIKV PR y ZIKV
OAX1 estdn bien definidos y la intensidad de los amplicones es similar entre ellos, con
excepcion de una reaccién de ZIKV PR. La infeccion de U937 con ZIKV OAX2 tampoco mostré
amplicones de sfRNA y gRNA definidos, pero el amplicén de GAPDH se observa claramente
en todas las reacciones. Los NTC de los amplicones muestran un barrido, pero ningun

amplicon definido (Figura 19).
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Figura 19. Electroforesis de los amplicones de sfRNA, gRNA y GAPDH obtenidos mediante gPCR
de las infecciones con ZIKV PR, ZIKV OAX1 y ZIKV OAX2 en células U937.

La densitometria se realizé con los amplicones presentados previamente; a través de ella
se observa que en células C6/36 las unidades relativas (RU) de gRNA son mucho mayores a
las RU de sfRNA en las infecciones con ZIKV PR y ZIKV OAX1, mientras que en la infeccidn
con ZIKV OAX2 las RU de gRNA son apenas ligeramente mayores a las de sfRNA. Al comparar
las RU de sfRNA y gRNA entre virus, el gRNA es muy similar entre ZIKV PR y ZIKV OAX1, pero
mucho menor en ZIKV OAX2, mientras que el sSfRNA es mayor en ZIKV PR seguido de ZIKV
OAX1 vy finalmente ZIKV OAX2 (Figura 20a). Sin embargo, debido a la amplificacién
inespecifica observada en el NTC (Figura 18) la densitometria muestra que los productos

cuantificados en ZIKV OAX2 probablemente no son de los amplicones esperados.
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De acuerdo al cociente sfRNA/gRNA de las RU, ZIKV OAX2 tendria la mayor produccion de
sfRNA, seguido de ZIKV PR y ZIKV OAX1 (Figura 20b)
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Figura 20. a) Unidades relativas (RU) de sfRNA y gRNA respecto a GAPDH en células C6/36. b)
Unidades relativas de sfRNA respecto de gRNA en C6/36.

En monocitos se observa que la diferencia en RU de los amplicones de sfRNA y gRNA no es
tan evidente como en C6/36 (Figura 21a), pero son ligeramente mayores las de sfRNA en
los tres virus. A pesar de que no hay diferencias significativas, hay una tendencia de
incremento de las RU de sfRNA en ZIKV OAX1, seguido de ZIKV PR y finalmente ZIKV OAX2,
mientras que las RU de gRNA son similares entre ZIKV PR y ZIKV OAX1, las menores son las
de ZIKV OAX2. Al realizar el cociente sfRNA/gRNA observamos que ZIKV PR y ZIKV OAX2
tienen la tasa mas alta de sfRNA, seguidos de ZIKV OAX1 (Figura 21b).
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Figura 21. a) Unidades relativas (RU) de sfRNA y gRNA respecto a GAPDH en células U937. b)
Unidades relativas de sfRNA respecto de gRNA en U937

DISCUSION

Para que una infeccidn viral se considere productiva se requiere que la célula hospedera
sea susceptible, es decir que permita la entrada del virus, y permisiva, que la maquinaria
celular pueda mantener la replicacion del virus (Flint et al., 2015). Como resultado se liberan
particulas virales infecciosas encargadas de la diseminacién del virus. De acuerdo a estos
criterios cada tipo de célula permite el establecimiento de infecciones productivas para el
ZIKV de manera diferente; las células C6/36 son altamente susceptibles y permisivas lo que
se ve reflejado en los titulos virales (Figura 9). Sin embargo, los titulos en la cinética de
infeccion en monocitos, o U937, con los aislados de ZIKV evidencian susceptibilidad, pero

sugieren menor permisividad ya que los titulos virales son menores. (Figura 11).

Chan et al. en 2016, y Barreto-Vieira et al. en el 2017, analizaron la cinética de infeccién de
ZIKVs en varias lineas celulares, entre ellas C6/36 y U937. Observaron que en U937 hay
menor replicacidn viral que en C6/36 y que, ademas, los titulos tienden a disminuir a lo largo

del tiempo, probablemente por la induccidn de la muerte celular, mientras que en C6/36 la
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infeccién es mayor y creciente lo que podria indicar mejor adaptacién en estas células
(Barreto-Vieira et al. en el 2017). Cabe mencionar que las células U937 utilizadas en este
proyecto expresan DC-SIGN, receptores primarios de DENV, a diferencia de las U937
utilizadas por Chany colaboradores las cuales expresan receptores menos afines a Flavivirus

lo cual pudo repercutir en los bajos titulos observados.

Ademas, se sabe que una de las funciones del sfRNA es inducir la apoptosis en células de
mamiferos (Liu et al., 2014), lo cual podria explicar por qué los titulos de la infeccion en
U937 tiende a disminuir a diferencia de las células C6/36 donde los titulos de la mayoria de
los virus tienden a seguir aumentando. Para probar esta hipdtesis podria evaluarse la
induccion de apoptosis y compensar el sfRNA de manera exdgena en ambas células para

evaluar su efecto en los titulos virales.

En células de mosquito la respuesta antiviral es llevada a cabo, principalmente, por iRNA en
donde la endonucleasa Dicer2 reconoce y degrada dsRNA (Goertz et al., 2016). En el ciclo
replicativo de los flavivirus, es hasta la replicacion del gRNA donde se generan
intermediarios replicativos de dsRNA, brindandole una ventaja de tiempo en comparacién
con células primates donde los RLRs y TLRs son capaces de identificar ssRNA desde la
entrada del virus o la liberacién de su genoma al citoplasma, obstaculizando la replicacion
(Suthar et al., 2013). Este fendmeno podria explicar los valores de Ct observados en qPCR
donde la cuantificacion de sfRNA y gRNA en células de mosquito ocurre en ciclos mas
tempranos que en monocitos (Figuras 14 y 15) lo que sugiere que los ZIKVs estudiados estan

mejor adaptados al mosquito que al primate.

Se ha observado que la produccion de sfRNA es necesaria para causar efecto citopatico en
las células (Pijlman et al., 2008), el cual es observable y cuantificable a través de la formacién
de placas (PFU), esto sugiere que las infecciones realizadas en este trabajo fueron exitosas

y que los titulos obtenidos podrian tener una relacién con la produccién de sfRNA.

En el anélisis de la cuantificacién relativa, mediante el método de 222 (Livak y Schmittgen,
2001) del sfRNA en células C6/36 (Figura 17) se observa que ZIKV OAX2 acumulé la mayor

cantidad de sfRNA, ademas de alcanzar titulos mayores en la cinética de infeccién (Figura
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9) lo que podria indicar una correlacién positiva entre el titulo y la acumulacién de sfRNA,
ya que también se observa que la cantidad de sfRNA es similar entre ZIKV OAX1 y ZIKV PR,

asi como sus titulos alcanzados en la cinética de infeccion.

Esto no parece ocurrir en monocitos donde la cuantificacién mediante gPCR muestra que
el fendmeno ocurre a la inversa, ZIKV PR acumula la mayor concentracién de sfRNA (Figura
17) a pesar de presentar los titulos mas bajos (Figura 11), sin embargo, estos datos tienen
mucha desviacién estdndar lo cual impide confirmar estos resultados. Por otro lado, ZIKV
OAX2 acumula menor proporcion de sfRNA en comparacidon con los demas ZIKV, pero
presenta los titulos mds altos lo que podria indicar que este virus es capaz de replicar en
monocitos eficazmente debido a su acumulacién de sfRNA, o bien, cuenta con otros
mecanismos de evasion ya descritos en la literatura como la proteina viral NS2B3 que
antagoniza la produccién de IFNs-I, asi como NS2A, NS4A, NS4B y NS5 que degradan STATs
antagonizando la sefializacion de IFNs-I, todas caracterizadas como mecanismos de evasion

de los IFNs-I por DENV (Morrison et al., 2012; Suthar, et al., 2013; Goertz et al., 2016).

En contraste a lo que indica la qPCR, las RU de la densitometria de C6/36 muestran mayor
cantidad de gRNA que sfRNA en todos los virus (Figura 20a), incluso en la relacién
sfRNA/gRNA las RU del sfRNA no llegan a la unidad (Figura 20b). Aun asi, se mantiene que
la mayor acumulacion de sfRNA es en ZIKV OAX2, pero a diferencia de la gPCR, la
densitometria indica que ZIKV OAX1 acumula la menor cantidad de sfRNA en lugar de ZIKV

PR, aunque en ambos andlisis la diferencia entre estos dos virus es minima.

En cambio, en la densitometria de monocitos si se observa mayor cantidad de sfRNA que
de gRNA como lo muestra la gPCR y a pesar de que ZIKV OAX2 tiene las menores RU de
ambos amplicones respecto a GAPDH (Figura 21a), es el virus con mas RU de sfRNA/gRNA
junto con ZIKV PR, cuyo valor supera la unidad a diferencia de las RU de C6/36 (Figura 21b).
Es probable que la resolucién de la qPCR y la densitometria como estrategias de
cuantificacién no sean lo suficientemente altas para evidenciar diferencias sutiles en la

cantidad acumulada de sfRNA, por lo que se requiere optimizar la cuantificacién.
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Las curvas melt de los amplicones de gRNA y sfRNA indican inespecificidad en la mayoria de
las amplificaciones en ZIKV OAX2 de monocitos, asi como de ZIKV PRy ZIKV OAX1 de ambas
lineas celulares, probablemente debido a dimeros de oligonucledtidos formados durante
las amplificaciones ya que se detectd fluorescencia en los controles negativos (NTC) los
cuales en su mayoria son productos inespecificos, de acuerdo a la curva melt, y aunque no
amplifican un producto definido en el tamafio esperado, si presentan amplificaciones
inespecificas (barridos) (Figuras 18 y 19) que podrian ser cuantificadas inespecificamente
en la gPCR de muestras con cDNA. Ademas, algunos resultados de la densitometria serian
invalidados debido a la detecciéon de mayores RU en los NTC que en las muestras (Figura

20a).

Aunque los resultados obtenidos no son lo suficientemente contundentes, nos permiten
sugerir que existen diferencias en la capacidad de acumulacion de sfRNA principalmente en
células humanas, tanto entre ZIKV de diferentes regiones geograficas (ZIKV PR — ZIKV OAX1
y ZIKV OAX2) como entre virus aislados en la misma regién geografica (ZIKV OAX1 — ZIKV
OAX2)

CONCLUSIONES

En conjunto, estos resultados sugieren que hay una acumulacién diferencial de sfRNA entre
ambas lineas celulares. Las C6/36, a pesar de que generan titulos virales mayores, no
requieren acumular grandes cantidades de sfRNA para lograrlo, probablemente debido a
gue la respuesta antiviral de los mosquitos es menos astringente que la del primate, de tal
modo que la evasion dependiente del sfRNA es mas eficiente. Caso contrario en los
monocitos, donde para lograr una infeccién productiva, probablemente se requiere de
mayores cantidades de sfRNA. Ademds, se encontré que en células C6/36 hay una

correlacién directa entre la acumulacion de sfRNA con el titulo de la progenie viral.
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El aislado ZIKV OAX2 mostré en tendencia ser el virus mas infectivo y con mayor capacidad
de acumulacion de sfRNA, aunque no significativamente, evidencia que apoya la hipétesis
de que las cuasiespecies seleccionadas en México podrian ser diferentes a las seleccionadas
en otras regiones endémicas e incluso dentro de la misma region geografica, principalmente
en su capacidad de acumulacién de sfRNA. Los resultados de los demas virus son menos
consistentes. Sin embargo, se requiere eliminar las inespecificidades en las amplificaciones

para corroborar estos resultados.

La optimizacién de la estrategia utilizada en este estudio para la caracterizacion de la
capacidad de ZIKV de acumular sfRNA, utilizada con otros fenotipos como la evasién de la
respuesta inmunoldgica, tienen el potencial de ser utilizadas en la vigilancia epidemioldgica
para facilitar un mejor entendimiento de los factores involucrados en la severidad de los

brotes de ZIKV.

PERSPECTIVAS

Evaluar la induccion de apoptosis y compensar el sSfRNA de manera exdgena para evaluar

su efecto en los titulos virales.

Disefiar oligonucledtidos para las regiones correspondientes al sfRNA y gRNA que no
amplifiguen productos inespecificos que interfieran en la cuantificacion. Asi como de
oligonucleétidos de GAPDH, u otro gen constitutivo, que sean especificos para mosquito

para asi evitar la deteccion de mas productos inespecificos.

Simultdneamente, cuantificar el sSfRNA y gRNA mediante Northern blot para identificar el

tamafiio de las diferentes especies de sfRNA.
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