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RESUMEN

El dengue es la principal enfermedad viral humana transmitida por
artrépodos y México se encuentra dentro de la lista de los paises con mayor riesgo.
Su espectro es muy amplio ya que va desde cuadros clinicos inaparentes hasta una
enfermedad potencialmente fatal. El diagndstico y manejo adecuado dependen
fundamentalmente del conocimiento de la misma, asi como de una observacion
estricta del paciente para evitar complicaciones. Desafortunadamente, por el

momento no hay una vacuna disponible para prevenir esta enfermedad.

El virus del Dengue es transmitido al hombre por mosquitos pertenecientes al
geénero Aedes, vectores en los cuales el virus establece una infeccién de por vida o
persistente. En la actualidad hay pocos estudios que aporten informacién acerca de
este tipo de infecciones en células de mosquito y todavia menos que documenten
cuales son de los genes implicados en el control de la infeccion viral, por lo que
este trabajo se enfoco al estudio de la expresion diferencial de genes en células
C6/36 de mosquito persistentemente infectadas con el virus DENV-2 mediante el
uso de la técnica AFLP, que inicialmente fue empleada para el analisis de
diversidad genética en plantas, bacterias y luego utilizada satisfactoriamente en
insectos. Recientemente se ha reportado el uso de esta técnica para el analisis de
la expresion diferencial de genes en diferentes organismos, razon por la cual se
decidi6 emplearla en este trabajo. Se presentan, ademas de las caracteristicas
generales de la técnica de AFLP, la identificacion de 24 genes expresados de
manera diferencial durante una infeccion persistente: proteinas hipotéticas,
proteinas ribosomales, el cofactor molibdopterina, la etanolamina-fosfato
citidilitransferasa, la peritrofina, la ferritina, la adenilato cilclasa, un péptido de
secrecion salival, la inosina monofosfato 5-deshidrogenasa y la importina beta-3,
siendo este ultimo el mas directamente relacionado con la infeccion por el virus del
Dengue, cuya disminucion en infecciones agudas es proporcional a los titulos
virales de DENV, patron observado en las células persistentemente infectadas, de
manera que podemos referir que su disminucion contribuye en la regulacion de la
infeccion. Estos hallazgos proporcionan datos interesantes que en un futuro nos

podrian ayudar a entender cual es el comportamiento celular ante una infeccion

5



persistente para finalmente controlar, prevenir y promover su uso como posibles

blancos para la accion antiviral.




ABSTRACT

Dengue is a major human viral disease transmitted by arthropods, being
Mexico one of the most affected countries. Its spectrum is very wide, ranging from
slight clinical manifestations to a potentially fatal disease. Early diagnosis and
proper management depends critically on the knowledge of the illness, as well as
the strict patient monitoring to avoid complications. Unfortunately, at present there is

not any available vaccine to prevent this sickness.

Dengue virus is transmitted to humans by mosquitoes belonging to the genus
Aedes, which are vectors where the virus establishes a lifelong or persistent
infection. At present there are not enough studies to provide information about this
type of infection in mosquito cells, and even less to document what kind of genes
are involved in controlling viral infection in this type of cells, so this work was
focused on the study of differential gene expression in C6/36 mosquito cells
persistently infected with DENV-2 virus using the AFLP technique. It has been
extensively used for the analysis of genetic diversity in plants and bacteria and
afterwards successfully in insects. Recently, it has been reported the use of this
technique in the analysis of differential gene expression in different organisms, so
that we decided to use it in this investigation. The general characteristics of the
AFLP technique is described and besides we also show the identification of 24
genes differentially expressed during persistent mosquito cell infection. These
genes codify for: hypothetical and ribosomal proteins, molybdopterin cofactor,
ethanolamine-phosphate cytidylyltransferase, peritrophin, ferritin , adenylate ciclase,
a salivary secreted peptide, the inosine-5-monophosphate dehydrogenase and the
importin beta-3. The last one was the most directly related to infection by Dengue
virus, which decline proportionally in acute infections to the viral titers; this pattern
was observed in persistently infected cells, so we can infer that its decrease
contributes to the regulation of infection. These findings provide interesting data that
could contribute to understand the mechanisms of the persistent infections and

identify potential targets for antiviral action.




1.0 INTRODUCCION

En la actualidad el dengue es la enfermedad viral humana transmitida por
vector mas importante en el mundo causante de grandes epidemias, principalmente
en paises pobres donde encuentra condiciones para su desarrollo y causa grandes

dafios econémicos y sociales.'®#

La infeccién por Dengue es causada por cuatro serotipos diferentes del virus
(Dengue serotipo 1, 2, 3 y 4) pero estrechamente relacionados. Después de
recuperarse de la infeccion causada por uno de los serotipos, el paciente adquiere
inmunidad contra éste pero soélo una proteccion parcial y transitoria contra

posteriores infecciones por los otros tres.?? %

Anualmente se reportan aproximadamente 100 millones de casos de fiebre
por dengue (FD) y medio millén de casos de fiebre hemorragica por dengue (FHD)
alrededor del mundo. No hay vacuna disponible para prevenir esta enfermedad vy el
reconocimiento temprano y el inicio oportuno de un tratamiento apropiado son

vitales para su adecuada resolucion.*®

1.1 Epidemiologia

Durante los ultimos 50 afos, la incidencia del dengue ha aumentado 30 veces
con brotes significativos en 5 de las 6 regiones geograficas determinadas por la
Organizaciéon Mundial de la Salud.®®*® En los ultimos afios, el dengue junto con la
malaria, constituyen una de las enfermedades mas frecuentes importadas a través
de los viajeros.19 La OMS calcula que cada afio puede haber 50-100 millones de
casos de dengue en todo el mundo con 500,000 hospitalizaciones debidas a FHD, y
un total del 21,000 muertes.’®® En el periodo del 2001 al 2006 se notificaron 3,
419,919 casos de dengue, incluidos 79 664 casos de FHD y 982 defunciones
solamente en las Américas, con una tasa de letalidad de 1,2 % vy la circulacion de los
4 serotipos, o que aumenta el riesgo de aparicién de las formas mas graves de la
enfermedad.?*"® Unos 2,5 mil millones de personas (dos quintos de la poblacién

mundial) corren el riesgo de contraer la enfermedad.’*2®
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Figura 1. Distribucion mundial de las areas predominantes del mosquito vector del virus del
Dengue (Ae. aegypti).*

El aumento rapido de las poblaciones urbanas de mosquitos se relaciona
directamente con el incremento del nimero de personas en contacto con este vector,
especialmente en zonas favorables a la reproduccion de los mosquitos, como
aquellas en las que es frecuente el almacenamiento doméstico de agua y no

disponen de servicios adecuados de eliminacién de residuos sélidos (figura 1).4¢%°

1.2 Epidemiologia en México

La incidencia del dengue ha aumentado extraordinariamente en todo el
mundo en los ultimos afos. Los primeros casos de dengue en Meéxico se
presentaron en 1941, donde el numero de enfermos y su impacto en la salud fueron
controlados gracias a las medidas sanitarias exitosamente implementadas, de forma
tal que se elimind de las listas de padecimientos sujetos a notificacién por muchos
afios. Sin embargo, esta condicion sélo pudo ser mantenida durante dos décadas,
periodo después del cual nuevamente se inicio la infestacion paulatina del territorio
nacional a través de la frontera con Guatemala en 1978. Mas tarde los movimientos
internos de poblacidén contribuyeron sustancialmente a su expansion. De 1978 a

1999 se registraron 418,281 casos de dengue (figura 2).>*%’




Figura 2.Reintroduccién del dengue en la Republica Mexicana 1978-1 981.%"

Un estudio realizado en el Instituto Mexicano del Seguro Social reporté un
total de 2,743 casos de FHD de enero de 1995 a junio del 2003.%® Recientemente la
Secretaria de Salud reporté que en el 2008 hubo 28,015 casos de Fiebre por dengue
(FD) y 7,588 personas con FHD. En 2009 se reportaron 11,396 personas infectadas
con dengue, mientras que en 2010 se presentaron 13,319 y 3,529 con FHD.
Actualmente, hasta la semana 44 de este afo se han reportado 11,192 casos, de los
cuales 8,031 han sido FD y 3,161 casos de FHD (figura 3 y 4).°

INCIDENCIA* ¥ SEROTIPOS AISLADOS DE CASOS ESTIMADOS
DE DENGUE POR ENTIDAD FEDERATIVA. MEXICO, 2011
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Figura 3. Panorama epidemioldgico de FD y FHD en México por Entidad Federativa en la
semana 44 acumulado hasta el 8 de noviembre del 2011.°
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Figura 4. Casos de FD y FHD en el 2010-2011.°

Como se puede observar, en los ultimos afos esta patologia se ha
incrementado y dispersado a todos los Estados que cuentan con condiciones
ecoloégicas para su transmision, incluso en sitios que anteriormente no eran
considerados como propicios para la reproduccion del vector.’® El riesgo se hace
manifiesto con la circulacién de los serotipos 1 y 2, los mas prevalentes en varias

entidades del pais.>®

1.3 Agente etiolégico

El virus del dengue es un arbovirus y pertenece al género Flavivirus familia
Flaviviridae que agrupa virus RNA de cadena sencilla de polaridad positiva que se
multiplican en células de vertebrados y de insectos vectores.® #4371

El genoma esta compuesto por una sola molécula de &acido ribonucléico
(RNA) de cadena sencilla lineal, polaridad positiva, de 10,703 nucleodtidos
(aproximadamente 11 kb) que codifica para 3 proteinas estructurales (C, preM/M, E)
y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). 2448 E|
viridn infeccioso estd compuesto por 6 % de RNA, 66 % de proteinas, 9 % de

carbohidratos y 17 % de lipidos.*®>?
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La particula viral infecciosa mide entre 30-40nm de diametro, es esférica y
tiene una envoltura lipidica proveniente de la membrana del reticulo endoplasmico
de la célula hospedera. EI material genético se encuentra protegido por una

nucleocapside icosahédrica de 25-30 nm.1'448:52

1.4 Transmision

Los virus del Dengue se transmiten al ser humano por la picadura de los
mosquitos del género Aedes (Aedes aegypti, Aedes albopictus y Aedes
polynesiensis). El vector principal y el mas importante es Ae. aegypti, pero Ae.
albopictus y Ae. polynesiensis pueden actuar como vectores dependiendo de la
ubicacion geografica. Por ejemplo Ae. albopictus ha sido encontrado como causante

de la transmisién de dengue en Tailandia, India, Singapur y México.*®

De todos los vectores mencionados anteriormente, las hembras Ae. aegypfi
son los mejores vectores y adquieren el virus cuando se alimentan de la sangre de
una persona en etapa de viremia permaneciendo infectadas el resto de su vida. "4
Los seres humanos infectados son los principales portadores y multiplicadores del
virus, sirviendo como fuente para los mosquitos no infectados. #2448

Tras la incubacion del virus durante 8 a 10 dias, un mosquito infectado es
capaz de transmitir el virus por el resto de su vida durante la picadura y la
alimentacién y también pueden transmitir el virus a su descendencia por via
transovarica (a través de los huevos).***® Se ha observado que las condiciones
climaticas, tales como la temperatura y la humedad, especialmente de la temporada

de lluvias, pueden ayudar en la proliferacion del mosquito.*®:70:80.82:94

1.5 Caracteristicas clinicas

El dengue es una enfermedad grave similar a la gripe que afecta a los
lactantes, los nifios pequenos y los adultos. Las infecciones por dengue pueden ser
asintomaticas o causar una fiebre indiferenciada, fiebre por dengue (FD), fiebre

hemorragica por dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD).?

Las caracteristicas clinicas varian segun la edad del paciente. Los lactantes y
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nifos pequenos pueden tener fiebre y erupciones cutaneas, los nifios mayores y los
adultos pueden tener fiebre leve o la enfermedad invalidante clasica, de aparicion
brusca, con fiebre elevada, cefalea grave con dolor retroocular, muscular, articular, y

algunas erupciones cutaneas.*®

1.5.1 Fiebre Indiferenciada:

Esto por lo general ocurre después de una infeccidn primaria, pero también
puede ocurrir durante la infeccion secundaria. Clinicamente es indistinguible de otras

infecciones virales.*®

1.5.2. Fiebre por Dengue:

La FD es conocida también como “trancazo” o “fiebre quebrantahuesos”.
Puede producirse durante la infeccién primaria o secundaria. El inicio es repentino
con fiebre alta, dolor de cabeza (especialmente en la zona retro-ocular, que se
incrementa con el movimiento de los ojos), artralgias, mialgias, anorexia, malestar
abdominal, conjuntivitis congestion faringea y a veces una erupcion papulo macular.
La fiebre puede ser bifasica y tiende a durar 2-7 dias.>*° La recuperacién de los
pacientes que padecen este cuadro ocurre por lo general sin incidentes, pero puede

ser prolongada, especialmente en los adultos.%®

1.5.3 Fiebre Hemorragica por Dengue:

Los 4 serotipos del dengue han sido asociados con FHD. Las variaciones en
las cepas del virus entre los cuatro serotipos pueden influir en la gravedad de la
enfermedad. Las infecciones secundarias (en particular con el serotipo 2) tienden
mas a provocar una enfermedad mas severa y fiebre hemorragica por dengue. '
La fiebre hemorragica por dengue, es una complicacion potencialmente mortal que
se caracteriza por fiebre elevada, a menudo con hepatomegalia, y en casos graves
con insuficiencia circulatoria. Con frecuencia empieza con un aumento brusco de la
temperatura acompafado de rubor facial y otros sintomas gripales. La fiebre suele
durar 2 a 7 dias y puede llegar a 41 °C, acompanandose a veces de convulsiones y

otras complicaciones.*>%
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1.5.4 Sindrome de choque por Dengue:

El SCD esta asociado con una alta tasa de mortalidad.*® Suele presentarse en
el curso de un cuadro de FHD, por lo general entre el tercero y quinto dia de
evolucion; sin embargo, de acuerdo a literatura, puede manifestarse inmediatamente
dos o tres dias después de la infeccidn y excepcionalmente en pacientes
asintomaticos o con cuadro febril inespecifico de dengue.?*** Como en todo cuadro
de choque, hay manifestaciones de insuficiencia circulatoria: piel fria y
congestionada, cianosis perioral o de las extremidades, vomito, llenado capilar lento,
taquicardia, tension arterial disminuida o imperceptible, pulso rapido y débil o
imperceptible, oliguria; puede haber ademas inquietud, agitacion y alteraciones en el

estado de conciencia, como letargo o confusion.*®

1.6 Prevencién y control

Actualmente, el unico método de controlar o prevenir la transmisién del virus

del Dengue consiste en la lucha contra los vectores.

El control de los vectores se basa en la implementacion de estrategias para el
control del mosquito y el uso de métodos quimicos. Esto incluye, por un lado, la
eliminacion adecuada de los residuos soélidos y la mejora de las practicas de
almacenamiento de agua; y por otro la aplicacién de insecticidas larvicidas. 28%% E|
uso de los insecticidas apropiados a los habitats larvarios, en particular aquellos
presentes en los hogares, como las vasijas de almacenamiento de agua, evita la cria
de mosquitos durante varias semanas, pero debe repetirse periddicamente. La
fumigacion se usa mas ampliamente para el esparcimiento del insecticida larvicida.
Los insecticidas utilizados para el tratamiento de los envases que acumulan agua
incluye Temefos, 1% granulos de arena y reguladores del crecimiento de los
insectos.? Bajos volumenes de bifentrina tienen efectos tanto larvicidas como contra
insectos adultos, lo que ha resultado ser el mas efectivo para el control del vector.*6
Las medidas de control deben acompanarse de una monitorizacién y vigilancia
activas de la poblacion natural de mosquitos para determinar la eficacia del

programa.*!#
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Como control biologico se han utilizado con éxito pequefios peces (Gambusia

affinis y Poecilio reticulate) y copépodos (crustaceos diminutos) que se alimentan de

los mosquitos.*®8
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2.0 ANTECEDENTES

El mosquito Ae. aegypti es una amenaza para la salud publica por ser el
vector transmisor del virus del Dengue. Al suspenderse las campafas de
erradicacion durante las décadas de 1970 y 1980, el mosquito reinvadio a casi todos

los paises americanos.®!

En los afios 80s y 90s, el virus y el mosquito vector
continud su expansion geografica causando procesos de colonizacion y aumentando
la emergencia de FHD.?® Aunado al descuido de los programas de control y
vigilancia del mosquito, al transporte moderno y a la globalizacién, el rapido
crecimiento de la poblacion ha condicionado un proceso de urbanizacion
descontrolada con deficiencia en los servicios basicos, como el suministro de agua
potable, ha favorecido la expansion del virus y el mosquito vector, haciendo que éste
se adapte a nuevos ambientes.® En resumen, el factor humano, ambiental y
evolutivo han originado poblaciones polimérficas de Ae. aegypti a nivel genético que

podrian influenciar su capacidad vectorial para los virus que trasmite.?’

Se ha reportado que los virus tienen la capacidad de convivir por periodos
prolongados de tiempo en ciertas células hospederas, originando un tipo de infeccion
que se denomina infeccion persistente. Este tipo de infecciones son faciimente
establecidas cuando una célula de mosquito es infectada con virus de las familias
Togaviridae, Alfaviridae o Flaviviridae.®° La capacidad de establecer una infeccion
persistente in vivo e in vitro se ha reportado anteriormente para Flavivirus,
incluyendo la fiebre amarilla (YFV), encefalitis de San Luis (SLE), la encefalitis
japonesa (JEV), encefalitis transmitida por garrapatas (TBE), encefalitis del Nilo
Occidental (WNV), y el virus de la encefalitis del Valle Murray (MVE).229:53.66.75

En varios casos, la exposicion de una célula previamente infectada (infeccion
aguda) o persistentemente infectada con un determinado virus interfiere con el
proceso de una segunda reinfeccion, fenémeno conocido como interferencia viral.*®
Por ejemplo, las células, ya sean de vertebrados o invertebrados, infectadas por
Alfavirus no pueden ser reinfectadas con el mismo virus u otros que tengan una
estrecha relacion con él. Las células de mosquitos de Ae. albopictus infectadas con
el virus Sindbis no son capaces de replicar el RNA de un nuevo virus Sindbis, pero

tampoco permiten la replicacidn del genoma del virus de la encefalitis equina (un
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virus relacionado ya que ambos pertenecen a la familia Togaviridae) fenbmeno
conocido como exclusién por superinfeccion o interferencia viral homéloga.”® Por
otra parte, las células infectadas por Alfavirus que no pueden ser reinfectadas por un
virus que no tenga ninguna relacion con él, presentan el fenémeno conocido como

interferencia viral heteréloga."’

Aunque todavia no se entienden bien los mecanismos por los cuales ocurren
estos fendmenos de interferencia, se han sugerido una serie de factores que podrian
ser los responsables, como la competencia por los receptores de la célula huésped o
por factores intracelulares del huésped, la produccion de proteinas anti-virales (tipo
interferdn en vertebrados) por la célula infectada, la produccion de genomas virales

defectuosos y la produccion de proteasas por el primer virus infectante.*”®

Estudios realizados en vertebrados, en células de riidn de hamster recién
nacidos (BHK-21) infectadas por un virus Sindbis (SINV) termosensible y luego
reinfectadas con el mismo pero termoestable, se observé que la expresion de los
genes no estructurales del primer virus era importante para el establecimiento de la
exclusién homologa y ésta era debida principalmente a que el segundo virus, es
decir, el “interferido”, era capaz de traducirse pero no de replicarse.” Se conoce muy
poco sobre la exclusion homologa en células de mosquito Ae. albopictus infectadas
con el virus Sindbis, pero Stollar y Shenk han demostrado que el RNA del virus
superinfectante, al igual que en las células de mamifero, no se puede replicar y que
este bloqueo ocurre a nivel intracelular y no de penetracion ya que, aunque el RNA
viral sea transfectado, no es capaz de replicarse en las células de mosquitos

infectados.®""®

Uno de los mecanismos que se ha sugerido para explicar este fendmeno de
interferencial viral en células infectadas de manera persistente por Flavivirus es la
produccion de particulas virales defectuosas interferentes (DI) que son generadas a
partir de un virus parental y capaces de inhibir la replicacion de los virus silvestres
que le dieron origen.®*® En relacién a esto, el analisis de las células de mosquitos
persistentemente infectadas con el virus del Dengue han demostrado caracteristicas
tales como la resistencia a superinfecciones con virus homaélogos y la generacion de

placas liticas cuyo desarrollo es sensible a cambios de temperatura, lo que sugiere
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la aparicion de poblaciones de virus con mutaciones, probablemente particulas DI,
aunque recientemente se ha informado que la infeccion persistente generada por el
JEV puede atribuirse a la presencia de una proteina viral NS1 trunca en ausencia de
cualquier virus detectable de tipo DI.*>*° McLinden et al. (2008) demostraron que la
expresion de la proteina NS5 del Dengue serotipo 2 disminuian de manera
importante los niveles de replicacion del virus del VIH in vitro. Aparentemente la
inhibicion de VIH es mediada por la proteina NS5 de DENV-2 debido a una
interaccion por una proteina no identificada que modifica de la susceptibilidad a
infecciones por VIH. Efectos similares fueron observados cuando la proteina NS5 de

virus relacionados con Flavivirus (GBV-C) fue expresada en células Jurkat.®’

Otros estudios revelan que cuando células de mosquito C6/36
persistentemente infectadas con densovirus son inoculadas con el virus del Dengue
serotipo 2 (DENV-2), manifiestan una resistencia a ser reinfectadas, esto
evidenciado por el desarrollo de un bajo efecto citopatico comparado con las células
que no estaban persistentemente infectadas, lo que habla de la existencia de

interferencia de tipo heterélogo.”"

Por otro lado, en el trabajo desarrollado por Gaines et al.1996, se demostro
que cuando se emplea un vector viral basado en el virus Sindbis (dsSIN) el cual
expresaba, ya sea el RNA sentido o antisentido de la proteina prM del DENV-2 en
las células C6/36 de Ae. albopictus se generaba resistencia a otras reinfecciones
mientras que el control permitia la replicacién de los nuevos virus.'® Otros
investigadores han reportado que probablemente la expresion de una porcion blanco
del genoma del patégeno en la célula hospedera podria inducir una resistencia
derivada de patégeno (“Pathogen-Derived Resistance”,PDR) pero se observd que
s6lo generaba resistencia especifica para el serotipo de Dengue del cual se habia
tomado la porciéon efectora ya que para otros serotipos no se generaba
resistencia.'®® En relacién a lo anterior Adelman et al. (2001) fueron capaces de
inducir resistencia a la infeccion por el DENV-2 en las mismas células C6/36 tras una
infeccion con virus dsSIN capaces de transcribir en sentido o antisentido, RNA
derivado del gen que codifica para la proteina prM del mismo virus, indicando que

aunque la interferencia era especifica de serotipo, la orientacion del gen efector
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no era tan relevante. Otros estudios realizados con este tipo de vectores dsSIN
conteniendo secuencias de virus heter6logos mostraron que son capaces de inducir
una respuesta de tipo silenciamiento post-transcripcional de genes (por sus siglas en
inglés, PTGS) o tipo RNAI, desencadenado en los mosquitos un mecanismo de
defensa ante una infeccién viral.>'® Teniendo conocimiento de este mecanismo de
defensa en las células de mosquito, se ha desarrollado por ingenieria genética,
resistencia de los mosquitos hacia las infecciones virales utilizando elementos
transponibles que expresan RNAs efectores en promotores de genes activos en los
mosquitos.60 A pesar de que mediante diversos estudios, se ha generado
informacion para tratar de explicar cuales podrian ser los mecanismos moleculares
que inducen a la interferencia viral como respuesta de defensa celular, este proceso

todavia no queda muy claro.

En relaciéon a lo anterior, se ha observado que las células de Ae. albopictus
persistentemente infectadas con el virus Sindbis liberan en el medio de cultivo un
agente de bajo peso molecular capaz de inhibir la replicacién viral durante la fase
aguda de la infeccion. Este agente es rapidamente inactivado cuando es tratado con
proteinasa K o con calor pero no cuando se utilizan anticuerpos.®® Esta proteina con
efecto antiviral, obtenida a partir de tres lineas celulares independientes de Ae.
albopictus, aparentemente inhibe la sintesis del RNA viral y este efecto es mas
importante cuando las células son tratadas antes de la infeccion.'®®® Se realizé
también un estudio de los efectos de un péptido puro sobre el crecimiento de las
células de mosquito, encontrando que el tratamiento en células de Ae. albopictus no
infectadas con el virus Sindbis provoca un arresto temporal de la divisién celular
acompafnada por la adquisicion de una resistencia a la infeccion viral y la produccion

constitutiva de una proteina antiviral no caracterizada.*’

Estos estudios previos involucraban la participacién de mecanismos celulares
para explicar la interferencia viral homodloga: ya sea la produccién de algun péptido
antiviral o una via relacionada con RNAI pero no ha sido sino hasta fechas recientes
que los mecanismos de defensa antiviral en artropodos se han empezado a estudiar,

indicando que la inmunidad innata juega un papel importante en la limitacion de la
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infeccion por patdgenos, tanto a través de la produccion de moléculas efectoras
como de péptidos antimicrobianos asi como mediante la fagocitosis y

5,36,39,44,64 Los

encapsulacion, secrecion de las barreras fisicas y melanizacion.
estudios que se han realizado principalmente en el insecto Drosophila melanogaster
han demostrado que la respuesta inmune a infecciones virales se debe a la
intervencion de los RNAI, la via Jak-Stat, mecanismos de apoptosis, la via Toll y la
via de inmunodeficiencia (Imd).*®*? La activacion de la via Toll por los
microorganismos ocurre a través de receptores de reconocimiento de patrones
(“Patterns Recognition Receptors”, PRR’s) que conducen a una cascada de eventos
para la degradacion de la proteina denominada CACTUS, la cual es una proteina
represora especifica de DORSAL, un factor de transcripcion que, al igual que Dif, se
translocan al nucleo para activar genes especificos y con ello provocar un rapido
aumento de compuestos antimicrobianos y otros efectores. La via de transduccion
del sistema Toll en Drosophila muestra una similitud remarcable con la via de la
interleucina (IL) 1 en mamiferos, que se asocia con la activacion del factor de
transcripcion NF-kB responsable de multiples eventos inmunes e inflamatorios. La
via de Imd participa en la defensa contra las bacterias Gram-negativas y tras su
activacidn se sigue una cascada de acontecimientos similares a los de la via de Toll,
con degradacion de su supuesto regulador negativo “CASPAR”, la translocacion del
factor de transcripcion Relish al nudcleo y la produccién de los efectores y
compuestos antimicrobianos. Analisis gendmicos comparativos han demostrado un
notable grado de conservacién de estas vias de sefalizacion inmunitaria en D.
melanogaster, Anopheles gambiae y Ae. aegypti.87 Respecto a esto, Xi et al.
(2008), encontraron que la infeccion por el virus del Dengue activa la via de Toll y
varios genes asociados. También demostré que la flora natural del mosquito
desempefia un papel en la modulaciéon de la infeccién por el virus del Dengue,
posiblemente a través de la estimulacion basal del sistema inmunologico del
mosquito.®” En relacién a esto, en otro estudio, se analizé tanto la respuesta
fisiolégica como la expresion de los genes en Ae. aegypti en el intestino medio
cuando fueron infectados con DENV-2, encontrando varios que participan en la via
de la respuesta inmune. Estos genes correspondieron PRR’s y a apoptosis y la
prominente activacion de la via Toll por PPRs sugirié que esta involucrada en la
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respuesta de defensa anti-dengue. Posteriormente estos investigadores silenciaron
los genes CACTUS y CASPAR involucrados en la via Toll e Imd respectivamente,
observando que la baja expresion de CACTUS reducia notoriamente la infeccidn por
dengue, mientras que CASPAR no afectd este proceso, corroborando que mas que
la via Imd, era la Toll la responsable de la respuesta del vector contra el virus. Para
obtener una mayor evidencia de la participacion antiviral, silenciaron a MYD88,
proteina intracelular que contiene dominio de reconocimiento a TIR (Toll-IL1) y
observaron que los titulos virales aumentaron, comprobando una vez mas la
importancia de esta via para controlar la infeccion del virus del Dengue en el

mosquito. 4487

Con la finalidad de entender mas a fondo todo el proceso de infeccion por el
virus del Dengue en su vector, en el 2010, Baron et. al, realizaron un estudio en
donde analizan la expresion diferencial de genes del intestino medio de insectos de
Ae. aegypti que son susceptibles y resistentes de manera natural a infecciones
virales con DENV-2. Cuando analizaron los intestinos de los mosquitos susceptibles
encuentraron activos genes relacionados con el citoesqueleto, factores de
transcripcion, genes de sefalizacion y nuevamente de la respuesta inmune. La
mayoria de los genes identificados principalmente estuvieron asociados ya sea tanto
con la inhibicién o la induccion de la apoptosis, los cuales han sido identificados y
caracterizados en insectos pero su participacion durante infecciones en arbovirus
todavia no ha sido bien descrita. También se identifico al complejo de la ubiquitina
ligasa, que participa en la degradacién de proteinas en el proteasoma durante varios
procesos celulares y se ha visto que en D. melanogaster, la sobreexpresion de
ubiquitina conduce a la degradacion de CACTUS permitiendo a la proteina dorsal
translocarse al nucleo para activar factores de transcripcién, proceso que ocurre en
la via Toll; citocromo (C y p450), proteinas involucradas en funciones celulares como
estrés oxidativo, respiracién y apoptosis, sin embargo en los insectos todavia no ha
sido completamente caracterizado.”® La sobreexpresion de estos genes sugiere que
podrian estar relacionados con el proceso de infeccidn, dado que la presencia de
moléculas anti y pro-apoptoticas podria indicar que los virus manipulan la maquinaria

celular para replicarse y diseminarse ya que estos genes no fueron observados tras
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analizar el intestino de los mosquitos resistentes al virus del Dengue. Contrario a
este resultado, los genes encontrados durante el analisis de los intestinos de
mosquitos resistentes, fue la presencia de un gen inhibidor de tripsina, proteina la
cual se ha reportado podria afectar la infeccidon por el virus del Dengue, puesto que
cuando es inhibida o disminuida su expresion, se ha visto que esta molécula
disminuye o incrementa la infeccion de dengue en el mosquito. Se cree que los
genes encontrados en los mosquitos susceptibles pero ausentes en los resistentes
pueden deberse a que el virus no logré entrar a las células del intestino medio, no
pudo establecer infeccion o que existen eventos tempranos apoptéticos que eliminan

al virus.®

Hasta el momento ya se esta empezando a identificar aquellos genes que
participan en la respuesta celular de los mosquitos ante las infecciones agudas
ocasionadas por el virus de Dengue pero aun se carece de informacion para
entender que ocurre cuando las células de mosquito estan infectadas de manera
persistente, conocimiento que nos ayudaria a comprender los mecanismos
involucrados en la infeccion por el virus del Dengue asi como los mecanismos de

interferencia viral asociados con ella, tal como ocurre naturalmente en los mosquitos.

Debido a la existencia de variantes genéticas en el vector, ha sido necesario
su estudio para poder combatir al Dengue. A principios de los anos 70s, las
isoenzimas se emplearon extensamente como marcador para analizar la estructura
genética de poblaciones naturales de Ae. aegypti y se encontré una baja diferencia
genética entre poblaciones del mosquito de todo el mundo.” En 1995 Vos y Col.,
desarrollaron la técnica Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP, por sus
siglas en inglés), para generar marcadores que permitieran identificar secuencias
desconocidas, basado en las técnicas de RFLP y PCR, mediante el uso del genoma
completo del organismo. Los AFLP’s son marcadores que proporcionan una
informacion genérica a través del uso de enzimas de restriccion para obtener
fragmentos de DNA con extremos cohesivos, los cuales se ligan a adaptadores de
doble cadena y finalmente este producto ligado servira como molde para una
amplificacion por PCR.%* Los AFLPs presentan ciertas ventajas ante otras técnicas,
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ya que detectan un elevado numero de polimorfismos y no se requiere del
conocimiento de una secuencia especifica, lo que lo convierte en una herramienta
potencialmente Util para el estudio genético de una poblacién.?*#889% Esta técnica
inicialmente fue empleada para el andlisis de diversidad genética en plantas y
bacterias y luego utilizada satisfactoriamente en insectos. Por su robustez, alta
reproducibilidad y elevado poder discriminativo se convirtié en una técnica ideal para

el estudio de variabilidad genética de organismos como Ae. aegypti.>">"

En el transcurso de los afos, los analisis de AFLP’s han dado informacion
acerca de la variabilidad y estructura poblacional de Ae. aegypti. En 1999 Yan y
Col., utilizaron y compararon los marcadores de AFLP y RFLP para hacer
estimaciones de la variabilidad genética en poblaciones de Ae. aegypti en Trinidad y
Tobago e Indias Occidentales.®® De manera similar, en Phnom Penh, Cambodia, se
compararon tres marcadores moleculares; AFLP, isoenzimas y microsatélites, para
determinar la variabilidad genética del mosquito vector.®® A nivel local, en el
Noroeste de México, se determino la diversidad genética de Ae. aegypti mediante
AFLP y microsatélites y se evidencié un proceso de reinvasion, resaltando el gran
poder de discriminacion y reproducibilidad de ésta técnica.®” Por otro lado, también
ha sido utilizada para determinar la expresién diferencial de genes en el proceso de
tuberizacion de la papa, permitiendo aislar tres transcritos que codifican para
proteinas que participan en dicho evento.* De manera similar. en bovinos, se pudo
identificar dos marcadores genéticos de RNAmM que se expresaban diferencialmente
en bovinos machos y hembras.®! En lo referente a plantas, el analisis de la expresion
diferencial génica ha sido sugerida como una forma de estudiar la tolerancia a estrés
abidtico en cultivos, asi como para entender la base molecular genética a la
tolerancia a la sequia en pastos mediante la identificacion de genes de respuesta a

estrés hidrico en plantas xerofiticas adaptadas (Festuca mairei).*?
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3.0 JUSTIFICACION

La incidencia de enfermedades transmitidas por mosquitos esta aumentando

entre las poblaciones humanas en todo el mundo.'*"?

El control del dengue se ha intentado mediante campafias contra el vector o el
desarrollo de vacunas contra el virus. Los intentos por controlar a Ae. aegypti no han
sido tan alentadores. El resurgimiento de FD y de la FHD ha sido debida a varios
factores donde se incluyen el crecimiento de la poblacidn, la expansion de las
ciudades con la consiguiente urbanizacion no planeada, abasto inadecuado del
agua, aumento del desplazamiento de la poblacién dentro y entre paises con
infraestructura sanitaria deficiente, la desaparicion de los programas de control de
mosquitos y aparicién de resistencia a los insecticidas.?® La prevencion por medio de
vacunas se ha planteado como la posibilidad mas viable, aunque hasta el momento

no existe ninguna eficaz en el mercado.

Las infecciones persistentes ofrecen un modelo interesante para el estudio de
las interacciones entre el virus y su célula huésped. Antecedentes previos sugieren
que los mosquitos poseen mecanismos de defensa contra las infecciones virales
pero se desconoce todavia mucho de lo que ocurre con ellos durante las infecciones
persistentes. La identificacion de genes que se expresan durante este tipo de

infeccion facilitaria la identificacion de posibles blancos farmacoldgicos.
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4.0 OBJETIVO

4.1 Objetivo general:

Determinar la expresién diferencial de genes entre células C6/36 de mosquitos
Aedes albopictus no infectadas y las persistentemente infectadas con el virus del

Dengue serotipo 2.

4.2 Objetivos especificos:

e Estandarizar la técnica de AFLP en células C6/36.

e Analizar la expresion diferencial de genes en la linea celular C6/36 en ambas

condiciones.
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5.0 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CELULAS C6/36 NO INFECTADAS CELULAS C6{36 PERSISTENTEMENTE

INFECTADAS CON DENV-2
I |
J
EXTRACCION DEL RNA TOTAL
OBJETIVO 4
ESPECIFICO1. EXTRACCION DEL RNAM

OBJETIVO
ESPECIFICO 2.

| I‘-I_ |_

SECUENCIACION
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 Linea celular C6/36 de Aedes albopictus

En el laboratorio Ill de Virologia del IPN,se cuenta con la linea celular C6/36
de Ae. albopictus. Estas células han sido cultivadas en medio MEM (Gibco)
suplementado con NaHCO3 al 0.034%, suero fetal bovino al 10%, vitaminas (Gibco),
aminoacidos no esenciales (Gibco) y penicilina (100U/mL)-estreptomicina
(100ug/mL) (Sigma). Se crecid en incubadora humeda a 34°C sin CO; (Lab Line).
Para el estudio de la expresion génica, se analizaron las células C6/36 no infectadas
y las células C6/36 infectadas persistentemente con DENV-2 obtenidas en el
laboratorio de virologia de la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia. Ambas

lineas se procesaron con las mismas técnicas que a continuacién se describen.

6.2 Extraccion de RNA total de las células C6/36.

La extraccién del RNA total se realizé utilizando la técnica de extraccién por
Trizol, para la cual se utilizaron aproximadamente 2 botellas de cultivo de 75 cm?
que contenian tanto las células C6/36 no infectadas como persistentemente
infectadas. Todos los materiales empleados fueron previamente horneados a 200°C,
para eliminar las RNasas y todas las soluciones se prepararon con agua tratada con
Dietilpirocarbonato (DEPC, ver anexo) (Sigma). La extraccion del RNA total se
realizé tal como sigue: se decanté el medio de cultivo, se agregaron 7.5 mL de Trizol
(Invitrogen Life Technologies) por cada botella y se agitdé 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se homogenizé pipeteando suavemente el contenido de la
botella y se transfirieron 1.250 mL del lisado celular a tubos Eppendorf de 1.5 mL
(nuevos y esterilizados) que fueron incubados 5 minutos a temperatura ambiente sin
agitacion. Después se agregaron 0.250 mL de cloroformo (Merk) a cada tubo y se
agitaron vigorosamente por 15 segundos. Enseguida se incub6 a temperatura
ambiente por 3 minutos sin agitacion para que ocurriera el proceso de separacion de
fases. Inmediatamente se centrifugd a 12,000 rcf por 15 min a 4°C en la
microcentrifuga (Eppendorf centrifuge 5417R) y la fase acuosa se transfirio a tubos
Eppendorf de 1.5mL (nuevos y esterilizados). Para precipitar el RNA se agregaron
0.625 mL de isopropanol (J.T Baker), se mezclo por inversion y se incubd 30 minutos

a temperatura ambiente sin agitacion.  Se centrifugé a 12,000 rcfa 4°C por 10

27



minutos, se eliminé el sobrenadante y la pastilla se lavdé con 1 mL de etanol (J.T.
Baker) al 75% preparado con agua DEPC, mezclando brevemente en vortex (Sport).
Se reempastilld el RNA total centrifugando a 7,500 rcf por 5 minutos a 4°C. Se
elimind el sobrenadante, se dejé secar la pastila a temperatura ambiente y

finalmente se resuspendié en 50 ul de agua libre de RNasa.

6.3 Tratamiento del RNA total con DNasa.

Se realizé este tratamiento con la finalidad de eliminar la posible
contaminacién con DNA gendmico. Para ello se utilizé el RQ1 RNase-Free DNase
(Promega) y se siguio el protocolo descrito en el manual de Promega. Se agregd en
un tubo Eppendorf de 50 pl: 40 yl RNA total en agua libre de nucleasa, 5 pl de
amortiguador de reaccién 10X (RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer), 1 pl
RQ1 DNasa libre RNasa (1U/ug RNA) y para ajustar a un volumen final de 50 pl, se
agrego agua libre de nucleasas. Posteriormente se incubd esta reaccion a 37°C
(incubadora Imperial Ill) por 30 minutos y finalmente se inactivo la enzima a 65°C por

10 minutos en el Termo block (Lab Line).

6.4 Evaluacién de la integridad del RNA total

Para evaluar la integridad del RNA total extraido se realiz6 una RT-PCR en
un solo paso utilizando el kit RT-PCR Access® de Promega. Para ello se preparé
una mezcla de reaccion con 10 yl de AMV/Tfl Reaction buffer 5X, 1 ul de dNTP’s
mix 10mM (10mM de dATP, dCTP, dGTP, y dTTP), 1 pl de oligonucleétido sentido
ACAE 617 para actina (ACGTGAAATCGTTCGTGACATTAAG) (50 pmol/ul), 1pl
oligonucledtido antisentido para actina ACAE 1136
(TTAACTTAGAAGCACTTGCGGTGAA) (50 pmol/ul), 2 pl de MgSO4 25mM, 1l de
AMV-RT, 1ul de Tfl y 1ul de RNA total para un volumen final de 50 pl. La reaccion de

RT-PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones:

RT'[ 48°C - 45 minutos
84*C - 4 minutes (inactivacion de la enzima AMV)

94°C - 30 segundos _
55°C - 1 minuto 3o ciclos
PCR 68*C - 1 minuto

68*C - 10 minutos
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La reaccion se realizé en un termociclador Eppendorf Mastercycle y al término
las muestras se almacenaron a -20°C. El producto amplificado se analizé en un gel
de agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X (ver anexo) tefido con bromuro de etidio
y corrido a 100V. Finalmente se visualizdé en un fotodocumentador de luz UV (EPI-

Chemi Darkroom UVP Laboratory products).

6.5 Purificacion del RNAm mediante cromatografia de afinidad en columnas de
oligo-dT

A partir del RNA total se extrajo RNAm utilizando el kit MicrPoly(A) Purist
Procedure (Invitrogen). El producto sirvio para la sintesis del cDNA.

Siguiendo el protocolo de Invitrogen, primero se resuspendié el RNA total en
250 ul de agua libre de nucleasa (incluida en el kit) y se agité vigorosamente con
vortex (Sport) para completar la resuspension de la pastilla. Se agregaron 250 pl de
solucién de union 2X y se mezclo bien. Enseguida se transfirieron los 500 ul de la
mezcla anterior a un tubo que contiene la resina y el oligo dT. Se incubd a 75°C por
5 minutos y posteriormente se agité suavemente durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugod (centrifuga modelo 5425R) a 4,000 rcf durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Se agregaron 500 pl de solucion de lavado | y se agito
brevemente para mezclar. Enseguida se pasé la columna a un tubo colector y se
centrifugé a 4,000 rcf por 3 minutos a temperatura ambiente. Se descartd el
sobrenadante y se repiti6 nuevamente el paso anterior. Se agregaron 500 pl de
solucion de lavado Il y se centrifugd a 4,000 rcf por 3 minutos a temperatura
ambiente. Se colocé la columna dentro de un tubo colector nuevo, se agregaron 200
JI de solucidn de almacenaje (precalentado) e inmediatamente se centrifugé a 5,000
rcf por 2 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se precipité con 20 ul de
acetato de amonio 5M (J.T.Baker), 1 ul de glicogeno y 550 ul de etanol al 100% (J.T.
Baker). Después se centrifugdo a 11,900 rcf por 30 minutos a 4°C. Se retiré el
sobrenadante, se agregé 1mL de etanol al 75% (J.T. Baker) y se agité con vértex
(Sport) brevemente. Se re-empastillé centrifugando a 11,900 rcf por 10 minutos a
4°C y se elimino el sobrenadante. Finalmente la pastilla se resuspendié en 200 ul de
agua libre de nucleasas.
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6.6 Cuantificacion del RNAm por espectrofotometria.

Para cuantificar el RNAm extraido, se agregd 1 pl del RNAm obtenido en el
paso anterior y se completdé con agua DEPC un volumen final de 199 ul (dilucidon
1:200). La medicion se realizd en un espectrofotdmetro (Beckman DU 650) con luz
UV y se utilizé una absorbancia a una longitud de onda de 260/280 nm. Para el

calculo de la concentracion del RNAm se aplico la siguiente férmula:

RNA pg/mL = (Az60)(40)(Factor de dilucién)

Como parametro de pureza se comparo la relacion entre las absorbancias

(A260/280)-

6.7 Sintesis de cDNA de doble cadena a partir del RNAm.

La sintesis de la doble cadena de cDNA se realizé en dos pasos a partir del
RNAm de ambas condiciones, para ello se utilizd el kit SuperScript™ Double-
Stranded cDNA Synthesis (Invitrogen). El protocolo realizado se describe a

continuacion.

6.7.1 Sintesis de la primera cadena del cDNA

Para la sintesis de la primera cadena se prepard una mezcla de reaccion que
contenia 1 pl del oligonucle6tido dT (100pmol/ ul), 3 ug de RNAm en agua DEPC y
para ajustar a un volumen final de 10 yl se agregdé agua libre de nucleasas.
Enseguida se calenté a 70°C (Termo block Lab Line) durante 10 minutos e
inmediatamente se colocd e hielo. Posteriormente se agregd 4 ul de amortiguador
First Strand 5X (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI), 2 yl de 0.1M DTT, 1 ul de
dNTP mix 10mM (10mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP). Se agitd con vértex (Sport)
brevemente y se coloco el tubo a 45°C por 2 minutos. Después se agregaron 5 pl de
la enzima Super Script Il RT (200U/ pl), se mezcld bien y se incubd a 45°C (Termo
block Lab Line) por 1 hora. Al término de la sintesis de la primera cadena el tubo se

coloco en hielo.

30



6.7.2 Sintesis de la segunda cadena del cDNA.

El producto de la sintesis de la primera cadena se utilizO para generar la
cadena complementaria del cDNA. A la reacciéon de sintesis de primera cadena, se
agrego 91 ul de agua DEPC, 30 ul de amortiguador Second Strand Reaction 5X
(100mM Tris-HCI (pH 6.9), 450 mM KCI, 23mM MgCl, 0.75 mM B-NAD*, 50 mM
(NH4)2SOy4, 3 pl de dNTP mix 10mM (10mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1 ul E.
coli ligasa (10U/ pl), 4 ul de E. coli DNA polimerasa | (10U/ ul) y 1 ul de E. coli RNasa
H (2U/ ul) para un volumen final de reaccion de 150 ul. Se agité con voértex (Sport)
brevemente y se incub6 2 horas a 16°C. Posteriormente se agregaron 2 pl de T4
DNA polimerasa y se incubd por 5 minutos mas a 16°C. Al finalizar la sintesis de
cDNA de doble cadena se colocé el tubo en hielo y se agregaron 10 uyl de 0.5M de
EDTA (BioRad) y 160 pul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1)
(Invitrogen;Merk;Merk); se mezclé bien y se centrifugd a temperatura ambiente por 5
minutos a 14,000 rcf para separar las fases. Se removieron cuidadosamente140 ul
de la fase acuosa y se transfirieron a un tubo Eppendorf nuevo y estéril de 1.5 mL.
Se agregaron 70 pl de acetato de sodio (Sigma) 3M, seguido de 500 ul de etanol
absoluto (J.T. Baker) frio. Se agité vigorosamente la mezcla e inmediatamente se
centrifugé a 14,000 rcf por 20 minutos a temperatura ambiente. Se removié el
sobrenadante cuidadosamente y a la pastilla se le agregaron 500 pl de etanol (J.T.
Baker) frio al 70%. Se centrifugd a 14,000 rcf por 2 minutos a temperatura ambiente,
se descartd el sobrenadante y finalmente se dejé secar el dcDNA a 37°C para

evaporar el etanol. Finalmente se resuspendioé en 20 pl de agua libre de nucleasas.

6.8 Polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados (“Amplified
fragment length polymorphism”, AFLP)
La técnica de AFLP ha sido utilizada para sistemas tanto eucariéticos como

procariéticos®*%°

y consiste en la digestion del DNA gendémico utilizando dos enzimas
de restriccion, una de baja y otra con alta frecuencia de corte, respectivamente.
Posteriormente estos fragmentos generados son ligados a adaptadores sintéticos
que servirdn como sitios de unién a oligonucledtidos que llevan en sus extremos 3°,
0 y 3 nucledtidos selectivos que amplificaran en una PCR pre-selectiva y otra

selectiva, respectivamente.”>*
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6.8.1 Digestion del cDNA de doble cadena con las enzimas de restriccion EcoR |y
Mse I.

Para producir fragmentos de restriccion se realizo la digestion del cDNA de
doble cadena utilizando dos enzimas de restriccion: EcoR | y Mse | (Biolabs). Para
realizar la doble digestion se siguié el protocolo (con algunas modificaciones)

propuesto por Vos et. al (1995).

En un tubo de Eppendorf nuevo de 600ul se realiz6 una primera digestion
usando la enzima Eco RI, para lo cual se colocaron 0.6ug de dcDNA, 2 ul de EcoR |
(10U/ul), 2 pl de amortiguador 1X (50mM NaCl, 100mM Tris-HCI, 10mM MgCl,,
0.025% Triton X-100, pH 7.5) y se ajusté a un volumen final de 20 ul con agua libre
de nucleasas. Posteriormente se incubd a 37°C durante 1 hora. Para inactivar esta
enzima la reaccion se sometioé a 65°C durante 20 minutos. Enseguida, para eliminar
el exceso de sales, se precipitdé con 2 yl de acetato de amonio (J.T. Baker) 5M y 50
pl de etanol (J.T. Baker) al 100%. Se dejo 2 dias precipitando a 4°C y posteriormente
se centrifugd (Centrifuga Eppendorf 5417R) a 12,000 rcf durante 30 minutos a 4°C.
Se descartd el sobrenadante, se agregé 1 mL de etanol (J.T. Baker) al 70% y se
agitd con vortex (Sport) por 30 segundos. Se centrifugoé a 12,000 rcf por 10 minutos
a 4°C, se descarto todo el sobrenadante y el DNA se resuspendié en 3 pl de agua

libre de nucleasas.

Posteriormente se procedid a realizar la digestion con la enzima de alta
frecuencia Mse I, para lo cual se agregd: 1 ul de Mse | (10U/ ul), 3 ul de DNA
resuspendido en agua libre de nucleasa, 2 yl amortiguador 1X (50mM acetato de
potasio, 20mM tris acetato, 10mM acetato de magnesio, 1mM dithiothreitol, pH 7.9) y
se ajusté con agua libre de nucleasas a un volumen final de 20 pl. Se incubd 1 hora

a 37°C y después la enzima se inactivé a 65°C por 20 minutos.

6.8.2 Preparacion de los adaptadores de doble cadena
Las secuencias de los adaptadores utilizados para EcoR | 'y Mse | se
muestran en la tabla 1. Los adaptadores se prepararon haciendo una mezcla

equimolar de cada oligonucled6tido complementario, 10uM para EcoR |y 100uM para
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Mse I. Se obtuvieron mezclas de los adaptadores de EcoR | y Mse | a una
concentracion final de 5uM y 50uM respectivamente. Para que se llevara a cabo la
hibridacidon se calenté en un termociclador (Eppendorf Mastercycle) a una
temperatura de 85°C durante 5 minutos para cada par de oligonucledtidos y
finalmente se dejo enfriando a temperatura ambiente. Para verificar el resultado, las
hibridaciones y los oligonucledtidos no hibridados se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 12% corrido a 100V por 20 minutos

NOMBRES SECUENCIAS
ADAPTADOR DE EcoR |
Cadena lider L' CTC GTA GAC TGC GTACC 3
Cadena complementaria 5AAT TGG TAC GCA GTC TAC 37
ADAPTADOR DE Mse |
Cadena lider 5'GAC GAT GAG TCC TGA G 37
Cadena complementaria E'TACTCA GGACTC AT Y

Tabla 1. Secuencia de los adaptadores para EcoR | y Mse 1%

6.8.3 Preparacion de la reaccion de ligacion de los adaptadores

Los adaptadores hibridados se ligaron a los fragmentos obtenidos del proceso
de restriccion del cDNA. Para ello, en un tubo Eppendorf de 600 pl se agregaron 20
pl de dcDNA previamente digeridos con las enzimas Eco Rl 'y Mse [, 1.5 pl del
adaptador EcoR I (5pmol), 3.5 pl del adaptador de Mse I (50 pmol), 1.2 pl de T4 DNA
ligasa 5U y 8ul del amortiguador 5X (1mM de ATP disuelto en un amortiguador de
reaccion que contiene 10mM de Tris-HAc pH 7.5, 50mM de acetato de potasio, 5mM
de DTT y 50ng/ul de BSA). Todo el volumen de la reaccion de ligacién fue ajustado a
40 pl con agua libre de nucleasas. La mezcla se dejé incubando por 48 horas a 37°C.
Después se hizo una dilucion 1:10 de la reaccion anterior para utilizarlo como

templado para la PCR-preselectiva. El resto, que no fue diluido, se guardoé a -20°C.

6.8.4 Amplificacién de los fragmentos de cDNA por PCR pre-selectiva

Para las reacciones de amplificacidn se utilizaron como templado el dcDNA
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ligado a los adaptadores EcoR I-Mse | de ambas condiciones (C6/36 no infectadas y
persistentemente infectadas con DENV-2). Se realizé primero una amplificacion pre-
selectiva utilizando oligonucleotidos que contienen secuencias complementarias a la
cadena codificante para ambos adaptadores (tabla 2). Para la reaccién de
amplificacion de dcDNA por PCR pre-selectiva, se agregd a un tubo Eppendorf: 2.5
gl del amortiguador 10X, 1.5 pl de MgCly, 2.5 yl de dNTP’s mix 10mM (10mM de
dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 2.5 ul de oligonucledtido para EcoR | 10uM, 2.5 ul de
oligonucledtido para Mse | 10uM, 5 ul de dcDNA, 0.5 uyl de Tag Recombinante (5U/
pl) y se agregd agua libre de nucleasas para ajustar un volumen final de 50 ul. En el

termociclador (Eppendorf Martercycle) se programaron las siguientes temperaturas:

[ 94°C - 5 minutos
94°C - 1 minuto
PCR-preselectiva 4 20°C - 1 minuto 39 ciclos
72°C - 1 minuto
72°C - 10 minutos
NOMEBRE SECUENCIA
OLIGONUCLEGTIDO PRE-SELECTIVO EcoR |
E1 |5° GAC TGC GTA CCA ATT C 3
OLIGONUCLEOTIDO PRE-SELECTIVO Mse |
M1 5° GAT GAG TCC TGA GTA A 3°

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleoétidos para la PCR pre-selectiva.89

6.8.5 Amplificacion de los fragmentos de cDNA por PCR selectiva
El producto de amplificacion pre-selectiva fue diluido en 1:10 y se utiliz6 como
DNA blanco para esta fase. Los oligonucledtidos utilizados en esta reaccion

contienen 3 nucledtidos selectivos en el extremo 3° (tabla 3).
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MOMNERE SECUENCIA

QHGOMLICTFOTING SF1FCTIVO BARA FraR |

51 5GACTODOTA DNA ATT CACAT
L52 SUAL TLTGIALLA AL CRALCTE
] 2 AL GUEACCAA| | CARGE
54 L GALTOCGTA COANTT CACES
L55 T OACTODOTA CLA ATT CACGD
Lsb S UALILLGIALCA A LACTY
F57 0RAC TR ETA CCANTT CAGGEY
MOMEBRE SCCLIEMCIA

OLICONUCLLG LY SLLLCTVO PAILS Bse |

Ie151 5 A1 GAL U |EA G AACACT"
152 5 GATAG TCC TinA GTAACAT S
IS5 SGATCAGTONTOA OTA ACAR T
Ielid 2 GALGAGL LY Ua L AACAG 57
I155 5705 A 1CD | HA 1A ACTE S
I1563 5 EAT GAG TCCTRAGTAACTA S
W57 3 GATCAGTLI TOA DTAACGA 3
[aib] S LA GAL U 1GA U AACGT "
T5E 5 A GAG LY [GALIAACCG Y
KIS0 B OATGAG TOCTGA OTAATAA D
NIH11 2 GA| UL LU Ue L AATAG
Kis1d AL BAG 1L LA GLAATTAS

LiaLd S AT A TEC TR CTA ATCA =

Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos que fueron utilizados para realizar la PCR selectiva.

Las letras en negritas corresponden a los oligonucleétidos selectivos adicionados en el extremo 3%

Se realizaron 48 combinaciones tal como se indica a continuacion:

ES1/MS1, ES1/MS3, ES1/MS4, ES1/MS5, ES1/MS6, ES1/MS8, ES1/MS10,
ES1/MS11.

ES2/MS1, ES2/MS3, ES2/MS4, ES2/MS5, ES2/MS7, ES2/MS10, ES2/MS11,
ES2/MS13.

ES3/MS1, ES3/MS2, ES3/MS3, ES3/MS4, ES3/MS6, ES3/MS7, ES3/MS8,
ES3/MS9, ES3/MS10, ES3/MS11, ES3/MS12, ES3/MS13.

ES4/MS1, ES4/MS2, ES4/MS4, ES4/MS5, ES4/MS6, ES4/MS7, ES4/MS10,
ES4/MS11, ES4/MS12, ES4/MS13.

ES5/MS10.

ES6/MS1, E6/MS2, ES6/MS6, ES6/MS11.

ES7/MS3, ES7/MS4, ES7/MS6, ES7/MS10, ES7/MS11.
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Para la reaccion de amplificacion de cDNA por PCR selectiva, se agrego a un
tubo Eppendorf: 5 pl de amortiguador 10X, 5 ul de MgCly, 2.0 yl de dNTP’s 10mM,
2.0 ul de oligonucledétido para EcoR | 10uM, 2.0 pl de oligonucleétido para Mse |
10uM, 3 pl de producto de PCR-preselectiva dilucion 1:10, 0.5 pl de Taq
recombinante 5U/ul y se agregd agua libre de nucleasas para ajustar a un volumen
final de 50 pl. Se programé en el termociclador las siguientes temperaturas:
 94°C - 10 minuto

94°C - 1 minuto
85°C - 1 minuto (5 ciclos
T2°C - 1 minuto
94°C - 1 minuto ]
PCR-zelectiva 1 g0°C - 1 minuto 15 ciclos
T2°C - 1 minuto -
94°C - 1 minuto T

S6°C - 1 minute (30 ciclos

T2°C - 1 minuto -
L 72°C - 10 minutos

El producto de la PCR selectiva fue analizado en un gel de poliacrilamida al
12 % en amortiguador TBE 1X, corrido a100 V.

6.9 Purificacién de las bandas diferenciales

Para la purificacion de las bandas analizadas en el gel de poliacrilamida se
utilizé el kit QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Las bandas de interés fueron
cortadas y resuspendidas en un amortiguador de difusion (0.5 M de acetato de
amonio, 10 mM de acetato de magnesio (J.T. Baker), 1mM de EDTA (BioRad) pH
8.0 y 0.1% de SDS (Sigma), 100mg del gel por cada 100-200 uyl de amortiguador de
difusion y se incub6 a 50°C por 30 min. Posteriormente se centrifugd a 13, 000 rpm
por 1 minuto (Centrifuga eppendorf 5417R) y se colecto el sobrenadante en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL, al cual se le afiadieron 3 volumenes de amortiguador QG. Se
mezclé hasta observar una coloracion amarilla. Enseguida se coloco la mezcla en la
columna QIlAquick y se centrifugd a 13, 000 rpm por 1 minuto. Para lavar se
agregaron 750 ul de amortiguador PE y se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto.

Este paso se realizé 2 veces y luego se coloco la columna en un tubo nuevo para
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agregar 30ul de agua de ampolleta sobre la columna. Por ultimo se centrifugd a

13,000 rpm por 1 minuto y el DNA colectado se guardé a -20°C hasta su uso.

6.10 Reaccion de ligacién al vector pJET 1.2.

La reaccion de ligacion del producto amplificado por PCR al vector plasmidico
pJET 1.2 (figura 5) se llevdé a cabo a un volumen final de 20 pl, agregando: 10 ul de
amortiguador de ligacion 2X, 4 ul de producto PCR, 3 ul de agua libre de nucleasa y
1 ul de DNA Blunting Enzime. Posteriormente se incubd la mezcla a 70°C durante 5
minutos y rapidamente se colocd en hielo. Enseguida se agregd 1 ul de pJET 1.2
Blunt Cloning Vector (50ng/ul) y 1 ul de T4 DNA ligasa, se mezclo la reaccion y se
incub6é a temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente se incubd a 4°C

durante 48 hrs.

pJET1.2/blunt
| 2974 hp

Figura 5. Mapa del vector pJET 1.2/blunt.

6.11 Preparacion de células competentes.
Las células competentes que se utilizaron para la transformacion del vector
fueron preparadas el mismo dia que se realiz6 la reaccion. Para su preparacion se

siguié el siguiente protocolo:

A 10 mL de medio LB (Luria-Bertani) previamente esterilizado por autoclave
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se le agrego, una colonia de la cepa bacteriana de E. coli. DH5a. Todo el proceso de
realizdé bajo condiciones de esterilidad. Se dejo crecer en agitacion a 200 rpm y a
37°C hasta que alcanzara una D.O. de 0.5-0.6. Entonces, se colocd un volumen de
1.0 mL en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos
a 4°C (Centrifuga eppendorf 5417R) y se descartd el sobrenadante. Se agregaron
150 pl de CaCl; (150mM) (Sigma) estéril y frio, se resuspendiéo con mucho cuidado
evitando la formacién de burbujas. Se volvié a centrifugar a 10,000 rpm durante 2
minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante, se agregaron 100 ul de CaCl, y se

resuspendio.

6.12 Transformacién de las células competentes.

Se tomaron 50 pl de las células competentes previamente preparadas y se
mezclaron con 5 ul de la reaccioén de ligacién al vector. Se incubd por 30 minutos a
4°C y luego se le dio un choque térmico a 42°C por 90 segundos. Enseguida se
incubo a 3 minutos en hielo, se adicionaron 500 yl de medio LB y se incub6 a 37°C
a 200 rpm por 1 hora. Las células transformadas se sembraron en placas LB-
ampicilina (50ug/ml) y se incubaron a 37°C. Después de 16 horas se seleccionaron
algunas colonias para cultivarlas en un caldo LB con ampicilina para la extraccion del

DNA plasmidico usando el método de lisis alcalina.

6.13 Minipreps.
El protocolo que se siguid para realizar la minipreps se describe a

continuacion:

Del cultivo que contiene las células seleccionadas para analizar, se tomé un
volumen de 1 mL y se colocd en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se centrifugd a
14,000 rpm por 2 minutos a 4°C, se separo el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en 100 ul de Solucion | (50mM glucosa, 25 mM Tris-Cl pH 8.0), 10 mM
EDTA (pH 8.0) (BioRad)). Posteriormente se colocé en hielo, se agregaron 200 pl de
solucién 1l (0.2N NaOH a partir de un concentrado 10 Ny 1% SDS (Sigma), se agité
suavemente y se incubd 5 minutos en hielo. Enseguida se agregaron 150 pl de
solucion Il (60 mL de acetato de potasio 5M, 11.5 mL de acido acético glacial y 28.5
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mL de agua esterilizada), se agitdé suavemente y se colocé en hielo durante 5
minutos. Se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos a 4°C (Centrifuga eppendorf
5417R) y el sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo de 1.5 mL. A ese volumen
se le agregd 1mL de etanol absoluto frio, se agitd y se centrifugé a 14,000 rpm por 5
minutos a 4°C. Se decantd el etanol y se lavé la pastilla con 1mL de etanol al 70%
frio (este paso se repitid 2 veces). La pastilla se dejé secar durante 30 minutos para

finalmente resuspenderla en 30 yl en agua de ampolleta.

6.14 Restriccion con Bgl .

Para verificar la presencia de los insertos en las clonas seleccionadas se
realizd una restriccion de 5 pl de DNA plasmidico con la enzima Bgl Il (New England
Biolabs). Se utilizaron 0.5 pl de la enzima (10,000 U/mL), 1 pl de amortiguador 10X
(100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.9) y para
ajustar a un volumen final de 10 pl se agreg6 agua libre de nucleasas. Se incubd por
2 horas a 37°C y posteriormente se analizé el resultado en un gel de agarosa al 1%.

6.15 Purificacion de plasmidos por columna.

Seleccionadas las clonas positivas, los plasmidos que contenian el inserto de
interés, se purificaron utilizando GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas). Para
ello, a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se le agregd 1mL de células que contenian el
plasmido y el inserto de interés, se centrifugd a 12,000 rcf durante 2 minutos
(Centrifuga eppendorf 5417R) a temperatura ambiente y se decant6 para eliminar el
sobrenadante. La pastilla fue resuspendida en 250 pl de la solucion de resuspension
incluida en el kit y se agité con una micropipeta. Posteriormente se agregaron 250 pl
de solucién de lisis y se mezcld por inversién 4 veces. Rapidamente se agregaron
350 ul de solucién de neutralizacién y se mezclé por inversion. Se centrifugé a
12,000 rcf durante 5 minutos y el sobrenadante se transfirié a una columna GeneJET
para luego centrifugar a 12,000 rcf por 1 minuto. El sobrenadante fue descartado y
enseguida se agregaron 500 ul de solucién de lavado para posteriormente
centrifugar a 12,000 rfc por 1 minuto. Este paso se repiti®é una vez mas,
eliminandose el sobrenadante por decantacion y centrifugando nuevamente a 12,000
rfc por 1 minuto para descartar cualquier residuo de solucion de lavado. Finalmente
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se agregaron 30 ul de agua libre de nucleasas y se centrifugé a 12,000 rcf por 2

minutos.

Los plasmidos purificados se mandaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia
Celular de la Universidad Nacional Autébnoma de México en la Unidad de Biologia
Molecular. La secuenciacion se realizd mediante el analizador genético ABI Prism
310 y ABI Prism 3100 de AppliedBiosystems.

6.15 Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas usando el software Bioedit 7.0 y
comparada con la base de datos del NCBI del genoma de Aedes aegypti (Centro
Nacional de Biotecnologia para la Informacién, http://www.ncbi.nim.nih.gov/)

mediante el programa BLAST para nucleétidos.

6.16 Amplificaciéon de importina beta-3 por RT-PCR

Se realiz6 la RT-PCR con la intencion de corroborar el resultado arrojado por
la técnica de AFLP, combinacién ES4/MS4. El fragmento obtenido con esta
combinacion tuvo un alineamiento del 96% con el gen importina 3-3. Para amplificar
este gen, se mandaron sintetizar los oligonucleétidos que amplifican un fragmento de
aproximadamente 300pb. Para que la reaccion se llevara a cabo se agreg6 a un tubo
Eppendorf: 10 pl de amortiguador 5X, 2 ul de dNTP’'s 10mM, 2.5 ul de
oligonucledtido sentido (ACGGCTGGTTTGGAAGACAA) y antisentido
(AGTGCAGAAGTTCGGCTTGAA) para importina beta-3, 2 yl de MgSO4 25mM, 1 pl
de la enzima AMV, 1 ul de la enzima TFI y para ajustar a un volumen de 50 pl se
agrego agua DEPC. El programa de amplificacion fue el siguiente:

[~ 48°C - 45 minutos

RT- - :
84°C - 4 minutosinactivacion de la enzima AMWV)

[ 94°C - 30 segundos

59°C - 1 minuto -
PCR - 30 ciclos

68" C - 1 minuto

| 68°C - 10 minutos
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El producto amplificado se analizé en un gel de agarosa al 1% en
amortiguador TBE 1X (ver anexo) tefiido con bromuro de etidio y corrido a 100V.
Finalmente se visualizé en un fotodocumentador de luz UV (EPI-Chemi Darkroom
UVP Laboratory products). Para el analisis densitométrico, se utilizé el software
LABWORKS, programa incluido en la paqueteria del fotodocumentador de luz UV

utilizado para el analisis de los geles de agarosa.
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7.0 RESULTADOS
En este trabajo se analizd la expresion diferencial de genes entre células
C6/36 de mosquito Aedes albopictus no infectadas (Sl) y las persistentemente

infectadas con DENV-2 (PI) que se encontraban en los pase 52 al 58.%

Para comenzar el analisis de la expresion diferencial de genes, fue necesario
purificar RNAm, el primer ensayo que se realizo fue la extraccion del RNA total de
las células en ambas condiciones por la técnica de trizol. EI RNA total fue tratado
con DNasa (Promega) para eliminar cualquier molécula de DNA gendmico
contaminante. La integridad del RNA total asi como la ausencia de DNA gendmico
se evalué mediante una RT-PCR (kit RT-PCR Access® Promega), utilizando
oligonucledtidos que amplifican una regién del gen de actina de Ae. aegypti, los
productos de la reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1%. La eficiencia del
tratamiento con DNasa se verifico al observar la ausencia de una banda de
aproximadamente 500 pb en los carriles 3 y 5 en cuya reaccion de RT-PCR no se
agrego AMV, mientras que la presencia de un fragmento con el tamafio esperado en
los carriles 2 y 4 donde se adicionaron las dos enzimas (RT y DNApol), nos indica
ademas que la integridad del RNA total fue adecuada. No se observé amplificacion
cuando en la reaccion no se agrego el templado (carril 6).

sl Pl (-]

M 100 pb ¢ ApAV/TA S ANV C AamMy/TH 5AMY  C AMV/TH, sln templade

ACTINA

100

Figura 6. Analisis de los productos de amplificacion de un fragmento del gen de actina de Ae.
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aegypti a partir del RNA total tratado con DNasas. El RNA total fue tratado con DNasa y usado
como templado para amplificar un fragmento del gen de actina. Los productos de la RT-PCR en un
solo paso se observaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador
de 100 pb (New England Bio Labs); carriles 2 y 4, control positivo de la RT-PCR con templado de
RNA total de las células C6/36 Sl y PI respectivamente; carriles 3 y 5, control de PCR con templado
de RNA total de las células C6/36 Sl y PI; carril 6, control negativo de la reaccién donde no se

adicion¢ el templado.

Una vez tratado con DNasas el RNA total purificado de las células no
infectadas y persistentemente infectadas, asi como verificada su integridad, se
procedio a purificar el RNAm en base a la presencia de la cola de poli-A. Se us6 un
kit de purificacibn de RNAm mediante columnas de oligo dT (Invitrogen). Para
verificar la presencia del RNAm y su integridad, se realiz6 una RT-PCR para
amplificar un fragmento del gen de actina de manera semejante a lo referido
anteriormente. En la figura 7 se observa que la extraccion del RNAm fue adecuada
debido a la presencia de una banda del tamano esperado en los carriles 2 y 4
cuando se adicionaron las dos enzimas (RT y DNApol) que no se aprecia cuando

so6lo se empled la DNApol (carriles 3 y 5).

5l Pl [-

M100Rb CAMNTH  SANY CAMV/TH  SAMV CANVYTHL, sin tamplado
B e T e ST

ACTIMNA

Figura 7. Amplificacién de un fragmento del gen de actina a partir del RNAm purificado. El

RNAm purificado con el kit MicrPoly(A) Purist Procedure (Invitrogen) fue usado como templado para
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amplificar un fragmento del gen de actina. Los productos de la RT-PCR se observaron en
un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de 100 pb (New England Bio
Labs); carriles 2 y 4, amplificacion de un fragmento de actina usando como templado RNAm de las
células C6/36 Sl y Pl respectivamente; carriles 3 y 5, reaccién de RT-PCR sin AMV 'y con templado de
RNAm de las células C6/36 Sl y PI respectivamente; carril 6, control negativo de la reaccidon donde no
se adiciono el templado.

Una vez demostrada la integridad y pureza del RNAm, se determind su
concentracion por espectrofotometria a una longitud de onda de 260nm y usando
una diluciéon 1:200. La concentracion que se obtuvo fue de 177.051 ng/ul para el

RNAm de las células Sl y de 301.169 ng/pl para las PI.

El RNA viral carece de una cola de poli-A, por lo que al momento de realizar la
purificacion del RNAm las moléculas obtenidas unicamente eran celulares y no
virales. Sin embargo, para demostrarlo, se realiz6 una amplificacion de un fragmento
de 1000 pb que corresponde a una parte de los genes que codifican para las
proteinas virales NS1 y NS2A del DENV-2. En la figura 8 se observa la amplificaciéon
unicamente cuando se empleé como templado el RNA total de las células C6/36 PI
(carril 3). Como control positivo se incluyé una reaccion donde se utilizd como
templado RNA total de células Pl en el pase 60 donde se observa un producto del
mismo tamafio (carril 6) y no se observa amplificacién en ninguno de los casos
donde se empleé como templado el RNA total y RNAm de las células C6/36 Sl
(carriles 2 y 4). Cuando el RNAm de las células Pl fue purificado, las secuencias
virales fueron eliminadas con lo que el producto de amplificacion correspondiente ya

no se observa (carril 5).
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Figura 8. Amplificacion de un fragmento de NS1 y NS2A. Los productos de la RT-PCR se
observan en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de 100 pb (New
England Bio Labs); carril 2, RNA total extraido de C6/36 SI; carril 3, RNA total extraido de C6/36 PI,
carril 4, RNAm purificado de RNA total de C6/36 SI; carril 5, RNAm extraido del RNA total de C6/36 PI
y carril 6, RNA total de C6/36 L60. Con una flecha se indica el fragmento de 1000 pb (NS1-NS2A).

Con este ensayo se demostré que la extraccion del RNAm fue el adecuado.

A partir del RNAm, se procedid a realizar la sintesis del cDNA de doble
cadena utilizando el kit Super Script Double-Stranded cDNA (Ambion) (descrita en
materiales y métodos). La eficiencia de la sintesis se verifico al observar los
productos de amplificacion de un fragmento de 500 pb del gen de actina de Ae.

aegypti para ambas condiciones (figura 9).
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Figura 9. Amplificacién de un fragmento del gen de actina a partir del cDNA de doble cadena.
El cDNA de doble cadena sintetizado a partir del RNAm tanto de células no infectadas como
persistentemente infectadas se utilizé como templado para amplificar el fragmento del gen de actina
de Ae. aegypti. Los productos de la PCR se presentan en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. Carril 1, marcador de 100 pb (New England Bio Labs); carril 2, amplificado para el
gen de actina en el que se utilizé6 como templado cDNA de doble cadena de la condicién no infectada;
carril 3, amplificado para el gen de actina en el que se utilizd como templado cDNA de doble cadena

de la condicidn persistentemente infectada; carril 4, control negativo de la reaccion sin DNA templado.

Una vez verificada la sintesis del cDNA de doble cadena, se procedid a
realizar la digestion del cDNA con las enzimas Eco Rl y Mse | de manera secuencial.
Cabe mencionar que la eficiencia de la enzimas de restriccion fue comprobada al
cortar el plasmido pBluescript (Stratagene) antes de realizar la digestion del cDNA

de doble cadena (figura 10).
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Figura 10. Restriccion del plasmido pBluescript como control para verificar la eficiencia de las
enzimas Eco Rl y Mse I. Los productos de la restriccion se presentan en un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. Carril 1, marcador de 100 pb (New England Bio Labs); carril 2; plasmido

integro; carril 3, plasmido digerido con la enzima Eco RI; carril 4, plasmido digerido con la enzima Mse
I

Los fragmentos de restriccién obtenidos a partir del cDNA de las células en
ambas condiciones fueron ligados a los adaptadores (ver tabla 1 de materiales y
métodos), los cuales fueron previamente hibridados. La hibridacion se verificé en un
gel de poliacrilamida al 12%, en donde se observé una diferencia de migraciéon de

los oligonucledtidos de cadena sencilla respecto a los de doble cadena (figura 11).

Ultra Exo Al ki

200
1o
5l

]

Figura 11. Analisis electroforético de la hibridacion de los adaptadores de doble cadena para el
sitio Eco Rl y Mse |. Los oligonucleotidos complementarios de Eco R/ 'y Mse | de cadena sencilla
fueron hibridados en concentraciones equimolares y analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12% tefidos con bromuro de etidio. Carril 1, marcador Ultra Low (Fermentas); carriles

2 y 5, oligonucledtidos de cadena sencilla sentido de Eco RI y Mse I; carril 3 y 6, oligonucleétidos de
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cadena sencilla antisentido de Eco Rl y Mse [; carriles 4 y 7, oligonucleétidos apareados para Eco R/

y Mse | respectivamente.

El éxito de la reaccion de ligacibn se comprob6 los ensayos de PCR
preselectiva y selectiva. En la PCR preselectiva, donde se utilizaron oligonucledtidos
con secuencias complementarias a los adaptadores Eco Rl 'y Mse | (ver tabla 2 de
materiales y métodos), y el producto de amplificacion se corrié en un gel de
poliacrilamida al 12% se observd, como era de esperarse, un barrido (figura 12
panel A carriles 2 y 3), a diferencia de la PCR selectiva, en donde se utilizaron
oligonucledtidos con 3 nucledétidos adicionales en el extremo 3" y como templado el
producto de la PCR preselectiva (dilucion 1:10), se observd un patrén de bandas
bien definidas (figura 12 panel B carriles 2 y 3). En ninguno de los casos donde no
se empled templado se observo amplificacion (carriles 4 de ambos paneles de la
figura 12) indicando que las bandas observadas en los carriles 2 y3 de los paneles

Ay B no eran productos de un artefacto ocasionado por los oligonucledétidos.

A) B)
FCR PRESELECTIWVA PCR SELECTIVA

ph na 5l ] (-1

Figura 12. Patrones de amplificacion generados durante la amplificacion preselectiva y
selectiva. Amplificaciones preselectiva y selectivas para el DNA de las células C6/36 de ambas
condiciones analizados en geles de poliacrilamida al 12 % tefidos con bromuro de etidio. Los
oligonucleotidos empleados para la PCR preselectiva (A) y selectiva (B) fueron EcoRI-Msel y ES3-
MS1 respectivamente. A) Carril 1, marcador de 100 pb (New England Bio Labs); carril 2, PCR
preselectiva para DNA SI; carril 3, PCR preselectiva para DNA PI y carril 4, control negativo de la
PCR preselectiva sin templado de DNA. B) Carril 1, marcador de 100pb (New England Bio Labs); carril
2, amplificacion selectiva de la condicion Sl; carril 3, amplificacién selectiva de la condicién Pl y carril

4, control negativo de la PCR selectiva sin templado de DNA.
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La reproducibilidad de la técnica se comprobd al realizar de manera
independiente las reacciones de amplificacion por triplicado, observandose

fragmentos idénticos en tamafo molecular en todos los casos.

Una vez estandarizada la técnica de AFLP, se realizaron las 48
combinaciones restantes propuestas para la PCR selectiva, en donde se utilizé un
iniciador selectivo para el sito Eco Rl y uno para Mse I. El numero de
oligonucledtidos selectivos utilizados fue de 7 para el adaptador Eco R | 'y 13 para
Mse |. De las 48 combinaciones diferentes realizadas, 30 generaron bandas

diferenciales (ver tabla 4).

Tabla 4. Combinaciones de oligonucleoétidos selectivos que generaron bandas diferenciales.

Oligonudedtidos selectivos para el sitio de Eco RI
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Se obtuvieron 209 fragmentos dentro de un rango de 40 a 900 pb y para su
analisis se seleccionaron sélo aquellos fragmentos mayores a 100 pb para asegurar
la obtencién de datos fidedignos, resultando asi 134 bandas seleccionadas. De

manera diferencial se expresaron 69 fragmentos, 42 en la condicion sin infectar y 27
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en la condicién persistentemente infectada. Por otro lado, se observaron 13 bandas
aparentemente sobreexpresadas en la condicion persistentemente infectada, aunque
esto debera ser corroborado con otra metodologia. Las combinaciones ES1-MS3,
ES1-MS5, ES1-MS8, ES2-MS4, ES2-MS5, ES2-MS13, ES3-MS3, ES3-MS4, ES3-
MS9, ES3MS11, ES3MS12, ES4-MS10, ES4-MS12, ES6-MS6, ES7-MS3, ES7-MS4,
ES7-MS6 y ES7-MS11 generaron 140 bandas del mismo tamafio molecular e

intensidad, es decir, no hubo ninguna diferencia entre ambas condiciones (tabla 5).

Tabla 5. Resultado del analisis de cDNA-AFLPs.

Fragmentos obtenidos por la técnica de cDNA-AFLPs Mo. de Fragmentos
Fragmentos obtenidos (40-900 phb) 209
Fragmentos mayores a 100 pb 134
Fragmentos expresados en ambas condiciones 140
Fragmentos diferencialmente expresados &9
Fragmentas expresados en 5l 42
Fragmentos expresados en Pl 27

Eﬁmen‘ms aparentemente sobreexpresados en Pl 13

La figura 13 muestra algunos patrones representativos de los fragmentos
obtenidos con la metodologia de AFLP utilizando diferentes combinaciones de
oligonucledtidos para el ensayo de PCR selectiva. Las flechas muestran las bandas

diferenciales generadas con las combinaciones ES1-MS10 y ES4-MS4
respectivamente.
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Figura 13. Patrones representativos de las bandas diferenciales generadas con la técnica de

AFLP durante la amplificacion selectiva. En esta figura se presenta de manera representativa
combinaciones de oligonucledtidos que permitieron observar patrones diferenciales. A) Amplificacion
generada a partir de la combinaciéon ES4-MS4. En el carril 1, marcador de 100 pb (New England Bio
Labs); carril 2, producto de la PCR selectiva usando como templado cDNA de la condiciéon no
infectada; carril 3, producto de la PCR selectiva usando como templado cDNA de la condicion
persistentemente infectada y carril 4, control negativo de la reaccién de PCR donde no se adicion6
templado. B) Amplificacion generada a partir de la combinacion ES4-MS6. En el carril 1, marcador de
100 pb (New England Bio Labs); carril 2, bandas diferenciales generadas en la condiciéon no infectada;
carril 3, producto de la PCR selectiva usando como templado cDNA de la condicién persistentemente
infectada y carril 4, control negativo de la reaccion de PCR sin templado de cDNA. Las flechas indican

las bandas diferenciales observadas en una condicién pero ausente en la otra.

De los 134 fragmentos mayores a 100 pb que se expresaron de manera
diferencial, se pudieron purificar en las condiciones 6ptimas para su clonacion solo 8
fragmentos, los cuales se clonaron y se mandaron a secuenciar al Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México en la Unidad de
Biologia Molecular. La homologia fue determinada por comparacién con la base de
datos del NCBI del genoma de Ae. aegypti (Centro Nacional de Biotecnologia para la
Informacion, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), usando inicialmente el algoritmo BLAST

para nucleotidos.
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De los 7 fragmentos clonados en el vector pJET 1.2 (ver materiales y
meétodos) se obtuvieron 27 clonas positivas, 11 y 16 clonas para la condicion no
infectada y persistentemente infectada respectivamente (tabla 6). Los tamafnos de
los insertos fueron desde 150 pb a 400 pb, prevaleciendo las clonas positivas con los

fragmentos pequefios (150-300 pb).

Tabla 6. Insertos purificados del patrén diferencial de ambas condiciones generado mediante
la técnica de AFLP.

. CLONAS (+)
COMBINACION TAMANO DEL CONDICION
SECUENCIADAS

INSERTO

400 pb 5| 2
ESA-MS4

150 pb 5| 2

300 pb 5] 1
ES1-M10

250 pb S| 1
ES1-MS11 200 pb S| 5
ES4-MSH 300 pb P 10
ES3-MS9 150 pb Pl g

Del resultado de la secuenciacién, se realizaron alineamientos entre las
clonas obtenidas a partir de un solo fragmento. En el alineamiento realizado entre las
2 secuencias obtenidas del fragmento clonado de 400pb, se observa que tienen una
homologia del 100%, contrario al alineamiento de las secuencias correspondientes al
fragmento de 150pb, que se diferencian por la ausencia de varios nucledétidos (figura
14). Esta caracteristica se observd en las secuencias generadas a partir de la
combinacion ES1-MS11 de la condicion no infectada (Sl) (figura 16). Debido a que
las secuencias obtenidas de la combinaciéon ES1-MS10 provienen de clonas distintas
se pudo hacer el alineamiento por lo que directamente se realizé el BLAST (figura
15).
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Para el caso del alineamiento de los fragmentos purificados a partir de las
combinaciones ES4-MS6 y ES3-MS9 de la condicion persistentemente infectada
(figuras 17 y 18) las clonas provenian del mismo inserto para cada combinacion, sin
embargo, los alineamientos no son del 100%, puesto que se presenta por lo menos
una diferencia de 1 solo nucleétido. En la figura 18, se evidencia una mayor
diferencia entre las clonas, lo que significa que cada una provenian de diferentes

insertos con un tamano molecular similar.

A)

AT AT TR ET A AL A, LR A A A A TR O TR O T RETRTATTE Palabmlale e W T B
L Al adiuiad aHia  HH L Hin Al HANRL el ol lissmalia Al LAl LAS Ll DU
- AT R T T T AR A LA AOT R L R A T O T RT T O TAT T COTERLOE 20
- e i et et i T e i e Tt T e it T T i et e e et e et Tt T T T e i ] i e T
W W W T WO R WM W WCW MW WM W R WS W WM R MWW W MMM W MW W W W W W W
. Ty TTTRCAATTRTA A LA TTIRTALRTROT FI% AR R T OTR TR VT TR A IR v v ] S
- P - LT TR R o SRy RLE. SR L. Gl l\_«__mn_m____\_-\_h e Ly L 1L
- My R AT TR B A TR R ETROT R RS R TR TR T T T T T farfall 33
& B R Ly T IR R Y L L A AL QLR § AP .hhl\_nhn.h____\_n_h .h.n_-\___.t-._\____.h-\_h-\__ _£|_
W W W T WO R WM W WCW MW WM W R WS W WM R MWW W MMM W MW W W W W W W
. B VT T T R e e e e v e 7
- FARRL L R LT IR K. R I L ALK -2l
- 2 AT T R e R e e v i 7
£ Alloolallll L i el L2l
RS W W WS
. AT T T T A A e e e e = o FTEOCA ===TRRAR I R=="AARAOCTArE A
- e R T UL ot bt i P LRRLL R T
- GNTGLG T TEA G T A AL A G A GeT A A A TOT L T T T GaTRTAT TR PRTOIRACR B
£ EIN NIV ETLE SIS Rl ETYE MO TNCE S E IR E L E YRl £ e S SRl € e i E S W E Sl BN E T
WOW W W MWW W OWOM MW WM W L L] LR = w W W
RO I e e e R T mer T8
L L R . S i e R . L B Li LT T T T T T T T T gL AT T T T Jan o
= MR MU R W T R T TR T ey i e R VI R VR e I e e e I e R IR, Y R e e e ey e
£ B N s o R R L AL . T T L L L T L R B Y L S LR L P LA L JRRIRE. R P
wOWE W = W = W - WHE W W CE = W
. P T TR T Y YR T T T 6 e T e g e e T T L P s s Rl
L (LA E F_ K| (T b SRR R RO o R G QA 1K WS A N AP PR L L SR &7 [ LB PR o TR 1EL
= MAARAMEARAEAR S T 2R MTMT My MO AR, TTay AT RO A smmeann I AARTT T B
ra B e e T R T R R b T A A T U L N L L L
O b b = e ¥ AW Ww L R OW EE W
FmmE I T e R ST e S e Y B
- TTT 3. AT T T T T T o TTTT T TT T T T T T T T P LI L R T R L L R . =
- (P FITT T T T Y P T e T R VD T el T s ey o e
£ ol ULl Lol Ao JLRLALAL ] Tl coloHb oo Aloulia £33

O ™ R R e Rl

Figura 14. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de las bandas de 400 pb y 150 pb
generadas de la combinacion ES4-MS4. A) Las clonas 1 y 2 fueron obtenidas del fragmento de
400 pb, se aprecia que el alineamiento de ambas secuencias son del 100%. B) las clonas 3 y 4 fueron
obtenidas del fragmento de 150 pb. Se observa que las secuencias comparten solo algunos
nucledtidos.
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Figura 15. Secuencias obtenidas a partir de las bandas de 300 pb y 250 pb generadas de la
combinacion ES1-MS10. A) La clona 1 fue obtenida del fragmento de 300 pb. B) La clona 2 fue
obtenida del fragmento de 250 pb.
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de las bandas de 200 pb
generadas de la combinaciéon ES1-MS11. En el alineamiento se observa que las clonas 1 y 2 tienen
una alta similitud, ya que se diferencian por la ausencia de una base en cada secuencia. Las
secuencias 3, 4 y 5, aunque comparten algunas bases, no tienen una alta homologia, por lo que
probablemente provienen de distintos fragmentos
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GATGAGTCCTGAGTAACTARRTAACCTARATTATTTATTCCTTCTTCATCGCTTCCTGTG &0

o

10 GATCACT T GACTARC TAMNT AACCTAAMTTATTTATTOCTTCTTCATCECTTOCTRETE 60
1 GATGRGTCCTGASTAACTARATRE ACCTARATTATTTATTCCTTCTTCATCGCTTCCTETEG &0
g GATGAGT CCTGAGTAACTAARTAACCTAAATTATTTATTCCTTCTTCATCGCTICCTGTIG &0
£ GATEACTCCTGASTAMCTAMANT AACCTAMTTATTTATTOCTTCTTCATCEGCTTOCTETE 60
5 GATGRAGTCCTGAGTAACTAARTARCCTARATTATTTATTCCTTCTTCATCGCTTCCTETG O
4 A TCACT OO T CACTARCTAART R 2 CCTARATTATTTATTCCTTCTTCATCCCTTCCTETE &0
3 CGATCAGTCCTGAGTAACTALATE ACCTAAATTATTTATTCCTTCTTCATCECTTCCTETE &0
2 GATGAGTCCTGAGTAACTAAATARCCTAAATTATTTATTCCTTCTTCATCGCTTCCTGTG &0
T ———HNEHNTCCHNGANNNNCHCCNNNNCCNNCETTNN THNNTCNNNCHNTCHNTCHOC TTRRNGTE 57
=wmw ww = = = == = = = = mw wmwm wmww -
B CCTTATCCTECAGEETCTETCCEATTTCECTEEOCTTOECCTTEATEETETCTCCCAGTT 120
10 I TTATCCTGCAGGETCT ””CGR””“CGE"FGUC””CPCC””G‘”GG”"”C““C"“””” 120
1 :CTT&’CC’C:?GC::C”C”*CGl:TTCGC"C“:CTTCGCCT:G!*ﬁE”‘”C:CCu"CTT 120
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g oG T AT T AR GARCTTATCRAACATTTTCCT TEETEARRGTATTAGARATTCCCT 1ED
10 oG TCAGCTTGCCGASGAAGTTATCAACATTTTCCTTGGT GARAGTATCAGAGATTCOCT 180
1 CCGTCACCTTGOCEARCAACETTATCAACATTTTCOTTEETGARAGTATCAGASATTOOCT 1E0
= CCGTCAGCTTGCCGAGGAAGTTATCAACATTTTCCTTGET GAARAGTATCAGAGATTCCOCT 180
& CCGTCACCTTGCCEACGAACTTATCAACATTTTCCTTEGETCGARAGTATCAGAGATTCOCT 180
= A TTCCCCACGAACTTATCAACATTTRCOTTOCTCAAACTATCACACATTOOCT 180
4 Cﬁu:CnECTTGCCGna ARGTTATCAARCAT T TTCCTTGETGARAGTATCAGAGATTCOCT 1ED
3 CCGTCACCTTGCCEAEGAACTTATCAACATTTTCOTTEGETEARAGTATCAGAGATTCOCT 180
e T A T e A A T T AT A A AT T TTCCT TECTCAAACTATCACACATTCOCT 18D
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IO T TGACCETATC TAC TECCTCATCCARRCGCATCACCACCRAGRACCEECCEUCRAGEETER 240
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TN ACCEET AT TR T o TCATC AR A C A TCAC CATCELACACCEECEECEAGEETER 240
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TCTIGACGGEIATC TAC TGCC TCATCGAARGCATCACGACGBAGACGGEECGGCEAGEETGA 240
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ATTECTACECRAETC 254

o ATTEGTACCECRGTT 254
TTRLTACGCAGTC 254
ATTEETACECARTT 234
.-aG”ACaCﬁGTC 2% 4
ATTECETACECARTC 254
ATTEGTACECAGTC 254
ATTEGETACECARTC 254
ATTEGTACECAGTC 254

«l k3 Lk = N W OB 0D <) R L W A R LD

Figura 17. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de las bandas diferenciales de
300 pb generadas de la combinacion ES4-MS6. De las clonas 1 al 10 fueron obtenidas del

fragmento de 300 pb de la condicidn persistentemente infectada.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias obtenidas a partir de las bandas diferenciales de
150 pb generadas de la combinacion ES3-MS9. Las clonas 1 a 6 fueron obtenidas del fragmento
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de 150 pb de la condicidon persistentemente infectada.

56

ial B3 L LR
Fa I T T T T ]

Lk
m

b= gy et g W
oy in Ok kY =t
s Lal

(W]
g LR

Lal

b=t i WY s
BRI kD R
(T} [T

wl

[\ V]
[ER]
als

Con las secuencias obtenidas, se realiz6 una busqueda en la base de datos
del NCBI para determinar la homologia con algun gen reportado para Ae. aegypti. La



tabla 7 resume los resultados del analisis a nivel de nucleétidos de estas secuencias.
La clona 3 obtenida de la combinacion ES4-MS4 mostré una identidad del 96% para
el gen que codifica para la importina beta-3 de Ae. Aegypti. Las demas clonas
tuvieron una identidad de entre el 78% al 100% con genes que hasta el momento no
se han podido relacionar directamente con la infeccion por Dengue a diferencia de
la importina beta-3, molécula que interactua con otra subunidad (importina a) para
formar un complejo funcional que permite el importe de proteinas hacia el nucleo,

como sucede con la proteina viral NS5.6%’
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Tabla 7. Analisis de las secuencias con el genoma de Ae. aegypti.

CON- |
;ﬁ; l'ﬁ? CLONA | DI NUMERO DE IDENTIDAD I:E':li
CION | ACCESO [NCBI)
ES4-MSA (130ph| 3 8 o0lea20E fedes aapypti importin betz-3 partial mAA L5k
ESL-MS10|230pb| 1 B 0le37andy  Pedes axgypti mobbdopterin cofactar synthecis prosein a partizl AR TEH
Y0 g o5 fhedes azgyphi etherolaminz-phosphate cyticyhdtranstzrass partial mRMA 100%
2ida177 0 iedes gegypti AZAF 10: 43290 corsereed uninawn mihA sezuznce 100%
g | Hh 0016553151 Aedes zagupti hypothadcal protzin cartial mENA 100%
ES1-MS11 200 b syyoes o iedes agyphi perzrophic MRNA, complete cds 100%
SF173a7a 1 (Aedes aagypti clane BAC ND4LTG, complate s2quence 1004
0 C1ESAdRE 1 Aedes azgepti ferritin subunit partial mRMA g%
§h CO1EE0457 ) fedes aagypti adenviate cyclase partisl mENA 100%
CFI73a74 ] Pedes asgypti clone BAC ND4LTE, compiete sequence 100%
GDgh[ 3Y5 : : -
ES1-MS11 S| i C016R02RR. | (hedes aagypti hpathatical protein cartial mANA BT
5000 4 1733781 edas zagypti clona BAC WDETEZS, comglate senuence Bk
W 165047, 1edes azgyphi bvpothaacal protein certial mRNA 5k
ES4-hIS6 |300ph| 2 Pl [oadinas edes aagypti clone AE-289 putatie selivery secreter pentide mRM®, complate ods BEY
svdaazz s edes gegypti ASAR 10: 42879 corsersed uninawn mAh & sezuEnce SEY
155 P rn1RsaTIE ) |Aedes azEypti mosing- S-monophosphate dehydroganasa partial mEAA 8%
svaasla7 s (edes lbopictus clore AL_153 ribesomal protein S8mRNA, compless of: GEH
e ni1E5an7 1 edes segypti A0S ribosomal protein 58 partial rRMA o3y
Daddnnas (hedes e2Eyphiclone AE-2BE 405 ibuszme| prozein 55 mRNA, complete cds g3
syizgen s edes azgypti ASAP 10: 36043 oytesolic smefl rizasomel suburit 23 mAh& secuznce o
r Ging/= read fram an axtremity of 2 full-langzh cOMA clone mace from Aedes 2=gppti total
E53-MS9 |130pb| ays5 | P a1 e LATVETIAL o : T
- (psazs7a s jpdult famales, S-prime ens of done KWISASTYGTTAR 1 from strain Liverpool of Aedes @33
eayad | yellow fevar mestguita |
Singlz read f-am an extremity of 2 full-lengzh cOMA clone mace from Aedes azgppti totel
razazs7r e fadult famales, 3-prime enc of clone kINDAAATYGOTEZWL from strain Liverpool of Aedes ooy
= meayad | yellow Fever mesquita |
M 001653071 fhedes aagypti A05 ribosomal protein 58 partial MRNA 0y
: F173373,0  Jdedes aagypticlone BAC NDALELE, complete sequence L7y
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Una vez realizado el analisis in silico y encontrada la homologia de las
secuencias obtenidas con la técnica AFLP con los genes reportados en la base de
datos del NCBI para Ae. aegypti, consideramos conveniente el analisis de la
expresion del gen importina beta-3 por su posible relacion con el proceso de
infeccion por DENV. Para confirmar el patrén de expresion observado con la
metodologia AFLP’s, se extrajo el RNAm de las células C6/36 en ambas
condiciones y se realizé la RT-PCR semicuantitativa. Para la RT-PCR se disefiaron
oligonucléotidos que amplifican un fragmento de aproximadamente 300 pb del gen
de importina beta-3 de Ae aegypti y como control se utilizaron los oligonucleoétidos

que amplifican un fragmento de 500 pb de actina.

Tal como era de esperarse, hubo una disminucién en la expresion del gen

importina beta-3 en la condicién persistentemente infectada (figura 19).

ACTINA IMPORTINA BETA-3 (-}
5l Pl 5l Pl SINTEMPLADO

M 100 pb

== ACTINA 500ph

200

100

Figura 19. Andlisis de los productos de amplificacion de la RT-PCR semicuantitativa.
Amplificaciones del gen de actina y de importina -3 utilizando RNAm extraido de las células C6/36
de ambas condiciones analizadas en un gel de azarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1,
marcador de 100 pb (New England Bio Labs); carril 2, producto de la RT-PCR para gen de actina en Sl
carril 3, producto de la RT-PCR para gen de actina en PI, carril 4, producto de la amplificacién de un
fragmento del gen importina 3-3 en S, carril 5, producto de la RT-PCR usando como templado
RNAm de la condiciéon Pl'y control negativo de la RT-PCR semicuantitativa sin templado de RNAm.

59

e IMPORTINA BETA-3 300pb



Mediante el programa LABWORKS algoritmo Area Density Tool, se hicieron
las mediciones densitomeétricas de las bandas observadas en el ensayo de RT-PCR
semicuantitativa correspondientes a las amplificaciones de actina y de importina
beta-3 (figura 20). Este experimento sélo se realizé una vez por lo que este
resultado es preliminar, sin embargo nos permite sugerir que existe una disminucién
de la expresion de importina (-3 cuando las células estan persistentemente
infectadas con DENV-2 lo cual correlacioné con los resultados obtenidos con la
técnica de AFLP y que nos permite confirmar que esta técnica es ultil para los

estudios de expresion diferencial.
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Figura 20. Grafica que representa la expresion diterencial de importina beta-3. La barra en color
rojo representa los pixeles del producto analizado correspondiente a la condiciéon no infectada (Sl)
mientras que en color azul corresponde al analisis de los pixeles de la expresion en la condicion
persistentemente infectada.
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8.0 DISCUSION

Los artrépodos son los organismos mas abundantes del reino animal y se les
encuentra en casi todos los habitats del mundo pero revisten especial importancia
aquellos que ocasionan dafios directos al hombre, tal como los mosquitos del género
Aedes, responsables de transmitir el mayor numero de enfermedades virales como
el dengue, que en afos recientes se le ha considerado la enfermedad humana
transmitida por vector mas importante del mundo. Este padecimiento tiende a
tornarse en cuadros clinicos mas severos con episodios hemorragicos o presentarse

letalidad si no es tratado a tiempo.'?

En Meéxico la prevencion y control del dengue ha tomado relevancia
considerandosele uno de los programas prioritarios en salud publica. Las
estrategias basicas de prevencion estan enfocadas al control del vector, ya sea con
el uso de métodos quimicos, fisicos o bioldgicos. Desafortunadamente en la
actualidad no se dispone de vacunas preventivas ni drogas antivirales especificas
para el tratamiento del dengue aunque hay diversos proyectos en desarrollo que
intentan construir vacunas recombinantes pero aun hay un largo camino a recorrer

hasta la obtencion de un inmundgeno efectivo y seguro.™

Desde el punto de vista médico y econdmico, entre los artrépodos que mas
dafo causan estan los mosquitos Ae. aegypti y dado que los métodos de control,
como es el uso indiscriminado de insecticidas, han inducido resistencia en estos
vectores, se requiriere imperiosamente informacion sobre los mecanismos de
respuesta inmune tras la interaccién artropodo-virus con el objetivo de controlar o
prevenir infecciones a través de la manipulacion de la misma.®® Recientemente la
investigacién se ha enfocado en la comprension de la respuesta del vector ante las
infecciones virales, entre ellas el dengue, pero todavia no se conoce con exactitud la
respuesta celular durante una infeccion aguda y menos aun en infecciones
persistentes, sin embargo se ha sugerido la participacion de algunos mecanismos
celulares para la defensa antiviral, donde la inmunidad innata tiene una funcién

importante ante patdgenos mediante la produccién de algunos péptidos con
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actividad antimicrobiana, mecanismos de fagocitosis, encapsulaciéon, melanizacién y

secrecion de barreras fisicas.”>%®

En el caso particular de la mosca de la fruta
Drosophila melanogaster, organismo que ha sido utilizado para estudiar la respuesta
inmune innata en insectos, se ha evidenciado que esta regulada por dos vias: la de
inmunodeficiencia (Imd) y la Toll. En relacién a este ultima se le ha atribuido su
participaciéon en la respuesta antiviral.""®” Otros elementos que se ha reportado

contribuyen a la defensa antiviral son los RNA de interferencia (RNAi).*?

Recientemente se ha evidenciado que factores involucrados en la biologia de
los mosquitos, como son los de tipo genético, son condicionantes de su capacidad
vectorial, su eficacia como transmisor, susceptibilidad o resistencia a insecticidas e

infecciones por virus.?®®

Sin embargo, los casos documentados respecto al
estudio del comportamiento celular ante infecciones virales referente a la expresion
de genes en Ae. aegypti son minimos. El Unico trabajo que describe el analisis de la
expresion de genes asi como la respuesta fisioldgica del intestino medio de los
mosquitos Ae. aegyti durante una infeccion aguda con DENV-2, reporta la presencia
de receptores de reconocimiento de patrones (“Patterns Recognition Receptors”,
PPR’s) mismos que activan a la via de Toll, sugiriendo que ésta participa en la
respuesta antiviral, tal como fue observado en D. melanogaster. Estudiando los
efectores CACTUS y CASPAR que participan en esta via, tras silenciar su expresion,
se observo que el decremento de la expresion de CACTUS disminuia de manera
importante la infeccidon por DENV, concluyendo que esta via esta participando en

respuesta a la infeccion por virus. &

Dado que se conoce que los mosquitos pueden ser susceptibles o resistentes
a infecciones virales, se realizd un estudio donde se analizé la expresion diferencial
de genes del intestino medio de los insectos Ae. aegypti que son susceptibles y
resistentes a infecciones por DENV-2, encontrandose que en el intestino de
mosquitos susceptibles se activan genes de sefalizacion, del citoesqueleto, de
factores de transcripcion y efectores que participan en la respuesta inmune. Sin
embargo, estos genes estuvieron ausentes en el intestino de mosquitos resistentes,

activandose unicamente el gen de inhibidor de tripsina, proteina reportada que tiene
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capacidad de afectar la infeccion por DENV, evidencia que vuelve a poner de
manifiesto la participacion de la respuesta inmune de los insectos ante las
infecciones virales pero que también sugiere que existen otros factores

participantes.®

Todos los estudios mencionados anteriormente y que permitieron conocer la
expresion de genes durante la infeccidn viral se realizaron en mosquitos infectados
de manera aguda con DENV, pero no se ha realizado ningun trabajo donde utilicen
células infectadas de manera persistente, aun cuando los mosquitos adquieren este

tipo de infeccion una vez que entran en contacto con el virus.

En nuestro laboratorio se han realizado experimentos con el fin de conocer de
manera preliminar la expresién de genes, utilizando células C6/36 persistentemente
infectadas con DEV-2 y como control células C6/36 no infectadas. Para llevar a cabo
este analisis, se empleo la técnica de AFLP ya que representa una metodologia
altamente reproducible y especifica que permite detectar genes que se expresan
diferencialmente. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada tanto en genomas
complejos como sencillos y fue aplicada por primera vez por Bachem vy
colaboradores para explorar la expresion diferencial en el proceso de tuberizaciéon de
la papa, en donde aislaron 3 transcritos que codificaron para proteinas que
participan en este evento.* En levaduras se analizaron los cambios de expresion en
presencia y ausencia de glucosa, comparando tres metodologias: cDNA-AFLP,
microarreglos y GeneChip, demostrando que las tres técnicas presentan una
correlacion en la expresion diferencial de genes.68 En el caso de los mosquitos Ae.
aegypti, se ha utilizado la técnica de AFLP’s para hacer estimaciones de
variabilidades genéticas en distintas poblaciones.64 En México, se empled para
determinar la diversidad genética de Ae. aegypti y se comprobd su reproducibilidad.
A pesar de que esta técnica ha sido empleada para el estudio del comportamiento
de variabilidad genética en el mosquito Ae. aegyptiy no en estudios de expresion
diferencial de genes, si ha reflejado exitosamente resultados congruentes en otros
organismos donde se ha empleado para este fin. Nuestro trabajo es el primero en
emplear esta técnica en células de Ae. albopictus para identificar genes

diferencialmente expresados.
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Mediante la técnica de AFLP, obtuvimos fragmentos que correlacionaron bien
con reportes en otros genomas donde obtienen tamafos de aproximadamente 1000
pb para genomas complejos como animales y plantas.® Fragmentos de tamafios
menores a 200 pb se ha reportado para genomas menos complejos como

levaduras.®®

Nos enfocamos en purificar fragmentos que se “sobreexpresaban” o que
“‘disminuian” su expresion tanto en células C6/36 no infectadas como
persistentemente infectadas, ya que estos fragmentos representaban las bandas
diferenciales entre las dos condiciones de las células C6/36. Incluimos células C6/36
persistentemente infectadas de los pases 52 a 58, cuyo RNA obtenido fue mezclado
para obtener un resultado homogéneo y realizar los posteriores experimentos
necesarios para la técnica de AFLP. Consideramos como desventaja de esta
metodologia el hecho de haber obtenido pocos fragmentos diferenciales en tamarios
mayores a 100 pb y un numero mayor de fragmentos de aproximadamente entre 100
y 400 pb, impidiendo su purificacion con éxito de los geles de poliacrilamida. Es
probable que el uso de otras enzimas de restriccion asi como el disefio de nuevos
oligonucledtidos para ser empleados durante la PCR preselectiva y selectiva,
permitan la generacién de un mayor numero de fragmentos de tamafos mayores a
100 pb, con lo cual su purificacion sea mas eficiente. Otra técnica que se pudiera
emplear para la identificacion de genes son los microarreglos, sin embargo, se

requiere de equipo y software especializados.

A pesar de que obtuvimos pocos fragmentos, esta metodologia nos fue util
para identificar algunos genes que se encuentran expresados diferencialmente

durante una infeccion persistente en las células C6/36.

Con el analisis in silico, utilizando la base de datos del banco de genes de Ae.
aegypti del Centro Nacional parala investigacion en Biotecnologia (NCBI)
(http:www.ncbi.nlm.nhi.gov/BLAST), se pudo encontrar homologia de las secuencias
de los fragmentos diferencialmente expresados con las ya reportadas. Se obtuvo
homologia con 24 genes, de los cuales 6 fueron secuencias de RNAm conservadas
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desconocidas, es decir, todavia no se le ha identificado una funciéon dentro de la
célula; 3 fueron RNAmM de proteinas hipotéticas, secuencias por medio de la cuales
puede inferirse su funcién en la célula por su relaciéon con proteinas funcionales y 5
RNAmM de proteinas ribosomales. Este tipo de proteinas también fueron encontradas
durante la busqueda de genes en células resistentes y susceptibles a infecciones
agudas por DENV, sin embargo el numero de acceso al NCBI fue distinto. El resto
de las secuencias obtenidas en este trabajo tuvieron homologia con los genes del
cofactor molibdopterina, la etanolamina-fosfato citidililtransferasa, la peritrofina, la
ferritina, el adenilato cilclasa, el péptido de secrecion de saliva, la inosina

monofosfato 5-deshidrogenasa y la importina beta-3.

COFACTOR DE MOLIBDOPTERINA.

El cofactor de molibdopterina (Moco), es una molécula que se une al sitio
activo de la molibdoenzima (molibdopterina Mo), catalizando reacciones muy
importantes en los ciclos de carbono, nitrdgeno y azufre, asimilaciéon de nitratos,
catabolismo de purinas y sintesis de hormonas como el indol acético y acido
abscisico en plantas superiores. Por otro lado se ha reportado que la deficiencia de
Mo o mutaciones que afectan la capacidad de usar o transportar Mo al interior de
las células implican la pérdida de rutas metabdlicas importantes que provocan la
muerte del organismo. En insectos todavia no se ha reportado la funcién de esta
molécula, sin embargo puede inferirse que tal vez la importancia en éstos radica en
su participacion en la sintesis de purinas, proceso que también esta implicado en la

replicacion viral.”

De manera interesante este gen fue encontrado en la condicién no
infectada pero no en la persistente sugiriendo que probablemente exista una
modificacion en la via de la sintesis de purinas en las células persistentemente
infectadas que pudiera tener repercusiones, probablemente negativas, en la sintesis

del RNA viral (ver tabla 7).

ETANOLAMINA-FOSFATO CITIDILILTRANSFERASA.
La etanolamina-fosfato citidililtransferasa es una enzima perteneciente a la
familia de las transferasas de fdosforo que participa en el metabolismo de los

aminofosfonatos (fosfonatos) y glicerfosfolipidos. Se ha reportado que los
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aminofosfonatos son una buena fuente de nitrégeno del suelo para las plantas y son
bastante comunes en diferentes organismos como insectos y moluscos, entre otros.
En Ae. albopictus, la etanolamina-fosfato citidililtransferasa se ha encontrado en las
células C6/36 no infectadas, pero esta ausente en las que han sido infectadas con
DENV 1 y 3, sin embargo la relevancia de este hallazgo no ha sido esclarecida.®?
Curiosamente en este trabajo encontramos un hallazgo similar ya que el gen se
encontré expresado en las células no infectadas pero no en las persistentemente

infectadas (ver tabla 7).

PERITROFINA.

En relacion a la peritrofina, es una proteina que fue aislada por primera vez en
el intestino de los insectos y forma parte de la matriz peritrofica. La presencia de la
matriz peritrofica en el intestino del insecto todavia no ha sido bien definida pero se
cree que participa en la digestion de los alimentos y ademas forma una barrera
protectora contra la invasién de bacterias, virus y parasitos. La peritrofina no sélo ha
sido reportada en insectos sino que recientemente se ha encontrado en crustaceos
como componente de la capa del huevo. Se ha sugerido que en los crustaceos la
peritrofina puede desempefiar un papel en la defensa inmune asi como en otras
respuestas fisiolégicas.15 Debido a que esta proteina fue encontrada en la condicién
no infectada (ver tabla 7) puede inferirse que la célula tiene activada su proteccion
contra agentes infecciosos, sin embargo su ausencia en la condicion persistente tal
vez se deba a que la presencia del DENV ha provocado cambios en la célula,
afectando la funcidn de la peritrofina, sin embargo esta funcién tendra que
demostrarse en células del intestino donde su funcién ha sido mas estudiada, a

diferencia en las células C6/36 cuyo origen se desconoce.

ADENILATO CICLASA.

Es una enzima que utiliza ATP como sustrato para generar AMP ciclico en el
cual las posiciones de 5y 3’del azucar ciclico se unen mediante un grupo fosfato.
Ademas es una importante molécula en la transduccién de sefiales en eucariotas,

sin embargo, todavia no se ha asociado su importancia con la infeccién por DENV.?!
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FERRITINA.

En los insectos hematéfagos, la sangre es importante para regular la
maduracion del évulo, sin embargo una alta concentracion de hierro es toxica para la
mayoria de los organismos, incluyendo a los insectos. Un medio por el cual éstos
soportan la carga de hierro es quizas por la expresion de proteinas de union, tal
como la ferritina, proteina de almacenamiento de hierro que en la mayoria de los
animales es un componente citosdlico, pero en los insectos es una proteina que se
encuentra en el sistema vacuolar de las células y en la hemolinfa. En vertebrados, la
ferritina es un oligdbmero formado por dos tipos de subunidades llamadas cadenas
pesadas y ligeras, que forman parte de la respuesta antioxidante constitutiva. Se ha
reportado que en el intestino medio de Ae. aegypti existe un sitio primario para la
expresion de ferritina, y cada vez que el mosquito termina de alimentarse, se induce
la expresion de homodlogos a la cadena pesada y ligera de la ferritina, funcionando
como protector al efecto citotéxico generado por la cantidad de hierro en la
sangre.'®® Probablemente, la ausencia de ferritina en los mosquitos infectados con
DENV disminuye su tiempo de vida media, ya que al no tener regulacién sobre las
concentraciones de hierro, después de la ingesta de sangre, éste se vuelve toxico.
La presencia del virus en el mosquito pudiera afectar la expresién de esta proteina,
razon por la cual disminuye su expresion en las células persistentemente infectadas,

sin embargo hasta el momento no hay evidencias que puedan confirmarlo.

PEPTIDO DE SECRECION SALIVAL

Los mosquitos machos obtienen su energia de liquidos azucarados que
obtienen de las plantas, pero como se ha indicado, las hembras requieren
para la reproduccion de una alimentacién con sangre de vertebrados. La
transmision de organismos productores de enfermedades ocurre durante la
alimentacion sanguinea, ya que los mosquitos pueden adquirir patdgenos al
obtener la sangre de un huésped infectado y trasmitirlos al inyectar saliva
infectada durante la toma sangre. La saliva
de los mosquitos es un fluido indispensable para obtener sangre, ya que
en ella existen numerosos factores peptidicos con funciones farmacologicas

determinadas: anticoagulantes, capaz de inhibir la cascada de la coagulacion;
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antiplaquetarios que evitan el taponamiento y vasodilatadores para aumentar el flujo
de sangre a la zona de picadura. La composicion de la saliva de los mosquitos es
muy compleja y aunque se tienen datos de que pueden existir lectinas y lisozimas,
se desconoce la identidad de la mayoria de los péptidos presentes en las
secreciones salivales. Probablemente el hecho de que se haya encontrado una
homologia de nuestra secuencia con un péptido de secreciones salivales en las
células persistentemente infectadas nos hable de una posible influencia del virus
como mecanismo de distribucion y traslado a otros mosquitos pero que bebera ser

estudiada a mayor detalle.®?

INOSINA MONOFOSFATO-5 DESHIDROGENASA

La inosina monofosfato 5 deshidrogenasa es otro de los genes expresados en
las células infectadas de manera persistente. Esta proteina es una enzima limitante
de la sintesis de novo de los nucledtidos de guanina, ademas se ha reportado que
participa en la oxidacion de la inosina 5 monofosfato en xantina 5 monofosfato con la
reduccion del NAD. Se ha indicado que esta proteina regula la cantidad de
nucleotidos de guanina, que a su vez controlan varios procesos fisioldégicos, como la
replicacion, transcripcion, sefalizacion y glicosilacion, todos estos procesos
importantes en la célula, pero también para la la replicacion viral pues durante la
sintesis del genoma se requiere de la participacion de nucleétidos que no son
sintetizados por la maquinaria viral sino por la celular. Es posible que el virus se
beneficie si manipula algun mecanismo para “sobreexpresar” a la inosina
monofosfato 5 deshidrogenasa, pero todavia faltan muchos estudios para poder

relacionar su papel durante una infeccion persistente.*

IMPORTINA BETA-3

En los ultimos afos, nuestra comprensién de los procesos de transporte
macromolecular a través de la envoltura nuclear ha ido creciendo, identificandose a
receptores solubles de transporte que participan en el importe nuclear, tal cual lo
hace la importina beta, quien reconoce a sus sustratos en el citoplasmay los
transporta a través de los poros nucleares al interior del nucleo. Las importinas son

un grupo de proteinas que tienen una masa molecular de entre 90 y 130 kDa, pero
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todas se caracterizan por tener un punto isoeléctrico acido. Las caracteristicas
comunes de todas las importina beta son su capacidad de transporte entre el nucleo
y el citoplasma, su interaccion con RanGTP, asi como su capacidad para reconocer
sustratos especificos.”” Un esfuerzo importante en materia de transporte
nucleocitoplasmico se ha dirigido hacia el analisis de los miembros de la familia
importina beta, ya que antes se consideraba que esta proteina era exclusivamente
un receptor central en el transporte de proteinas, sin embargo, recientemente se ha
publicado que participa como regulador negativo en el ensamble del huso mitético,
formacion de membrana nuclear y el ensamble del poro nuclear.”
Sorprendentemente, las funciones de muchos de estos receptores se conservan
desde la levadura hasta los seres humanos. Hay 14 miembros de la familia importina
beta en el genoma de Saccharomyces cerevisiae, nueve de los cuales han
demostrado que funcionan como importinas y cuatro como exportinas. Los
eucariotas superiores contienen un numero aun mayor de importina beta y se ha
propuesto que hay mas de 22 miembros en mamiferos.”” Por otro lado, se ha
observado que la importina beta no soélo transporta proteinas celulares sino también
proteinas virales, como es el caso de la NS5 de DENV, la cual es la RNA polimerasa
viral, misma que requiere ser fosforilada en el nucleo para poder participar en el
proceso de replicacion viral, de lo contrario este proceso parece ser afectado. En
nuestro trabajo, encontramos expresada la importina beta-3 en la condiciéon no
infectada pero disminuida en la condicion persistente. Interesantemente, existe un
estudio donde, mediante el uso de RNAI, la disminucion de la expresion de la
importina beta en células de mosquito infectadas de manera aguda provoca una
reduccion en los titulos virales, sugiriendo su importante participacion en el ciclo

replicativo viral.?®

Debido a que la técnica de AFLP permite analizar los resultados de manera
cualitativa, decidimos realizar RT-PCR para evaluar los patrones de expresion de la
importina beta-3 en las células C6/36 en ambas condiciones. Para ello se disefiaron
oligonucledtidos que flaguean una region del gen de la importina beta-3. Tras
efectuarse la RT-PCR vy utilizar como control oligonucleétidos que amplifican una

region del gen de la actina, corroboramos que la importina beta-3 esta mayormente
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expresada en las células C6/36 no infectadas respecto a las células infectadas de
manera persistente. Las células C6/36 persistentemente infectadas empleadas en
este trabajo aparentemente no producen cantidades detectables de particulas virales
(datos no publicados) y aunque todavia esta en proceso de evaluacion la eficiencia
de la replicacion viral en estas células, la disminuciéon de la expresion de la importina
beta-3 y el antecedente del efecto de esta proteina en Ae aegypti por DENV, puede
sugerirse que este transportador pudiera participar como un represor indirecto del
proceso de replicacion del DENV, sin embargo se requerira de estudios mas

dirigidos para corroborarlo.

No se pudo encontrar la expresion diferencial de genes relacionados con la
respuesta inmune, tal como ha sido observado en infecciones agudas, sin embargo,
tal vez la presencia o ausencia de algunos genes encontrados en la infeccion
persistente sea un mecanismo de defensa en el que la célula utilice menos energia
para regular la actividad replicativa del virus y a la vez garantice su supervivencia,

sin embargo se deben hacer mas estudios para corroborarlo.

En resumen, en este trabajo se identificaron diversos genes celulares que se
encuentran diferencialmente expresados en células de mosquito Ae. albopictus
persistentemente infectadas con DENV-2 que abrirdn una amplia gama de estudios
encaminados a entender la relacién virus-célula, la generacion y mantenimiento de

infecciones persistentes y la interferencia viral.
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9.0 CONCLUSIONES

Se encontréo que la infeccion de manera persistente por DENV-2 en las
células C6/36 de Ae. albopictus provocéd el incremento o disminuciéon de
ciertos genes.

Mediante la técnica de AFLP se pudo observar la expresion diferencial de 24
genes que tienen una homologia de 78-100% con el genoma de Ae. aegypti,
de los cuales 12 se encuentran disminuidas y 12 “sobreexpresadas” en la
condicion persistentemente infectada, resultado que al menos para uno de los
genes, coincidio con los obtenidos mediante RT-PCR semicuantitativa.

Hasta el momento solo hemos podido relacionar con el proceso de infeccion
por DENV en las células C6/36 al gen de importina beta-3, ya que estudios
previos indican que durante una infeccion aguda su disminucion es

proporcional a los titulos virales.

Durante el analisis de la expresion diferencial de genes no se pudo encontrar
genes relacionados con la respuesta inmune tal como ha sido observado en

infecciones agudas.
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10.0 PERSPECTIVAS

Con este trabajo se observo que la técnica de AFLP puede utilizarse para el
estudio de la deteccion de expresion diferencial de genes en las células C6/36 de
mosquito cuando estan infectadas de manera persistente con el DENV-2. A partir de

los resultados obtenidos podemos sugerir lo siguiente:

1.- Seguir analizando las combinaciones que no pudieron ser estudiadas durante el
desarrollo de este trabajo.

2.-Analizar, de manera cuantitativa mediante RT-PCR en tiempo real o final, la
expresion de los genes restantes encontrados.

3.-Estudiar, con la técnica de inmunofluorescencia, el comportamiento de la
importina -3 en las células C6/36 en ambas condiciones.

4.-Disminuir, mediante RNAI, la expresion de importina beta-3 en las célula C6/36 no
infectadas y posteriormente infectar con el DENV-2 para observar el comportamiento
del virus en la célula.

5.-Aumentar la expresion de importina (3-3 en las células persistentemente infectadas

y medir los titulos virales.
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11.0 ANEXOS

PREPARACION DE TBE 10X, 1L.

Se pesan los siguientes reactivos:

Trizma base 108g
Acido bérico 55g
EDTA 9.3g

Aforar a 1 litro de agua y esterilizar en autoclave. El pH final= 8.3.

PREPARACION DE AGUA DEPC.

Se agregan 100 ul de Dietilpirocarbonato (DEPC) por cada 100mL de agua
destilada. Se agita vigorosamente hasta homogenizar. Finalmente se deja reposar
toda la noche y esterilizar al siguiente dia.
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