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ABSTRACT

Key words: Aedes aegypti, immune response, dengue virus, vector competence.

In recent years there has been considerable progress in our knowledge of dengue,
particularly in vaccine development, the characterization of the immune responses
and molecular properties of the virus. However, there are still many aspects that
must be investigated in terms of its transmission by the principal vector, Aedes
aegypti. We have conducted research to elucidate Dengue virus-vector
relationships, specifically the innate immune response of Ae. aegypti to dengue virus
infection. For this, we identified and selected two strains of Ae. aegypti, from Cali,
Colombia with different susceptibility to dengue infection: Susceptible (Cali-S, 96%)
and refractory with midgut infection barrier (Cali-MIB, 50%).

We compared the global gene expression of the midguts of Cali-S and Cali-MIB after
ingestion of sugar, a bloodmeal, or a bloodmeal containing Dengue-2 virus using
microarrays. Results from the microarrays indicated the total expression of 3804
genes. A differential expression between the two strains exposed to DENv-2
included genes in different functional groups: immunity, metabolism, proteolysis,
redox, replication, transport, and unknown function. We have selected 12 genes to
evaluate their differential expression at different time points (0, 8, 24 and 36h) by
gPCR. The gPCR analysis confirmed the predominance of down regulated genes in
Cali-MIB in comparison with Cali-S strain, observed in the microarray at 30 hours
post infection (h.p.i). However, early in the infection (at 0, 8 and 24 h.p.i), several of
this genes were up regulated suggesting an early response to eliminate the virus in
refractory strain. Finally, we used RNAI assays to evaluate the role of four genes
from 12 selected before (Gram Negative Binding protein—-GNBP (AAEL009176),
Niemann Pick Type C2 (AAEL015136), Keratinocyte lectin (AAEL009842) and
Cathepsin-b (AAEL007585) in DENv infection. We observed that the silencing of
down regulated genes, GNBP, Cathepsin-b and Keratinocyte lectin, change the
phenotype of Cali-S strain from 96% to 8, 20 and 12% respectively. The up regulated
gene, Niemann, change the phenotype of Cali-BIM strain from 50% to 18%. This
study provide a global overview of gene expression in susceptible and refractory
mosquitoes. This study will also validate the use of our field derived strains as an
important biological model to study Dengue-vector relationships.
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RESUMEN

Palabras clave: Aedes aegypti, respuesta inmune, virus dengue, competencia
vectorial.

En recientes afios ha habido un progreso considerable en nuestro conocimiento
sobre dengue, particularmente en el desarrollo de la vacuna, la caracterizacion de
la respuesta inmune y las propiedades moleculares del virus. Sin embargo, hay
muchos aspectos que deben ser investigados en términos de transmision por el
principal vector, Aedes aegypti. En el CIDEIM hemos desarrollado investigaciones
dirigidas al estudio de las relaciones virus dengue-vector, especificamente la
respuesta inmune innata de Ae. aegypti a la infeccién con virus dengue (VDEN).
Para ello, se seleccionaron dos cepas de Ae. aegypti de Cali con diferente
susceptibilidad a la infeccion por vDEN, a partir de mosquitos colectados en campo:
una cepa Susceptible (Cali-S, 96%) y otra refractaria con barrera a la infeccion en
el intestino medio (Cali-RBIM, 50%).

Mediante microarreglos, se comparo la expresion génica en intestinos medios de
las cepas Cali-BIM y Cali-S, después de la ingestion de azucar, sangre o
sangre+vDEN-2 a 30 horas post alimentacion. Los resultados de los microarreglos
indicaron la expresion de un total de 3804 genes. La expresion génica diferencial
entre las dos cepas expuestas a VDEN-2 incluye genes en diferentes grupos
funcionales: inmunidad, metabolismo, protedlisis, redox, replicacion, transporte, y
de funcién desconocida. Seleccionamos 12 genes para evaluar su expresion
diferencial diferentes tiempos (0, 8, 24 y 36h) por gPCR. Los analisis por gPCR
confirmaron la predominancia de genes bajo regulados en la cepa Cali-MIB en
comparacion con la cepa Cali-S, resultados observados en los microarreglos a las
30 horas post infeccion (h.p.i). No obstante, en los tiempos tempranos de la
infeccion (0, 8 y 24 h.p.i), varios de estos genes estaban sobre regulados sugiriendo
una respuesta temprana para eliminar el virus en la cepa refractaria. Finalmente,
usamos ensayos con RNA de interferencia (RNAI) para evaluar la funcion de cuatro
genes de los 12 seleccionados previamente (Gram Negative Binding protein~-GNBP
(AAEL009176), Niemann Pick Type C2 (AAEL015136), Keratinocyte lectin
(AAEL0O09842) y Cathepsin-b (AAEL007585) en la infeccion con VDEN.
Observamos gque el silenciamiento de los genes bajo regulados, GNBP, Cathepsin-
b and Keratinocyte lectin, cambian el fenotipo de la cepa Cali-S de 96% a 8, 20 y
12% respectivamente. El gen sobre regulado, Niemann, cambia el fenotipo de la
cepa Cali-BIM de 50% a 18%. Este estudio provee una revision goblal de la
expresion génica en cepas susceptibles y refractarias. Ademas valida el uso de
nuestras cepas como un modelo biolégico importante para estudios de relaciones
dengue-vector.
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CAPITULO 1. Introduccién

12



INTRODUCCION

El virus Dengue-vDEN (serotipos 1-4), transmitido principalmente por el mosquito
Aedes aegypti, continla siendo el arbovirus mas importante que causa enfermedad
y muerte en los trépicos y subtropicos. La infeccion por vDEN, impone una carga
significativa a nivel de salud, econémico y social en las poblaciones de areas
endémicas (1) como las Américas, 100 paises de Africa, el Mediterraneo Oriental,
Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental. Se estima que hay 390 millones casos de
dengue por afio, de los cuales 96 millones se manifiestan aparentemente en
cualquier nivel de gravedad clinica o subclinica (2). Alrededor de 21.000 muertes
ocurren cada afo por esta enfermedad, principalmente en la poblacion infantil, lo
que ha convertido al dengue en una de las enfermedades tropicales emergentes del
siglo XXI (3, 4).

En los dltimos 30 afios, la frecuencia y magnitud de las epidemias de dengue han
aumentado extraordinariamente cuando el principal vector Ae. aegypti, y los virus
que causan la enfermedad, ampliaron su distribucion geografica a nivel mundial.
Esta epidemiologia fluctuante fue causada por factores demograficos y sociales,
junto con la ausencia de un programa eficaz de control vectorial. Asimismo, la
aparicion de cepas con mayor virulencia y la circulacion simultdnea de varios
serotipos en una misma region, han influido en el agravamiento de las epidemias de
dengue en diversas partes del mundo. Ademas, se ha demostrado que los cambios
climaticos de los ultimos afios han contribuido a la transmision viral, por lo que se
presume que en el futuro aumentaran el nimero de casos (5-10). Colombia, es un
ejemplo claro de estos aspectos, con una infestacion por Ae. aegypti de mas del
90% del territorio nacional situado por debajo de los 2.200 msnm, la introduccion
reciente de Ae. albopictus y la urbanizacién no planificada a causa de problemas
socio-politicos (11).

Investigaciones recientes indican que la carga mundial del dengue podria estar en
el mismo nivel de magnitud que tantas otras enfermedades infecciosas, tales como
la malaria, la tuberculosis y las enfermedades de transmision sexual (sin incluir el
SIDA), cuya prevencion y control reciben un apoyo politico y financiero mayor que
el dengue (12).

Nuestro pais no esta ajeno a este flagelo, las tendencias epidemiol6gicas han
demostrado que los programas de prevencion y control de la transmision del dengue
basados en la disminucion de las poblaciones del vector como la aplicacién de
insecticidas y la eliminacion de criaderos, han sido poco eficaces (10). Hasta el
momento no existe un tratamiento médico efectivo contra el dengue y aunque se
estan desarrollando vacunas tetravalentes, tomara un tiempo antes de que estén
listas para su uso en la salud publica.
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Este tipo de medidas se ha visto afectado por los altos costos asociados, la
aparicion de resistencia en los vectores a los productos quimicos y la dificultad de
eliminar formas adultas del mosquito. Asimismo, las medidas de vigilancia y control
de los mosquitos no han sido suficientes y el incremento de las epidemias de
dengue continda (4).

En la actualidad se ha avanzado notablemente en el conocimiento del dengue, en
particular en el desarrollo de vacunas, la caracterizacion de la respuesta inmune y
en las propiedades moleculares del virus. No obstante, todavia hay muchos
aspectos que se deben investigar. Segun la OMS, las investigaciones estratégicas
y basicas que se deben llevar a cabo para mejorar las intervenciones de control, se
deben enfocar hacia la profundizacion en el conocimiento de las propiedades
bioldgicas, genéticas del vector, y su interaccion con el virus (13). Esta bien
documentado que sOlo existen ciertas combinaciones de vectores y virus que
resultan en una transmision eficiente de la enfermedad, y datos que indican que los
arbovirus deben superar las defensas inmunes del insecto vector con el fin de ser
transmitido con éxito. Sin embargo, poco se conoce acerca de las defensas anti-
virales en los insectos.

Siguiendo este enfoque, en el grupo de la Dra. Clara Ocampo, del Centro
Internacional de Entrenamiento e Investigaciones Médicas (CIDEIM) hemos
desarrollado investigaciones dirigidas al estudio de las relaciones virus-vector,
orientadas a la respuesta inmune de Ae. aegypti durante la infeccion con vDEN, con
el objetivo de buscar moléculas que pueden ser utilizadas para el control o
disminucién de la transmision de dichas enfermedades (14, 15).

Para evaluar las interacciones moleculares entre Ae. aegypti y el VvDEN,
seleccionamos mosquitos colectados en campo, con el fin de obtener lineas con
diferente susceptibilidad a la infeccion con vDEN-2 (16). Estudios iniciales de
expresion diferencial de genes por hibridacion supresiva substractiva sugirieron a la
apoptosis como uno de los principales mecanismos del mosquito involucrados en el
proceso de infeccion (14). Posteriormente, la caracterizacion de la expresion
temporal de los genes caspasa-16 y dronc los cuales estan asociados con el
proceso de apoptosis, evidencio una sobreexpresion de estos genes en la cepa
refractaria. El estudio funcional de dichos genes, a través del mecanismo de RNA
de interferencia (RNAI), demostraron un incremento de 40% hasta 80% en la
susceptibilidad al vDEN de la cepa refractaria. Estos datos sugieren que los genes
de apoptosis pueden estar inhibiendo la replicacion del virus en el vector (15).

Los resultados validaron las cepas seleccionadas como modelo biolégico para llevar
a cabo estudios que permitan entender los mecanismos que participan en la
eliminacidon del virus en la cepa refractaria; por lo tanto, el objetivo principal del
presente estudio, fue determinar si la respuesta inmune afecta la susceptibilidad y
refractariedad del intestino medio de Ae. aegypti a la infeccién por vDEN e identificar
genes utilizados por los mosquitos para eliminar el virus. Para el desarrollo de este
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trabajo se emplearon las técnicas modernas que se encontraron a nuestro alcance
(RNAI, secuenciacion, microarreglos y gPCR), para la identificacion de genes
utilizados por los mosquitos refractarios para eliminar el virus. Estos datos podrian
permitir la identificacion de blancos para nuevas drogas antivirales o vacunas. A su
vez, crea la posibilidad de utilizar la manipulacion genética para crear mosquitos
transgénicos que sean refractarios a la infeccion por vDEN.
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JUSTIFICACION

El dengue es una enfermedad viral reemergente extendida a areas tropicales y
subtropicales de América, Asia y Africa. En las Américas, el dengue contintia siendo
un problema de salud publica a pesar de los esfuerzos para contenerlo y mitigar el
impacto de las epidemias (17). Aun no se ha aprobado ninguna vacuna contra el
dengue, a pesar de algunos progresos, el desarrollo de estas vacunas (para las
formas tanto leves como graves) sigue siendo un reto. Los programas de control se
centran en el uso de estrategias que permitan la reduccion de las poblaciones del
principal vector, Ae. aegypti, y asi revertir la tendencia de aumento de la actividad
epidémica del dengue y la mayor incidencia de dengue grave. A pesar de los
esfuerzos realizados para disminuir el impacto de esta enfermedad, las epidemias
persisten y el nUmero de casos de dengue grave, manifestacion clinica mas severa
de la enfermedad, aumenta continuamente por factores como la infestacion por Ae.
aegypti del mas del 90% del territorio nacional situado por debajo de los 2.200
m.s.n.m, la circulacion de los 4 serotipos del virus, la introduccion de Ae. albopictus,
cambios demograficos y ambientales, la urbanizacion no planificada, problemas
economicos, politicos, entre otros (18).

Colombia no es ajeno a este panorama. Al igual que en otras partes del mundo, en
nuestro pais las medidas preventivas se han enfocado al control de las poblaciones
de mosquitos del género Aedes, vectores del virus causante de la enfermedad. La
poca efectividad de estos programas de prevencion y control ha llevado a la
busqueda de enfoques novedosos y sostenibles para el control vectorial.

Teniendo en cuenta que la interaccién entre el virus, el vector y el hospedero en un
ecosistema determinado es en ultima instancia lo que determina la dinamica de la
transmision, es necesario realizar investigaciones que permitan lograr un mayor
conocimiento de cada uno de estos factores, con el objetivo de reducir la morbilidad
y la mortalidad causadas por el dengue, asi como para aliviar la carga de esta
enfermedad. Los avances acelerados en los campos de la biologia molecular, la
genomicay la reciente disponibilidad de la secuenciacion del genoma de Ae. aegypti
en combinacion con estrategias de alto rendimiento, han permitido pensar que la
manipulacion genética de la competencia vectorial (CV) podria ser una estrategia
que ayude al control de las enfermedades transmitidas por vectores (19, 20).

Si bien se han logrado grandes avances en la comprension de las interacciones
vector-patdgeno en los insectos, como son los mecanismos de defensa antibacterial
y antiparasitaria, el estudio de las defensas antivirales no ha tenido mucho
desarrollo. En el caso del vDEN, esta documentado que el intestino medio
constituye un obstaculo potencial a la infeccion por el virus. Por esto, los genes del
intestino medio involucrados con el establecimiento de la barrera a la infeccion,
podrian ser un blanco potencial para ser manipulados a través de transgénesis 0
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paratransgénesis utilizando simbiontes (21) o mediante vacunas de blogueo (22,
23). En este contexto, de acuerdo a los resultados de los estudios de la interaccion
Ae. aegypti-vDEN realizados en CIDEIM, planteamos como objetivo principal
evaluar masivamente mediante el uso de microarreglos, la expresion génica
diferencial entre mosquitos refractarios y susceptibles infectados y mosquitos
alimentados con sangre solamente, con el fin de identificar genes asociados a la
respuesta inmune innata o interacciones bioquimicas utilizadas por los mosquitos
refractarios para eliminar el virus.

El desarrollo de esta propuesta contribuyo al entendimiento de las interacciones
virus-vector, mediante la identificacién de posibles mecanismos o vias usados por
el virus para inactivar la respuesta inmune del vector o las estrategias del mosquito
para volverse refractario a la infeccion por el vDEN. Este conocimiento aportara al
disefio de estrategias de control vectorial efectivas que permitan disminuir la
transmision del virus, alcanzar la reduccion de la morbilidad y mortalidad del dengue
y consecuentemente disminuir su impacto socioeconémico negativo. Ademas de
cooperar con el pais para la aplicaciéon de herramientas eficaces de vigilancia y
control en el marco del sistema general de seguridad social en salud contemplado
en su Plan Nacional de Salud Publica, que garanticen la sostenibilidad y una
adecuada capacidad de respuesta al problema del dengue en el pais.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar como la respuesta inmune innata funciona en la defensa antiviral en
mosquitos susceptibles y refractarios de Aedes aegypti a la infeccidn con virus
dengue-2.

Objetivos especificos

Realizar un perfil transcripcional global de los genes del intestino medio en las
cepas Cali-MIB Vs. la cepa Cali-S de Ae. aegypti

Seleccionar algunos genes que presenten expresion diferencial para confirmar y
cuantificar su expresion temporal

Silenciar los genes en los mosquitos Cali-S, Rockefeller y Cali-MIB de Ae. aegypti,
para elucidar su efecto en el desarrollo del vDEN-2.
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ESTADO DEL ARTE

El Dengue

El dengue es una enfermedad viral febril aguda, cuyo agente causal se transmite
por la picadura del mosquito Ae. Aegypti. Esta enfermedad puede ser ocasionada
por uno de varios serotipos del virus (DEN-1, DEN-2, DEN-3 Y DEN-4) (24).

Se reconoce un espectro de manifestaciones de la enfermedad que va desde
procesos asintomaticos hasta cuadros severos; es asi como se definen diversas
formas clinicas: dengue sin signos de alarma, dengue con signos de alarma vy el
dengue grave donde se encuentran incluidos el sindrome de choque dengue(SCD)
y otras complicaciones del dengue como: miocarditis, encefalitis, hepatitis las cuales
se asocian con mayor mortalidad (17).

Virus Dengue

El virus del dengue es un arbovirus (virus transmitido por vectores), pequeiio (11Kb),
monocatenario que abarca cuatro serotipos distintos (DEN-1 a DEN-4). Estos
serotipos del dengue estan estrechamente relacionados y pertenecen al género
Flavivirus, familia Flaviviridae (25). Cada serotipo crea inmunidad especifica para
toda la vida contra la reinfeccion del mismo serotipo (homodlogo), asi como una
inmunidad cruzada de corto plazo contra los otros tres serotipos, la cual puede durar
varios meses. Los cuatro serotipos son capaces de producir infeccion asintomatica,
enfermedad febril y/o cuadros severos que pueden conducir hasta la muerte, dada
la variacion genética en cada uno de ellos (26, 27).

La particula madura del virus del dengue es esférica, con un diametro de 50nm, y
contiene multiples copias de las tres proteinas estructurales, una membrana de
doble capa derivada del huésped y una copia Unica de un genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva. El genoma esta hendido por proteasas virales
y del huésped en tres proteinas estructurales (capside, C, prM, el precursor de
membrana, M, proteina y envoltura, E) y siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5) (28).

Se han identificado distintos genotipos o linajes dentro de cada serotipo, lo que
destaca la extensa variabilidad genética de los serotipos del dengue. La seleccién
parece ser un tema dominante en la evolucion del virus del dengue pero de manera
tal que solamente se mantienen los virus que son "adecuados” tanto para seres
humanos como para los vectores. Entre ellos, los genotipos “asiaticos” de DEN-2 y
DEN-3 se asocian con frecuencia a infecciones concomitantes graves (29).
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Mosquitos vectores

Ashburn y Craig (30), demostraron que el agente causal del dengue era un virus
transmitido por la picadura del mosquito Ae. aegypti, especie del subgénero
Stegomyia originario de Africa; y el mas distribuido en el mundo. Posteriormente,
se evidenciaron nuevos vectores, Ae. albopictus (31, 32) y Ae. polynesiensis que
pueden actuar como vectores en funcion de la ubicacion geografica (24).

El mosquito vector tiene dos etapas en su ciclo de vida: la fase acuética con tres
formas evolutivas diferentes (huevo, larvay pupa) y la fase aérea de adulto o imago;
reproduciéndose y habitando en criaderos antropogénicos y otros naturales que
contienen agua limpia, logrando cumplir su ciclo de vida en 10 dias (Figura 1). La
rapidez con que se desarrollan las larvas y pupas depende en gran medida de las
caracteristicas del microambiente (26).

Las hembras son las que pican, por ser hematéfagas obligadas, es decir, necesitan
sangre para alimentarse y para que maduren los huevos. La hembra, se alimenta
repetidamente en humanos momento en el cual puede infectarse con el virus (33).

CICLO DE VIDA
Aedes aegypti

Figura 1. Ciclo biolégico de Aedes aegypti.

Por lo regular, la hembra de Ae. aegypti deposita los huevos en las paredes
hamedas de los recipientes que contienen agua. Hay preferencia a ciertos tipos de
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recipientes, dependiendo de su oxigenacion, temperatura, humedad, disponibilidad
de materia organica, capacidad y estabilidad del agua, color y olor, entre otros;
aunqgue esto no es limitante para encontrar ocasionalmente una gran diversidad de
criaderos. Los huevos, son capaces de resistir desecacion por varios meses hasta
gue las condiciones de temperatura y humedad les sean propicias, momento en el
cual se hidratan y rapidamente eclosionan (33).

La supervivencia de los mosquitos depende de la capacidad para alimentarse,
reproducirse, protegerse y dispersarse. Entre cada ciclo gonotréfico, a diferencia
de otros géneros de mosquitos, Ae. aegypti se alimenta varias veces de uno o
varios huéspedes hasta satisfacer sus necesidades alimenticias, lo que representa
un factor de importancia en su capacidad como transmisor de microorganismos
patdgenos (33).

La replicacion viral y el ciclo de transmision

El virus dengue es transmitido a los humanos a través de la picadura de los
mosquitos Ae. aegypti infectados (26, 34) y puede presentar varios ciclos de
transmision: un ciclo de transmisién enzoético que involucra mosquitos del género
Aedes y primates en los bosques de Asia y Africa; un ciclo de transmision epidémico
gue ocurre en lugares rurales donde las poblaciones son pequefias y un ciclo
epidémico/endémico urbano donde el virus se transmite: Ae. aegypti-humano-Ae.

aegypti (26).

El ciclo urbano inicia cuando la hembra adulta ingiere sangre de una persona
infectada con el vDEN. El virus entra en la hembra y se multiplica en el epitelio
intestinal, en los ganglios nerviosos, cuerpo graso, cerebro, eséfago y glandulas
salivales. El periodo de incubacion extrinseco del virus en el mosquito usualmente
es de 7 a 14 dias. Después de este periodo el mosquito infectado transmite el virus
a otros humanos durante la siguiente alimentacion sanguinea (35, 36).

En el humano, el virus se replica en monocitos, células dendriticas, linfocitos y
macrofagos. Posteriormente, infecta érganos como ganglios linfaticos y bazo; para
luego liberarse a la sangre causando el periodo de viremia (tiempo de incubacion
intrinseco) en la persona infectada. Un segundo mosquito va a picar a esta persona
infectada, en el periodo de viremia, y va a adquirir el virus. El dengue va a replicarse
en el intestino medio del mosquito, después se replicara en las glandulas salivares,
y asi luego de 7 a 14 dias de incubacion, el mosquito infectara a otro hospedero
susceptible por una nueva picadura (26, 34).

Varios factores pueden influir en la dinamica de la transmisién del virus, incluidos
factores ambientales y climaticos, interacciones entre huéspedes y patdgenos, y
factores inmunologicos de la poblacion. El clima influye directamente en la biologia
de los vectores y por esa razon, su abundancia y distribucion; consiguientemente,
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es un factor determinante importante en la epidemia de enfermedades transmitidas
por vectores.

Epidemiologia

En la actualidad, el dengue es la arbovirosis humana de mayor importancia de salud
publica en las areas tropicales del mundo. EI mosquito vector de los VDEN, Ae.
aegypti, se encuentra en casi 100 paises tropicales y se calcula que unos 2,5
billones de personas habitan en &reas donde existe el riesgo de transmision de la
epidemia (17).

En los ultimos 50 afios, la incidencia de la fiebre de dengue ha aumentado 30 veces
con la creciente expansion geografica hacia nuevos paises y, en la actual década,
de areas urbanas a rurales. Aunque no se ha determinado con exactitud la carga
real de la enfermedad, se estiman 390 millones casos de dengue por afio, de los
cuales 96 millones se manifiestan aparentemente en cualquier nivel de gravedad
clinica o subclinica (2). Durante las epidemias, las tasas de ataque pueden llegar
entre el 80 y 90% de las personas susceptibles y la letalidad puede ser mayor de
5% (4, 5). La enfermedad es endémica en mas de 100 paises de Africa, las
Américas, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental (Figura
2). Las dos ultimas son las regiones mas afectadas.

Antes de 1970 sOlo nueve paises habian sufrido epidemias de dengue grave, cifra
que en 1995 se habia multiplicado por mas de cuatro. A medida que la enfermedad
Se propaga a nuevas zonas, no sélo aumenta el nimero de casos, sino que se estan
produciendo brotes explosivos (17)

En el caso de la Region de las Américas, la interrupcion de la transmision del dengue
en la mayoria de la region, fue el resultado de la camparfa de erradicacion de Ae.
aegypti en dicha zona, principalmente durante la década de 1960 y principios de la
década de 1970. Sin embargo, no se mantuvieron las medidas de vigilancia y control
del vector, y hubo re infestaciones subsiguientes del mosquito, seguidas de brotes
en el Caribe, en América Central y América del Sur. Desde entonces, la fiebre del
dengue se ha propagado con brotes ciclicos que ocurren cada 3 a 5 afios (4). El
mayor brote ocurrié en 2002 en el que se notificaron més de un milléon de casos. De
2001 a 2007, mas de 30 paises de las Américas notificaron un total de 4'332.731
casos de dengue (1). EI nUmero de casos de dengue severo en el mismo periodo
fue de 106.037 y el total de muertes fue de 1.299 personas. Los cuatro serotipos del
virus del dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) circulan en la region, en
Barbados, Colombia, Republica Dominicana, El Salvador, Guatemala, Guyana
Francesa, México, Peru, Puerto Rico y Venezuela, se identificaron simultaneamente
los cuatro serotipos en un afio durante este periodo (10).
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Figura 2. Mapa de la actividad global del dengue en el 2013.

Durante la ultima década, en las Ameéricas se ha registrado el incremento mas
drastico en la actividad del dengue (Figura 3), especialmente en Brasil, Colombia,
Cuba, Ecuador, Peru, Venezuela y Paraguay (37). La situacion epidemioldgica del
dengue sigue siendo de alta complejidad en la Region, lo que obliga a redoblar los
esfuerzos para la implementacion de una estrategia de gestion integrada y dar
respuesta a tal situacion.

Cabe resaltar la actividad inestable e intensa del dengue que sufrieron las Américas
durante el 2010. Los patrones climatologicos han sido favorables a la proliferacion
de Ae. aegypti, incluso en épocas no esperadas durante el afio. Hasta la semana
epidemiologica 44 del 2010, la region notifico un total de 1.536.899 casos de
dengue, con 35.455 casos severos y 807 muertes (13). Con el comienzo de la
estacion de lluvias en mayo, se observo un aumento en los criaderos de mosquitos,
incrementando el nimero de casos de dengue y el riesgo de infeccion. A finales de
mayo, la subregion centroamericana también fue afectada por la tormenta tropical
Agatha, intensificando la situacion. Ademas, condiciones sanitarias y ambientales
pobres que se repiten, la acumulacion de la basura, y el exceso de llantas inutiles
gque no se desechan correctamente, también contribuye a la proliferacion de
mosquitos en las areas afectadas.

En el 2011 se notificaron 979.774 casos de dengue, de los cuales 15.860
presentaron formas graves que requirieron hospitalizacion y 692 que fallecieron
(38). En el mismo afio se registraron brotes de dengue, con un namero total de
casos y muertes que sobrepasaron los datos histéricos registrados; en Paraguay,
Panama y en los paises y territorios del Caribe inglés y francés como Aruba,
Bahamas y Santa Lucia. También se observo la introduccion del virus DEN-4 en
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Panama y en algunos estados del Brasil donde no habia circulado anteriormente
(38).

Durante el 2013, en la Regién de las Américas se registraron 868.653 casos de
dengue, 8.406 casos de dengue grave y 346 defunciones. La circulacion de los 4
serotipos en la Region, aumentd el riesgo de apariciéon de formas graves de la
enfermedad. Al cierre de 2014, se reportaron en las Américas 1.176.529 casos de
dengue, 16.238 casos graves y 761 muertes. En general, el afio 2014 reportd una
reduccion aproximada del 50% en el nimero de casos de dengue, casos graves y
muertes comparado con el 2013 (39). Hasta la semana epidemiolégica numero 21
del afio 2015, se contabilizaron 1.206.172 casos de dengue en todo el continente.
Los datos registrados hasta dicha semana, superaron el total de casos reportados
al cierre del 2014. Sin embargo, cabe resaltar, que a pesar del incremento en el
namero de casos, la cantidad de casos graves (2.824) y muertes (459) se
mantuvieron muy por debajo de los valores observados durante el 2014. En la
actualidad, Brasil, Colombia y México han reportado la co-circulacion simultdnea de
los cuatro serotipos del virus del dengue (39).
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Figura 3. Evolucién de la incidencia de dengue en las Américas 1980 — 2014.

Ahora bien, en Colombia, reaparece la problematica del dengue en los 70, momento
en el cual después de declarar libre de Ae. aegypti el territorio nacional,
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descontinuaron la campafia y vigilancia que habia iniciado en 1950 contra la fiebre
amarilla urbana, la cual tenia como objetivo erradicar Ae. aegypti y evitar el riesgo
de esta enfermedad. Debido a la presencia del vector en Venezuela y la resistencia
al DDT, insecticida utilizado en esa época, Ae. aegypti re infestd el pais. Entonces,
reaparecieron las primeras epidemias con DEN-2 en la Costa Atlantica en los afios
1971y 1972, seguidas de epidemias con DEN-3 entre 1975y 1977 (40).

El primer caso de dengue hemorragico se presentd en el afio de 1989 en Puerto
Berrio (Antioquia). En Santander, en limites con Venezuela, aparecen los primeros
brotes a finales de 1989 y comienzos de 1990, el siguiente brote aparece en 1992
en Santander y el Valle del Cauca y en Cali en 1995, donde la gran primera
epidemia ocurre con 566 casos con cuadros sospechosos de dengue hemorragico
y empiezan a aparecer desde entonces sindromes de choque de dengue con
desenlace fatal (41).

La tasa de incidencia de dengue ha sido fluctuante desde 1978 con tendencia al
incremento a través del tiempo. De igual forma, se ha observado en el pais una
tendencia al rapido incremento en el numero de casos, al pasar de 5,2 casos por
100.000 habitantes en la década de 1990 a 18,1 casos por 100.00 habitantes en los
altimos cinco afos (18). Esta situacion se observa de igual manera en el
comportamiento de la mortalidad, la cual pasé de 0.07 defunciones por 100.000
habitantes en los 90, a 0,19 defunciones por 100.000 habitantes en la presente
década (18).
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Figura 4. Situacion de alarma y brote de dengue en Colombia.

Tras el importante brote registrado en el segundo semestre de 2010, Colombia
presento en el afio 2011 menos casos en comparacion con la misma época del afio
anterior (18). No obstante, la transmision se mantuvo activa y los sistemas de salud
del pais continuaron en alerta. Las inundaciones que afronté Colombia durante una
fuerte ola invernal requirio la intensificacion de la vigilancia. Ya en el 2012, hasta la
penudltima semana epidemioldgica, notificaron 53.141 casos de dengue, de los
cuales 1.417 correspondieron a dengue grave y 51.724 a dengue.
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Desde entonces, cerca de 25 millones de personas que habitan en zonas urbanas
con transmision endémica de dengue, estan en riesgo de adquirir esta enfermedad
en nuestro pais, esto producto de la situacion de transmision intensa y persistente
de la enfermedad en el pais durante los ultimos afios (hiperendemia) (Figura 4). Es
una de las patologias infecciosas que impone mayor carga social y econémica a la
poblacion que se encuentra en riesgo (38). Al cierre del afio 2015, el canal endémico
nacional en la semana epidemioldgica 52, se notificaron 94.916 casos de dengue,
el 98,6 % correspondié a dengue y el 1,4 % a dengue grave. En relacion a la semana
epidemioldgica 52 del afio 2014, se registré una reduccion de 14.396 casos, lo que
representa un 13. % de variacion. (18).

Prevencion y control

El dengue es una patologia de alto poder epidémico que en los ultimos afios se ha
presentado en sus formas cldsica y severa en una gran parte del territorio nacional.

Esta enfermedad constituye un evento que es de especial interés en salud publica,
debido a la interaccion de multiples factores como: el aumento en la tendencia e
intensidad de la endemia producida por la enfermedad; la mayor frecuencia de
brotes de dengue, por la aparicién de ciclos epidémicos cada vez mas cortos; la
circulacion simultanea de los cuatro serotipos del virus; la infestacién de mas del
90% del territorio situado por debajo de los 2.200m.s.n.m. por el principal vector Ae.
aegypti (11); la introduccion y expansion de Ae. albopictus, la urbanizacién de la
poblacién del pais por desplazamientos ocasionados por problemas de violencia y
la falta de oportunidades de trabajo en el campo; ademas de las deficiencias en la
cobertura y calidad de los servicios publicos y saneamiento basico; deficiencias en
la prestacion de los servicios de salud; debilidades en la capacidad operativa de los
programas de prevencion y control; y la pobre participacion intersectorial y social,
esto sumado a los efectos que produce el cambio climatico en el vector y los virus
(11, 42, 43).

Ante esta problematica, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recomienda
nuevos enfoques estratégicos para abordar el problema del dengue, los cuales se
deben contextualizar en el marco de la promocion de la salud, la busqueda de
nuevas asociaciones, la colaboracion con otros sectores de salud y con otras
esferas gubernamentales y no gubernamentales, e incluir un sentido comunitario
para lograr acciones de control sostenibles mediante el incremento de factores
protectores. Cabe resaltar que para que las acciones individuales, familiares y
comunitarias sean eficaces, estan deberan disefiarse utilizando los conocimientos
locales sobre el uso y distribuciéon del agua, la eliminacion de desechos vy el
saneamiento basico, asi como también se necesita conocimiento de las
organizaciones comunitarias y la funcion de los miembros dentro de la familia que
permitan el disefio de acciones eficaces (13).
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Actualmente, las estrategias de control del dengue mediante intervenciones
integrales incluyen programas de educacion comunitaria en la eliminacion y control
de criaderos de mosquitos, programas de prevencién de la enfermedad, vigilancia
epidemioldgica, control vectorial y factores de riesgo ambiental, programas de
atencion al paciente y preparacion a los laboratorios para detectar e identificar el
virus (13).

En el caso de los programas de control vectorial, la participacion de la comunidad
es fundamental. Estos incluyen la implementacién de medidas individuales y
colectivas que promuevan la eliminacion de los depdsitos de agua que sirven de
criadero para los mosquitos, y de esta manera disminuir la reproduccion de los
mismos. Estos programas fomentan el desarrollo de acciones como: cambiar
frecuentemente el agua de los bebederos de animales y floreros; cubrir, vaciar y
limpiar con jabon e hipoclorito cada semana los recipientes donde se almacena
agua para uso doméstico, eliminar la basura acumulada en patios y areas al aire
libre, eliminar llantas o recipientes que acumulen agua los cuales se conviertan en
potenciales criaderos para los mosquitos, perforar las llantas ubicadas en los
parques infantiles que pueden contener aguas estancadas en temporadas de lluvia,
rellenar con tierra tanques sépticos en desuso, desaguies y letrinas abandonadas.

Ademas del control vectorial mediante métodos fisicos (barreras fisicas
mosquitos/criaderos y eliminacion de criaderos), las entidades de salud emplean
métodos quimicos como es el uso de insecticidas en calles para el control de
mosquitos y larvicidas a las aguas de los criaderos como son los sumideros (cajas
de agua lluvia) o almacenamientos de agua para uso doméstico. Como método
alterno y adjunto a la fumigacién, se emplea el control biolégico que incluye el uso
de agentes como: Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, copépodos,
nematodos y peces larvifagos de agua dulce.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta, es el control de picaduras de los
mosquitos en adultos y nifios, colocando anjeo en puertas y ventanas, utilizar
repelentes en las areas del cuerpo que estan descubiertas; usar toldillos en las
camas, sobre todo cuando hay personas enfermas para evitar que infecten nuevos
mosquitos y por lo tanto otras personas, ademas de rociar los alojamientos con
algun insecticida que sea activo contra las formas adultas (17).

A pesar de que se han implementado diferentes acciones de control, hasta el
momento éstas no han sido totalmente efectivas, por lo que la erradicacion
hemisférica del Ae. aegypti ya no es real; ademas, la sostenibilidad y continuidad
de actividades de control estan constantemente comprometidos por otras
demandas de salud y politica con las cuales compiten y por la poca capacidad de
coordinacion intersectorial (25). Aunado a esto, las caracteristicas de la
enfermedad, la ausencia de drogas antivirales contra la misma, el incremento de
namero de enfermos, la aparicion de fenomenos como la resistencia a insecticidas,
el aumento de paises afectados y la dificultad para el control del vector, generan
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una necesidad urgente de investigacion destinada a proporcionar mejores
herramientas para la prevencion y el tratamiento de la enfermedad.

En la actualidad, una prioridad para la salud publica mundial es el desarrollo de una
vacuna eficaz que induzca inmunidad simultaneamente contra los 4 serotipos del
virus del dengue. Los esfuerzos hacia el desarrollo de vacunas han estado en curso
durante mas de 7 décadas. Hay muchos factores involucrados en la dificultad de
desarrollar vacunas contra el dengue, incluyendo: la falta de tanto un modelo animal
inmunocompetente para la enfermedad humana como de una correlacion inmune
definida de proteccion, la necesidad de inducir inmunidad simultaneamente a los 4
serotipos distintos, y la obligacién de proceder con cautela debido a la preocupaciéon
de que la inmunidad "incompleta” puede ser un factor de riesgo para desarrollar
subsecuente, dengue grave (44). A pesar de dichos inconvenientes, se encuentran
actualmente en desarrollo clinico y preclinico 2 tipos de vacunas tetravalentes
contra el dengue, con virus vivo atenuado y con virus no replicante (45).

Por otro lado, avances moleculares recientes en la comprension de la genética de
vectores y las relaciones vector-virus, han proporcionado nuevas herramientas para
el estudio de factores involucrados en la transmision de enfermedades. Los
ejemplos incluyen: mosquitos refractarios a parasitos de la malaria (46-48) y el virus
del dengue (49, 50), y mosquitos estériles (51, 52) o con limitacién en la capacidad
de reproduccioén (53-55). Otros métodos se han propuesto o demostrado, los cuales
estdn a la espera del desarrollo de mosquitos transgénicos (15, 56-59). Los
esfuerzos también se han enfocado en el desarrollo de efectos adicionales para
reducir la duracion de la vida o alterar los comportamientos de una manera
beneficiosa como es el caso del uso de simbiontes naturales (60-62).

De esta manera, los estudios realizados en Ae. aegypti como: colonizacion,
dispersion de genes, deriva genética, fuerzas de evolucion selectivas y variabilidad
genética asociada a caracteristicas de importancia epidemiolégica como los
componentes de transmision, CV y resistencia a insecticidas, resultan como nuevas
alternativas para el desarrollo de mejores estrategias de control vectorial.

Componentes bioldgicos en la transmision de patdbgenos por vectores.

Las poblaciones de Ae. aegypti son utilizadas como modelos de estudio para
evaluar el comportamiento y la estructura genética de los mosquitos en respuesta a
diferentes procesos de seleccion (63) como el uso de insecticidas (64), el control
bioldgico, los cambios climéticos (65), el transporte y la diseminacién de los
mosquitos (66).

Dentro del estudio de las poblaciones de vectores ha existido un interés en entender
las relaciones celulares y bioquimicas intrinsecas entre la relacion virus-mosquito y
el control genético de estos fenotipos; esto, a través del estudio de los factores
biolégicos que hacen parte del proceso de transmisioén de patégenos como lo es la

28



capacidad vectorial, o la habilidad general de una especie de vector en un lugar
determinado en un momento especifico para transmitir un patégeno (67, 68).

Una vez los mosquitos son infectados con el virus, el proceso post infeccion se
integra por una serie de factores que tiene gran influencia sobre la diseminacion y
transmision del patdgeno al hospedero vertebrado (67). Los factores endégenos
propios del sistema virus—vector, condicionan la CV que refiere a la habilidad
intrinseca de un vector para adquirir y transmitir biolégicamente un patégeno (69-
71). Los factores exdgenos que son de tipo ambiental sumados con los enddgenos,
determinan la capacidad vectorial (71).

La capacidad vectorial se define cuantitativamente y es influenciada por variables
tales como la densidad del vector, la frecuencia de picadura, la longevidad y la
competencia del vector (68, 72). A su vez, la CV esta dirigida por factores
intrinsecos (genéticos) que influyen la habilidad del vector para transmitir un
patogeno (73). Esta caracteristica permite que sea un blanco interesante en el
momento de realizar estudios genéticos, enfocados en la creacién de nuevas
herramientas para el control vectorial.

Competencia vectorial

En el caso de Ae. aegypti, este exhibe una variacioén global en cuanto a su CV por
flavivirus (26, 74, 75). La transmision del vDEN involucra un complejo de
interacciones entre los virus y su vector, debido a que la CV esta asociada con un
namero de barreras anatomicas para producir la infeccion en el mosquito (Figura
5).

Cuando un mosquito de la especie Ae. aegypti, ingiere sangre infectada con el
vDEN de un hospedero vertebrado, el virus debe atravesar diferentes barreras
presentes en el mosquito hospedero, para luego poder ser transmitido al hospedero
vertebrado.

Una vez en el intestino medio, el virus rapidamente ataca y penetra las células del
intestino medio del mosquito donde debe replicarse en altos titulos antes de que se
forme la matriz peritrofica, la cual rodea la sangre ingerida por el mosquito y la
separa fisicamente del epitelio del intestino medio hasta ser totalmente digerida.
Asi, los factores que bloquean cualquiera de estos eventos, constituyen una barrera
de infeccion de intestino medio (BIM) (Figura 5). Si se establece una infeccién a este
nivel, el virus debe escapar de las células del intestino medio y esparcirse a tejidos
secundarios del mosquito para establecer la diseminacion de la infeccion. Si el virus
no es capaz de esto, entonces el mosquito tiene una barrera de escape de intestino
medio (BEM) (Figura 5) (76-78). La BEM esta asociada con un ensamblaje
ineficiente 0 maduracion de los virus en las células del intestino medio y con la
inhabilidad de que los virus escapen a través de estas células a la lamina basal e
infecten érganos y tejidos secundarios (76, 77). Finalmente, una vez el virus alcanza
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una mayor titulacién, debe infectar el hemocele y subsecuentemente las glandulas
salivares donde puede ser trasmitido al proximo hospedero vertebrado susceptible
durante las continuas alimentaciones del mosquito (78, 79). Factores que supriman
esta fase de replicacion, actian como una barrera de transmisién (Figura 5).

Barrera de infecclén de Intesting media {M.1LB)
1. Se establece la infeccidn en el epitelio del intesting meadio
2. Replicacidn en células del epitelio del intesting medic

Intisdino modio puslirion
£ 1ubulos de Malpizul

Barrera de escape de intestino medio {M.E.B}
Ductes saltvares 3. Pasa completamente |a ldmina basal

Barrera de transmisidn 4. Replicacion en otros érgancs tejidos

5. Infecta glandulas salivares
6. Escapa dentro del lumen de las
glandulas salivares

Black et al, 2002, modificado (68)

Figura 5. Barreras anatémicas en Aedes aegypti a la transmision de vDEN.

Los estudios pioneros en evaluar la susceptibilidad tanto de Ae. aegypti como en
Ae. albopictus hacia la infeccion del vDEN se realizaron en cepas originadas de
diferentes localidades geograficas (80). Las investigaciones indican que el nivel de
infeccion por vDEN en Ae. aegypti es una variable cuantitativa que parece ser
distribuida continuamente entre los individuos y esta sujeta a efectos ambientales.
Recientes avances moleculares, genéticos y estadisticos permiten realizar mapeos
de los loci que afectan la expresion de caracteristicas cuantitativas o QTL
(Quantitative Trait Loci) (81). Severson y colaboradores, mapearon en Ae. aegypti
el QTL que condiciona la susceptibilidad a las filarias (81).

El primer mapa de ligamiento genético fue construido para Ae. aegypti usando
marcadores moleculares de RFLP (81). La disponibilidad de estos conocimientos
ha permitido a los investigadores empezar a estudiar el complejo genético de
ciertos aspectos de la CV (81). Bosio y colaboradores mapearon y caracterizaron
los QTL que controlan la infeccidén en el intestino medio y las barreras de escape
(BEM), las cuales condicionan la CV en Ae. aegypti para VDEN (72). Los QTL para
la BEM en Ae. aegypti fueron detectadas en el cromosoma Il y Ill. Bennett y
colaboradores han identificado un QTL para la barrera de escape en el intestino
medio sobre el cromosoma | (82).

En 1996, se registraron estudios donde se les proporcioné la refractariedad al vDEN

a cepas susceptibles de Ae. aegypti, usando el virus Sindbis para expresar un ARN
antisentido complementario a fragmentos del genoma del vDEN (83). El sistema de
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virus Sindbis puede ser muy importante para evaluar in vivo los efectos de los genes
candidatos para ser antipatégenos. Estas moléculas pueden ser sobre expresadas
y su actividad puede ser evaluada por el examen de parametros tales como
prevalencia y medida de intensidad de infeccion. Sin embargo este sistema de
expresion es temporal y no heredable (83).

En general, muy poco es conocido acerca de los eventos que ocurren en la
infeccion por flavivirus en los diferentes vectores. Aunque varios genes han sido
estudiados y relacionados a la CV, aun se desconocen los mecanismos especificos
involucrados en las interacciones vector-patégeno (82, 84, 85). Los genes del
intestino medio involucrados con el establecimiento de la barrera a la infeccién por
virus y parasitos, podrian ser manipulados a través de transgénesis o0
paratransgénesis utilizando simbiontes (21, 86), o mediante vacunas de bloqueo
(22, 23); por lo cual, la investigacion y descubrimiento de nuevas moléculas blanco
en Ae. aegypti hacia el vDEN es muy importante en el desarrollo de este proceso.
Recientemente, en diferentes especies de insectos se han comenzado a identificar
moléculas de la respuesta inmune expresadas en el intestino medio con la
capacidad de inhibir el desarrollo de diferentes clases de parasitos (14, 15, 75, 87-
90).

Respuesta inmune en insectos

Una amplia investigacion ha sido llevada a cabo en la respuesta inmune de insectos
a las infecciones bacterianas, fungicas y parasitarias, sin embargo, recientemente
la inmunidad antiviral en invertebrados ha recibido una atenciéon analoga. Los
estudios iniciales han utilizado Drosophila melanogaster como sistema modelo, ya
que el poder de la genética y la amplia base de conocimientos en Drosophila han
sido de gran valor en el establecimiento de las bases para la investigacion de la
inmunidad antiviral en insectos.

Sin embargo, la biologia de los arbovirus esta estrechamente vinculada a la
fisiologia de los artrépodos hematofagos, y como tal, la investigacion en organismos
modelo puede no ser totalmente relevante a la transmision de virus y asociada a la
defensa del vector. En este sentido, se requiere llevar a cabo un enfoque de
investigaciéon con el fin de estudiar con eficacia las respuestas vectoriales a
arbovirus, utilizando como guia los hallazgos en Drosophila.

Los mosquitos inician respuestas inmunes robustas contra una variedad de
patdgenos: el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs- pathogen associated molecular patterns) conduce a la activacion de vias
de sefializacion inmune asociada con la produccién de péptidos antimicrobianos
potentes (AMPs- anti-microbial peptides) o cascadas que conducen a la lisis de
patégenos, la fagocitosis, melanizacion o encapsulacion celular por hemocitos,
equivalentes a las células blancas de la sangre (91).
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La respuesta inmune innata de los insectos es uno de los factores que pueden dictar
su susceptibilidad a la infeccion viral. En el caso de Ae. aegypti hasta la fecha tres
vias de sefalizacién han sido implicadas en la inmunidad anti vDEN, la via Toll, la
Janus quinasa transductor de sefial y activador de la transcripcion (JAK-STAT) (88,
92, 93), y lavia del ARN de interferencia (RNAI); aunque aun no han sido claramente
caracterizadas moléculas efectoras que actiuen contra el virus. Estudios mas
recientes han abordado el desarrollo de patégenos intracelulares tales como vDEN
y otros arbovirus en los mosquitos vectores, y las posibles funciones de moléculas
y vias especificas que regulan o determinan estas interacciones (14, 90, 93-96).
Hay una creciente evidencia de que estas vias no son distintas. Componentes de
diferentes vias inmunes pueden actuar de forma sinérgica y pueden interactuar con
los componentes de la apoptosis y otras vias metabdlicas para determinar la CV
(15, 59, 87, 88, 94, 96-98). La via JAK/STAT (99), parece tener una funcién
conservada en Ae. aegypti. Genes relacionados con la via JAK/STAT estan
regulados diferencialmente en respuesta a la infeccion por vDEN (93), y Ae. aegypti
se puede hacer mas o menos susceptibles al virus a través de silenciamiento de
DOME (receptor de la via de JAK/STAT) y PIAS (regulador negativo de la via
JAK/STAT), respectivamente (88).

El mecanismo antiviral del RNA de interferencia (RNAI), es considerado por algunos
autores, la defensa antiviral mas importante en los mosquitos (100). El RNAIi es un
mecanismo de silenciamiento endégeno que se encuentra en una variedad de
organismos eucariotas, el cual tiene dos funciones principales: 1) regular la
expresion de genes endogenos (101), y 2) servir como un mecanismo de defensa
contra el material nucleico invasivo (p.e: virus) (102). La inhibicion de la via de RNAI
incrementa la infeccion por arbovirus en Anopheles gambiae infectado con el virus
O’nyong-nyong (103) y Ae. aegypti infectado con el virus Sindbis (104) o el vDEN
(105).

La presencia de VIRNA (RNA que es especifico de genomas virales) se ha
demostrado en Ae. aegypti infectado con SINV y vDEN (106, 107), y se ha planteado
que los virus recombinantes codifican supresores de RNAi para aumentar la
mortalidad, aumentar titulos virales y reducir la acumulacion de ViRNAs en
mosquitos infectados. Siguiendo esta premisa, un trabajo reciente usando una linea
celular de mosquitos mostré que el vDEN es capaz de suprimir la expresion de
algunas moléculas inmunes (97). En el caso de RNAI, han sido identificadas
moléculas que actian como supresores de la via en los virus que infectan
Drosophila (108, 109); sin embargo, dichas moléculas no han sido identificados en
mosquitos que transmiten virus y la estrategia de defensa viral contra RNAi ain no
se conoce (105).

En el caso de la via Toll, los genes relacionados con esta via estan regulados
diferencialmente en respuesta tanto a Sindbis virus y la infeccién con vDEN en Ae.
aegypti (93, 110). Se ha demostrado la activacion y la inhibicién de la via Toll para
disminuir y aumentar la susceptibilidad a diferentes cepas del vDEN en varias cepas
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de Ae. aegypti, mostrando la importancia de la via Toll en la inmunidad antiviral en
el mosquito (92, 93).

Otro mecanismo que ha sido involucrado en la respuesta antiviral en mosquitos es
la apoptosis, una respuesta dirigida a eliminar agentes patdgenos intracelulares,
promoviendo la muerte y la eliminacién tanto de la célula infectada como el
patégeno (15, 98, 111-114). Este proceso se diferencia de otras estrategias de
defensa debido a la utilizacion de la maquinaria ya existente en lugar de la sintesis
de novo (115-117). El proceso comprende de dos fases, 1) el compromiso de la
muerte celular inducida por caspasas iniciadoras, y 2) la ejecucion mediada por las
caspasas efectoras. La apoptosis puede ser incorporada en varias etapas para
restringir la replicacion viral (118, 119), y los virus responden a esta presion con la
expresion de proteinas especificamente disefiadas para interrumpir las vias de
apoptosis. La apoptosis es estrictamente controlada a través de reguladores de
apoptosis y los inhibidores de la apoptosis (IAP), que regulan y promueven la muerte
celular o la sobrevivencia, respectivamente.

Entender la contribucion de moléculas apoptdticas especificas y otras vias durante
la invasion de patdgenos se vuelve algo complicado en algunas moléculas que
funcionan dentro de multiples vias inmunes. Los componentes de las vias IMD, Toll
y las vias JAK-STAT funcionan dentro de las respuestas anti-bacteriales y anti-
virales (88, 110, 120). La caspasa apoptotica, AeDredd (121), y el adaptador,
AeFadd (122), funcionan directamente dentro de la via IMD (121, 123) y afectan la
sefalizacion NF-kB requerida tanto para la expresion de AMP (87, 124, 125) como
de las sefiales que promueven la sobrevivencia en la apoptosis. Los componentes
de la via Toll también se activan por la invasién del vDEN pero esta activacion no
elimina completamente el virus (93). Las vias Toll, IMD, JAK-STAT y apoptoticas
interactdan sinérgicamente (88, 126, 127), pero no se conoce como las moléculas
multifuncionales son reguladas diferencialmente o c6mo diferencialmente
influencian solo una via.
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CONEXION 1. Disefio Metodoldgico
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DISENO METODOLOGICO

En el grupo de la Dra. Clara Ocampo en CIDEIM en colaboracion con el grupo del
Dr. Carl Lowenberger en Simon Fraser University (Canada), se llevan a cabo
investigaciones dirigidas al estudio de las relaciones virus-vector, orientadas a la
respuesta inmune de Ae. aegypti durante la infeccion con vDEN, con el objetivo de
buscar moléculas que pueden ser utilizadas para el control o disminucion de la
transmision de la enfermedad.

Para evaluar las interacciones moleculares entre Ae. aegypti y el vDEN,
seleccionaron mosquitos colectados en campo, con el fin de obtener cepas con
diferente susceptibilidad y diferentes barreras a la infeccion con virus DEN-2; asi
obtuvieron una cepa 50% refractaria-Cali-MIB (Midgut Infection Barrier) a la
infeccidn por el virus y otra cepa 96% susceptible (Cali-S) (16). Al mismo tiempo, se
realizaron estudios de expresion diferencial de genes por hibridacion supresiva
substractiva en mosquitos que se encontraban infectados o no con vDEN, que
sugirieron a la apoptosis como uno de los principales mecanismos del mosquito
involucrados en el proceso de infeccion (14). Ademas, mediante la caracterizacion
de la expresiéon temporal de genes asociados con apoptosis y el mecanismo de RNA
de interferencia (RNAI), se observé una sobreexpresion de genes relacionados con
apoptosis (Caspasa-16 y Dronc) en la cepa Refractaria a las 24 y 36h. Los
resultados del silenciamiento de estas caspasas en los mosquitos y su posterior
infeccion con vDEN-2, evidenciaron un incremento de hasta un 80% en la
susceptibilidad de la cepa refractaria. Estos datos sugieren que los genes de
apoptosis pueden estar inhibiendo la replicacién del virus en el vector (15).

Con estos antecedentes, y teniendo en cuenta que los resultados preliminares
descritos anteriormente validan las cepas seleccionadas como modelo biolégico
para llevar a cabo estudios que permitan entender los mecanismos que participan
en la eliminacion del virus en la cepa refractaria, planteamos este estudio, con el
objetivo de identificar genes especificos que permitan un mejor entendimiento de
los componentes que contribuyen a la refractariedad de los mosquitos a la infeccion
por el vDEN-2.

Durante el desarrollo de este proyecto analizamos y comparamos los genes del
intestino medio de las hembras de Aedes aegypti de las cepas Cali-S y Cali-MIB,
involucrados en la respuesta inmune ante la infeccion con vDEN-2. Empleamos una
estrategia que involucra: una técnica de alto rendimiento como son los
microarreglos, que permitié lograr un alto tamizaje génico y estudios funcionales
(gPCR, RNAI) de genes asociados a la respuesta inmune del mosquito (figura 6).
Nos enfocamos en el intestino medio, pues durante las infecciones virales, en
particular con arbovirus, se ha considerado que la principal barrera que existe en
los mosquitos es la barrera de intestino medio (14, 15, 128).
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Identificacion de genes asociados a la respuesta inmune de Aedes aegypti a la infeccidén con virus dengue-2.

Figura 6. Diseflo metodoldgico. p.e: post-emergencia; h.p.a: horas post-alimentacin; s+v: sangre
con vDEN; az(: azlcar; IFI: inmunofluorescencia; qPCR: PCR en tiempo real, Cali-MIB: cepa
refractaria con barrera de escape en intestino medio, Cali-S: cepa susceptible.

En general, los mosquitos de ambas cepas se alimentaron con sangre infectada con
vDEN-2 y como grupos controles se alimentaron mosquitos con sangre sola y
solucion azucarada de forma independiente (figura 6). Para la elaboracién de los
microarreglos, los intestinos de las hembras alimentadas por cada tratamiento se
recolectaron a las 30 horas post alimentacion; este tiempo se eligio como un punto
intermedio, teniendo en cuenta trabajos anteriores realizados en CIDEIM, donde la
expresion de genes relacionados con respuesta inmune presentaron una expresion
diferencial entre las 24 y 36 horas post-infeccién (15). Posteriormente se realizé
extraccion de ARN total de los intestinos, se generé cDNA y se procedio a realizar
los analisis con los microarreglos en el laboratorio del Dr. Dimopoulos en la
Universidad Johns Hopkins.

Una vez se obtenidos los resultados, se escogieron los genes que presentaron una
expresion diferencial relevante en el tratamiento con sangre infectada con virus
comparado con los grupos control (azucar y sangre). Caracterizamos la expresion
temporal de estos genes, mediante PCR en tiempo real en muestras de intestinos
recolectadas a los tiempos 0, 24, 36 y 48 horas post-alimentacion con sangre y con
sangre infectada con vDEN-2, comparando la cepa Cali-MIB Vs. la cepa Cali-S de
Ae. aegypti y asi observar si existian diferencias entre ellas. Finalmente, con
ensayos de RNA de interferencia, realizamos silenciamiento de estos genes y
evaluamos su funcién y efecto en el desarrollo de la infeccidon por el virus en los
mosquitos refractarios y susceptibles (figura 6). De este modo realizamos un aporte
al entendimiento de los factores genéticos asociados a la CV de Ae. aegypti, lo cual
permitira en un futuro contribuir a la identificacion de nuevas estrategias para
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disminuir la transmision basadas en la manipulacion genética, blancos de
tratamiento o desarrollo de vacunas. En los capitulos a continuacion se describen
los procesos detalladamente.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos con los microarreglos fueron analizados siguiendo las
indicaciones reportadas por el grupo del Dr. Dimopoulos para esta técnica (93, 129).
Todos los resultados obtenidos de las gPCR se analizaron empleando el método
20229 propuesto por Livak y colaboradores (130), Para esto, se normalizaron los
niveles de expresion usando un control interno (3-actina) para generar valores ACt
. El método 20*Y se empled utilizando las muestras alimentadas con sangre
(Tiempo 0) como el segundo calibrador para medir el nUmero de veces que cambia
la expresion de cada gen evaluado en el tratamiento con sangre infectada con virus.
Se comparO la expresion de genes dentro de cada cepa expuesta a la

sangre+vDEN-2 0 solamente a sangre utilizando la formula 2("*C"PEN-2  p-achsngre
(Figura 9); y entre cepas (Cali-MIB vs Cali-S) después de la exposicion a la sangre
0 sangre + VDEN-2, usando 204CWCai-MB joCac)Cali=S (Figyras 10 y 11). Estos
resultados se presentan como las medias y desviaciones estandar de dos DNAc
generados de forma independiente y donde cada muestra se corrio por triplicado.
Este método nos permitidé realizar un analisis descriptivo de los cambios en la
expresion génica, mediante el uso de las graficas generadas.

Para corroborar las diferencias observadas en el analisis descriptivo, se realizaron
comparaciones entre la expresion de los genes a los diferentes tiempos para el
tratamiento sangre+virus, en las cepas Cali-S y Cali-MIB, a través de un modelo de
regresion multiple; siendo la variable respuesta ACt

(Ct (muestra) — Ct (calibrador3—actina)) y los factores independientes el tiempo,

tratamiento (sangre+virus) y la cepa (Cali-MIB o Cali-S). Los ensayos de
silenciamiento génico por RNAI fueron analizados utilizando una prueba Chi
cuadrado, para comparar el porcentaje de la CV entre las cepas Cali-S y
Rockefeller. Los analisis estadisticos se realizaron empleando los paquetes
estadisticos Stata SE 12 y R 3.1.1. (131). Se consider6 un nivel de significancia de
0.05 para todas las pruebas estadisticas que se emplearon. Mensualmente se
realizé una copia de las bases de datos en el servidor institucional y en dos discos
duros externos.
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CAPITULO 2. Identificacion de genes de respuesta anti
virus DEN-2 a través del analisis de un perfil
transcripcional global en el intestino medio de los
mosquitos de la cepa refractaria (Cali-MIB) Vs. la cepa
susceptible (Cali-S) de Ae. aegypti.
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Materiales y métodos
Mantenimiento de las cepas de Aedes aegypti.

Mosquitos de las cepas Cali-S, Cali-MIB y Rockefeller se mantuvieron bajo
condiciones estandar de laboratorio: 26 + 2°C, 70% humedad relativa, y un ciclo
luz:oscuridad de 12:12 horas. Los adultos se alimentaron con una solucion
azucarada al 10%. Se realizaron alimentaciones con sangre a través de un
alimentador con membrana artificial, utilizando sangre de conejo desfibrada e
intestino de cerdo como membrana (Figura 7), para la obtencion de huevos y
posterior mantenimiento de las cepas. Los huevos obtenidos, se recolectaron en
toallas de papel y se almacenaron hasta una posterior eclosion.

Figura 7. Equipo de alimentacioén artificial con alimentadores de vidrio.

Cultivo celular

Los cultivos celulares son utilizados para el estudio del crecimiento de diversos
virus. La mejor linea celular empleada para el aislamiento del vDEN, es la linea de
células de Ae. albopictus C6/ 36 HT (132).

El cultivo celular C6/36 HT, se mantuvo en flask de 50 mL con 5 mL de medio de
crecimiento celular Lebovitz (L-15 medium, Sigma Aldrich®) suplementado con
suero fetal bovino (SFB) (10%), penicilina/estreptomicina (1%), y L-glutamina (1%)
a 31+1°C. Con el fin de mantener el cultivo de células in vitro en monocapas y
preservar sus propiedades fisiolégicas, se realizé un pase celular cada 7 dias.

39



Replicacion de vDEN-2 en células C6/36HT e infeccion de mosquitos
mediante alimentadores de vidrio con membrana.

En primer lugar se obtuvo una monocapa de células C6/36 HT en 2 flask de 50mL.
La infeccion de las células se realiz6 con el sobrenadante de virus DEN-2 cepa
New Guinea C, el cual se encontraba alicuotado en tubos eppendorf y almacenado
a -45°C. El sobrenadante del virus, se sacé de la nevera en una matera con hielo
para descongelarlo lentamente. Una vez descongelado se llevo a la cabina con nivel
de bioseguridad tipo Ill. Posteriormente, se adicionaron 800uL del virus a cada flask
con monocapa celular y se incubaron por 1 hora a 37°C, agitando con suavidad
durante el tiempo de la incubacién con el fin de que el virus penetre en las células.
Las células infectadas con el virus fueron incubadas por 14 dias a 31+1°C con medio
L-15 suplementado con SFB al 2%. Una vez transcurridos los 14 dias de incubacion,
tiempo durante el cual el virus se multiplicé en las células, se desprendieron las
células de los flask con la ayuda de un policia de vidrio y se recolect6 el medio con
las células de cada flask en un tubo plastico, este proceso se llevo a cabo en la
cabina de bioseguridad tipo Ill.

El sobrenadante del vDEN-2 obtenido fue mezclado con sangre de conejo
desfibrada en una proporcién 1:1 para realizar las infecciones de los mosquitos Ae.
aegypti (Cali-S y Cali-MIB). Las hembras de Ae. aegypti de 5 a 8 dias de edad fueron
expuestas por un tiempo suficiente para que un gran porcentaje de hembras se
alimenten con sangre infectada (2 horas aproximadamente), mediante
alimentadores de vidrio con membrana como se explico anteriormente.

La presencia y la concentracion del vDEN-2 en la sangre a la cual los mosquitos
fueron expuestos se determind en: a) sangre sin infectar, b) sobrenadante de virus
y ¢) la mezcla de sangre y virus al inicio y al final del periodo de exposicion como lo
describe Bennett et al (84). Estas titulaciones permitieron controlar la variabilidad en
las concentraciones de virus que fueron tomadas por los mosquitos en las
infecciones. Todo el procedimiento de alimentaciébn de mosquitos con sangre
infectada con VDEN-2 se desarroll6 en el insectario de CIDEIM catalogado como
laboratorio de bioseguridad 2+ (BSL 2+), el cual posee tres espacios para
colonizacion individual de especies de vectores (Lutzomyia, Anopheles y Aedes)
gue, a su vez, cuentan con espacios independientes para realizar infecciones
experimentales. Todas las zonas estan acondicionadas con barreras fisicas de tal
forma que se evite el escape de insectos entre las colonias y fuera de estas.

Obtencion del material bioldgico para los ensayos con microarreglos.

En los ensayos con los microarreglos, se evaluaron tres retos diferentes en las
cepas de Ae. aegypti, Cali-S y Cali-MIB: solucion azucarada (10%), sangre
desfibrada de conejo y sangre infectada con VDEN-2; los dos primeros grupos se
emplearon como grupos control. En el caso del reto con solucién azucarada, 60
mosquitos fueron diseccionados a los 4 dias post-emergencia. Para los retos con
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sangre desfibrada de conejo y sangre infectada, se llevaron a cabo alimentaciones
artificiales, y 30 horas después de la alimentacion, se diseccionaron 60 mosquitos
para cada cepa.

Los intestinos medios de las hembras alimentadas fueron diseccionados en agua
estéril DEPC sobre una superficie fria, se cortaron longitudinalmente, luego se
enjuagaron con PBS para remover residuos de matriz peritrofica y contenidos del
intestino, posteriormente fueron depositados en el agente estabilizador "RNA later"
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) por grupos de 20 y almacenados a -20°C
mientras se obtuvo el material bioldégico suficiente para transportarlo a la
Universidad Johns Hopkins, lugar donde se realizaron los microarreglos. De esta
manera obtuvimos 3 repeticiones por cada tratamiento y cada experimento se
realiz6 3 veces.

Microarreglos

Los microarreglos se realizaron en el laboratorio del Dr. George Dimopoulos de John
Hopkins University quien posee el microchip de Ae. aegypti y tiene amplia
experiencia en este tipo de analisis.

Los ensayos de transcripcion y analisis se llevaron a cabo siguiendo protocolos
estandar, empleando la plataforma de microarreglos de Agilent con el genoma
completo de Ae. aegypti (22,93, 129). La abundancia relativa de mARN se comparo6
entre mosquitos alimentados con solucion azucarada (10%) (Cali-MIB(aza) Vs. Cali-
S(azt)), mosquitos alimentados con sangre (Cali-MIBsangre) VS. Cali-S(sangre)) Y
mosquitos alimentados con sangre infectada con virus (Cali-MIBs+v) Vs. Cali-Ss+v)).
Aproximadamente 1ug de ARN total se uso para la sintesis de las sondas marcada
con cy3y cy5-dCTP. La extraccion del ARN total de intestinos se realiz6 siguiendo
las instrucciones del manual del RNeasy minikit (Qiagen®), y las concentraciones
de ARN fueron medidas usando el NanoDrop Spectrophotometer ND-1000
(NanoDrop, Wilmington, DE).

Las hibridizaciones fueron realizadas In Situ a través de la tecnologia Agilent con
un kit de hibridizacion a 60°C siguiendo las instrucciones del manual. Las
intensidades de hibridizacion se determinaron con el escaner Axon GenePix
4200AL, y las imagenes analizadas con el programa "Gene Pix". El tamafio del
punto, localizacién, y calidad fueron determinadas a través del programa "Gene Pix
Pro 6.0 algorithms". Los datos de expresion se procesaron y analizaron como lo
describio previamente el grupo del Dr. Dimopoulos (129). En resumen, los valores
medios de fluorescencia se normalizaron de acuerdo al método LOWESS vy la
relacion Cy5/Cy3 de las réplicas se analizaron con la prueba t-student con un nivel
de significancia de p<0.05 usando los programas de libre acceso TIGR MIDAS y
MeV. Los datos de expresion de todas las réplicas fueron promediados con el
programa "GEPAS microarray preprocessing” antes de la transformacion
logaritmica (base 2). El punto de corte para la significancia de la regulacion génica
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en este tipo de microarreglos fue el reportado por Yang y colaboradores (133), que
corresponde a 0,78 en escala log2, equivalente a 1,71 veces de regulacion. La base
de datos de los genes que se utilizd para el analisis fue creada dentro del estudio
de los genes ontélogos de Ae. aegypti desarrollado por el grupo "GeneMapp
development" (134). Se realizaron 3 réplicas bioldgicas para todos los ensayos.

Este sistema permiti6 identificar la expresion diferencial de los genes de nuestras
dos cepas (Cali-S y Cali-MIB), y los resultados se confirmaron usando la técnica de
gPCR (capitulo 3).

Resultados

Concentracion del virus en las infecciones artificiales

La concentraciéon del vDEN-2 fue monitoreada mediante titulacién, antes, durante y
después de cada proceso de alimentacion artificial y varié de 108 a 108° TCID50/mL
al inicio de la infecciéon y de 1072 a 1074 TCID50/mL al final de la misma. Las
muestras de sangre de conejo empleadas para mezclar con el virus, fueron
negativas.

Identificacion de genes asociados a la respuesta anti VDEN-2 en las
cepas Cali-S y Cali-MIB de Ae. aegypti.

La expresion global de los genes del intestino medio de las cepas Cali-S y Cali-MIB
fue identificada mediante microarreglos de la plataforma Agilent que contenian el
genoma completo de Ae. aegypti (22, 93, 129). La abundancia relativa de mARN se
compar6 en muestras recolectadas a las 30 horas post alimentacion con solucién
azucarada (10%), sangre y sangre infectada con vDEN-2. La expresion génica se
identificd en la cepa Cali-MIB comparado con la cepa Cali-S de la siguiente manera:
Cali-MIBaza) Vs. Cali-Saza), Cali-MIBsangre) VS. Cali-Ssangre), Cali-MIBs+v) Vs. Cali-
S¢s+v). El tiempo de evaluacion (30h) se eligi6 como un punto intermedio, teniendo
en cuenta trabajos anteriores realizados en CIDEIM, donde la expresion de genes
relacionados con respuesta inmune hacia el VDEN-2, presentd una diferencia
estadisticamente significativa entre las 24 y 36 horas post-infeccion (15).

Una vez realizado el analisis estadistico descrito previamente a los datos obtenidos
con los microarreglos, estos fueron organizados en la base de datos realizada por
el grupo "GeneMapp development”, mediante el programa Access 2007 y luego
exportados a una hoja de Excel 2007 para su manipulacion y analisis.

En general, fueron identificados 3804 genes expresados en total en las tres
comparaciones realizadas (figura 8). La expresion de los genes en la cepa Cali-MIB
en comparacion con la cepa Cali-S (30h.p.a) se observé en diferentes grupos
funcionales: respuesta inmune, metabolismo, protedlisis, reacciones redox,
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replicacion, transporte, funcion diversa y desconocida. Los grupos de funcion
diversa y desconocida, presentaron el mayor niumero de genes expresados, 1381y
667, respectivamente. En el grupo de respuesta inmune, el cual est4 directamente
implicado en el proceso de infeccion por el virus, solamente se identificaron 170
genes.

Figura 8. Numero total de genes expresados en los microarreglos

Posterior al andlisis macro de los datos, se procedio a seleccionar los genes que se
encontraran bajo o sobre regulados en cada tratamiento evaluado, haciendo uso de
la herramienta “formato condicional” del programa Excel. Este procedimiento se
llevé a cabo teniendo en cuenta el punto de corte para la significancia de la
regulacion génica en este tipo de microarreglos reportado por Yang y colaboradores
(133), que corresponde a 0,78 en escala log2, equivalente a 1,71 veces de
regulacion (tabla 1). Los genes bajo regulados fueron aquellos que se encontraban
por debajo del valor 0,78, caso contrario a los genes sobre regulados (expresion >
0,78).
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Tabla 1. NUumero de genes bajo o sobre regulados en la cepa Cali-MIB comparado con la cepa Cali-
S, en los 3 grupos evaluados en los microarreglos.

Solucién azucarada Sangre Sangre con VDEN-2
Grupo Genes Genes Genes Genes Genes Genes
funcional sobre bajo sobre bajo sobre bajo
regulados regulados regulados regulados regulados regulados
D 21 13 6 3 9 2
U 10 5 1 2 0 0
RTT 38 15 1 2 0 1
M 5 15 0 1 1 1
TRP 12 2 5 0 0 0
REDOX 11 9 5 0 1 0
I 14 7 25 2 10 10
CS 2 4 1 0 0 0
PROT 33 32 4 5 3 3
DIG 3 1 0 0 0 0
CSR 0 0 0 0 0 0
Total 149 103 48 15 24 17

I: inmunidad, M: metabolismo, PROT: protedlisis, RTT: replicacién, transcripcién, y traduccién, TRP:
transporte, U: funcién desconocida (Unknown functions), DIG: digestion, CS: citoesqueleto, D:
diverso, TRP: transporte, REDOX: oxido-reduccién.

El grupo de comparacién en el que los mosquitos fueron alimentados con solucién
azucarada presento el mayor numero de genes sobre y bajo regulados en todos los
grupos funcionales, seguido del grupo de comparacion de mosquitos alimentados
con sangre y finalmente el grupo de mosquitos alimentados con sangre infectada
con vVDEN-2 (Tabla 1). Considerando estos resultados, se realizo la seleccién de los
genes bajo o sobre regulados asociados exclusivamente al tercer grupo de
comparacion (sangre+virus) y que no tuvieran expresion significativa en los dos
grupos control (azucar y sangre), con esto se asumia que los genes estaban
expresados en respuesta a la infeccion por el virus y no por el proceso de
alimentacion. En el tercer grupo (sangre+virus) se observé un mayor niumero de
genes sobre regulados (Tabla 1). En general, la expresion génica estuvo asociada
en su mayoria a funciones de respuesta inmune y de funcion diversa y en menor
proporcién a proteodlisis y metabolismo (Tabla 1). Teniendo en cuenta esto, se
caracterizaron los genes involucrados en la respuesta inmune, esta vez incluyendo
los tres grupos de comparacion. De esta manera pudimos tener un mejor panorama
en el momento de seleccionar los genes a evaluar funcionalmente en ensayos
posteriores. Para esto se elabor6 un diagrama Venn (Figura 9), que permitid
determinar en general cuantos genes estaban expresados exclusivamente en cada
grupo de comparacion y cuantos estaban siendo compartidos entre los mismos; al
mismo tiempo se identificaron cuales genes estaban sobre o bajo regulados.
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Cal i‘M I B(S+V) VS. Cal i-S(S+V)
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Cali-MIB, vs. Cali-S, Cali-MIB,,,, vs. Cali-
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Figura 9. Genes asociados con la respuesta inmune en los tratamientos evaluados: Cali-MIB@zy) Vs.
Cali-Sazu), Cali-MIBs) Vs. Cali-S¢s), y Cali-MIBs+v) Vs. Cali-Ss+v). Flechas rojas: genes sobre regulados,
flechas verdes: genes bajo regulados. Azu: tratamiento con azlcar, s: tratamiento con sangre, s+v:
tratamiento con sangre con virus.

Posteriormente, se elaboro una lista detallada de los genes y su nivel de expresion
segun como se agrupan en el diagrama de Venn (Tabla 2). Esto, permitid
seleccionar un pequefio grupo de genes (n=8) que estaban expresados solamente
en el grupo sangre+virus, de los cuales, 2 genes estaban sobre regulados y 6 bajo
regulados; de estos 8 genes seleccionamos 4 para evaluar funcionalmente:
Cathepsin-b  (AAEL007585), Antibacterial peptide, putative (AAEL000598),
Fibrinogen and fibronectin (AAEL006702), Keratinocyte lectin, putative
(AAEL009842).
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Tabla 2. Genes bajo o sobre regulados en el grupo funcional respuesta inmune en los grupos de
comparacion: Cali-MIB (azu) Vs. Cali-S (@zu), Cali-MIB ) Vs. Cali-S ), and Cali-MIB (s+v) Vs. Cali-Ss+v).
Listado basado en el diagrama de Venn de la figura 9.

Nivel de expresion

Nombre de los genes ID Ensamble  Cali-MIB (o) Cali-MIB ) Vs.  Cali-MIB (s+)
Vs. Cali-S @z Cali-S Vs. Cali-S s+
Cathepsin-b AAELO09637 1,257143218**
Toll AAELO002583 1,053746517**
Serine collagenase 1 precursor AAEL008196  0,91894591**
Trypsin AAEL012712 1,183051955**
P37nb protein AAEL006248 1,050047053**
Genes expresados en la  gipinggen and fibronectin AAEL011009  0,993965883*
comparacion: CaliMIB iecze protein AAEL000533  0,892611703*
(azl) vs. Cali-S (azt) . p '
Serine protease AAEL008221 0,835209222**
Aromatic amino acid decarboxylase = AAEL003462 0,785564737**
Serine protease AAELO010866 0,779872552**
Hypothetical protein AAEL003821  -1,15039092*
Chymotrypsin AAEL009680  -0,88538111*
Genes expresados en la Niemann Pick Type C2 AAELO015136 2,020791545* 1,567856994**
comparacion Cali-MIB  Serine-type endopeptidase AAEL017520 1,099877** 1,50569614**
vs. Cali-S para los Trypsin AAELO013714 1,213745938* 1,423130326**
tratam'i';t;’;rgzucar Y Serine protease AAEL000028 ~ 0,840440454* 1,061757545%*
Galectin AAEL005293 1,005398822**
Galectin AAEL012001 1,016228206**
Serine collagenase 1 precursor AAEL007432 0,918601219**
Leucinech transmembrane protein AAEL011734 1,069599327**
Cd36 antigen AAEL009432 1,518069977**
Genez. oeéggeé?:?c?r? enla Pepti_doglycan recognition proteir_] AAEL014640 0,950620892**
Cali-MIB (s) vs. Cali.s Leucinech transmembrane protein AAEL003720 0,825548604**
s) Eplthehal'membrane protein AAEL000227 1,053716921**
Cd36 antigen AAELO009420 1,226440484**
Conserved hypothetical protein AAEL005185 0,832600251**
Serine protease inhibitor, serpin AAEL003686 0,802842101*
Hemomucin AAELO04884 0,796671194**
Serine protease AAEL002124 1,145571615**
Niemann Pick Type C2 AAELO09556 2,431252035** 1,794626009**
Gram-negative  bacteria  binding - \zg) 009176 1,737849176*  1,00273163**
Genes expresados en la protein
comparacion Cali-MIB  Serine-type endopeptidase activity AAEL017457 1,700841761** 2,44246843**
vs. Cali-S para los Galactose-specific C-type lectin AAEL005641 1,356865292** 1,395236521**
tratamientos sangrey  Peptidoglycan recognition protein AAEL017056 1,151168959** 1,016136252**
StV Efzpt'dog'yca” recognition protein -\ ag| 007039 0,938880515" 0,873958388*
Cathepsin-b AAEL007599 -1,10103252*  -2,15052296*
Cathepsin-b AAEL007585 -1,55370209*%
Glutamate decarboxylase AAEL001902 0,822099018**
Genes expresados Antibacterial peptide AAEL000598 1,807534955**
exclusivamente en la  Cathepsin-b AAEL015312 -1,63923245*
comparacion: Cali-MIB  Cathepsin-b AAEL012216 -1,58296822*
(s+v) vs. Cali-S (s+v)  Keratinocyte lectin AAEL009842 -0,88880292*
Fibrinogen and fibronectin AAEL006702 -1,24340279*
Peroxiredoxin 6, prx-6 AAEL002309 -0,85972611*
Genes expresados en la Fibrinogen and fibronectin AAEL006691  -0,80468408* -0,91228917* -1,43296784*
comparacion Cali-MIB  Serine protease AAELO08767  -0,98046711* 1,159195244** 2,158309599**
vs. Call-S para 1S 1eS - serine protease AAELO15087  -1,51612583* 1,877885407*  2,5907257+
Genes expresados en la Holotricin, glycine rich repreat protein " "
comparacion Cali-MIB  (grrp), anti-microbial peptide. AAELO17536  -0,91780047 -1,26548459
vs. Call-S paralos o ferrin AAEL015458  -0,80821701* -1,46736436*

tratamientos azu y s+v

**genes sobre regulados, *genes bajo regulados, azl: solucién azucarada, s: sangre, s+v: sangre
infectada con vDEN-2.
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Considerando el bajo numero de genes expresados a este nivel, se decidio
seleccionar otros genes de los grupos protedlisis (Metalloproteinase-AAEL014516
y Serine type endopeptidase-AAEL001674) y de funcion diversa (Trypsin-
AAEL013703) en los cuales se observd regulacion génica en el grupo de
comparacion sangre+virus y los genes Niemann Pick Type C2 (AAEL015136) y
Gram-negative bacteria binding protein (GNBP-AAEL009176), que fueron
expresados tanto en el tratamiento con sangre como el tratamiento con
sangre+virus. Ademas, con el apoyo de busqueda bibliografica, decidimos escoger
otros genes que aunque no cumplian el criterio de inclusion del punto de corte de
regulacion génica, estaban expresados en el microarreglo y que desempefian una
funcién que ha sido relacionada con proceso de infecciébn con VDEN en otros
estudios (Caspase-1-AAEL014348, Apoptosis stimulating of P53-AAEL013338,
Lethal (2) essential for life, |12efl- AAEL011277) (Tabla 2). De esta manera,
seleccionamos 12 genes (Tabla 3) a los cuales se verifico el patron de expresion
temporal (0, 8 24 y 36h.p.i) mediante gPCR, de esta manera se validaron los
resultados obtenidos con los microarreglos, teniendo en cuenta que en los
microarreglos solamente se evalud la expresién génica a las 30 h.p.i.

Finalmente, se realiz0 la revision bibliografica de los 12 genes seleccionados lo cual
permiti6 organizarlos en 4 grupos diferentes de acuerdo a la funcion que
desempeiiaban: apoptosis, receptores de reconocimiento de patrones (PRR-Pattern
recognition receptor), serin proteasas y otros (Tabla 3).

Tabla 3. Genes seleccionados para su caracterizacién temporal y funcional mediante PCR en tiempo
real y RNA de interferencia.

Gene Identificacion Ensembl Grupo Funcional

Apoptosis

1. Caspase-1 AAELO014348 I

2. Apoptosis stimulating of P53 AAEL013338 D
Receptor de reconocimiento de patrones

3. Niemann Pick Type C2 AAELO015136 I

4. Gram-negative bacteria binding protein AAEL009176 I

5. Keratinocyte lectin, putative AAEL009842 I

6. Fibrinogen and fibronectin AAEL006702 I
Serin Proteasas

7. Cathepsin- b AAELO07585 I

8. Trypsin AAEL013703 D

9. Metalloproteinase, putative AAEL014516 PROT

10. Serine-type endopeptidase AAELO01674 PROT
Otros

11. Antibacterial peptide, putative AAELO00598 I

12. Lethal (2)essential for life, [2efl AAEL011277 I

I: inmunidad, D: Diverso, PROT: protedlisis.
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CAPITULO 3. Confirmacién y cuantificacion de la expresion
temporal de los 12 genes asociados a la infeccién por VDEN-2 en

mosquitos de las cepas Cali-MIB y Cali-S, mediante PCR en tiempo
real (QPCR).
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Materiales y métodos
Caracterizacion temporal de genes por PCR en tiempo real (QPCR)

Para confirmar la expresion diferencial de los 12 genes seleccionados previamente,
se utilizé la técnica de PCR en tiempo real (QPCR). En primer lugar, a través del
software Primer3 (v.0.4.0) (137) se disefiaron primers a partir de las secuencias
parciales de los genes que han sido identificados en los microarreglos, obtenidas
por busquedas bioinformaticas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov); asimismo, se utilizé el
SYBR Green como sistema de deteccion y cuantificacion. El SYBR Green es un
agente intercalante que se une al ADN doble cadena dando un incremento de la
fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto de PCR. Los perfiles
de expresién de los genes se normalizaron con el gen constitutivo (control interno)
de -actina, que tiene una expresion estable en todos los grupos de mosquitos y no
son estimulados por los retos inmunes.

Los ensayos de gPCR se realizaron en muestras colectadas a diferentes tiempos
post-alimentacion con sangre o sangre con virus, 0, 8, 24 y 36 horas. Se emplearon
mosquitos de las cepas: Cali-S y Cali-BIM, para obtener los intestinos y carcasas
como se describié anteriormente (capitulo 2). Se almacenaron en grupos de 20
intestinos en 200uL de RNA later (Ambion, Austin, TX) y su correspondiente carcasa
fue almacenada en 600uL de RNA later a -20°C.

La extraccion del RNA total de los grupos de intestinos recolectados a diferentes
tiempos se realiz6 siguiendo las instrucciones del manual del RNeasy minikit
(Qiagen®), y las concentraciones de RNA fueron medidas usando el NanoDrop
Spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE). En la sintesis de cDNA,
100ng de ARN total fueron transcritos inversamente en 20uL de mezcla de reaccion,
que contenia buffer 5X (50 mM Tris-HCI (pH 8.3)), DTT 0.1 M, mezcla de
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) 10mM, 50ng de primer Oligo(dT) (5°-
CGGGCAGTGAGCGCAACGTTTTTTTTTITTTITT-3) y 200 unidades de
Transcriptasa reversa (Superscript 1l Reverse Transcriptase, Life Technologies,
Grand Island, NY). La reaccion se llevd a 65°C por 5 minutos, 42°C por 50 minutos
y 70°C por 15 minutos en un termociclador.

Las condiciones que se usaron para la gPCR fueron: 95°C: 2 min, 40 ciclos de 95°C:
10s, Tm del primer: 15s, 72°C: 20s en 24pL de reaccion final utilizando 1uL del
cDNA sintetizado y Express SYBR GreenER gPCR Super-Mix Universal (Invitrogen)
en el equipo Rotor Gene 6 (Corbett Life Science). Tres replicas biologicas fueron
evaluadas por cada tiempo. Todos los resultados obtenidos de las qPCR se
analizaron empleando el método 2(22CY propuesto por Livak y colaboradores (130).

Teniendo en cuenta los patrones de expresion temporal, se seleccionaron los genes
gue presentaron mayor cambio (202500 entre los mosquitos susceptibles y
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refractarios para evaluar la funcion en el proceso de infeccion por vDEN-2 mediante
su silenciamiento, utilizando la técnica ARN de interferencia.

Resultados

Perfil de expresion temporal de doce genes asociados a la respuesta a
la infeccion por vDEN-2

Los 12 genes seleccionados anteriormente fueron evaluados mediante qPCR y se
determind el patron de expresion génica temporal en un lapso de 0, 8, 24 y 36 h.p.i.
Se disefiaron los primers mediante el software Primer3 (137) para cada gen (Tabla
4) y fueron evaluados mediante PCR convencional para su posterior uso en los
ensayos de gPCR.

Tabla 4. Primers empleados en los ensayos de PCR cuantitativa (QPCR)

Gene Ensamble ID Primers
o ) Forward GGATCGGATTCACAGCTCATTAC
Apoptosis stimulating of P53 AAEL011277
Reverse GTTCGCTGCACTTGGATTTG
. . . Forward CGTTGCGGACTACGAATAC
Keratinocyte lectin, putative AAEL009842
Reverse GGTTACATGGAAATGTGCTTAC
. . . Forward GCAGTTCGGATTGAAGG
Niemann Pick Type C2, putative AAEL015156
Reverse GAGCAGTGATACCCAAAGC
. . . . Forward GCTAGGTCAAACCGAAGC
Antibacterial peptide, putative AAEL000598
Reverse GACGAAAGCTGCGAATC
) ) Forward CGTCTATCGAAAACCCCG
Lethal (2) essential for life, 12efl AAEL013338
Reverse CGTAATGGCCGTTAGCAG
. Forward CTTGACGGCAGCTCATTG
Trypsin AAEL013703
Reverse CCGTTCGCAACATCCTC
. . Forward AGCGAAACATGGGTCGTAAC
Serine-type endopeptidase AAEL001674
Reverse GAGTCCTTCTCAGCGGAATG
Forward GATGAATCAGACGCACGAAC
Fibrinogen and fibronectin AAEL006702
Reverse CCACTTCCGGTAAGGATTG
Forward GCTGAAGCGATTGCATTTTG
Caspase-1 AAEL014348
Reverse GTTCGTTGCACAACTCTCGG
Gram-negative bacteria binding protein AAEL009176 Forward GCTGGTTCTGGATTCTGG
Reverse CGGGAGCCAATAATTCC
Cathepsin-b AAEL007585 Forward CAGGGATGTCACCCATATC
Reverse GAAAGCAGCCTGAACTGG
Metalloproteinase AAEL014516 Forward GGTCGGTGAAACAGTCGC

Reverse CCAACACTTCAGAAGACGCC

En primer lugar se realizo un analisis descriptivo de los datos empleando el método
(2e0) Y las respectivas graficas. El primer analisis que se desarrollé estuvo dirigido

a la caracterizacion de cada cepa (Cali-S y Cali-MIB) por separado, mediante la
descripcion del comportamiento de los niveles de expresion de cada uno de los 12
genes entre los tratamientos evaluados: sangre y sangre+virus (Figura 10), con el
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fin de observar si la expresion de los genes variaba en relacion al tratamiento
evaluado.

R-MIB Cali-S
Genes relacionados con Apoptosis
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Figura 10. Expresién relativa de los receptores de patrones de reconocimiento (RPR), serin
proteasas y otros genes en los intestinos de mosquitos Ae. aegypti de las cepas Cali-MIB y Cali-S a
diferentes tiempos post-alimentacion con sangre (barras blancas) o sangre con vDen-2 (barras
negras). Todos los genes fueron normalizados usando el gen constitutivo b —actina. Los datos

fueron analizados usando la ecuacién 272V + SD.

Los datos permiten observar mayor variabilidad en la expresion relativa de los genes
Keratinocyte lectin  (AAEL009842), Cathepsin-b (AAEL007585), Trypsin
(AAEL013703), Niemann Pick Type C2- (AAEL015156), GNBP (AAEL009176) y

51



Antibacterial peptide (AAEL000598), entre los tiempos evaluados en la Cepa Cali-
MIB comparado con la cepa Cali-S (Figura 10). En contraste, el gen Serin type
endopeptidase presenta expresion diferencial entre los tiempos en la Cepa Cali-S
con respecto a la cepa Cali-MIB. No se evidencian diferencias en la expresion de
los genes: Capase 1 (AAEL014348), Apoptosis stimulating of p53- (AAEL013338) y
Lethal (2) essential for life (12efl) (AAELO13338), Metalloproteinase (AAEL014516),
Fibrinogen and fibronectin (AAEL006702). En resumen, la cepa Cali-MIB mostr6 un
mayor numero (n=6) de genes que se caracterizaron por tener diferencias
estadisticamente significativas en el perfil temporal de expresion génica, en
comparacion a la cepa Cali-S (n=1).

El siguiente paso incluyo la confirmacion de los resultados obtenidos con los
microarreglos en los que se compara la expresién transcripcional en la cepa Cali-
MIB con respecto a la de la cepa Cali-S después de los tratamientos con sangre o
sangre con virus, a través del andlisis homologo con los resultados obtenidos en los
ensayos de (gPCR (Figuras 11 y 12). Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante un modelo de regresion multiple para comprobar si las
diferencias observadas mediante el modelo 20V, eran estadisticamente

significativas (Tabla 5).

Tabla 5. Modelo de regresién multiple para el analisis de la expresion de los genes
Keratinocyte lectin, Cathepsin-b, Niemann Pick Type C2, Trypsin, Antibacterial
peptide, Fibrinogen and fibronectin, GNBP y Serin type endopeptidase entre las
cepas Cali-S y Cali-MIB.

Keratinocyte " Niemann Pick Type . . . . Fibrinogen and Serin type
lectin Cathepsin-b c2 Trypsin Antibecterial peptide fibronectin GNBP endopeptidas
Razén de Razon de . <o Razén de . ‘s Razén de Razon de Razon de
I i Razo6n de expresion o Razén de expresion i it i
expresion expresion expresion expresion expresion expresion
P (Ic (Ic (Ic (Ic
(IC 95%) valor 95%) Pvalor (IC95%) P valor 95%) P valor 95%) P valor 95%) Pvalor  (IC 95%) valor (IC95%) P valor
0? 1 1 1 1 1 1 1 1
-1,1 -4,6 -0,21 -1,9 0,2 -1,1 -1,5
8 0,027 0,000 0,557 0,000 0,703 0,025 0,042 0,000
-2,1-0,1 -5,2-4,1 -0,1-0,5 -2,7-1.2 -0,8-1,2 -2,1-0,2 -2,8-0,1 -7,7-55
-0,6 -5,5 -3.3 1,42 -1,3 -3,0 -2,4 71
24 0,177 0,000 0,000 0,001 0,019 0,000 0,002 0,000
-1,6-0,3 -6,1-5,0 -4,2-25 0,7-2,2 -2,3-0,2 -4,1-1,9 -3,8-1,0 -8,4-5,8
-4,1 -3,64 -2,4 2,01 -2,6 -3,3 -3,4 -5,4
36 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
-5,0-3,1 -4,2-31 -3,3-1,6 1,2-2,8 -3,6-15 -4,4-2,2 -4,8-2,0 -6,7-4,1
. -1.02 - 74 0,7 -1,9 0,49 -0,4 0,2 0,76
Entre cepas (Cali- ' ' ' ' ! ! '
-1.9-0.1 0,036 -1,2-0,2 0,010 -,08-1,4 0.077 -2,7-1,0 0,000 -0,5-15 0,332 -1,4-05 0.359 -1,2-16 0,804 -0,4-1,9 0.167
0 1 1 1 1 1 1 1 1
0,10 3,8 -0,54 -1,14 -1,69 0,37 -1,17 0,5
8 0,872 0,000 0,294 0,037 0,027 0,567 0,227 -1,0- 0,477
-1,2-14 3,0-45 -1,6-0,5 -2,2-0,1 -3,6-0,2 -0,9-1,7 -3,1-0,8 2 ’12
-1,23 3,9 1,2 0,08 -0,03 0,3 -0,28 -1,02
24 0,069 0,000 0,041 0,874 0,966 0,639 0,770 0,236
-2,5-0,1 3,1-4,7 0,06-2,5 -1,1-1,3 -1,5-1,4 -1,2-1,8 -2,2-1,7 -2,8-0,7
36 01 0,884 043 0,251 1.2 0,056 24 0,001 25 0,002 0.03 0,996 L5 0,114 -L5 0,078
-1,2-14 -0,3-1,2 -0,03-2,4 1,2-3,6 1,0-3,9 -1,5-15 -,42-3,5 -3,3-0,2

En la comparacion entre las cepas Cali-MIB Vs. Cali-S no se evidenciaron
diferencias en la expresion temporal de los 12 genes evaluados después del
tratamiento con sangre entre las cepas (Figura 11). Para el tratamiento de sangre

52



infectada con virus, el modelo de regresion multiple, permitié evidenciar diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas en la expresion de tres genes:
Keratinocyte lectin-AAEL009842 (Raz6n=1,02, ICws%): -1,9-0,07, p=0,036),
Cathepsin-b (Razén=-,74, ICs%):-1,2-0,2, p=0,010) y Trypsin (Razén=-1,9, IC(95%):
-2,7-1,0, p=0,000) (Tabla 5). Sin embargo, cuando los tiempos fueron analizados de
manera independiente entre las cepas, se observaron diferencias significativas en
otros genes (Antimicrobial peptide, Niemann Pick Type C2, GNBP, Fibrinogen and
fibronectin y Serin type endopeptidase) incluidos los genes descritos anteriormente
(Tabla 5).

Cuando se analizaron las posibles interacciones entre los tiempos evaluados con
respecto al tiempo cero (tiempo base) entre las cepas, se observé que los genes
Cathepsin-b, Trypsin, Niemann Pick Type C2, Antibacterial peptide y Trypsin
presentaban diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion
entre los tiempos evaluados con respecto al tiempo cero (Figural2, Tabla 5).

En la tabla 6, se representa la comparacion de la expresion génica obtenida en los
microarreglos (30 h.p.i) y los analisis por gPCR (24 y 36 h.p.i), donde se observa
gue los genes Caspase-1, GNBP, y Trypsin, que tenian una expresion bajo regulada
a las 30h.p.i en los microarreglos, presentaron un cambio en la expresion a las
36h.p.i pasando a estar sobre regulados, probablemente como respuesta anti vVDEN
tardia. En contraste, el gen Cathepsin-b, que se encontraba bajo regulado a las
30h.p.i, presenta una activacion temprana ante la infeccion por el virus (8 y 24h.p.i).
Los genes Niemann Type C-2, Metalloproteinase, Keratinocyte lectin, Fibrinogen
and fibronectin y Serin type endopeptidase, mantienen la expresién génica
constante durante el lapso evaluado (0, 8, 24 y 36h.p.i) comparado con la expresiéon
observada en los microarreglos.
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Genes relacionados con apoptosis
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Figura 11. Expresion génica de Receptores de patrones de reconocimiento (RPR), serin proteasas
y otros genes en los intestinos de mosquitos Ae. aegypti de la cepa Cali-BIM (barras negras) vs. la
cepa Cali-S (barras blancas) a diferentes tiempos post-alimentacion con sangre. La expresion
relativa fue medida usando PCR en tiempo real (QPCR). Todos los genes fueron normalizados
usando el gen constitutivo B-actina. Los datos fueron analizados usando la ecuacion 2-24CT + SD,
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Genes relacionados con apoptosis
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Figura 12. Expresion génica de Receptores de patrones de Reconocimiento (PRR), serin proteasas
y otros genes en los intestinos de mosquitos Ae. aegypti de la cepa Cali-BIM (barras negras) vs la
cepa Cali-S (barras blancas) a diferentes tiempos post-alimentacion con sangre infectada con
vDen-2. Todos los genes fueron normalizados usando el gen constitutivo 3-actina. Los datos fueron
analizados usando la ecuacion 2-22CT + SD.
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Tabla 6. Comparacion entre los resultados obtenidos en los microarreglos y los ensayos por gPCR
de los 12 genes asociados a la respuesta de Ae. aegypti a la infeccién por vDen-2.

Estado de expresion del gen

Grupo (sobre/bajo-regulado)
Funcional gPCR Microarrays @qPCR
24 h.p.i 30 h.p.i 36 h.p.i

Gene

Genes relacionados con apoptosis

Caspase-1 AAEL014348 I Bajo Bajo Sobre
Apoptosis stimulating of P53 AAEL013338 D Sobre  Bajo Sobre
PRR

Niemann Pick Type C2 AAEL015136 I Sobre  Sobre Sobre

Gram-negative bacteria

bindi . AAEL009176 I Bajo Bajo Sobre
inding protein

Galectin AAEL009842 I Bajo Bajo Bajo
Fibrinogen and fibronectin AAEL006702 I Bajo Bajo Bajo
Serin Proteasas

Cathepsin b AAELO07585 I Sobre  Bajo Bajo
Trypsin AAEL013703 DIG Bajo Bajo Sobre
Metalloproteinase, putative AAEL014516 PROT Sobre  Sobre Sobre
Serine-type endopeptidase AAEL001674 PROT Bajo Bajo Bajo
Otros genes

Cecropin (AMP) AAEL000598 I Sobre  Bajo Sobre
Lethal (2)essential for life, 12efl AAEL011277 I Sobre  Bajo Sobre

I: inmunidad, D: Diverso, DIG: digestivo, PROT: protedlisis.

Finalmente, basados en los diferentes analisis de los datos de los microarreglos, la
comprobacién de los mismos mediante gPCR vy reportes bibliograficos,
seleccionamos 4 genes Niemann Pick Type C2, Keratinocyte lectin, Cathepsin-b y
GNBP, los cuales presentaron un patron de expresion diferencial en la cepa Cali-
MIB comparado con la cepa Cali-S. Esto con el fin para probar si cumplen una
funcion en el proceso de eliminacion del vDEN-2, mediante ensayos de
silenciamiento génico empleando la técnica de RNA de interferencia.
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CAPITULO 4. Evaluacion funcional de los genes Cathepsin-b, Gram
negative bacteria binding protein, Niemann Pick Type C2, y
Keratinocyte lectin ante la infeccion por virus DEN-2 en las cepas
Cali-MIB, Cali-S y Rockefeller de Ae. aegypti.
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Materiales y métodos
Silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia (RNAI).

Una vez identificados los 4 genes de interés: Cathepsin-b, Gram-negative bacteria
binding protein, Niemann Pick Type C2, y Keratinocyte lectin, se evalud la funcion
en el proceso de infeccion del vDEN-2 a través de su silenciamiento mediante la
técnica de RNA de interferencia en las cepas Cali-S, Cali-BIM y Rockefeller (cepa
de Ae. aegypti de referencia). El efecto del silenciamiento se determind observando
el cambio que cada uno de estos genes produce en la susceptibilidad o
refractariedad al vDEN-2 en los mosquitos. En primer lugar, se elaboré el RNA doble
cadena (dsRNA-double strand RNA), luego se realiz6 la microinyeccién en los
mosquitos para obtener el silenciamiento de los genes, posteriormente se retaron a
la infeccion con vDEN-2 y finalmente se determind la variacion en el fenotipo de los
mosquitos de las tres cepas, mediante Inmunofluorescencia indirecta (IFl).

Generacion de dsRNA y microinyeccion de mosquitos.

Para la obtencion del dsRNA inicialmente se generaron secuencias de DNA molde
de 400 a 500 pares de bases (pb) aproximadamente para cada gen de interés
siguiendo las siguientes condiciones de PCR en volumen de reaccion final de
24,1uL  que contuvo: Tag DNA polimerasa (Invitrogen), mezcla de
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) 5mM, MgCl. 50mM, PCR Buffer 10X sin
Mg, los respectivos primers para cada gen de interés y DNA. Para verificar el
producto de PCR se corrié un gel de agarosa al 2% y se purifico siguiendo el
protocolo del QIAquick gel extraction de Qiagen®. Este producto de ADN de ~400
a 500pb, se verific6 mediante secuenciacion y se empled para generar dsRNA
mediante la unidn de un sitio promotor T7 en cada hebra. Los primers para amplificar
el DNA molde de 400 a 500pb se diseiiaron tomando como referencia uno de los
primers (forward o reverse) ya disefiados para los ensayos de gPCR y se disefiaron
los pares correspondientes para obtener el fragmento de mayor tamario (Tabla 7).

Tabla 7. Primers para generar dsRNA

Gene Ensemble ID  Primer

Gram Negative Binding Protein AAELO09176 ;:: %%?;gi;’:?ggﬁ%ggg;T%ﬁie
pevonrsss L SHARCTACTECCTICIATC
Keratinocyte lectin AAEL009842 ;:: %Cé;l_;_igi_? é ((3:,1—\221('; é.? gé%_ AC
Niemann Pick Type C2, putative AAELO09556 ;:: (éiég:gigliggg%i?igx%%

Para la produccién del dsRNA se usé 1ug de DNA molde a través de un proceso in
vitro a 37°C siguiendo el protocolo descrito para el kit MEGAscript RNAI, Ambion®.
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Posteriormente, EI DNA molde y el RNA de cadena sencilla sobrante de esta
reaccion fue tratado con DNAse | (invitrogen®) y RNAse (invitrogen®) para
degradarlos. El dsRNA fue purificado por centrifugacion a través de un sistema de
absorcion de fase solida y posteriormente fue diluido en 100ul de 10mM Tris-HCI
pH 7, 1ImM EDTA. El dsRNA fue cuantificado por espectrofotometria y verificada su
integridad y eficiencia de reaccion en un gel de agarosa al 1%. Finalmente, se
precipitd el dsRNA con etanol y acetato de amonio y se resuspendié en 10mM Tris-
HCIl pH 7y 1mM EDTA para llegar a una concentracion final de 2ug/mL.

Para el silenciamiento génico se microinyectaron 100ng del dsRNA por insecto
mediante un micromanipulador, en total se emplearon alrededor de 200
mosquitos/gen/ensayo. Como grupo control se tuvieron insectos retados con los
virus sin silenciar, mosquitos microinyectados con agua Yy mosquitos
microinyectados con el gen Nautilus, un regulador de miogénesis en Drosophila
melanogaster. El porcentaje de reduccion de la expresion génica fue realizado por
gPCR a las 48h después de mircroinyectados los mosquitos en un grupo de 5
individuos. Después de 24 horas de la microinyeccién, los mosquitos fueron retados
con el vDEN-2 via oral. Una vez transcurrido el periodo de incubacion del virus en
el mosquito (10 a 14 dias), se realizé la prueba de inmunofluorescencia (IFl) para
medir la CV y determinar la variacion en el fenotipo de las cepas Cali-MIB, Cali-S y
Rockefeller.

Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para evaluar la CV de Aedes aegypti
a la infeccion por vDEN-2.

La evaluacion de la CV en mosquitos de las cepas de Ae. aegypti mediante IFI,
permiti6 determinar la susceptibilidad o refractariedad de estos a la infeccion,
replicacion y transmision del vDEN-2, mediante la determinacion de las barreras
anatdmicas a la infeccion del virus y por lo tanto la determinacion del fenotipo de los
mosquitos. Pasados 14 dias post-infeccién, las hembras de Ae. aegypti infectadas
se sacrificaron por congelacién, y se realiz0 la diseccidén de la cabeza de cada una
de ellas como se describe a continuacion.

a) Diseccion de cabeza de hembras de Ae. aegypti infectadas:

Las disecciones de cabeza se llevaron a cabo sobre una superficie fria en una
lamina portaobjetos (Figura 13) con la ayuda de un estereoscopio. Con una aguja
entomoldgica, se sostuvo el cuerpo del mosquito desde el térax (Figura 13, B) y con
la otra se hizo un corte en la parte superior del térax del mosquito (Figura 13, A)
para extraer la cabeza, asegurandose de tomar las glandulas salivares;
simultdneamente, en otra superficie fria se colocaron ordenadamente las cabezas
diseccionadas sobre otra ldmina portaobjetos, esto con el fin de mantener el virus,
si lo habia.
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Mendoza, NM et al., 2000.

Figura 13. Diseccion de cabezas de hembras de Aedes aegypti.

Al mismo tiempo en el que se llevo a cabo la diseccion, se llevo un registro de cada
placa en el formato establecido para la IFI (Anexo 1). Por cada placa se colocaron
6 muestras y 2 controles, uno positivo para VDEN-2 (mosquito de la cepa Rockefeller
microinyectado con VDEN-2) y otro negativo (mosquito de la cepa Rockefeller sin
infectar).

Los abddémenes de las hembras diseccionadas se guardaron en tubos eppendorf
marcados con el numero de la hembra, el nombre de la cepa y la fecha de infeccion.
Los tubos se colocaron dentro de una matera con hielo mientras se terminé todo el
proceso de diseccidon para evitar la muerte del virus. Posteriormente, los tubos
eppendorf se guardaron a -45°C para posteriores analisis.

Cuando la lamina se completd, se coloc6 una lamina cubreobjetos sobre las
cabezas y se aplastaron para extender el tejido y permitir una buena lectura de la
IFI. Se levant6 el cubreobjetos y se removieron cuidadosamente los restos de tejido.
La placa, se colocé en un recipiente para coloracion con solucion de acetona:PBS
(3:1) por treinta minutos a 4°C para fijar los tejidos. Luego de la fijacién, las laminas
se dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente se delimit6 el area de la
muestra utilizando un marcador metalico que permite crear bordes alrededor de la
muestra (pozo), esto con el fin de que no se derramara el anticuerpo cuando se
realizara la IFI.

Se empled un anticuerpo monoclonal contra el serotipos 2 del vDEN, suministrado
por el CDC y el fluorocromo isotiocianato de fluoresceina FITC ambos en una
dilucion con PBS estéril 1:200. Se adecudé una camara humeda para colocar las
laminas y en cada pozo delimitado, se adicion6 el anticuerpo hasta cubrirlos
totalmente (aproximadamente 40ulL/pozo). Las placas se incubaron a 37°C por 40
minutos. Pasado el tiempo de incubacién, se colocaron las placas en un recipiente
para coloracion y se realizaron 3 lavados. Los dos primeros lavados con PBS estéril
y el dltimo con agua destilada; cada uno por un minuto. Posteriormente se adicion6
el fluorocromo en los pozos y se incub6 nuevamente a 37°C por 40 minutos. Una
vez termind la incubacién, se secaron las placas y se adicioné en cada pozo una
gota de glicerina tamponada al 90%, finalmente se cubrié con una lamina
cubreobjetos y se realizo la lectura en el microscopio para IFI.
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A las hembras que presentaron IFI de cabeza negativo, se les disecciono el intestino
para realizar andlisis mediante IFl y determinar las barreras anatémicas asociadas
a la infeccion del virus, lo cual indico la refractariedad o susceptibilidad de los
mosquitos.

b. Diseccion de intestinos de hembras de Aedes aegypti con IF
negativo de cabeza.

La diseccion de los intestinos de los mosquitos se realiz6 como se muestra en la
figura 14. Se tomaron los abdémenes de los mosquitos guardados a —45° C, y se
colocaron en una matera con hielo para evitar la degradacion de las proteinas
virales, si lo hubiese. Individualmente, se colocé el cuerpo del mosquito sobre una
lamina portaobjetos, ubicada sobre una superficie fria. Observando a través del
estereoscopio, se procedio a realizar la extraccion de los intestinos.

Con la aguja numero 1 (Figura 14) se presion6 suavemente entre el térax y la parte
superior del abdomen y con la aguja numero 2 se desprendieron los ultimos
segmentos abdominales; se estir6 suavemente el intestino y se empujé el contenido
pasando la aguja numero 2 por el abdomen desde arriba hacia abajo.

Aguja

Intestino
Tuabulos de mipighi

Mendoza, NM et al., 2000.

Figura 14. Diseccion de intestinos de Ae. aegypti.
Una vez se tuvo el intestino; se retiraron los tibulos de Malpighi y el intestino se

colocé en una gota de PBS sobre la placa donde se realiz6 posteriormente la IFI.
Cuando se obtuvieron todos los intestinos a evaluar en la lamina, se realizé el mismo
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procedimiento que se utilizé con las cabezas de los mosquitos para llevar a cabo su
analisis mediante IFI.

c. Determinacion de fenotipos susceptibles y/o refractarios

Con las placas procesadas anteriormente, se procedio a determinar el fenotipo de
las hembras infectadas mediante los analisis de IFI. Si los resultados de IFI de
cabeza eran positivos, esta lectura indicé la presencia de infeccion por el vDEN-2,
por lo que la hembra se clasifico como fenotipo susceptible (Figura 15). Si el
resultado de IFI de cabeza era negativo, se procedia a realizar la diseccion de
intestino con el fin de evaluar la presencia de las barreras a la infeccion. Sila IFI de
intestino era positiva indicaba la presencia de una Barrera de Escape de Intestino
Medio (BEM), entonces las hembras se clasificaron como fenotipo refractario con
BEM, pero si la IFI era negativa estos resultados indicaban la presencia de una
barrera de Infeccion de Intestino Medio (BIM), por lo tanto estas hembras se
clasificardn como fenotipo refractario (Figura 15).

[ Inmunofluorescencia indirecta para la deteccion de vDEN-2 ]

2
I_3arre_ra de escape de Barrera de infeccién de
intestino medio (BIM) intestino medio (BIM)

Figura 15. Evaluacion de las barreras a la infeccion por vDEN-2 en Aedes aegypti.
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Resultados

Evaluacion del silenciamiento génico en las cepas Cali-S, Cali-MIB y
Rockefeller

La tecnologia de silenciamiento génico mediante RNAI es Util para la exploracion
del papel funcional de los genes seleccionados sobre el proceso de infeccién viral
en los mosquitos. Aunque el método de silenciamiento génico no suprime totalmente
la expresion del producto blanco, si resulta en una sub-expresion significativa y util
para predecir su papel funcional asociado. Para el silenciamiento de los genes se
obtuvo primero el dsRNA y posteriormente se realizd la microinyeccion de los
mosquitos.

Es importante resaltar que inicialmente se realizaron cuatro ensayos de
silenciamiento para los cuatro genes en las cepas Cali-S y Cali-MIB, sin embargo,
se presentaron varios inconvenientes con los mosquitos en las colonias (presencia
de hormigas, decaida en las poblaciones de mosquitos, falta de apetito por parte de
los mosquitos) que impidieron en un principio obtener un nimero significativo de
mosquitos silenciados y a su vez alimentados artificialmente con sangre infectada
con VDEN-2. Sin embargo se lograron obtener resultados preliminares para los
genes Cathepsin-b y Niemann Pick Type C2 (datos no mostrados), que mostraban
un cambio en el fenotipo de las cepas. Estos hechos conllevaron a que se tomara
la decision de realizar los andlisis funcionales en una cepa de referencia como es la
Rockefeller la cual es 97% susceptible a la infeccion por vDEN-2, y de paso probar
gue la funcién de los genes era extrapolable a otras poblaciones diferentes a las
seleccionadas en nuestro laboratorio. Finalmente una vez terminados los ensayos
en la cepa Rockefeller, se logro llevar a cabo a cabalidad el andlisis funcional de los
cuatro genes en las cepas Cali-S y Cali-MIB.

Aungque se seleccionaron 4 genes para los ensayos funcionales, la sintesis de
dsRNA se realiz6 para todos los genes, excepto para el gen Metalloproteinase
debido a que no fue posible obtener primers adecuados para la amplificacion de un
fragmento de 400 a 500pb. El dsRNA fue cuantificado por espectofotometria y
verificada su integridad y eficiencia de reaccién en un gel de agarosa al 1%. La
evaluacion de la eficiencia del silenciamiento génico de los cuatro genes
seleccionados, se llevé a cabo en mosquitos de las cepas Cali-S, Cali-MIB vy
Rockefeller. Para este procedimiento se inyectaron 100ng/0,1uL del dsRNA en el
cuello de los insectos utilizando un micromanipulador. Para los genes que se
encontraron bajo regulados (Keratinocyte lectin, GNBP y Cathepsin) en el
microarreglo, el ensayo por RNAI, se realiz6 en mosquitos de la cepa Cali-S,
mientras que para los genes que estaban sobre regulados (Niemann Pick Type C2)
se realizaron en la cepa Cali-MIB; en la cepa Rockefeller (cepa de referencia) se
evaluaron los 4 genes. El porcentaje de reduccion de la expresion de los genes
(silenciamiento) en el intestino medio fue analizado por gPCR a las 48h después de
mircroinyectado (Figura 16).
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Figura 16. Evaluacion del silenciamiento de los genes GNBP, Niemann Type C2, Cathepsin-b y
Keratinocyte lectin, durante los ensayos de silenciamiento génico (RNAI) en las cepas Cali S, Cali
MIB y Rockefeller, 48h.p.i. La expresién para cada gen se comparé con un grupo control de
mosquitos microinyectados con el gen Nautilus, los niveles de expresion para este grupo de
mosquitos se establecieron arbitrariamente a 1 (linea continua). La expresion relativa fue medida
usando gPCR. Todos los genes fueron normalizados usando el gen constitutivo B-actina. Los datos
fueron analizados usando la ecuacion 2-22CT + SD.

El andlisis mediante el modelo 2**“ permitié corroborar el silenciamiento de los
cuatro genes de interés (Figura 16), aunque el gen Keratinocyte lectin presenta un
cambio en la expresion superior a 1 (1,27), este cambio no es significativo con
respecto a la expresion del gen sin silenciar (Figura 10).

Evaluacion funcional de los genes Cathepsin-b, Gram-negative bacteria
binding protein, Niemann Pick Type C2, y Keratinocyte lectin en el
proceso de infeccion del vDEN-2 en los mosquitos de las cepas Cali-S,
Cali-MIB y Rockefeller.

Una vez que se probd que el silenciamiento genético funcionara en los mosquitos,
se procedid a realizar la evaluacion del silenciamiento génico de los 4 genes de
interés y determinar su papel en el proceso de infeccion por el vYDEN-2. Nuevamente
se inyectaron 100ng/0,1uL del dsRNA de cada gen en los mosquitos (n=~200) y
después de 24 horas de la microinyeccion los mosquitos fueron retados con el
vDEN-2 via oral a través de la alimentacion artificial utilizando alimentadores de
vidrio (proceso descrito anteriormente). Como grupo control se emplearon
mosquitos de las tres cepas microinyectados con el gen Nautilus retados con el
virus. Una vez trascurrido el periodo de incubacién del virus en el mosquito (10-14
dias), se evaluo el porcentaje de CV y se determind el efecto del silenciamiento en
el fenotipo de los mosquitos de las tres cepas evaluadas. Con este procedimiento
evaluamos el rol de los 4 genes en la infeccion por vDEN.
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En resumen, observamos que el silenciamiento de genes que se encontraban bajo
regulados en la cepa Cali-MIB en el microarreglo: GNBP, Cathepsin-b y
Keratinocyte lectin, disminuy6 significativamente el porcentaje de la CV a la
infeccion por vDEN-2 de los mosquitos que fueron silenciados en la cepa Cali-S, de
100% (Nautilus-control) a 8 (Chi?=44,5, p<0,001), 20 (Chi?=44,9, p<0,001) y 12%
(Chi’=50,8, p<0,001), respectivamente (Tabla 8), es decir cambié el fenotipo
susceptible a refractario de los mosquitos, El silenciamiento del gen sobre regulado,
Niemann Pick Type C2 en la cepa Cali-MIB en el microarreglo, incremento6 el
porcentaje de la CV a la infeccién por vDEN-2, de la cepa Cali-MIB de 35,3%
(Nautilus-control) a 66% (Chi’= 7,6, p<0,05), y por ende el cambio del fenotipo
refractario a susceptible (Tabla 8, figura 17).

Aunque inicialmente se habia planteado realizar el silenciamiento de los genes
sobre regulados en la cepa Cali-MIB y los bajo regulados en la cepa Cali-S, se
decidi6 realizar el silenciamiento del gen Niemann Pick Type C2 (sobre regulado)
en las cepas Rockefeller y Cali-S, esto con el fin de observar si el comportamiento
observado en la cepa Cali-MIB variaba. Los resultados obtenidos muestran una
disminucion estadisticamente significativa en el porcentaje de la CV de los
mosquitos a la infeccién por el virus. En la cepa Rockefeller disminuyé de 88,46
(Nautilus) a 31,42% (Chi’>=16,6, p<0,001) y en la cepa Cali-S de 100% a 44,4%
(Chi?= 20,7, p<0,001)

Tabla 8. Evaluacién de silenciamiento génico en mosquitos en las cepas Cali-S y Cali-MIB.

Estado del gen mosquitos  IFl cabeza IFl intestino

0, 0, 0,
Gen evaluado en microarreglo Cepa infectados (n) (n) (n) HS  %MIB #MEB
Nautilus Control cali-MIB 34 * gg _+((fg) 353 88 56
Niemann Pick . +(33) +(9)
Type C2 Sobre regulado  Cali-MIB 50 . a7 - (8) 66,0 18,0 16,0
Nautilus Control cali-s 27 * ((207)) * ((207)) 100 00 0,0
Cathepsin-b Bajo regulado Cali-S 50 + 818; + ggg 20,0 20,0 60,0
GNBP Bajoregulado  Cali-S 25 ¥ ((2233) " 83 80 480 44,0
Keratinocyte . . +(7) +(12)
lectin Bajo regulado Cali-S 55 - (@41) - (29) 12,7 34,5 52,7
Niemann Pick Sobre regulado Cali-S +(12) + (6)
Type C2 27 - 15 .9 444 2272 33,3
Nautilus Control Rockefeller 26 + (g’)) _+ ((21)) 88,46 3.8 7,74
Niemann Pick +(11) +(7)
Type C2 Sobre regulado  Rockefeller 35 - (24) - (7) 31,42 48,6 19,98
Cathepsin-b Bajo regulado Rockefeller 83 _+ ((:;03)) _+ (%553) 12,04 70 17,96
GNBP Bajo regulado  Rockefeller 31 _+ ((;3) ¥ ((121g) 13 51,6 354
Keratinocyte : +(6) +(16)
lectin Bajo regulado Rockefeller 45 - (39) . (23 13,3 51,1 35,6

IFI: inmunofluorescencia, % S: porcentaje de mosquitos susceptibles a la infecciéon con vDEN-2, % MIB (Midgut Infection
Barrier): porcentaje de mosquitos con Barrera de Infeccion en intestino, % MEB (Midgut Escape Barrier): porcentaje de
mosquitos con Barrera de Escape en intestino.
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La cepa Rockefeller presentd un comportamiento similar al de la cepa Cali-S (Figura
17), donde se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
porcentaje de la CV en los mosquitos silenciados con Cathepsin-b-12% (Chi?=54,7,
p<0,001), GNBP-13% (Chi?=32,3, p<0,001) y Keratinocyte lectin-13,3% (Chi’>=38,4,
p<0,001), comparado con el porcentaje de la CV en los mosquitos silenciados con
el gen Nautilus 88,46% (control).
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Figura 17. Efecto del silenciamiento de los genes Keratinocyte lectin, GNBP, Cathepsin-b, Niemann
Pick Type C2 y Nautilus en la susceptibilidad de los mosquitos de las cepas Cali-S, Cali-MIB y
Rockefeller a la infeccion por el vDEN-2. La susceptibilidad a la infeccion por el vDEN se mide
mediante IF| para obtener porcentajes de individuos positivos 0 negativos a la infeccion.

Los resultados en general demuestran la intervencion de estos genes de manera
individual en el proceso de eliminacion del vDEN en los mosquitos, representado en
el cambio del fenotipo de los mosquitos de susceptible a refractario (GNBP,
Cathepsin-b y Keratinocyte lectin) o en la disminucion o incremento de la capacidad
de los mosquitos de eliminar el virus (refractariedad) como es el caso del gen
Niemann.
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CAPITULO 5. Discusion y Conclusiones Generales.
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DISCUSION

La comprension de los eventos celulares y moleculares involucrados en la relacién
VDEN-Ae. aegypti, requiere el desarrollo de estudios que permitan elucidar las
moléculas y/o mecanismos implicados en el proceso de infeccion por parte del virus
en el vector. En este estudio, realizamos un analisis comparativo global de la
expresion génica en dos cepas de Ae. aegypti que presentan diferente
susceptibilidad a la infeccion por el vDEN-2 (Cali-S y Cali-MIB), estas cepas han
sido seleccionadas en laboratorio a partir de mosquitos colectados en campo (16).

El uso de microarreglos permitié observar la expresion de 3804 genes en ambas
cepas en los 3 tratamientos evaluados (azucar, sangre y sangre+virus), los cuales
estaban distribuidos entre diferentes grupos funcionales, que incluian: metabolismo,
inmunidad, protedlisis, de funcion diversa y desconocida, entre otros (Tabla 1). Sin
embargo, cuando seleccionamos los genes en el grupo de sangre+virus teniendo
en cuenta el valor de corte para determinar la significancia de la regulacion génica
en este tipo de microarreglos que es de 0,78 en escala log2 (1,71-fold change)
(133), encontramos solamente un numero reducido de genes (n=41) expresados de
manera diferencial asociados a respuesta inmune (n=20), protedlisis (n=6),
metabolismo (n=2), RTT (n=1) y de funcion diversa (n=11) en respuesta a la
infeccidn con virus dengue (tabla 1). Esto sugiere que las vias de respuesta inmune
implicadas en el proceso de infeccion de mosquitos con VDEN, presentan una
respuesta transcripcional baja en las cepas Cali-S y Cali- MIB, lo cual puede estar
asociado a factores intrinsecos o al acervo genético de las cepas (94).

De los 41 genes que presentaron una expresion estadisticamente significativa en
respuesta a la infeccién por vDEN, obtuvimos varios transcritos que correspondian
al mismo gen y por lo tanto disminuia el niumero de genes disponibles para
seleccionar algunos de ellos. Esto con el fin de realizar analisis de expresion
temporal de los genes y los ensayos funcionales mediante RNAI.

Teniendo en cuenta que el grupo de respuesta inmune fue el que present6 el mayor
namero de genes expresados de los 41 asociados a la infeccién, decidimos realizar
un diagrama de Venn (figura 8) para observar cuales eran los genes expresados
exclusivamente en el grupo de comparacién de sangre+virus y descartar los genes
que presentaban expresion en los tres grupos de comparacion de azucar, sangre y
sangre+virus. Finalmente, seleccionamos ocho genes que se encontraron bajo o
sobre regulados en el grupo de los 41 genes asociados principalmente a la
respuesta inmune del mosquito, entre ellos: Cathepsin-b, Gram-Negative binding
protein, Niemann Pick Type C2, Keratinocyte lectin, Antibacterial peptide y
Fibrinogen and fibronectin, del grupo funcional digestién seleccionamos Trypsin) y
Serin type endopeptidase del grupo protedlisis. Teniendo en cuenta el bajo numero
de genes asociados a la respuesta ante la infeccidén por el vDEN, decidimos, con el
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apoyo de busqueda bibliografica, escoger otros genes (Caspase-1, Apoptosis
stimulating of p53, Metalloprotease, lef2) que aunque no cumplian el criterio de
inclusion del punto de corte de regulacién génica, estaban expresados en el
microarreglo y desempefian una funcion (p.e. apoptosis) que ha sido relacionada
con el proceso de eliminacion del vDEN por parte del mosquito en otros estudios
(111, 138, 139). En resumen, seleccionamos 12 genes a los cuales se les verifico
el patron de expresion temporal mediante gPCR (0, 8, 24 y 36h.p.i) (Figuras 10, 11
y 12) y se validaron los resultados obtenidos con los microarreglos, esto teniendo
en cuenta que en los microarreglos solamente se evalud la expresion génica a las
30 h.p.i.

Los resultados obtenidos mediante gPCR permitieron corroborar la eficacia de los
microarreglos como técnica para el analisis comparativo de expresion génica. Esto
debido a que los genes presentan un comportamiento similar al observado en los
microarreglos cuando fueron analizados mediante gPCR. Ademas se confirmé que
los genes Caspase-1, p53, Metalloprotease y lef2, efectivamente no presentan
expresion diferencial estadisticamente significativa en los anélisis mediante gPCR
(figuras 10, 11 y 12) de la misma manera como se observo a las 30h en los
microarreglos.

Los patrones de expresion génica (QPCR), brindaron informacion valiosa sobre la
dinamica y el comportamiento de cada gen en el proceso de infeccion por el virus
antes (0, 8, 24h) y después (36h) del punto post infeccion que habia sido evaluado
en el microarreglo (30h.p.i) (figuras 10, 11 y 12). Por ejemplo, se evidencié que
algunos genes que se encontraron bajo regulados a las 30 h.p.i en los microarreglos
como es el caso de GNBP, Trypsin, Antibacterial peptide y Keratinocyte lectin,
presentaron una expresion significativa a partir de las 36 h.p.i. En contraste, a los
genes expresados a las 36h.p.i, los genes Cathepsin-b y Serin Type endopeptidase
tienen una activacion temprana en respuesta a la infeccion por el virus (8 y 24h.p.i).
Ademas, se evidencio que el gen Niemann Pick Type-C2 que estaba sobre regulado
en los microarreglos, se activa a partir de las 24 horas y se mantiene hasta las 36
h.p.i.

Entre los genes que presentaron una expresion siginificativa a partir de las 36h.p.i,
el gen Gram-negative bacteria binding protein, GNBP3 (AAEL009176), ha sido
descrito como un receptor de reconocimiento de patrones (PRR) que puede unirse
a lipopolisacéaridos y a (3-1,3-glucanos de las paredes celulares de los hongos (140-
142). Este gen ha sido asociado a la activacion de la via Toll en respuesta a la
infeccion por hongos en D. melanogaster (143-148) y parece estar regulada por
retos inmunes en los mosquitos (93, 149, 150). En el caso del gen Trypsine
(AAEL013703), su importancia est4 bien documentada en el proceso de digestion
en Ae. aegypti (151, 152), sin embargo se conoce poco acerca de su efecto en la
CV a vDEN (153, 154). Molina-Cruz A. y colaboradores sugieren que los cambios
metabdlicos en el intestino medio provocados por la digestion de la sangre son
necesarios para una Optima replicacion, infeccion y diseminacion del vDEN-2 en el

69



intestino del mosquito. La actividad de la tripsina en el intestino medio facilita la
replicacion del virus en Ae. aegypti a traveés de un efecto nutricional y probablemente
también por el procesamiento proteolitico directo de la superficie viral (155), esto
porque la proteina E del vDEN debe haber sido producida en el intestino medio para
gue el virus pueda replicarse. Del mismo modo, otros estudios han encontrado
evidencia que sugiere que arbovirus como La Crosse y el virus de la lengua azul,
utilizan las proteasas del intestino medio del vector para el procesamiento
proteolitico y asi aumentar la replicacion viral (156, 157).

El gen Antibacterial peptide (AAEL000598), es una cecropina que hace parte de una
amplia familia de péptidos antibacteriales, los cuales realizan funciones de defensa
del huésped y con frecuencia actian en sinergia, proporcionando una rapida
defensa no especifica contra la invasion de microorganismos (158, 159). Ademas
de las actividades antibacteriales, han sido reportadas en accion ante hongos (160),
protozoos (161) y virus (162). Al igual que en nuestros resultados de evaluacion del
patrén de expresion génica por gPCR, otros estudios han documentado la sobre
expresion del gen Antibacterial pepetide (AAEL000598) en glandulas salivares en
Ae. aegypti infectados con vDEN (59, 163), lo cual sugiere que la via IMD esta
involucrada en la defensa del mosquito ante vDEN, mediante la sintesis de péptidos
antimicrobianos-AMP como es el caso de la cecropina.

El gen keratinocyte lectin (AAEL009842), una galectina miembro del grupo de las
lectinas, juega un papel esencial como molécula de reconocimiento, ya sea
actuando como PRRs transmembrana (receptores de lectina tipo C) o después de
la secrecion por las células inmunes innatas. En insectos, las galectinas son
ampliamente expresadas en células huésped y juegan un papel importante durante
las diferentes etapas de la infeccién, como el reconocimiento de patégenos, la
invasion y la resolucién (164, 165). Ademas, las galectinas son conocidas por
funcionar a varios niveles de la defensa antiviral, desde el reconocimiento inicial, el
bloqueo de la envoltura y la fusion de glicoproteinas hasta la activacion y
amplificacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (164, 166).

En el caso de los genes expresados en los tiempos tempranos (8 y 24h.p.i) del
proceso de infeccién evaluados con el perfil de expresion temporal (Cathepsin-b y
Serin Type endopeptidase) tenemos que la funcién fisiolégica primaria de
Cathepsin-b, es regular el recambio proteico lisosomal a través de su capacidad
proteolitica. Ademas, esta implicada en muchos procesos celulares asociados con
estados patologicos, en particular la apoptosis (167-171). La investigacion en
mamiferos ha demostrado que Cathepsin-b contribuye a la muerte celular ya sea
por activacion de factores apoptoéticos corriente arriba de las caspasas ejecutoras
(170, 172) o mediante la unién a estas, activAndolas directamente (173-175).
Ademas, la Cathepsin-b parece estar implicada en la muerte celular independiente
de caspasas. Recientemente se involucré la actividad de este gen en la via de
sefalizacion y clivaje de TLR3 (receptor tipo Toll) en mamiferos. Se sabe también
gue la activacion de esta via induce apoptosis en las células tumorales a través de
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la activacion de las caspasas 8 y 9 (176). En otros estudios esta proteasa activa ha
sido involucrada en la respuesta inmune del huésped durante una infeccidon
bacteriana y viral (177-180), han demostrado que el silenciamiento génico de
Cathepsin-b en Ae. aegypti, conlleva a la disminucién de los titulos virales en
glandulas salivares, lo que sugiere su papel antagénico en el proceso de infeccién
por vDen (177).

En referencia a Serin-type endopeptidase (AAEL001674), un miembro de la familia
de las serin proteasas, podemos decir que son genes que regulan varias respuestas
de defensa en invertebrados, incluyendo la coagulacién en hemolinfa, la sintesis de
péptidos antimicrobianos y la melanizacion de superficies de patdégenos (181). Estos
procesos requieren la presencia de serin proteasas en la hemolinfa donde pueden
activar rapidamente las vias de respuesta inmune para la deteccion de patégenos
(181). El transcrito, Serin-type endopeptidase codifica para una proteina con un
dominio Trypsin-like cysteine/serine peptidase (IPR0O09003) y este dominio se
relaciona con la proteina NS3 de los Flavivirus (p.e vVDEN). Su importancia radica
en que NS3, en conjunto con el cofactor NS2B (182) escinden el precursor de la
poliproteina viral dentro de la célula huésped, un proceso que se requiere para la
replicacion viral (183-185). La sobre expresion alas 0y 8 h.p.i de este tipo de genes
en la cepa Cali-MIB en nuestro estudio sugiere su actuacion en el proceso inicial de
replicacion del virus en el mosquito, sin embargo una vez el virus necesite invadir
las células intestinales antes de que se forme la matriz peritréfica y escapar a
hemolinfa (aproximadamente entre las 24 y 36 h.p.i), los mosquitos de la cepa Cali-
MIB regulan la expresion de este gen probablemente como mecanismo de defensa.

Por su parte, Niemann Pick Type C2 (NPC2), es miembro de la familia ML (Myeloid
differentiation 2-related lipid recognition protein) de proteinas y en vertebrados juega
un papel importante en el metabolismo de lipidos y en las vias de sefalizacion
inmune (186). NPC2 es una pequeiia proteina soluble que se encuentra en el lumen
de los lisosomas y Niemann-Pick C1 (NPC1) es una gran glicoproteina de
membrana integral que reside en endosomas tardios (187, 188). Tanto NPC1 como
NPC2, son responsables de la salida de colesterol intracelular y glucoesfingolipidos
desde los compartimentos lisosomal/endosomal tardio (187). Ha sido demostrado
que el fenotipo de ciertas células deficientes en cualquiera de las dos proteinas
conlleva a la acumulacion de colesterol derivado no esterificado en los
compartimentos descritos anteriormente (189). Ademas este tipo de deficiencias
permiten en gran medida la infectividad de algunos virus (190).

Curiosamente, en D. melanogaster la sobre expresion de NPC2a y NPC2e activan
el promotor de la diptericina en células S2 estimuladas por peptidoglicanos, lo que
sugiere que NPC2e y NPC2a pueden desempefar un papel en la via IMD, y tal vez
otras proteinas de insectos de la familia ML pueden funcionar como co-receptores
0 PRR para diferentes ligandos y asi modular vias de sefalizacion de la respuesta
inmune innata (191). Ha sido demostrado que el silenciamiento del gen NPC1 en
cepas de Ae. aegypti de campo y laboratorio resulté en una elevada resistencia de
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los mosquitos al vDEN, estos estudios sugieren que el vDEN influye en la expresion
de este gen para facilitar su infeccion en el mosquito y por ende proponen su posible
papel en la defensa de Ae. aegypti en contra de la infeccion por el vDEN (192).

Para realizar nuestros estudios funcionales mediante silenciamiento génico o
knockdown a través de la técnica del RNAi en mosquitos de las cepas Cali-S, Cali-
MIB y Rockefeller, seleccionamos los genes Niemman Pick Type-C2, GNBP,
Keratinocyte lectin y Cathepsin-b. Estos genes se seleccionaron basados en la
funcién asociada a una respuesta inmunitaria descrita en otros organismos y
ademas en que presentaron un patron de expresion diferencial en los ensayos de
gPCR diferente en la cepa Cali-MIB comparado con la cepa Cali-S (figuras 10, 11y
12). Con el fin de optimizar los ensayos de RNAI, tuvimos en cuenta el estado de
expresion de los genes, bajo o sobre regulado, segun los resultados de los
microarreglo. Los genes que ya se encontraron bajo regulados en la cepa Cali-MIB
en los microarreglos, GNBP, Keratinocyte lectin y Cathepsin-b, fueron silenciados
en las cepas Cali-S y Rockefeller, esto con el fin de determinar si el silenciamiento
de los genes causaba un cambio en el fenotipo de las cepas y por ende podria estar
implicado en el control de la replicacion de vDEN-2.

El gen Niemman Pick Type-C2 que estaba sobre regulado en la cepa Cali-MIB en
los microarreglos fue silenciado en la misma cepa y en las cepas Cali-S y
Rockefeller con el fin de corroborar su funcion. En general, el silenciamiento de los
3 genes bajo regulados (GNBP, Keratinocyte lectin y Cathepsin-b) en las cepas Cali-
S y Rockefeller, disminuyd significativamente el porcentaje de la susceptibilidad a la
infeccion por el vDEN-2 (figura 14) y por ende generd el cambio de susceptible a
refractario en su fenotipo. El silenciamiento del gen sobre regulado (Niemman Pick
Type-C2), genero la disminucion de la susceptibilidad a la infeccidon por el virus en
las cepas susceptibles, y causo el efecto contrario en la cepa Cali-MIB, en la cual
incrementd la susceptibilidad a la infeccién. Estos resultados sefialan la posible
implicacion de estos genes en el proceso de inhibicidon de la replicacion del virus en
el mosquito, en estados tempranos o tardios de la infeccién.

El silenciamiento de Cathepsin-b reduce significativamente la susceptibilidad de la
cepa Cali-S y Rockefeller a la infeccion por el vDEN de 100% a un 20% (X?= 44.9,
p<0.001) y de 97% a 10% (Chi?=54.7, p<0.001) respectivamente. Esta disminucion
en la susceptibilidad, podria estar asociada a la activacion de una respuesta
apoptotica temprana mediante una via intrinseca (0 y 8h.p.i), donde Cathepsin-b
intervendria mediante su accion proteolitica en la cascada de activacion de dicho
mecanismo. Este tipo de respuesta podria estar asociada con el control de la
entrada inicial del virus a las células epiteliales del intestino. La disminucion de la
expresion de Cathepsin-b después de las 24h.p.i sugiere la participacion de otras
moléculas que activen un mecanismo de apoptosis mediante una via extrinseca en
respuesta a la entrada del virus a las células epiteliales, como es el caso de
Caspasa-16 y AeDronc, reportadas previamente en Ae. aegypti (15). No obstante la
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implicaciébn de este gen dentro de la via apoptética requiere de la evaluacion
simultanea de otros genes asociados a esta via.

De la misma manera el silenciamiento del gen GNBP, causa un cambio
estadisticamente significativo en el fenotipo de la cepa Cali-S, y aunque el papel de
este gen ha sido asociado principalmente en respuesta a bacterias, podrian
plantearse 2 hipotesis: 1, este PRR podria asociarse con el reconocimiento de
dominios proteicos especificos de la envoltura del virus que conlleve a la activacion
de una respuesta inmune, o 2, la infeccion del virus en el intestino desencadena la
proliferacion de poblaciones bacterianas que activen una respuesta tipo Toll y a su
vez de manera indirecta esta via participe en la eliminacion del virus en el intestino
como ha sido reportado para Ae. aegypti en otros estudios (92). Con respecto a la
segunda hipétesis, en CIDEIM se esta adelantando un estudio, donde resultados
preliminares demuestran la presencia diferencial de bacterias en el intestino medio
de mosquitos de la cepa Cali-MIB con respecto a la cepa Cali-S. En la cepa Cali-
MIB se observa mayor un numero de bacterias en comparacion a la cepa Cali-S y
la eliminacion mediante antibiéticos de estas bacterias en ambas cepas influye en
la competencia vectorial hacia el vDEN-2 (datos no publicados).

En el caso de NPC2, aunque el cambio del fenotipo en las cepas no es tan fuerte
como se observé en los otros genes (Figura 17), nuestros resultados indican una
variacion significativa en la susceptibilidad a la infeccion por vDEN tanto de las
cepas Cali-S y Rockefeller como la cepa Cali-MIB. Teniendo en cuenta lo anterior,
podriamos decir que posiblemente la funcidn de este gen esta relacionada con la
accion de NPC1 u otros genes que actuen sinérgicamente como ha sido descrito en
otros estudios(192), sin embargo se requiere de otros estudios para corroborar esta
hipotesis. Ademas el gen NPC2 el cual ha sido encontrado en los lisosomas, podria
estar implicado en el proceso de fusion de la capside del vDEN con la membrana
lisosomal, lo cual permite la liberacion del ARN dentro de la célula 'y da paso al inicio
de la infeccién (193).

Finalmente el gen Keratinocyte lectin (lectina), puede estar involucrado como un
receptor de reconocimiento para el vDEN que permite la activacion de ciertas vias
de respuesta inmune y por ende la disminucion del virus en la cepa Cali-S y
Rockefeller, esto teniendo en cuenta que la ausencia de este gen, cambia
significativamente el fenotipo susceptible de ambas cepas a refractario (Figura 17).
En humanos, las lectinas han sido involucradas como receptores de vDEN en
células dendriticas, las cuales estan presentes en la piel y que son de las primeras
gue se infectan con vDEN, la unién ocurre entre la lectina de unién a ICAM3, DC-
SIGN o CD209, y los residuos de manosa de la asparagina 67 de la proteina E, de
esta manera se lleva a cabo el primer paso en la infeccion del vDEN donde se
requiere de la interaccion entre la particula viral y el complejo receptor presente en
la superficie de la célula huésped para posteriormente desencadenar una serie de
respuestas inmunes que permitan esclarecer la infeccion (194). En este sentido es
posible pensar en que en los mosquitos se lleva a cabo un proceso similar.
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En general, nuestro estudio brinda informacion basica sobre el papel antagénico de
cuatro genes en respuesta a la infeccion por vDEN tanto en cepas seleccionadas
como en una cepa de referencia como es la Rockefeller, lo cual da evidencias de
gue los mecanismos asociados a la eliminacion del virus pueden ser extrapolados
a otras cepas de mosquitos. Aunque son necesarios otro tipo de estudios para
corroborar la o las vias de respuesta inmune en las que estan involucrados los 4
genes evaluados, el efecto observado con el silenciamiento génico en las cepas
seleccionadas, permite pensar en la posibilidad de emplear estos genes como
blancos potenciales para desarrollar a futuro estudios que contemplen la
manipulacion genética de mosquitos incapaces de replicar el virus o su uso para el
desarrollo de herramientas Gtiles que permitan disminuir la transmision del virus por
el vector. Este tipo de estudios podrian ser extrapolados a modelos celulares
(humanos)- virus que permitan entender la dinamica de infeccion en los humanos y
relacionarla con el vector.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar otros analisis funcionales con los 4 genes evaluados
en este proyecto, que comprendan el uso de otras cepas de Ae. aegypti y
cepas de virus que sean aisladas de pacientes o con los serotipos restantes
del virus dengue (VDEN-1, vDEN-3 y vDEN4). Esto con el fin de asegurar que
los resultados obtenidos son extrapolables a cualquier cepa de mosquitos o
virus.

e Con el fin de aprovechar los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere
la evaluacion funcional de otros genes que presentaron expresion diferencial
en los ensayos por qPCR, como es el caso de Trypsin, Serin Type
endopeptidase y Antibacterial protein. Este tipo de ensayos brindan
informacion basica asociada al proceso de infeccion en el modelo Ae.
aegypti-vDEN.

e Es necesario realizar ensayos para co-silenciar otros genes que estén
relacionados a la funcion de los genes Cathepsin-b, GNBP, Keratinocyte
lectin y Niemann Type C2, para obtener informacion fundamental que permita
determinar qué via o vias especificamente estdn involucradas en la
respuesta a la infeccion por vDEN.

e Gracias al avance diario que presenta la tecnologia y a la actualizacion
constante de las bases de datos, se sugiere realizar otra exploracién de los
datos obtenidos con los microarreglos, con el fin de identificar algunos genes
que en el momento de realizar este estudio no habian sido descritos y
estaban identificados como proteinas hipotéticas o de funcién desconocida.
Este tipo de informacion podria soportar y complementar la informacion
obtenida en este trabajo.
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PERSPECTIVAS

En un futuro cercano, se espera continuar con el desarrollo de trabajos en
laboratorio que permitan transformar una cepa de Aedes aegypti susceptible
al vDEN (Cali-S o Rockefeller) en refractaria. Esto a través de la inactivacion
génica (knock out) de los genes previamente identificados, Cathepsin-b,
GNBP, Keratinocyte lectin y Niemann Type C2, los cuales inducen
refractariedad en el modelo Ae. aegypti-vDEN en CIDEIM. Se espera que los
mosquitos genéticamente modificados puedan ser utilizados en el disefio de
alternativas de control como las liberaciones en campo para contribuir en la
disminucién de la transmision de vDEN.

Durante el desarrollo de esta tesis se planted en colaboracién con el Dr. Carl
Lowenberger, la escritura de un proyecto relacionado a algunos de los
resultados obtenidos con los analisis de los microarreglos. En el proyecto
emergente, se planteé determinar el efecto de la presencia de
endosimbiontes bacterianos del intestino medio en la CV de Ae. aegypti a la
infeccion por el vDEN, esto con el fin de esclarecer algunos mecanismos o
vias con las cuales los mosquitos podrian eliminar el virus. En la actualidad,
una parte del proyecto lo esta llevando a cabo un Joven Investigador en
CIDEIMy otra parte asociada al andlisis masivo de endosimbiontes mediante
secuenciacion profunda, se estd desarrollando en el laboratorio del Dr.
Lowenbeger. Esperamos que la totalidad del proyecto se culmine durante
este afio. Los resultados de este trabajo, permitiran la identificacion potencial
de blancos de interés que contribuyan al desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas para el control de la transmision del virus dengue.

Simultaneamene al desarrollo de este proyecto, realizamos el analisis por
secuenciacion profunda, de muestras de intestinos medios de mosquitos de
las cepas Cali-S y Cali-MIB alimentados con sangre o con sangre+virus. Los
datos obtenidos con esta técnica son analizados actualmente por una
estudiante de Maestria en la Universidad Simon Fraser, Canada. Este afio,
esperamos obtener el andlisis de estos resultados para fortalecer la
informacion obtenida con los microarreglos.
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Anexo 1. Formato de registro IFI para cabezas e intestinos de mosquitos — CV.
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