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RESUMEN

El dengue es la infeccion viral transmitida por artrépodos mas importante en
humanos. El dengue se transmite a través de la picadura de un mosquito
hembra de la especie Aedes infectado por alguno de los cuatro serotipos
(DENV-1, -2, -3, y -4), del genero Flavivirus. A pesar de que el DENV circula
entre su huésped humano y el mosquito vector, la mayor investigacion hasta la
fecha se ha centrado en la respuesta a la infeccion por el virus dengue en
vertebrados. Los insectos y otros invertebrados carecen de componentes clave
de los sistemas inmunes de vertebrados tales como anticuerpos y diversas
citocinas, incluyendo interferones (IFNS); pero un gen que se asocia con la
respuesta antiviral en los artropodos es CG2081/Vago. Este gen codifica para
una proteina rica en cisteinas que se sobreexpresa y secreta en las células del
cuerpo graso, ademas actiia como un “IFN-like” en Drosophila y mosquitos para
restringir la replicacién viral. Recientemente, Paradkar et al. (2012) describié un
aumento de la expresién de la proteina Vago en células de mosquito Culex
infectados con el Virus del Nilo Occidental y la capacidad de la proteina
recombinante Vago para restringir la replicacion viral. En este estudio, quisimos
evaluar la participacion de Vago durante la infeccion con DENV de células de
mosquito del género Aedes. Para ello se determindé la cinética de expresion de
Vago en la linea celular de A. albopictus C6/36 HT infectadas con DENV-4. Por
otra parte, ya que se desconoce la via de secrecion de Vago, también se probé
el efecto de inhibidores de la liberaciébn de exosomas y de la ruta clasica de
secrecion de proteina, sobre la secrecion de Vago. Los resultados muestran un
aumento en la produccion y secrecion de Vago en células C6/36 HT infectadas
con DENV a partir de las 3hpi, sugiriendo que la producciéon de Vago forma
parte de la respuesta anti-viral de las células C6/36 HT a la infeccion por DENV.
La secrecion de Vago por células infectadas fue inhibida significativamente por
las drogas GW4869 y Spiroepoxide, pero no Brefeldina A, lo cual indica que
Vago es secretado por las células de insecto infectadas, via exosomas.
Finalmente, se clond y secuencid el gen que codifica para la proteina Vago a
partir de células de A. albopictus y se encontrd que el gen de Vago contiene dos
intrones, a diferencia reportado para Culex donde carece de intrones. La
secuencia de Vago generada a partir de A. albopictus, fue depositada en
GenBank bajo el numero 1854585. Estos resultados aportan al entendimiento
de la respuesta de las células de insecto a la infeccion por DENV.



ABSTRACT

Vago is an insect cytokine, which acts similarly to the mammalian type |
interferons in response to viral infection. Paradkar et al. [PNAS, 109:18915,
2012] described an increased expression of the protein Vago in mosquito Culex
sp. cells infected with West Nile Virus (WNV) and a decrease in viral replication
when the protein Vago is overexpressed in infected cells. Dengue is the viral
disease transmitted by arthropods more important to humans. It is caused by the
dengue virus (DENV) and transmitted to humans by Aedes sp. mosquitoes.
However, the DENV antiviral response in the mosquito vector is not yet fully
understood. In this work, we studied the kinetics of expression of Vago in Aedes
albopictus C6/36 cells infected with DENV-4. The presence of Vago in the cells
supernatants was evaluated by Western blot (WB). In agreement with the results
reported with WNV and Culex sp. cells, a steady increase in Vago production
was observed in cells infected with DENV-4 (MOI=3), starting at 3 and up to 24
hpi. The routes of Vago secretion by insect cells are unknown. To explore the
secretory route of Vago in C6/36 cells infected with DENV, cells were treated
with Brefeldin A to block the classical secretory pathway and with the exosome
release inhibitors GW4869 and Spiropoxide. Cells were treated with the different
drugs at 6 hpi, using non-cytotoxic concentrations, and the presence of Vago in
cell supernatants evaluated at 24 hpi by WB. A significant reduction in the
amount of Vago present in the cells supernatants was observed in cells treated
with the exosome release inhibitors but not with Brefeldin A. These results
suggest that DENV virus infection induces a Vago production response in C6/36
cells and that Vago is released from infected cells using the exosome secretory

route.



INTRODUCCION
ANTECEDENTES GENERALES

Epidemiologia

El dengue es la infeccion viral transmitida por mosquitos mas importante en
humanos. La OMS informa que 40% de la poblacion mundial est4 en riesgo de
infeccion por dengue, con un aumento en el numero anual de casos (Figura 1).
Se estima que mas de 50 millones de infecciones se producen cada afio,
incluyendo 500.000 hospitalizaciones por dengue hemorragico. El dengue virus
es endémico en mas de 100 paises, en las areas tropicales y subtropicales del
planeta, ademas de ser la causa principal de enfermedad febril entre los
viajeros que regresan de América Latina, el Caribe y el sudeste asiatico
(Guzman et al., 2010; WHO, 2014). Los vectores transmisores del virus dengue
son los mosquitos hembras del género Aedes, especies aegypti y albopictus,
pertenecientes a la familia Culicidae. En las Figuras 2 y 3 se muestra la
distribucion global de los vectores los cuales se caracterizan por preferir zonas
con climas calidos, en los que se generan condiciones ambientales favorables

para su reproduccion.
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Figura 1.Mapa de la distribucidbn geogréfica del dengue. El dengue se

encuentra ampliamente distribuido en las zonas tropicales del planeta. Fuente:

www.cdc.gov/dengue/

Figura 2. Mapa de la distribucion global de A. aegypti. El mapa presenta una
probabilidad de ocurrencia del vector (0 para azul y 1 para rojo). Fuente: Moritz
et al, (2015).

Figura 3. Mapa de la distribucién global de A. albopictus. EI mapa presenta una
probabilidad de ocurrencia del vector (O para azul y 1 para rojo). Fuente: Moritz
et al, (2015).
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Epidemiologia en México

El dengue en México se convirti6 en las ultimas décadas en uno de los
problemas de salud publica més importantes en el pais. En el afio de 1963,
después de una amplia labor, la Organizacion Panamericana de la Salud
declaro6 la erradicacion del vector del dengue del pais. Sin embargo, a finales
de la década de los setentas el continente sufrié una reinfeccion con el vector,
la enfermedad reaparecié y se ha diseminado por las regiones tropicales del
territorio nacional. El dengue es considerado la enfermedad reemergente mas
importante transmitida por mosquitos, ademas de que las formas hemorragicas
de la enfermedad van en aumento, en la actualidad encontramos los cuatro
serotipos y en algunas entidades hay evidencia de la circulacion simultdnea de

dos 0 mas (Becker et al., 2014).

En México la enfermedad esté presente en 29 de los 31 estados donde residen
mas de 50 millones de personas y se localizan grandes ciudades, centros
agricolas, ganaderos, industriales, pesqueros, petroleros y los sitios turisticos
mas importantes del pais, por lo que el aumento en el nimero de casos va a la
alza. Los factores que han ayudado a una mayor diseminacion del dengue son
el aumento de la poblacion, una explosién demogréfica en zonas donde habita
el mosquito Aedes, un aumento en el turismo a las zonas endémicas y lugares
donde se almacena agua y como cubetas, tinacos y llantas, entre otros, que
representan una fuente de reproduccion del mosquito Aedes. (Fajardo et al.,
2012).

Hasta la semana 27 del 2015 en México se reportaron 7136 casos de dengue,
de los cuales 5728 corresponden a fiebre por dengue y 1408 a fiebre
hemorragica por dengue, de los cuales 11 llegaron a la pérdida de la vida del

paciente. (Figura 4).
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INDICADOR 2014 2015

CIERREe SEMANA* SEMANA**

Casos de Fiebre por Dengue 23,432 4,941 5,728
Casos de Fiebre Hemorragica

8,668 2,094 1,408
por Dengue
Total de casos Dengue 32,100 7,035 7,136
Def . .

e uncu’m.es por Fiebre 76 26 11

Hemorragica por Dengue
Letalidad*** 0.88 1.24 0.78

2014 2015

7000 - - Probables

—Confirmados
6000 -

5000

CASOS

4000 -

3000 -

2000

1000

SEMANA
Figura 4. Epidemiologia Nacional del dengue. **Informacion al 20 de julio de
2015. *Informacion al 8 de septiembre de 2014. **Informacion al 7 de
septiembre de 2015. **Por 100 casos. @ preliminar.
Fuente: SINAVE/DGE/SALUD/Sistema Especial de Vigilancia Epidemiolédgica

de Dengue.

Estructura del Virus dengue

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae que incluye ademas los virus de la
fiebre amarilla (YFV), West Nile Virus (WNV) y el Virus de la encefalitis
japonesa (JEV), entre otros de importancia en salud publica y veterinaria
(Murrell et al., 2011). DENV es un virus de ARN de cadena sencilla de polaridad

positiva de aproximadamente 10.7Kb de largo. Los flavivirus son envueltos, son
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esféricos, de alrededor de 40 a 60nm de diametro y la nucleocpside presenta
simetria icosaédrica (Figura 5) (Smit, 2011).

El virus tiene tres proteinas estructurales que se producen en cantidades
estequiométricas para la formacion de la particula: la proteina del ndcleo o
capside (C, 100 aminoécidos), la de la membrana (M, 75 aminoéacidos), y la
envoltura (E, 495 aminoacidos), la cual participa en el proceso de fusion de
membranas (Kuhn, 2002).

Figura 5. Estructura del virus dengue. Se muestran los dominios I, Il y Il de la
proteina E con los colores rojo, amarillo y azul, respectivamente. Los cambios
estructurales iniciales en la proteina E inducidos por la exposicién al bajo pH es
un movimiento alrededor de una region tipo bisagra que separa los dominios | y
II, lo cual expone el péptido de fusion interno, se muestra en verde. Fuente:
Kuhn et al., (2002).

En el virién la proteina C se asocia con el RNA viral y las proteinas E y prM se
asocian a la envoltura lipidica; es por esto que, cuando el DENV entra e infecta
el huésped, el primer contacto con el huésped lo hacen las proteinas E y prM.
Por esta razon, los principales objetivos de la respuesta inmune en individuos

infectados con DENV son la proteina la E y la prM (Cedillo et al., 2014).

14



El genoma del DENV tiene un solo marco de lectura abierto, flanquedo por
regiones no traducidas (UTRs), en ambos extremos 5y 3" con una longitud de
aproximadamente 100 y 600 nucleétidos respectivamente. EI ARNm viral
codifica un precursor de poliproteina de aproximadamente 3000 aminoécidos, el
cual se procesa cotraduccionalmente, por proteasas virales y celulares. Esta
poliproteina precursora se escinde para generar 10 proteinas, que incluyen las
3 proteinas estructurales: la nucleocapside o proteina ndcleo (C), una proteina
asociada a la membrana (M), una proteina de la envoltura (E) y 7 proteinas no
estructurales NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, estas altimas
responsables de la replicacién viral y diversas funciones celulares (ldrees,
2012). (Figura 6).

Dengue virus RNA genome
Structural genes Non-structural genes
Lol | —
w ,
NS1 |2
NS4b
Core protein (C) NS2b NS4a NS5

Membrane associated protein (prM, M)

Figura 6. Genoma del virus dengue. Codifica 10 proteinas virales incluyendo 3
proteinas estructurales (C, M y E) responsables de la estructura viral y la union
del virus a la célula huésped y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5) que estan implicados en la replicacion viral y otras
funciones celulares. Obtenida de Ashfaq et al., 2012.
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Cuadro clinico

El DENV es transmitido por la picadura de mosquitos Aedes aegypti 0 Ae.
albopictus infectados por alguno de los 4 serotipos virus del dengue (DENV-1, -
2, -3y -4), las cuales muestran una homologia de secuencia de 65-70%. La
enfermedad se produce en las zonas tropicales y subtropicales del mundo pero
el area de distribucion geografica de los mosquitos vectores continda

expandiéndose. (Figuras 2 y 3) (Moritz et al., 2015; Green et al., 2014).

El espectro clinico de la enfermedad incluye desde cuadros asintomaticos hasta
las formas severas y hemorragicas con signos y sintomas especificos para
cada estado clinico. Debido a que la infeccién con alguno de los 4 serotipos que
no confieren proteccién cruzada contra los otros serotipos, las personas pueden
sufrir infecciones secundarias. EI DENV provoca dos tipos de infecciones,
Fiebre por Dengue (FD) y Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD), esta ultima
se caracteriza por la permeabilidad vascular repentina asociada a citocinas
liberadas por células T y otras células del sistema inmune. El tratamiento de la
enfermedad producida por el virus dengue es Unicamente de apoyo basado en
el control de los sintomas. Los cuatro serotipos causan tanto fiebre por dengue,
como la fiebre hemorragica por dengue. Hasta la fecha, no existe una vacuna
profilactica con licencia y no hay medicamentos antivirales especificos
disponibles (Sam et al., 2013).

Tras la infeccién primaria con DENV, hay un periodo de incubacion promedio de
4-7 dias. En este momento, el virus se replica en las células dendriticas en
estrecha proximidad a la picadura y también puede infectar macrofagos y
linfocitos, y finalmente llega al torrente sanguineo, donde se convierte en

infeccion sistémica (Wu et al., 2000).
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ANTECEDENTES PARTICULARES

Infeccidén del mosquito vector

Para que se lleve a cabo la transmision del DENV del humano infectado hacia
el mosquito se necesita de una serie de factores que garanticen el éxito del
ciclo. La hembra del mosquito Aedes se alimenta con sangre de una persona
previamente infectada con DENV, cuando sucede la picadura el virus viaja
hasta el intestino medio del mosquito y se une a la superficie del epitelio del
intestino medio. Si el virus es capaz de infectar con éxito a las células del
epitelio del intestino medio y replicarse dentro, entonces la progenie viral se
libera al hemocele (la cavidad en la que circula la hemolinfa, parte del sistema
circulatorio abierto de invertebrados), donde posteriormente se puede difundir e
infectar los tejidos secundarios, incluyendo las glandulas salivales, que es el
principal sitio de replicacion viral en el mosquito. Una vez que la replicacion del
virus se ha producido eficientemente en las glandulas salivales, en la siguiente
picadura a un humano sano, el virus puede ser transmitido a través de la saliva
del mosquito infectado (Figura 7). Existe evidencia que muestra que la saliva de
los mosquitos actla como agente facilitador de la infeccion en el huésped
vertebrado. Asi la actividad de serina proteasas presentes en la saliva favorece
de manera significativa la infectividad del virus ya que degradan la matriz
extracelular, aumentando asi la unién del virus a sus receptores como el
heparan sulfato, entre otras moléculas. (Carrington et al., 2014; Conway et al.,
2014).

Aunque Aedes aegypti se considera generalmente el vector primario de DENV,
Aedes albopictus ha sido implicado como el principal vector de DENV durante
algunos brotes de enfermedades. Hace unos afios se determind que Ae.
albopictus no solo se encontraba en Asia, sino que se le ha localizado en

algunas zonas del continente Americano y en la zona norte de México.
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(Metselaar, et al. 1980; Moritz et al., 2015). Un meta-andlisis de 14 estudios
sobre la susceptibilidad relativa de A. albopictus y A. aegypti sugiere que A.
albopictus es mas susceptible a las infecciones del intestino medio que el A.
aegypti; sin embargo, la capacidad del virus para replicar en este ultimo
mosquito es mayor, lo que sugiere un mayor potencial para la transmision en la

naturaleza (Lambrechts et al., 2010).

Ademas de la transmision vectorial horizontal del virus mediante la picadura del
mosquito a una persona infectada y de ahi a una persona susceptible, se ha
confirmado también la transmision vertical de mosquitos infectados a sus
descendientes, igualmente en el huésped vertebrado se han reportado casos

de transmision de la madre al feto (Arunachalam et al., 2008; Chye et al., 2007).

Ciclo selvatico Ciclo urbano

Aedes mosqux%

A

e 2 4

anates

Humanos | .4

L\

V

Figura 7. Ciclo urbano y selvético del virus dengue. Extraido de Whitehead et
al. (2007)

Respuesta inmunoldgica del vector a la infeccion

Los mosquitos usan el el RNA de interferencia (RNAi) como su principal
defensa contra las infecciones virales (Brackney et al., 2010; Rennos et al.,

2009) los insectos y otros invertebrados se cree que carecen de componentes
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clave de los sistemas inmunes innatos y adaptativos de vertebrados, tales como
citocinas, incluyendo interferones (IFNs), receptores del MHC o anticuerpos
(Randall et al.,, 2008). Sin embargo, la via JAK-STAT se encuentra
evolutivamente conservada en insectos. Ello indica que la respuesta tipo IFN de
los mamiferos, también se induce por infecciones virales en los insectos y que
la deplecion de alguno de los componentes de la via, daria como resultado una

mayor susceptibilidad a la infeccidn por virus (Souza et al., 2009).

Un estudio reciente mostré que en D. melanogaster la DExD/H-box RNA
helicasa Dicer-2 (Dcr-2) que juega un papel crucial en la via del RNAI, también
puede mediar la induccion de genes antivirales (Ferrandon et al., 2007). Usando
una combinacion de herramientas de analisis de secuencia, se identificO una
nueva familia de genes que codifican para proteinas cortas en Drosophila
melanogaster, que poseen similitud al dominio SVC (Single Von Willebrand
factor C domain, por sus siglas en ingles). Uno de los genes de esta familia, el
gen CG2081, también conocido como Vago, codifica para una proteina de 18
kDa, rica en cisteinas y con un dominio Von Willebrand factor tipo C (VWC), el

cual se encuentra sélo en proteinas de los artrépodos.

En ese estudio se evidenci6 ademas que el producto del gen Vago se
sobreexpresa y controla la carga viral en el cuerpo graso luego de una infeccion
con el virus C de Drosophila (Deddouche et al., 2008). Vago no sélo se activa
en respuesta a la infeccién por virus sino que también se encontré que el gen
se sobreexpresa en respuesta a la inanicion en los artrépodos. Estos datos
sugiere que la proteina Vago se sobreexpresa en respuesta a situaciones de

estrés, lo cual incluye infecciones virales (Sheldon et al., 2007).

Recientemente, Paradkar et al. (2012) reportaron que células Hsu de Culex
infectadas con el Virus del Oeste del Nilo (WNV) sobreexpresan Vago y la
secretan al sobrenadante celular. Mas aun, el tratamiento de estas células con

la proteina Vago recombinante, antes de la infeccion, pero no después, limita
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significativamente la replicacion de WNV en estas células. La proteina Vago,
por lo tanto, parece funcionar como una citocina que actiua de manera similar a
los interferones de mamiferos, siendo capaz de activar la via de JAK/STAT en
artropodos y establecer un estado antiviral. La figura 8 muestra un diagrama en
cuyo panel A se presenta la activacion clasica de la via JAK-STAT en los
artropodos y en el panel B se muestra lo que se conoce hasta el momento de
las vias de induccidén y de accion de la proteina Vago, incluyendo aspectos
desconocidos como la via de sefializacion dependiente de Dcr-2, su via de

secrecion y su receptor (Paradkar et al., 2012).

processing
& secretion

“
Vago cytoplasm
nucleus

Figura 8. (A). Via de sefializacion JAK/STAT en artropodos. (B). Induccion de la
proteina Vago dependiente de Dicer2, ésta proteina se une al dsRNA viral y a
través de un mecanismo desconocido activa la expresion de Vago. Procesada y
secretada (via desconocida de secrecién) Vago se une a un receptor celular
desconocido, lo que resulta en la activacion de la via Jak-STAT vy la expresion
de vir-1 y los genes antivirales aun no caracterizados. Extraido de Kingsolver, et
al. (2012).
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JUSTIFICACION

En las dltimas décadas, la incidencia de dengue en areas tropicales y
subtropicales ha crecido de forma importante, convirtiendo a esta enfermedad
en un problema de salud global pero, hasta la fecha, no existen vacunas ni
tratamientos antivirales especificos. Su agente etioldgico, el DENV, se transmite
a los humanos a través de mosquitos Aedes infectados. El estudio de la
inmunidad del vector para el control de la replicacién viral y la identificacion de
actividades antivirales inhibitorias y moléculas efectoras es de suma
importancia ya que abre alternativas para el control de esta enfermedad desde

el vector.
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HIPOTESIS

La infeccion con DENV de células de mosquito Aedes albopictus C6/36 HT,
induce la sintesis y secrecion de la proteina Vago, la cual, a su vez, es capaz
de activar vias que restringen la replicacion viral. Vago se secreta por un
mecanismo desconocido hasta ahora, el uso de drogas que inhiben
selectivamente mecanismos de secrecion de proteinas (Brefeldina A, GW4869
y Spiroepoxide) permitiran conocer la ruta de secrecion de Vago en células
C6/36 HT.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A la fecha no se conocen los mecanismos de la respuesta a la infeccion por
DENV en el mosquito Aedes, la proteina Vago como “INF-like” presumiblemente
restringe la replicacion viral en las células de artrépodos, actuando de manera
similar que en los mamiferos al activar la via de sefalizacion JAK/STAT y
desencadenando una respuesta de genes en respuesta a la infeccion que

restringen la replicacion viral en el mosquito.

Hasta el momento solo se ha determinado que los mosquitos poseen
Gnicamente una respuesta inmune innata a las infecciones y que la respuesta
rapida de esta es crucial para el éxito al combate de los agentes patdgenos; sin
embargo, el papel de la proteina Vago como supuesto interferon antiviral, abre
nuevas lineas de investigacion y el entendimiento de esta proteina y su
respuesta antiviral propone una via alterna para bloquear el ciclo del DENV

desde el vector.

Actualmente los estudios realizados con Vago se imitan con West Nile Virus en
células Hsu de Culex, donde demuestran su actividad como interferon al
restringir la replicacion viral a tiempos tempranos, y dado que la via de
secresion de esta proteina es desconocida y en este trabajo se usaron,
farmacos que bloquean las vias de secrecion para elucidar la ruta que sigue la
proteina para su exportacion. Asi como el comportamiento en la cinética de

expresion de Vago ante la infeccion con DENV.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la cinética de produccién, rutas de secrecion y funcion de la

proteina Vago en células C6/36 infectadas con DENV

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar la cinética de produccion y secrecion de la proteina Vago en células
C6/36 infectadas con DENV.

2.- Determinar el efecto de farmacos que inhiben la liberacién de exosomas y la

ruta constitutiva en la secrecion de la proteina Vago.

3.- Evaluar la actividad antiviral de la proteina Vago recombinante sobre la
replicacion de DENV en células de mosquito.
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METODOLOGIA

Lineas celulares. En todos los experimentos se utilizé la linea celular C6/36,
clone HT (High Temperature - células adaptadas para su desarrollo a 34°C), de
origen larvario del mosquito Aedes albopictus; crecidas en medio de cultivo E-
MEM (Minimun Essential Medium Eagle) suplementado con aminoacidos no
esenciales, antibidticos y antimicoticos (penicilina y estreptomicina) y suero fetal
bovino (SFB) al 10%.

Virus. La cepa viral de dengue utilizada es del serotipo 4 (cepa H-241), la cual
se mantiene mediante la replicacibn en cerebros de ratones neonatos no
sexados de 2-3 dias de nacidos (ICR CD-1), segun protocolo estandar (Gould et
al.,1985). Para la propagacién el DENV-4 se inocul6 por via intracerebral con
jeringa de insulina de 31G x 6mm, se revisaron los ratones se revisaron
diariamente hasta notar los signos caracteristicos de la infeccion como son
ataxia movimiento lento y pardlisis. Los ratones se sacrificaron por
congelamiento a -70°C, se procesan y se recupera el cerebro 5 dias después
de la inoculacién para la propagacion viral, se purificd el virus mediante ciclos
constantes de centrifugacion (4 ciclos de 30 min a 14 000RPM) y se esterilizan
por filtracion a través de una membrana PVDF (0.22 yuM). Finalmente, el virus
se tituld6 mediante ensayo de plaqueo en células BHK-21 (derivadas de

fibroblastos de rifidn de hamster bebé).

Anticuerpos. Para los ensayos de Western blot se utilizé6 un anticuerpo anti-
Vago primario policlonal hecho en conejo y proporcionado amablemente por el
Dr. Peter J. Walker del CSIRO Animal, Food and Health Sciences, Australian
Animal Health Laboratory, Geelong, Australia. Como controles de carga se
detectaron las proteinas GAPDH o actina utilizando anticuerpos primarios anti-
GAPDH (Millipore MAB374) hechos en raton, a una dilucion 1:2000 y anti-$3

Actina hechos en raton. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-

25



conejo IlgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology) y anti-raton IgG-HRP (Santa Cruz
Biotechnology).

Cinética de produccion de la proteina Vago en células C6/36 HT infectadas

Para este ensayo se inocularon células C6/36 HT a una MOI de 3 con DENV4,
por 1 h a 34 °C y los sobrenadantes se colectaran a las 3h, 6h, 12h y 24hpi. En
cultivos similares se lisaron células utilizando un buffer de lisis (TRIS-HCI
50mM, NaCl 120mM, IGEPAL 0.5%, NaF 100mM, NaVvOs 200uM, pH 8.0)
adicionado con inhibidor de proteasas (Roche). Tanto los sobrenadantes como
los lisados celulares se almacenaron a -20°C hasta que fueron utilizados para la
determinacién de los niveles de Vago por Western blot. Como controles se
usaron células sin infectar, expuestas a extractos de cerebro de ratén no

infectados y tratados de manera idéntica a las células infectadas.

Ensayo de Western blot. La deteccion de la proteina Vago en sobrenadantes y
lisados se llevé a cabo mediante la técnica de Western blot. La determinacion
de la concentracién de proteinas en los sobrenadantes y lisados se realizé por
el método de Bradford, se ajustaron los volimenes para cargar 30ug de
proteina por pozo de cada muestra para su analisis. Para los lisados se utiliz6 la

deteccién de la proteina GAPDH como control de carga.

Electroforesis. La electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida al 12% de

1.0mm de espesor. Los geles se corrieron a un voltaje de 90 volts durante
aproximadamente 120 min. Para la electroforesis se utilizaron 3uL de marcador

de peso molecular Flash Protein Ladder (Gel Company FPL-006).

Transferencia. Una vez separadas las proteinas de acuerdo a su peso
molecular en el gel de poliacrilamida, se procedié a transferirlas a una
membrana de fluoruro de poliviniideno (PVDF), la cual requiere un
pretratamiento con metanol para activar la membrana. La transferencia se

realizd en camara humeda (BioRad), con aditamento especial para la
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transferencia y se llevo a cabo durante 60 minutos a 90 volts.

Blogueo de la membrana.El bloqueo de sitios inespecificos para el anticuerpo

en la membrana, se llevo a cabo con una solucion de TBS Tween (0.05M TBS,
0.05% Tween 20, pH 9.0) con leche descremada al 5%, durante 1 hora a
temperatura ambiente y agitacion constante.

Deteccion de la proteina Vago. Se utilizé el anticuerpo primario anti-Vago a una
dilucion 1:1000 disuelto en TBS-Tween (0.05M TBS, 0.05% Tween 20, pH 9.0)

con 0.5% de leche descremada. Las incubaciones con el anticuerpo primario se

hicieron a 4°C durante toda la noche. Una vez terminado el tiempo de
incubacion con el anticuerpo primario, se realizaron 3 lavados de la membrana
con TBS-Tween (0.05M TBS, 0.05% Tween 20, pH 9.0) de 15 minutos cada
uno, y se incubé nuevamente la membrana durante 2 horas a temperatura
ambiente con una solucién que contenia al anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) picante (GeneTex, GTX26721- Rabbit
IgG antibody) a una dilucion de 1:15 000 en TBS-Tween y 5% de leche
descremada. Transcurrido el tiempo se realizaron 4 lavados de 15 minutos cada
uno con TBS-Tween (0.05M TBS, 0.05% Tween 20, pH 9.0).

Revelado. Para el revelado se utilizo el reactivo comercial SuperSignal West
Pico Trial Kit® (Thermo Scientific 34079), del cual se utilizaron 400uL de cada
uno de los reactivos A y B, cubriendo la membrana y exponiéndola durante 5
minutos a la mezcla. Se utilizé un equipo de LiCor® C-DiGit® Blot Scanner
(P/N 3600-00) para el revelado de la membrana una vez expuesta a la mezcla
reactiva. El procesamiento de imagenes obtenidas y el analisis de densitometria

se realizo mediante el software ImageStudioLite® para Mac OS X.

Ensayos de plaqueo. Los ensayos de plagueo se llevaron a cabo como una
versibn modificada del ensayo descrito por De Madrid et al. (1969).
Brevemente, se inocularon monocapas confluentes de células BHK-21 crecidas
en placas de 24 pozos, con diluciones seriadas (10%) de la suspension viral de

DENV-4 replicado en cerebros de raton. Las células se incubaron 1 hora a 37°C
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con las diluciones virales, se retird6 el in6culo y se colocé medio de
mantenimiento y las placas se incuban durante 5 dias a 37°C. Para impedir que
las particulas virales se liberen hacia el medio o difundan e inicien placas
separadas en otras células se incorpora caboximetilcelulosa (3%) al medio.
Transcurrido ese tiempo, las células se fijaron con p-formaldehido (1%) durante
30 minutos y se tifieron con cristal violeta (3%), para visualizar las calvas o
placas. El titulo viral se determind contando el niumero de placas visibles en

determinada dilucion y se expresé en unidades formadoras de placa (UFP)/mL.

Ensayo de viabilidad. Para la viabilidad celular de la linea celular C6/36 HT
expuesta a las diferentes concentraciones de los farmacos Brefeldina A,
GW4869 y Spiroepoxide, fue determinadas con el estuche comercial
CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega G3580).
Este es un método colorimétrico para determinar el nimero de células viables
en ensayos de proliferacion o citotoxicidad y se llevo a cabo segun el protocolo
del proveedor. El reactivo contiene un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboxi-metoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] y un
reactivo de acoplamiento de electrones (etosulfato de fenazina; PES). El
compuesto de tetrazolio MTS (reactivo de Owen) es biorreducido por las células
viables que lo convierten en formazan, un producto coloreado que es soluble.
La solucion acuosa de reactivos se coloca directamente en los pozos de cultivo,
durante 1 hora y después se mide la absorbancia a 490 nm con un lector de
placas de ELISA de 96 pozos. La cantidad de formazan, medido a una
absorbancia de 490 nm es directamente proporcional al nimero de células
viables en cultivo. Como control de 100% de viabilidad se utilizan células sin
ningun tratamiento donde Unicamente se agrega medio E-MEM en la misma

proporcién que en los pozos problema.

Farmacos que inhiben la liberacion de exosomas y la ruta constitutiva en

la secrecion de la proteina Vago.
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Para la determinacion de la via de secrecién se utilizaron tres farmacos, cuyas

principales caracteristicas se describen a continuacion:

Brefeldina A. Brefeldina A (BFA) es un metabolito producido por el hongo
Eupenicillium brefeldianum que exhibe una amplio espectro como antibidtico y
se utiliza para el estudio del transporte intracelular de proteinas. BFA es un
inhibidor del trafico de endomembranas, capaz de inhibir el trafico del reticulo
endoplasmatico hacia Golgi y bloquea la secrecion de proteinas del Golgi, a
través de las vias clasicas, especificamente bloquea la proteina ARF (factor de
ADP-ribosilacion) que es el responsable de la asociacion de proteina de la

cubierta a la membrana de Golgi (Miller et al., 1992).

GWw4869. EI GW4869 (N,N-bis[4-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)phenyl]-3,3-p-
phenylene-bis-acrylamide dihydrochloride), es un inhibidor especifico de la
esfingomielinasa neutra (N-SMasa), el nombre de neutra por el pH 6ptimo en el
que ejerce su accion, pertenece a una familia de enzimas encargadas de la
transformacion de la esfingomielina a ceramida, presentes en células eucariotas
(donde se encuentra unida a la membrana), Uno de los efectos de la ceramida
es el facilitar la generacion puntual de fases no lamelares que estarian
relacionadas con procesos de gemacion y fusibn de membranas, principalmente
en la formacion de exosomas. En un estudio reciente se determind que los
exosomas son ricos en ceramidas y que la inhibicion de la esfingomielinasa
neutra, se ve reflejada en una disminucién en la formacién de exosomas
(Trajkovic, et al. 2008).

Spiroepoxide. Es un inhibidor irreversible y selectivo de esfingomielinasa

neutra (N-SMasa). Su mecanismo de accion es desconocido aunque posee
actividad similar al GW4869 (Trajkovic, et al. 2008).
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Estudio de las vias de secrecion de la proteina Vago. Las rutas de secrecion
se estudiaron mediante el uso de Brefeldina A, GW4869 y Spiroepoxide que
bloguean las vias de secrecidbn clasica y exosomal respectivamente.
Monocapas de células C6/36 HT a confluencia se infectaron con DENV-4 a una
MOI=3 por 1h a 34°C, luego de lavar el in6culo, se les agreg6 el medio de
mantenimiento que contenia las drogas Brefeldina A [7ug/uL], GW4869 [30uM]
y Spiroepoxide [20uM]. Estas concentraciones de las drogas comprobaron ser
no toxicas en los ensayos de viabilidad. Luego de 12 hpi se recuperaron los
sobrenadantes y posteriormente mediante la técnica de Western blot se
determind la cantidad de proteina Vago en el medio. Las cantidades de
sobrenadante a analizar por Western blot se ajustaron a la concentracion de

proteinas medidas por ensayo de Bradford.

Disefio de cebadores para clonacién. Para la amplificacion y clonacion del
gen de Vago de A. aegypti y A. albopictus se disefiaron cebadores especificos.
La secuencia del ARNm de Vago en Aedes aegypti y Aedes albopictus, se
identificaron mediante la base de datos VectorBase. Se encontré un solo gen de
Vago en A aegypti y 4 isoformas del gen Vago en A. albopictus. En base a la
secuencia se disefiaron los Primers especificos para deteccion en PCR punto
final. Los cebadores disefiados se les afiadié la secuencia de las enzimas de
restriccion Hindlll para el “Forward (F)” y BamHI para el “Reverse (R)”. (Tabla
1).
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Tabla 1. Disefio de cebadores para la clonacion de Vago y sus diferentes

isoformas en Aedes aegypti y Aedes albopictus.

Gen blanco Secuencias de los cebadores disefiados
>Vago Forward 5 -AAGTTTTAATGATAACTCACTTTTCCATCGTG-3’
Aedes aegypti Reverse 5-GGATCCATGAAGGCATTTGCAGTGAGTTTC-3’

> Vago 066671y Forward 5"-GGATCCATGAGGACGTTGGCTGTA-3’
>Vago 066670 Reverse 5-AAGCTTTCAATGATAGCTCACTTTCCC-3’

Aedes albopictus

>Vago 034893y Forward 5"-GGATCCATGAAGGCATTTGCAGTGA-3’
>Vago 066669 Reverse 5'-AAGCTTTCAAATATAATTAACTTCTCCATTGCG-3
Aedes albopictus

Los cebadores correspondientes a los genes 066671 y 066670 son idénticos, lo
mismo para 066669 y 034893; a partir de aqui los pares de cebadores seran
llamados R70 para los primeros genes y R93 para los ultimos pares de genes,
asi como Hindlll para los cebadores correspondientes a A. aegypti.

Extraccion de DNA en células de mosquito. Para la extraccion de DNA a
partir de lisado de células C6/36 HT y Aag2 se siguio el protocolo modificado de
Arteaga et al. (2000). Brevemente, en un frasco P75 se crecieron células C6/36
HT a confluencia en medio de cultivo E-MEM. Se retir6 el medio de
mantenimiento y se realizé un lavado con PBS (cloruro de potasio 2,7 mM,
cloruro de sodio 137 mM, y fosfato de potasio 1.76mM. pH 7,4) estéril.
Posteriormente se despegaron las células con un raspador para recoger
células, se resuspendieron en 3mL de PBS estéril, se colocaron en dos
microtubos de 1.5mL. y finalmente se centrifugaron a 4°C durante 10min a 4000
rom. El boton celular fue recuperado y puesto en un mortero donde fue

congelado con nitrégeno liquido. Se molié el boton con un pistilo hasta obtener
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polvo. El polvo fue transferido a un tubo cénico de 15mL y resuspendido en
buffer de lisis (Tis-HCI 200mM (pH 8.5), NaCl 200mM, SDS 0.5%, EDTA 25mM
y Proteinasa K (Thermo-Fisher, 25530-049) 1mg/mL) y se incub6é a 65°C
durante 30 minutos en bafio de agua. Posteriormente el microtubo fue
centrifugado a 2900 x g por 5 min para descartar residuos en el fondo del tubo.
Se recuperd el sobrenadante en un microtubo de 1.5mL y por cada mL se
agrego 0.5mL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1 por volumen) y se
centrifug6 a 8200 x g por 10 min. La fase acuosa se recuperd y se le realiz6 una
extraccion con fenol-cloroformo (1:1). Se recupero la fase acuosa y se mezclo
con 45uL de acetato de amonio 5M y 0.9 mL de etanol absoluto frio para
precipitar el DNA incubando a -20°C durante 2h. El precipitado obtenido se
centrifugé a 11800 x g por 15 minutos a 4°C. El boton se lavd con etanol al
70%, resuspendido en 50uL de agua desionizada y se incub6 con 5uL de
RNasa T1 (Thermo. EN0541) a 37°C por 1h.

Extraccion de RNA de células C6/36 HT. El RNA total se extrajo a partir de
lisado de células C6/36 HT utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen 155596-018)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La solucién final fue tratada con
DNAsa y para la cuantificacion del RNA total se colocaron 2uL de muestra en
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific), y se realizé la lectura. La pureza e
integridad del RNA se comprobd por electroforesis en 1,0% (w/v) geles de

agarosa.

RT-PCR. Para la obtencion del DNA complementario (cDNA), a partir de RNA
se realiz6 una reaccion estandar de transcripcion inversa usando Improm-I|
Reverse Transcription System (Promega, A3800) y cebadores aleatorios. Una
vez obtenido el cDNA, se amplificd en una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando el protocolo del fabricante Tag DNA polymerase Native
(Invitrogen 18038-018) y una mezcla de los cebadores especificos para cada
gen Vago. Tanto la retrotranscripcion como la PCR punto final se realizaron en

un termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems). Los productos de
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PCR fueron resueltos en un gel de agarosa 1%, se tifleron con bromuro de
etidio (BIO-RAD). Como marcador de pares de bases (pb) se utilizé 1 Kb Plus
DNA Ladder (invitrogen, 10787-018) y los geles fueron visualizados en un

transiluminador de luz UV.

Plasmidos. Los plasmidos usados en este trabajo fueron pCR®4-TOPO (Life
Technologies K4575-02) que es un vector de transito que esta especificamente
disefiado para clonar los productos de PCR para secuenciacion y pRSETA
(Invitrogen, V351-20) es un vector pRSETA de expresion disefiado para la
expresion y purificacion de proteinas a partir de genes clonados en E. coli
(Figuras 9 y 10). Se siguieron las instrucciones segun el fabricante para el uso

de estos vectores.

LucZan irtaton coson
M3 Reyverse prmieg st i

PCR*4BIlunt-TOPO°§
3956 bp

Figura 9. Plasmido de transito pPCR®4-TOPO mostrando genes de resistencia a
kanamicina y ampicilina para la seleccion de colonias positivas, sitios de corte
para la enzima de restriccion EcoRlI flanqueando al inserto de interés y sitios de

promotores T7 y T3.
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Comments for pRSET A
2897 nucleotides

*Version C does not contain Sac |

T7 promoter: bases 20-39

6xHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162

Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385

11 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902

Figura 10. Plasmido de expresion pRSETA, con un tamafio de 2940pb, con gen
de resistencia a ampicilina para la seleccion de colonias positivas, 11 sitios de
corte para enzimas de restriccion, entre ellos BamHI y Hindlll que flanquean la
zona donde se acepta el inserto. La expresion esta controlada bajo el promotor

T7 y una bandera de 6 histidinas (His).

Extraccion de DNA a partir de geles de agarosa. La extraccion se realizé
mediante QIAEX Il Gel Extraction Kit de acuerdo al protocolo del fabricante.
Brevemente, el gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio se visualizé
en el transiluminador y el fragmento de interés se cortd6 con una navaja y se
recuperd en un microtubo estéril. Al tubo se agregaron 400uL de la solucién
QX1 del kit, después se adicion6 8uL de perlas QIAEX Il y en un termoblot se
calenté a 50°C durante 20 minutos. El tubo se centrifugd a 14 000 rpm durante
1 minuto. Posteriormente, se recupero el precipitado del fondo y se resuspendi6
en 500uL de QX1. El precipitado se centrifugd a 14 000 rpm durante 1 minuto.
Se desechd el sobrenadante y el precipitado se dej6 secar a temperatura
ambiente. La pastilla formada se resuspendié en 15uL de agua para PCR y se
dej6é durante 15 minutos en un tubo de 1.5mL. Posteriormente, el tubo se

centrifugd a 14 000 rpm durante 2 minutos para separar las perlas del DNA que
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guedo en la fase acuosa. Para evaluar la integridad del fragmento se corrié un

gel de agarosa al 1%.

Reaccion de ligacion. Para conseguir la ligacion, se siguio el protocolo del
fabricante. Brevemente, en un microtubo de 0.6mL se colocaron los siguientes

voliumenes de reaccion.

Producto de PCR 0-5uL
Solucioén salina 1uL
Vector pCR®4-TOPO 1uL
Agua c.b.p. 6pL
Volumen Final 6uL

La mezcla se coloc6 en un bafio de agua a una temperatura constante de 22-

23°C durante 1h y se detuvo la reaccion manteniendo el tubo a 4°C.

Transformacion E. coli DH5-a. Para la transformacion se utilizaron células E.
coli DH5-a. Se describe brevemente el método, se colocd la reaccion de
ligacibn en un microtubo y en hielo durante 5 minutos y se le agregaron al
microtubo de la reaccion 100uL de células competentes E. coli DH5-a. Se
colocé el tubo en hielo durante 20 minutos. Posteriormente el tubo se incubd
por 2 minutos a 42°C y después, 2 minutos en hielo. Al tubo de reaccion se
agrego 1mL de medio LB sin ampicilina. Se mezclé el volumen de reaccion y se
incub6 40 minutos a 37°C, al término se centrifugd 20 segundos a 3000 rpm. Se
deseché el sobrenadante y se resuspendié el boton con 60uL de medio LB sin
ampicilina. La solucion final se sembr6 en cajas Petri con LB ampicilina y se
incubo toda la noche a 37°C. Este mismo procedimiento también se aplicé para

las transformaciones de células E. coli BL21,

Purificaciéon de DNA plasmidico a pequefia escala (MINIPREP). En un tubo
corex® de 15mL se inocularon 5mL de medio LB con ampicilina, con una
colonia bacteriana de células transformadas. El tubo corex® se incubd toda la

noche a 37°C en agitacion constante (200 rpm). Después en un microtubo de
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1.5mL se centrifugd 1.5mL de las células durante 20 segundos y se descart6 el
sobrenadante. El boton se resuspendio el pellet con 100uL de GTE (Tris 25mM
pH8, EDTA 10mM pH8, Glucosa 50nM) y se incubdé 5 minutos a T.A. Al
microtubo se agregd 200uL de solucibn NaOH/SDS (NaOH 0.2N/SDS 1%), se
mezclé el microtubo con movimientos ligeros y se coloc6 en hielo durante 5
minutos. Al microtubo se agreg6 150uL de acetato de potasio 3M y se mezcld
por vortex por 2 segundos. El microtubo se colocé en hielo 5 minutos y después
se centrifug6é a 14 000 rpm durante 3 minutos para descartar el residuo y ADN
cromosomal. El sobrenadante obtenido se transfiri6 a otro microtubo y se
realizd una extraccion fenol-Cloroformo (1:1). Al microtubo se agregd 800uL de
etanol 95%, se dej6 2 minutos a T.A. para precipitar los acidos nucleicos.
Posteriormente, el microtubo se centrifugd 5 minutos a 14 000 rpm a T.A. Del
microtubo se desechd el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70%y
el sedimento se dej6 secar manteniendo el microtubo destapado a T.A. Se

resuspendio el sedimento en 20uL de agua.

Purificacion de DNA plasmidico a gran escala (MAXIPREP). La purificacién
de DNA plasmidico para secuenciacion se realizé siguiendo el protocolo del
fabricante del kit QIAGEN tip-20 (lot: 145045348). Brevemente, en un matraz
estéril se inocularon 25mL de medio LB con ampicilina con una colonia
bacteriana. El cultivo se incub6 toda la noche a 37°C en agitacion constante.
Las células se concentraron por centrifugaciéon durante 10 minutos a 10 000
rom a 4°C en un tubo conico de 25mL y se descartd el sobrenadante. El
sedimento se resuspendié el sedimento en 1.5mL de GTE (Tris 25mM pHS,
EDTA 10mM pH8 y Glucosa 50mM), con vortex. Al tubo cénico se agreg6é 1mg
de lisozima (Merck. 9001-63-2) y se homogenizé e incub6 durante 15 minutos a
T.A. El tubo se pasé al hielo durante 5 minutos. Al tubo cénico se agregaron
3mL de NaOH 0.2N/SDS 1%. El tubo se mezclé por inversion y se incubd en
hielo durante 15 minutos. Se afadié 2.25mL de acetato de potasio (3M pH4.8)
al tubo y se mezcld por inversion. El tubo se incubo en hielo 15 minutos y se

centrifugd 30 minutos a 12 000 rpm para descartar el residuo (DNA
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cromosomal). Se transfirid el sobrenadante a un tubo corex® de vidrio y se
adicioné 3mL de isopropanol. El tubo se incub6 a T.A. por 15 minutos y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sedimento se resuspendio
en 300uL de agua. Se equilibr6 una columna QIAGEN-tip 20 (lot: 145045348)
con 1 mL de buffer QBT, hasta que paso todo el buffer por gravedad. Se afadio
los 300uL anteriormente recuperados a la columna. La columna se lavé con
buffer QC. Posteriormente se eluy6 el DNA de la columna con 800uL de buffer
QF. El DNA se precipitd con 0.7 voliumenes de isopropanol. La solucion se
centrifugé inmediatamente a 10 000 rpm por 30 minutos y se desechd el

sobrenadante. Se resuspendi6 el sedimento con 20uL de agua.

Clonacién del gen que codifica para la proteina Vago de Aedes albopictus.
El amplicon de Vago obtenido por PCR punto final se introdujo en el vector para
secuenciacion pCR 4-TOPO®TA Cloning Kit for Sequencing siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando la enzima ligasa T4 (Life Technologies
ELOO011) para la unién del inserto con el plasmido. Se transformaron bacterias
competentes Escherichia coli DH5-alfa con el plasmido y se crecieron en medio
LB. Para corroborar que el inserto fue aceptado por el vector y seleccionar la
colonia bacteriana transformada, se realizd una electroforesis en gel de agarosa
al 1.0% para verificar las bandas correspondiente al plasmido mas el inserto
liberado al utilizar la enzima de restriccion EcoRI que posee dos sitios de corte
en el vector flanqueando al inserto. Posteriormente, se seleccionaron las
colonias de bacterias que presentaron evidencia de poseer el plasmido con el
inserto y se lisaron, para la obtencion del plasmido y utilizando las enzimas de
restriccion BamHI y Hindlll se obtuvo el DNA correspondiente al fragmento
Vago para secuenciacion. Finalmente, se realiz6 la ligacion del fragmento al
vector de expresion pRSET A, un vector especial para la expresion de altos

niveles de proteina recombinante en bacterias E. coli BL-21.

Secuenciacion del gen de Vago de Aedes albopictus. Se purifico el DNA

plasmidico de células lisadas DH5-alpha competentes, se realiz6 una reaccién
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de PCR para secuenciacion y se amplificé el plasmido utilizando cebadores
para el promotor T7 en un solo sentido. Terminado el PCR se utilizé6 BigDye®
Terminator V3.1 Cycle sequencing Kit (Applied Biosytems 4636915) para la
purificacion y concentracion del producto para su secuenciacion en un equipo
ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosytems).

Andlisis Bioinformatico. El analisis bioinformatico de las secuencias se realizé
en las bases de datos de NBCI utlizando el programa Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), EMBL-EBI Cambridgeshire UK, para realizar
Clustalw2, (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y el modelamiento de la
proteina se realizd en la base de datos SWISS-MODEL (swissmodel.
expasy.org/). Para la busqueda de secuencias homadlogas al gen de Vago en el
genoma de A. albopictus y A. aegypti se utilizé la base de datos de VectorBase
(http://www.vectorbase.org). Finalmente, la secuencia se analizé utilizando el
software SignalP que predice si una secuencia de proteina posee un péptido

sefal para su secrecion (http://www.cbs.dtu.dk /services/ SignalP).

Andlisis estadistico. Para el analisis estadistico de los resultados
densitométricos obtenidos de los ensayos de Western blot, se utilizé la prueba
de t Student pareada. Las diferencias significativas fueron consideradas cuando
el valor de p estuviera por debajo de 0.05. Para el tratamiento de los datos y su

analisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism 6 para Mac OS X.
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RESULTADOS

Cinética de produccion y secrecion de Vago en células C6/36 HT
infectadas con DENV. Para la determinacion de los niveles de la proteina
Vago secretada por células C6/36 HT infectadas con DENV4, se recuperaron
los sobrenadantes a las 3, 6, 12 y 24 horas postinfeccion (hpi). La cantidad de
proteina se midié mediante el método de Bradford y se realizaron los ajustes
para cargar 30ug de proteina por pozo, en un gel de poliacrilamida y mediante
la técnica de Western blot se llevd a cabo la deteccion de proteina. Para
cuantificar la expresion de la proteina Vago, se realiz6 una densitometria de las
bandas presentes en la membrana. En la figura 11 se muestra un resultado
tipico obtenido en los ensayos de Western blot en donde se observa un
aumento en las concentraciones de una banda de aproximadamente 45kDa
correspondiente al peso molecular esperado para la proteina Vago. En la Figura
12 se muestra el resultado de la cuantificacion por densitometria de 3

experimentos independientes.

Los resultados obtenidos mostraron en los sobrenadantes un claro aumento en
la produccion de la proteina Vago después de la infeccién a partir de las 3hpiy
de manera sostenida hasta las 24hpi. Inesperadamente, se observdé una
presencia significativa de la proteina Vago en los sobrenadantes de células
Mock (células sin infectar) recolectadas a las 24h en relaciébn a los niveles
basales observados en los sobrenadantes de células Mock recuperadas a las
3hpi. Sin embargo, las cantidades de Vago detectadas en los sobrenadantes de
las células infectadas aun a las 3hpi resultd significativamente mayor que las
cantidades observadas en las células Mock a las 24hpi. Estos resultados
sugieren que las células C6/36 HT infectadas con DENV activan vias de

produccion de Vago.

kDa M3h M24h V3h V6h V12h VvV24h
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Figura 11. Western Blot de sobrenadantes de células C6/36 HT infectadas con
DENV4, llustra la banda de 45 kD correspondiente a Vago. Se observa un

aumento dependiente del tiempo, habiendo un méaximo a las 24hpi.
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Figura 12. Analisis densitométrico de membrana de Wester blot realizado con
sobrenadante de células C6/36 HT infectadas con DENV4, en tres
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realizO mediante la

prueba t de Student. * P <0,05.

Para determinar los niveles de Vago en el citoplasma de células C6/36 HT
infectadas se analizaron por Western blot lisados de células igualmente
cosechadas a las 3, 6, 12 y 24 hpi. La determinacion de Vago se realizo
mediante la técnica de Western blot, para el caso concreto de los lisados se
utilizé6 como control de carga interno la deteccion de la proteina GAPDH. Los
resultados de los Western blot obtenidos con los lisados celulares se muestran

en la Figura 13y su cuantificacion por densitometria en la Figura 14.

En el panel A de la Figura 13 se muestra un resultado tipico obtenidos en los
ensayos de Western blot de lisados celulares para la deteccion de Vago. El
panel B muestra la deteccion de GAPDH utilizado como control interno. En el
Western blot se observdé un maximo en los niveles de Vago a hasta las 6hpi
respecto a las células mock; sin embargo, en horas posteriores los niveles de

Vago revelaron un decremento hasta las 24hpi, respecto al mock de 24hpi.
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Estos resultados sugieren que en los lisados de células C6/36 HT infectadas
con DENV, activan la via de produccion de Vago en horas tempranas a la
infeccion, alcanzando niveles maximos de produccion de Vago a las 6hpi,
ademas es probable que la infeccién suprima la produccion de Vago, mediante

mecanismos aun no dilucidados.

A)  M3hM24h V3H V6h Vi2h v24h B) M3h M24h V3H V6h V12h V24h
kDa kDa
55 -
35

35 -
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Figura 13. A) Western Blot de lisados de células C6/36 HT infectadas con
DENV4. Se observa un aumento dependiente del tiempo, habiendo un maximo

a las 6hpi. . B) GAPDH como control de carga.
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Figura 14. Analisis densitométrico de membrana de Wester blot realizado con
lisados de células C6/36 HT infectadas con DENV4, de 3 experimentos
independientes. Los resultados fueron normalizados de acuerdos a los niveles
de GAPDH utilizado como control de carga. El analisis estadistico se realiz6

mediante la prueba t de Student. * P <0,05.
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Viabilidad de células C6/36 HT tratadas con Brefeldina A, GW4869 y
Spiroepoxide

Para la determinar si la accion de los farmacos ejerce algun cambio proliferativo
sobre las células de interés y de esta manera determinar concentraciones de

trabajo que no afecten el resultado, se hicieron pruebas de viabilidad en células
no infectadas.

La determinacién de viabilidad se realiz6 por triplicado utilizando el estuche de
Promega® CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay en
células tratadas por 24h. Para cada farmaco se evaluaron 3 diferentes
concentraciones: Brefeldina A [5pg/uL], [7ug/uL] y [9ug/uL], GW4869 [25uM],
[30uM] y [40uM] y Spiroepoxide [10uM], [20pM] y [30pM]. Como control se
utilizé medio de mantenimiento sin farmaco. Los resultados obtenidos se
muestran en las Figuras 15, 16 y 17. Para cada farmaco se escogio para los
experimentos la aquella concentracion que no afecte la viabilidad celular en
mas de un 15%, para Brefeldina A se escogidé una concentracion de 7ug/uL,
para GW4869 una de 30uM y para Spiroepoxide una de 20uM.
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Figura 15. Viabilidad de células C6/36 HT, expuestas a diferentes
concentraciones de Brefeldina A. La viabilidad se determind utilizando un
estuche Promega® CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation

Assay, los ensayos se realizaron por triplicado.
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Figura 16. Viabilidad de células C6/36 HT, expuestas a diferentes

concentraciones de GW4869. La viabilidad se determind utilizando un estuche

Promega® CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, los
ensayos se realizaron por triplicado.
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Figura 17. Viabilidad de células C6/36 HT, expuestas a diferentes

concentraciones de Spiroepoxide. La viabilidad se determiné utilizando un

estuche Promega® CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, los ensayos se realizaron por triplicado.
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Efecto del tratamiento con farmacos en la liberacion de Vago en células
C6/36 HT infectadas con DENV4

Células C6/36 HT crecidas en una placa de 24 pozos, se infectaron con DENV4
durante 1h, se retiré el inoculo y se afiadi6 medio de mantenimiento con la
concentracion del farmaco y se recuperaron los sobrenadantes 24 horas

después de la infeccion.

A los sobrenadantes cosechados se les realizé cuantificacibn de proteinas
totales por el método de Bradford, se ajustaron para cargar 30ug por pozo de
proteina y se separaron en un gel de poliacrilamida al 12%. Finalmente se
determinaron los niveles de la proteina Vago mediante la técnica de Western
blot y la intensidad de las bandas se cuantificé por densitometria. Los

resultados se muestran en la Figuras 18 y 19 respectivamente.

kDa 1 2

3 4
554 5
35. (~45kDa)

Figura 18. Ensayo de Western blot que muestra un resultado tipico
correspondiente al tratamiento con farmacos. Carril 1. Células no infectadas.
Carril 2. Células infectadas pero no tratadas. Carril 3. Células infectadas y
tratadas con Brefeldina A, Carril 4. Células infectadas y tratadas con

Spiroepoxide. Carril 5. Células infectadas y tratadas con GW4869.
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Tratamiento con Farmacos 24hpi
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Figura 19. Densitometria correspondiente a los WB realizados con tratamientos
de farmacos. El andlisis estadistico se realizd utilizando una t de Student. * P <
0.05. n=3.

Los resultados muestran una clara disminucion en la concentracion de Vago en
los sobrenadantes de células tratadas con Spiroepoxide y GW4869 pero no en
el sobrenadante de células tratadas con Brefeldina A en relacion a los niveles
de Vago observados en los sobrenadantes de células infectadas pero no
tratadas. Estos resultados indican claramente que las células C6/36 HT

infectadas secretan Vago al medio extracelular via exosomas.

Busqueda de secuencias de Vago en bases de datos

Mediante el uso de bases de datos NCBI 'y VectorBase
(https://lwww.vectorbase.org), se identificaron los genes de Vago para A. aegypti
y A. albopictus. Solo el gen de A. aegypti se encuentra identificado como Vago
en la base de datos NCBI, mientras que las 4 secuencias encontradas en A.
albopictus, son secuencias reportadas como proteinas hipotéticas. Se utilizo la
herramienta bioinformatica CustalW para el alineamiento de las secuencias de

Vago reportadas (Figura 20).
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066671 ATGAGGACGTTGGCTGTAGTGAGTTTTGCTCTCTGCTGTTTGATCGCAGTAACCTTTGCC 60

066670 ATGAGGACGTTGGCTGTAGTGAGTTTTGCTCTCTGCTGTTTGATCGCAGTAACCTTTGCC 60
A. aegypti ATGAAGGCATT---TGCAGTGAGTTTCGCTTTGTGCTGCTTGATCGCAGTAGCACTTGCC 57
066669 ATGAAGGCATT~---TGCAGTGAGTTTCACGCTGTGCTGCTTGATCGCAGCAGCCCTCGCC 57
034893 ATGAAGGCATT---TGCAGTGAGTTTCACGCTCTGCTGCTTGATCGCAGCAGCCCTCGCC 57
"".'.'... R AR ERERERES . " ® RhAAEE AR RRRRREREREN .... * mRw
066671 GGTCAGGGT-GTCTTGCTCAAAGCGACCCATCCAGATCACCCAGGCAAGTGCTATGACGA 119
066670 GGTCAGGGT-GTCTTGCTCAAAGCGACCCATCCAGATCACCCAGGCAAGTGCTATGACGA 119
A. aegypti GGTCAGAGC-ATTTTGCTCAATGCGACTCACCCAGATCACCCTGGGAAGTGCTACGATCC 116
066669 G-CCAGGATGATCCAGCCTAACGCCACTCATCCAGATCACCCGGGCAAGTGCTATGACCG 116
034893 G=-CCAGGATGATCCAGCCTAACGCCACTCATCCAGATCACCCGGGCAAGTGCTATGACCG 116
- ..... o R 1o LA L L L R R R R R R A R I R R R
066671 AGGTTCAGGATTAGTGTTTGATCCTGACGAGGAGAAATCTATCCCCGGAGAATGTACCAT 179
066670 AGGTTCAGGATTAGTGTTTGATCCTCACGAGGAGAAATCTATCCCCGGAGAATGTACCAT 179
A. aegypti AACATCGAAATTGGTGCTCGATCCCGATGAAGAGAAATCCATTCCTGGTGCTTGTACCGA 176
066669 AAGTTCCGGCCTGCTGTTCGATCTAGATCAAAAGAAAACATTACCGGGAACGTGCATGCT 176
034893 AAGTTCCGGCCTGCTGCTTCGATGTACGATGAAAACAAAACATTACCGGGAACGTGCATGCT 176
.. :.. see M/, 000 & SRS LA L IS L L A A FE NS I 2 J ..x.- LA J 3
066671 GGCATATTGTTCAAAAGGCTTCTCGTTGACATACACCAGTTGTATAAAAGCGGTAGTA-~ 237
066670 GGCATATTGTTCAAAAGGCTTCTCGTTGACATACACCAGTTGTATAAAAGCGGTAGTA~~ 237
A. aegypti GGCATACTGTTCCAGAGATTATTCTTTGACCTTTACGAGCTCTGTACTGTCGATAGTG-~ 234
066669 GGTTCTTTGCTCGGAAGATTATTCTTTGATATTCCACACGTGCGGAGTGGCCGTTATGGA 236
034893 GETTCTTTCCTCCCAACGATTATTCTTTCATATTCCACACCTCCCCACTCGCCGTTATGGA 236
LA 3 [ LA A ..'.. Il "R e ..‘ o® - - ® L I L ..x...
066671 ~GATGATCCTAACTGTGAAAAAATCAACCAGGACCTAACTAAGGATTACCCGGAATGTTG 296
066670 =~GATGATCCTAACTGTGAAAAAATCAAGCAGGACCTAACTAAGGATTACCCGGAATGTTG 296
A. aegypti ~GCTGACCCAAATTGCGAAAAAATCAAGCAAGATCTAACCAAGGATTACCCGGAGTGTTG 293
066669 CGATGACCCAGACTGCGAACCTATTCAACACGACTTCACTAAGAACTACCCAGAATGCTG 296
034893 CGATGACCCAGACTGCGAACCTATTGAACAGGACTTCACTAAGAACTACCCAGAATGCTG 296
'...' ..z.' - ....'z.. JE e _an LA L R L L ...'.....'. -
066671 CCACACATATAAATGCGTACACGATGGGAAAGTCAGTTATCATTGA 342
066670 CCACACATATAAATGCGTACACGATGGGAAAGTGAGCTATCATTGA 342
A. aegypti TCACAAATATAAATCTCTACACGATCCAAAAGTGAGTTATCATTAA 339
066669 TAATAAGTACAAATGCGTACGCAATCGAGAAGTTAATTATATTTGA 342
034893 TAATAAGTACAAATGCGTACGCAATGGAGAAGTTAATTATATTTGA 342

LI LA R L L LA S L
. .. ove - - .: -

Figura 20. Alineamiento de las secuencias de Vago, descargadas de la base
de datos VectorBase. Se muestran las 4 secuencias correspondientes a A.
albopictus y una Unica secuencia de A. aegypti. Secuencias alineadas con
ClustalW2 (EMBL-EBI).

Clonacién y secuenciacién del gen de Vago a partir de células C6/36 HT

A partir de DNA extraido de células C6/36 y Aag2 se procedié a amplificar los
genes correspondientes a Vago por PCR, contrario a los resultados esperados
se obtuvo un amplicén de aproximadamente 500pb para cada caso (Figura 21).
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Sin embargo, segun las bases de datos los amplicones esperados eran de

339pb y 342pb para A. aegypti y A. albopictus, respectivamente.

Extraccion de DNA.

A partir de un amplicon de Vago generado por PCR de C6/36 HT y Aag2, segun
el protocolo descrito. Del amplicon obtenido se utilizd 1uL para verlo en gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador,
para comprobar la pureza. En la Figura 21 se ve claramente una purificacién

libre de RNA o degradacion,

Figura 21. Amplicones de Vago obtenidos por PCR a partir de células (B) C6/36
HT y (C) Aag2. Analizados en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de

etidio.

El amplicon correspondiente a C6/36 HT se cloné en el vector para
secuenciacion pCR 4-TOPO® siguiendo las instrucciones del fabricante y fue
secuenciado en un solo sentido utilizando los servicios de la unidad de
secuenciacion de acidos nucleicos del Departamento de Genética en el
Cinvestav Zacatenco. Se obtuvo una secuencia de 492pb y posteriormente se
realizd un andlisis bioinformatico por BLASTn de la secuencia de C6/36 la cual
mostré 98% de identidad con un proteina putativa rica en cisteinas de A.

albopictus (Figura 22). En estos resultados obtenidos mostraron dos espacios a
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lo largo de la secuencia de Vago respecto a la secuencia depositada en la base
de datos NCBI, sugerentes de la presencia inesperada de 2 intrones en el gen

de Vago de A. albopictus.

Color key for alignment scores

Figura 22. BLASTn realizado en NCBI con la secuencia de 492pb de A.
albopictus. Se observan espacios libres donde no existe similitud entre la

secuencia de interés y las secuencias de Vago en la base de datos NCBI.

Anadlisis bioinformético

Se realizdé una busqueda de secuencias con similitud a la secuencia de Vago
obtenida, se encontré en la base de datos VectorBase una secuencia del
genoma de A. aegypti con amplia similitud (Figura 23). Se realizé un ClustalW
con la secuencia del mMRNA de Vago y el DNA encontrado en el genoma de A.

aegypti (Figura 24).

>gi|157117805:c4499207-4498646 Aedes aegypti strain Liverpool
chromosome 3 supercontl.3, whole genome shotgun sequence
AGTTCTAGTGGAGCCTGCGCGAAAGTCACGACGCGACGTTTCGTCAAATAGCACACGATGAAGGCATTTG
CAGTGAGTTTAGCTTTGTGCTGCTTGATCGCAGTAGCATTTGCCGGTCAGAGCATTTTACTCAATGCGAC
TCACCCAGGTTGGTAATCAAAGTTAGCACTTTTATTGATAATTGATAACGTAAAGCCTATTACTACGATC
CATTTCTAGATCACCCTGGGAAGTGCTACGATCCAACATCGAAATTGGTGCTCGATCCCGATGAAGAGAA
ATCCATTCCTGGTGCTTGCACCGAGGCATACTGTTCCAGAGATTATTCTTTGACCTTTACGAGGTGATTT
GTTTTTCATATGAATAGCAATATAAAATTAATTAAATTTTATTTTCGATTATAGCTGTGTACTGTCGATA
GTGGCTGACCCAAACTGCGAAAAAATCAAGCAAGATCTTACCAAGGATTACCCGGAGTGTTGTCACAAAT
ATAAATGTGTACACGATGGAAAAGTGAGTTATCATTAACTGATTCATTTTGAATAAAACAAAAATCAATC

GA
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>gi| 604859857 |gb|KJ1l84328.1| Aedes aegypti strain Kaohsiung Vago
protein mRNA, complete cds
ATGAAGGCATTTGCAGTGAGTTTCGCTTTGTGCTGCTTGATCGCAGTAGCACTTGCCGGTCAGAGCATTT
TGCTCAATGCGACTCACCCAGATCACCCTGGGAAGTGCTACGATCCAACATCGAAATTGGTGCTCGATCC
CGATGAAGAGAAATCCATTCCTGGTGCTTGTACCGAGGCATACTGTTCCAGAGATTATTCTTTGACCTTT
ACGAGCTGTGTACTGTCGATAGTGGCTGACCCAAATTGCGAAAAAATCAAGCAAGATCTAACCAAGGATT
ACCCGGAGTGTTGTCACAAATATAAATGTGTACACGATGGAAAAGTGAGTTATCATTAA

Figura 23. Secuencias encontradas del genoma de A. aegypti correspondientes
al mRNA de Vago y una secuencia de DNA con alta similitud a Vago.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

DML ACTTCTACTGEAGCCTECGCGARAGTCACCACGCGACGTTTCGTCARATAGCACACGATE 60
RMNIm AGTTCTAGTGEAGCCTGCGCGARMGTCACGACGCGACGTTTCGTCARAATAGCACACGATGE &0
AR AR R R R R R R R R R AN h AR E NN AR R T RN TN NN RN TR AT R AR R RN R EE
DML ARGGCATTTGCAGTGAGTTTAGCTTTGTGCTGC TTGATCGCAGTAGCATTTGCCGGTCAG 120
RMNIm ARGGCATTTGCAGTGAGTTTAGCTTTGTGCTGC TTGATCGCAGTAGCATTTGCCGGTCAG 120
e e e e A R W e e e e e e e
DML AGCATTTTACTCAATGCGACTCACCCAGETTGETARTCAARGTTAGCACTTTTATTGATA 160
RNIm A AT T T TAC T AR T A T A A —m e e e e 148
Wk ko ko E R R E R EE ko d ok h
DNL ATTGATAACGTAAAGCCTATTACTACGATCCATTTCTAGATCACCCTGGEAAGTGCTACE 240
BMAM s e ATCACCCTCGGAAGTGCTACG 169
LR 22 2228222228
DNL ATCCARCATCGAAATTGETGCTCGATCCCGATGARGAGARARTCCATTCCTGGTGCTTGCA 300
RMIm ATCCAACATCCAAATTEETGCTCGATCCCGATGARGAGAARTCCATTCCTGECTGCTTGCA 229
AR AR R R R R R R R AN A RN AN AR AR R RN AN NN RN A AT TN AR NN R R R
DNL CCGAGGCATACTETTCCAGAGATTATTCTTTGACCTTTACGAGGTCGATTTGTTTTTCATA 360
RMNIum CCEAGECATACTETTCCAGAGATTATTCTTTGACCTTTACGRAG- 272
AR AR R R R R R R R R R AN AR R AR NN AR R TR TN Nr
DNL TCAATAGCAATATARAAATTAATTAAATTTTATTTTCGATTATAGCTGTGTACTGTCGATA 220
BNAM s e CTGTGTACTGTCGATA 2HE
ARk A ARk R R AR R
DML GTGECTCACCCARACTGCGAARRRATCARGCARGATCTTACCARGCATTACCCGCGAGTET 260
RMNIm GTGGECTGACCCARACTGCGAARMAATCARGCARGATCTTACCARGGATTACCCGGAGTGT 340
AR AR R R R R R R R AN AR R AN E AR TRNIN NN RN N TR NI T R RN NN R TR
DML TCTCACARATATARATCTGTACACGATGGARAAGTGAGTTATCATTAACTGATTCATTTT 5410
RNIm TETCACARATATAAATCTGTACACGATGCARAAGTCGAGTTATCATTAACTCGATTCATTTT <08
e e e e A R W e e e e e e e
DML GAATARAACAAAAATCAATCGE 562
RMIm GAATARAACARAAATCAATCGE 430

(A A SAS SRR RERRRRREEE]
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Figura 24. ClustalW entre las secuencias mRNA Vago y DNA de A. aegypti
encontradas en la base de datos. Los espacios sin complementariedad

corresponden a los intrones.

Ademas se realiz6 un alineamiento de las proteinas Vago y sus isoformas
mediante ClustalW (EMBL-EBI), para comparar la similitud que presentan. Se
observa en la Figura 25 la conservacion de un domino SVWC (Single Von

Willebrand factor C-domain) entre las 5 proteinas.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
} 2|0 4|Il 6|0 Slﬂ 1?0 1}3
\ o o o | o o | | o o
Query seq, MRTLAVYSFALCCLIAYTFAGHGYLLKATHPOHPGKCY DEGSGLYFOPDEEK S IPGEC THAYC SKGFSLTY TSCIKAYYOOPNCERIKODL TROYPECCHT Y KCWHOGKYSYH
Specific hits

Superfanilies SVHC superfamily
066671 MRTLAVVSFALCCLIAVTFAGQGVLLKATHPDHPGKCYDEGSGLVFDPDEEKSIPGECTM 60
066670 MRTLAVVSFALCCLIAVTFAGQGVLLKATHPDHPGKCYDEGSGLVFDPDEEKSIPGECTM 60
A.aegypti MKAFA-VSFALCCLIAVALAGQSILLNATHPDHPGKCYDPTSKLVLDPDEEKSIPGACTE 59
066669 MKAFA-VSFTLCCLIAAALAARMIQPNATHPDHPGKCYDRSSGLVFDVDEKKTLPGTCML 59
034893 MKAFA-VSFTLCCLIAAALAARMIQPNATHPDHPGKCYDRSSGLVFDVDEKKTLPGTCML 59
*:::* ***:******.::*.: . :************ * **:* **:*::** *
066671 AYCSKGFSLTYTSCIKAVVDD-PNCEKIKQDLTKDYPECCHTYKCVHDGKVSYH 113
066670 AYCSKGFSLTYTSCIKAVVDD-PNCEKIKQDLTKDYPECCHTYKCVHDGKVSYH 113
A.aegypti AYCSRDYSLTFTSCVLSIVAD-PNCEKIKQDLTKDYPECCHKYKCVHDGKVSYH 112
066669 VLCSEDYSLIFHTCGVAVMDDDPDCEPIEQDFTKNYPECCNKYKCVRNGEVNYI 113
034893 VLCSEDYSLIFHTCGVAVMDDDPDCEPIEQDFTKNYPECCNKYKCVRNGEVNYI 113
Kk s kK . * Sas Kk kakk KakkakkokkAKkks Kkkkesokek K

Figura 25. Allneamlento CIustaIW de Ias secuencias de aminoacidos de la
proteina Vago. En rojo se muestra el dominio VWC (Dominio de 8 cisteinas)

conservado en las 4 isoformas de Vago en A. albopictus y Vago de A. aegypti.

Ademas para determinar que la proteina es secretada, se realiz6 mediante la
herramienta bioinformética SignalP un analisis para determinar si posee un
péptido sefal de secrecion. El resultado mostré un sitio de corte probable del

péptido sefial entre los aminoéacidos 19 y 20 (Figura 26).
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SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
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Figura 26. SignalP. Para la prediccién de un péptido sefal
programa determina un péptido sefial con un sitio de corte
19y 20 (Petersen et al., 2011).

para la secrecion. El

entre el aminoacido

Envid de la secuencia del gen Vago de Aedes albopictus al GenBank

La secuencia de 492pb clonada a partir de DNA gendmico

y segun el andlisis ClustaW comparada en contra del

de células C6/36 HT
MRNA de Vago de

A.aegypti presenta dos intrones hasta ahora desconocidos y no reportados en

A. albopictus para el gen Vago, se reportdé en el GenBank mediante la

herramienta Bankit y le fue asignada el nUmero de acceso

TOURNAL

co Citw. rito Federal 07360,

COMMENT TOTAL # oF SEQS:=1 .

FEATURES
source

om
/dl HXref—'taxon:7l60°

BASE COUNT 140 a 116 <

ORTITGCTMN

1 atgataacte actttococat

1 cttagttagg toctgacttga

1 goctgcaatcg aaaatgaatg

1 tggtgtatgt caacgagaag

1 atttbtctocctc gtbtcaggatca ad

1

1

1

1

caaaggttac btgogatcaas
atccaagggc g

=3
iz
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=a
3a
36
4z
3 B

LOCUS BSeg#l a9z DD = SN linearc INY 21-AUG—2015
DEFINITION Asdes albopictus.
ACCESS ION BSec# 1l
WERS I OMN
KEYWORDS =
SBOURCE Aedes albopictus (Asian tiger mosguito)
ORGANISM Asdes albopictus
SRS weEos osooEns Sechesoeos Saimhmampesiy EomommEos  SmoosEos
Prerygota: MNMeop a; Endopterygotas; Diptera; MNematoocera;:
culicoidea; cual Aas=: culicinas; Asdini: Acdes: ;:eqcmy a .
REFERENCE [3 ms 1 to 492)
AUTHORS - Sxr.., Rosales Encina,.J.L . Sr .., Ludert, J.E. = . arad
Sx .
TTTIE T uence Vago hRedes alboplotus

REFERENCE =T &2 oogm
AUTHORS - Rosales Encina, J.L. Sx.., Ludert, J.E. Sr. and
TITLE s=1ion
TOURMNAL —AUGS-2015) Infectomica y Patogenesis Molecular,

P o Instdi t"\ Polltecnico MNMacilonal No.2508

1854585 (Figura 27)

Mexico

cogggtaata
cttttataca

coggggatag

Figura 27. Secuencia del DNA de Vago en A. albopictus reportada en el

GenBank con la herramienta Bankit en NCBI.
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DISCUSION

A pesar de la importancia del dengue y que se conocen sus vectores Aedes
aegypti y Aedes albopictus también vectores del virus del chikungunya, es poco
conocida la inmunologia y los componentes que conforman la respuesta a
infecciones virales en estos mosquitos. Ello debido en parte a que la
investigacion esta dirigida en la obtencion de una vacuna eficaz y de bajo costo,
asi como al estudio de los mecanismos implicados en la patogénesis de la

infeccién en el humano.

En estudios recientes se describio la existencia del gen Vago en respuesta a la
infeccion viral en Drosophila. Este gen (CG2081/Vago) descubierto junto con
otro grupo de genes que responden a la infeccién viral se han catalogado en un
grupo que tienen en comun un Dominio Simple Von Willebrand factor C (VWC),
el cual tiene como caracteristica una estructura de ocho cisteinas ademas de un
péptido sefial para ser secretadas (Sheldon, et al. 2007). Dostert et al. (2005)
determinaron que el encendido de este gen es dependiente de la via de JAK-
STAT, y que ademas se sobreexpresa en respuesta a infecciones virales en

Drosophila.

Recientemente, Paradkar et al. (2012) describieron un aumento de la secrecion
de la proteina Vago en las células de mosquito Culex infectadas con el Virus del
Nilo Occidental, lo cual conduce a un estado antiviral en células no infectadas.
Ademas, describieron un mecanismo inédito de conexion de 2 vias de
inmunidad innata, como lo son la via de RNAI y la via Jak-STAT en mosquitos,
a través de la sefalizacion de la molécula Vago secretada. Por sus similitudes
con el mecanismo de INF tipo | de vertebrados, a la proteina Vago se le ha
considerado como una proteina tipo interferon (“INF-like”) de mosquitos. En ese
trabajo Paradkar et al. (2012) proporcionaron evidencia de un sistema integrado
y versatil en el sistema inmune del mosquito capaz de comunicar vias

inmunoldgicas relacionadas con la infeccion viral y células activadas por esta
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molécula, para dar lugar a una respuesta antiviral eficaz. En concordancia con
su parecido al interferén, Vago actla solo si esta presente en etapas tempranas
de la infeccion viral y su liberacién activa células vecinas promoviendo un

estado antiviral.

Dadas las similitudes que existen entre el virus del Oeste del Nilo y el DENV,
ambos miembros del género Flavivirus, y dado que en la actualidad no se
conoce acerca de la posible participacion de la proteina Vago en la respuesta
antiviral contra el DENV, en este trabajo se abordo el estudio de esta molécula
utilizando células C6/36. Ademas, como la ruta de secrecidén de Vago en células
de insecto se desconoce, también se investigd la posible participacion de

algunas rutas de secrecion en células de insecto infectadas con DENV.

Nuestros resultados muestran que las células C6/36 infectadas con DENV
responden con la produccion y secrecion de Vago desde horas tempranas post-
infeccién, ya que por ensayos de western blot se observdé un aumento
significativo en la concentracion de Vago en los sobrenadantes a partir de las 3
horas post-infeccion. Este aumento en la concentracion de Vago en los
sobrenadantes de células infectadas se mantuvo de manera sostenida a las 6,
12 y hasta las 24 hpi (Figuras 9y 10).

Ademas de la secrecion de Vago al sobrenadante, también se evalud la
produccion de Vago analizando por western blot lisados de células infectadas
cosechados a los mismos tiempos post infeccion. Los resultados indican un
significativo aumento en la produccién de Vago en lisados colectados a las 3, 6
y 12 hpi, en concordancia con los niveles de Vago observados en los
sobrenadantes. Sin embargo, el aumento en los niveles de Vago se interrumpio
en los lisados recolectados a las 24 hpi, lo cual sugiere que la produccion
intracelular de Vago puede sufrir una regulacién negativa a tiempo tardios post-
infeccion, caida que no se observo en los sobrenadantes cosechados a las 24

hpi, debido a un probable efecto acumulativo en los sobrenadantes. Nuestros
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resultados son similares a los resultados reportados por Paradkar et al. (2012)
guienes observaron un aumento en la produccién de Vago al analizar lisados de
células Hsu de Culex infectas con WNV, cosechadas a las 12, 24 y 48 hpi. Sin
embargo, la caida en los niveles de Vago a tiempos tardios post infeccion
observadas en este trabajo, no fueron observados en células de Culex, lo cual
siguiere que es diferente la regulacion para la expresion de Vago dependiendo

del tipo de célula.

Como controles para la secrecion y la produccién de Vago, se utilizaron células
‘mock”, en donde en sobrenadantes y lisados colectados a las 3hpi se
observaron niveles minimos de Vago. Sin embargo, un resultado inesperado fue
observar un aumento significativo en los niveles de Vago en los sobrenadantes
y lisados cosechados a las 24 h de las células “mock”, hasta niveles
equiparables a los observados en las células infectadas a 3 hpi. Las razones
para el aumento de los niveles de secrecion de Vago en las células no-
infectadas se desconocen, pero muy probablemente se deba a factores de
estrés, debido a las condiciones de un cultivo prolongado y la deplecion de
nutrientes en el medio. Es bien conocido que Vago también se dispara en
respuesta a estrés nutricional e infecciones bacterianas (Dostert et al. 2005).
Estos resultados tomados en conjunto indican que las células C6/36 responden
ante la infecciéon por DENV, con una produccién y secrecion sostenida de Vago
al sobrenadante celular al menos desde las 3 hasta las 24 hpi. A tiempos mas
tardios (48hpi) en células infectadas se observa un decremento en la

produccién de Vago acompafiado de una reduccion en la viabilidad celular.

Existen dos aspectos en las cascadas de producciéon y sefializacion de Vago
gue se desconocen; uno es el receptor sobre la célula blanco y otro es la ruta
de secrecion por parte de la célula infectada. En este trabajo se abordo este
ultimo aspecto utilizando farmacos que bloquean de manera especifica la ruta
de secrecion clasica (Brefeldina A) o la secrecion por exosomas (GW4869 y

Spiroepoxide). Nuestros resultados mostraron una clara y significativa
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disminucién en los niveles de Vago en los sobrenadantes de las células
tratadas con GW4869 y Spiroepoxide, mientras que en los sobrenadantes
tratados con Brefeldina A, se observaron niveles de Vago comparables a los
controles no tratados. Estos resultados sugieren fuertemente que Vago es
secretado de las células C6/36 via exosomas. Ademas, resultados preliminares
sugieren que exosomas purificados a partir de células infectadas son positivos a
Vago por Western blot. Estudios previos han demostrado que los exosomas
median la comunicacién célula a célula en una variedad de procesos biolégicos
y se les consideran otra clase de mediadores de comunicacién intercelular
(Urbanelli. 2013). Ademas, se ha determinado que los exosomas secretados
por algunas células contienen acidos nucleicos, tales como mMRNA y miRNA.
Por ejemplo, se ha observado que células infectadas con el virus de la hepatitis
C secretan exosomas con componentes virales, incluyendo acidos nucleicos,
los cuales pueden encender sefiales de alarma antivirales en células vecinas
(Dreux et al.,, 2012; Valadi et al,. 2007). Interesantemente, los exosomas
también sirven de ruta de secrecidn para algunas citocinas de mamiferos (Dai
et al., 2006). Nuestros resultados estan en linea con toda la evidencia que ha
mostrado un papel importante para los exosomas en la comunicacion de célula
a célula por transferencia de mediadores de informacion genética y de
moléculas claves en los mecanismos de respuesta inmune innata de las
células. La Figura 28 muestra un esquema con las posibles rutas de secrecion

de Vago.

La funcion principal de Vago soluble o secretado parece ser establecer un
estado anti-viral en células no infectadas. En este trabajo se intentd la obtencién
de la proteina Vago de Aedes albopictus de forma recombinante en bacterias y
asi evaluar su efecto antiviral contra DENV. Partiendo de la base de datos para
los genomas de mosquitos del genero Aedes (Vectorbase) se disefaron
cebadores para amplificar directamente el gen de Vago a partir de DNA extraido
de células C6/36. Se decididé esta estrategia porque en base a la literatura

ninguno de los genes de Vago conocidos de mosquitos Aedes albopictus
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contiene intrones en su secuencia. Sin embargo, la alineacion del clon obtenido
en este trabajo con otras secuencias de Vago utilizando el programa CLUSTAL
y la comparacion de esta secuencia con secuencias depositadas en el
GenBank, con el programa BLAST, indicaron claramente que el gen de Vago de
Aedes albopictus contiene 2 intrones de 71 y 61 pares de bases anteriormente
no descritos. Esta presencia de intrones, impididé que se intentara la expresion
de la proteina Vago recombinante en bacterias. Sin embargo, dada la novedad
del hallazgo, la secuencia de Vago obtenida fue depositada en el GenBank,
utilizando el programa Bankit, bajo el nUmero de acceso 1854585.

El estudio de los mecanismos de inmunidad innata en mosquitos es de suma
importancia ya que a diferencia de los vertebrados, parecen carecer de
mecanismos de inmunidad adaptativa, y depender en gran medida solo de
aguella para el control de las infecciones virales (Sim et al.,2014). En este
trabajo se obtuvieron datos que sugieren que, al igual que lo observado
previamente para el WNV (Paradkar et al., 2012), la proteina Vago también
parece ser parte importante de la respuesta inmune innata de insectos contra la
infeccion por DENV. También se obtuvieron resultados que indican que la
proteina Vago es secretada a través de exosomas, lo cual la asemeja a otras
citocinas de vertebrados. Una perspectiva de este trabajo es probar
directamente, el efecto antiviral de Vago sobre células infectas con DENV.
Entender a cabalidad los mecanismos de respuesta inmune y control de los
mosquitos del genero Aedes a la infeccibn con DENV, permitira en un futuro la
implementacion de estrategias de control de dengue basadas en la

manipulacion del vector.
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Figura 28. Probable via de secrecion de la proteina Vago, en células de insecto

infectadas con DENV y mecanismo de accién de los farmacos.
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PERSPECTIVAS
1) Expandir estos resultados a otra linea celular de mosquitos; por
ejemplo la linea celular Aag2 de A. aegypti, utilizando cepas de virus

aisladas directamente de pacientes.

2) Evaluar la capacidad de la proteina Vago recombinante para controlar la
infeccion por DENV en células C6/36 HT.

3) Purificar exosomas de células infectadas para comprobar la presencia

en ellos de la proteina Vago.
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INTRODUCTION

Dengue is the vial dsease transmitted by mosguitoes mast prevalent in the
warkd. Trarsmitian is through the bite of Aedes mosquitoes infected with any
al the 4 dengue virus serofypes [DERY-1, -2, -3 ard -4}, A gene that is
assocated with the antwiral response in arthropods s OG2081%ago. This
gene encodes for a cysteine-rich protein that is cverexpressed and secreted
i celi of the Tal bocly snd acts as s IFN-Eke in Orosephile and mesquitoes
I resteic] vicsl rephcation, Recenthy, Paradkar et gl [PRAS, 109:18015, 2012|
desoribed an increased expression of the pratein Vago in mosquito Cufer
cells infected with West Nile Wines and the capacty of recombirat Vago to
reileic] wirkl regheation, In this sbudy, we determined the biesic of Vage
enpresiian in the cell e Iroem A pibopictvs 636 HT inlected with DENY-4;
mgrarmr, singe the route of Vago secrefion is unknow, we g5 (esed the
effect of exosome release imhibitars an Wago secreban.

MATERIAL AND METHODS

CEf28 HT cells Rrawn o confluerce in culture mediom E-MEM supplemented
with 10% fetal bowire: serum, sere infected with DENW-3 at an Multiplicity of
infection (MOI 3 far 1 how Supermstars ard cells yistes were callected o1 3,6,
12 ared 24 Fipi, Vg bevels wene determined by Western Blal [WE| wiing an arti-
Viago primary anboody made in rabbit and kind by provided by Or. Feter 1. Walker
[CER0, Australial. For 'WB superratants were standardiced by total protein
gantent mesured by Bradlord profein sisay, and cells hsates vsing the pratsn
GAPDH a: ar intermal kasd contral, For delermsnstion of Vage seoretary
pathways, cells were treated after infecton with Brefeldin & [Fpgfpl). an
inhibetor of the classical secretary patteay, ard Spiroposide [20p8] and
GWAEED [I0u k], Bath inhibtors of newtral sphingamypelinase and ishibitars of
exaipme release. Drug cancentrslionm uied were proviausly tested noe-toxic 16
CEy'34 HT as determined by commercial cell prolferaton assay (Promega).
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In this wiork, we Audid the kinemics of exgresson of Wage. InCE/36 HT cells infacted with
DENW-2, the résults show & steady increase in Vago staring at 3 hpi and up S bei and
an sleady Sacretion up 0o 24 hg This work akse provises eeidence indicating that the
sacretion of Vago in cells of mosguits Acdes aMapichis infected with DEMY & va
arosomes. Tha affect of Wago direct esposure of C6/E HT cells o dengue wirus
suscaptibiity & currantly under invesTigaton.
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ANEXO
Secuencia de DNA correspondiente a Vago de A. albopictus.

>ATGATAACTCACTTTCCCATCGTGTACGCATTTATATGTGTGGCAACATTCCGGGT
AATCCTTAGTTAGGTCCTGCTTGATTTTTTCACAATTAGGATCATCTACTACCGCTT
TTATACAGCTGCAATCGAAAATGAATGTATTTCCCTTATATAATTCAAGTTGAAAAA
CACTTTTACCTGGTGTATGTCAACGAGAAGCCTTTTGAACAATATGCCATGGTACA
TTCTCCGGGGATAGATTTCTCCTCGTCAGGATCAAACACTAGTCCTGAACCTTCGT
CATAGCACTTGCCTGGGTGATCTGGAAACAAATTCGCAGAAATCATTGCTGCTTTC
GTTATCAATTATCTTCAACGGCAACAGGCCAACTTCGATTACGAACCTGGATGGGT
CGCTTTGAGCAAGACACTCTGACCGGCAAAGGTTACTGCGATCAAACAGCAGAGA
GCAAAACTCACTACAGCCAACGTCCTCATGGATCCAAGGGCGA

Electroferograma correspondiente al DNA de Vago de A. albopictus.
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