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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por mosquitos vectores son problemas de salud
publica en el mundo e incluyen enfermedades virales como la fiebre amarilla,
chikungunya y dengue transmitidas por Aedes aegypti y Ae. albopictus y la
malaria, enfermedad parasitaria transmitida en el humano por mosquitos
Anopheles sp. Los mosquitos vectores responden a diversos estimulos
ambientales como los xenobidticos y a las infecciones por diferentes
microorganismos patdgenos adquiridas durante la alimentacion con sangre, estos
estimulos activan procesos celulares para contrarrestar la toxicidad e infecciones,
entre ellos su sistema de detoxificacion como los dependientes de la glutation-S-
transferasa, la familia de P450 y las esterasas; respuesta a estrés oxidativo,
activando un sistema antioxidante compuesto por enzimas como la superéxido
dismutasa, catalasa, peroxiredoxina entre otras, asi como el sistema inmune
innato  (celular 'y humoral). Estos procesos se regulan  por
fosforilacion/desfosforilacion. En la homeostasis participan hormonas que incluyen
a las prostaglandinas de los mosquitos, asi como las contenidas en la sangre
adquirida durante la alimentacion y estas hormonas regulan, entre otros procesos,
el sistema reproductivo, la conducta y el sistema inmune, pero no se conoce que
proteinas de sefalizacion activan y si éstas son fosforiladas/desfosforiladas. El
objetivo de este trabajo fue analizar cambios en las proteinas fosforiladas en la
linea celular C6/36 HT derivada de embriones de Ae. albopictus bajo el efecto de
PGE2. Se identificaron varias proteinas que modificaron su fosforilacion ante la
presencia de la hormona PGE:2 y de su inhibidor dexametasona asi como a la
ausencia de suero en el medio de cultivo. Estas proteinas incluyeron proteinas de
plegamiento y ensamble (endoplasmina, HSP90, chaperonina), de respuesta a
estrés oxidativo, proteinas de citoesqueleto, proteinas de procesos metabdlicos,
transporte de membrana, asociadas a calcio, y proteinas de sefalizacion
(RACK1). Los cambios en las proteinas fosforiladas sugieren que cada tratamiento
aplicado a las células C6/36 HT activa vias de sefalizacion particulares. PGE:2
activo la fosforilacién de las proteinas de choque térmico y de estrés oxidativo, el

cual sugiere que PGE: activa respuestas celulares relacionadas a estrés oxidativo.



En células incubadas en medio de cultivo sin suero y tratamiento con la
dexametasona se encontré fosfosrilada AealRACK1l vy desfosforilada en
tratamiento con la PGE2, estos cambios en la fosforilacion de RACK1 puede estar
indicando que patrticipa en diferentes vias de sefializaciéon. RACK1 es una proteina
conservada en todos los eucariontes con multiples funciones fisiolégicas como:
proteina adaptadora, regulando eventos celulares incluyendo traduccion vy
sefalizacion. AealRACK1se caracterizé por su posible papel en la regulaciéon de la
homeostasis celular. Se detectaron dos especies de la proteina (diferente peso
molecular y diferente pl) posiblemente por modificaciones postraduccionales,
como fosforilacion o glucosilacion. Se observd su localizacién subcelular en
diferentes compartimentos lo que sugiere una respuesta diferencial dependiendo
del tipo de estrés y dirigiendo una respuesta especifica y eficaz para la
supervivencia. Por experimentos de imnumoprecipitacion se encontré que
AealRACK1 se une a proteinas del ribosoma y de sefalizacion. Se concluye que
AealRACK1, como en otros sistemas, es un componente dinamico del ribosoma
gue cuando se asocia a €él probablemente modula la traduccién y que cuando esta
disociadas regula otras funciones como: proliferacion, diferenciacién respuesta a

estrés oxidativo, apoptosis, respuesta inmune entre otras.



ABSTRACT

Diseases transmitted by mosquitoes are public health problems around the world,
like. yellow, chikungunya and dengue fever transmitted by Aedes aegypti and Ae.
Albopictus, or malaria transmitted by Anopheles sp. The vector mosquitoes
respond to environmental stimuli as xenobiotics and infections by different
pathogen microorganisms during blood feeding. These stimuli activate cellular
processes to counteract the toxicity and infections, including the detoxification
systems depending of the glutathione-S-transferase, P450 family and esterases;
activating an antioxidant system composed of enzymes as superoxide dismutase,
catalase, peroxiredoxin and the innate immune system (cellular and humoral).
These processes are regulated by phosphorylation and dephosphorylation. In
addition, hormones as prostaglandins of the mosquito and those acquired during
blood feeding, participate in regulation of homeostatic responses and these
hormones regulate the reproductive system, behavior and immune system, but is
unknown their effect on the phosphorylation and dephosphorylation of signaling
proteins. The objective of this study was to analyze the changes in phosphorylated
proteins in the C6/36 HT cell line (derived from embryos of Ae. Albopictus) due to
PGE: effect. Proteins with different functions changed their phosphorylation levels
in the presence of PGEz, its inhibitor dexamethasone or serum deprivation, they
were identified and included: folding and assembly (endoplasmin, HSP9O0,
chaperonin); oxidative stress response; cytoskeleton proteins, proteins of
metabolic processes and signaling proteins (RACK1). Stimuli-dependent changes
in the phosphorylated proteins suggest that each treatment applied to the C6/36
cells HT activate specific signaling pathways. PGE: activated the heat shock
proteins phosphorylation suggesting that PGE: activate cellular responses related
to oxidative stress. In serum starvation, PGE2 and dexamethasone experimental

conditions there were found changes in RACK1 phosphorylation.

RACK1 is a conserved protein in all eukaryotes, with multiple physiological
functions as adaptor protein, regulating cellular events including translation and

pathway signaling. AealRACK1 was characterized by its possible role in the



regulation of cellular homeostasis. Two species (different molecular weight and
different pl) of the protein were detected, possibly differing in posttranslational
modifications, such as phosphorylation or glycosylation. It was observed that
subcellular location of AealRACK1, was different depending of the type of stress. In
addition, by immunoprecipitation experiments, it was found that AealRACK1
associate to ribosome and signaling proteins, suggesting that AealRACK1, similar
to other systems, is a dynamic component of the ribosome and when it is
associated probably modulates de translation and when it is released could

develop other regulatory functions.



1. INTRODUCCION

1.1 Clasificacion de los insectos

Los insectos se agrupan en la clase insecta que se divide a su vez en dos
subclases la Entognatha y Ectognatha. La subclase Ectognatha presenta 25
ordenes, encontrando a los Anoplura (piojos chupadores), Colebptera
(escarabajos y gorgojos), Lepidoptera (mariposas y polillas), Himendptera
(Hormigas, abejas, avispas, etc.), Diptera (moscas, mosquitos, etc.) entre otros
(Trautwein et al., 2012).

En el orden Diptera encontramos a mas de 250 000 especies ubicadas en 12
familias y varias de estas especies tienen importancia médica y veterinaria. Una
de las familias mas importantes del orden es la Culicidae, donde localizamos a los
mosquitos con cerca de 3 500 especies y subespecies distribuidas en todo el
mundo. Los principales mosquitos de esta familia se encuentran ubicados los

géneros; Anopheles, Culex y Aedes (Le Goff et al., 2012).

Una de las caracteristicas mas relevantes de los culicidos es la hematofagia
(alimentacién con sangre), habito exclusivo de las hembras, que emplean las
proteinas, lipidos, carbohidratos y hormonas como las prostaglandinas (PGs)
contenidas en la sangre para la maduracion de los huevecillos. Por este habito los
mosquitos hembras transmiten enfermedades virales y parasitarias a humanos,
tales como la malaria, filariasis linfatica, encefalitis del Oeste del Nilo, fiebre
amarilla, fiebre dengue y chikungunya (Scott et al., 2012). La transmisién de los
arbovirus esta asociada con insectos de la subfamilia Culicidae, los parasitos de la
filiaria linfatica con la subfamilia Culicidae y la subfamilia Anophelinae y los

pardsitos que causan la malaria con los Anophelinae (Nene et al., 2007).



1.2 Prostaglandinas

Las PGs y otros eicosanoides son derivados oxigenados del acido araquidonico
(AA) y otros dos acidos grasos poliinsaturados de 20 carbonos (20-C). Los tres
principales grupos de eicosanoides reconocidos son: PGs derivadas de la via de
las cicloxigenasas (COX), Leucotrienos derivados de la via de la lipoxigenasa
(LOX) (Stanley 2011). Las PGs son derivados de los acidos grasos de 20-C que
se encuentran de forma ubicua en todos los tejidos y 6rganos mediando funciones

fisiologicas y patoldgicas (Dey 2006).
1.2.1 Sintesis de prostaglandinas

La biosintesis de las PGs comienza a partir de &cidos grasos liberados de los
fosfolipidos de membrana por accion de la fosofolipasa A2 (PLA2). Estos &cidos
grasos son convertidos en acido araquidonico, que es el sustrato comun para la
sintesis de toda la familia de eicosanoides que incluye las PGs, tromboxanos,
lipoxinas y leucotrienos, todas estas moléculas tienen actividades biolégicas
importantes. La sintesis de estas moléculas depende de un primer paso de
conversiéon por las ciclooxigenasas 1 y 2 (COX 1/2) y posteriormente por las
sintetasas (oxidoreductasas) especificas para cada uno de las moléculas de PGs
(Reader et al., 2011). Las PGs derivadas del acido araquidonico (AA) son: PGEz,
PGD2, PGl2, PGF2q) y tromboxano Az (TXA2) (Reader et al., 2011) (Dey et al.,
2006; Figura 1).



1.2.2 Inhibidores de la sintesis de prostaglandinas

Los inhibidores de la cascada del AA pertenecen a los farmacos anti-inflamatorios
y son utilizados para el tratamiento de condiciones inflamatorias patofisioldgicas.
Estos inhibidores se clasifican en drogas anti-infamatorias no-esteroideas
(NSAIDs, por sus siglas en inglés) y esteroideas (glucocorticoides). Los NSAIDs
inhiben a la enzima COX y los glucocorticoides a la enzima PLA2. Los
eicosanoides son sintetizados de novo desde el AA, éste es liberado de los
fosfolipidos de la membrana plasmética de las células por las fosfolipasas
principalmente la PLA2 a citosdlica (Meirer et al., 2014). Un inhibidor de la PLA: es
la dexametasona. La dexametasona es un glucocorticoide sintético de la clase de
farmacos esteroideos con propiedades anti-inflamatorias y tiene efectos
pleiotropicos en diferentes vias de sefializacion que dan como resultado la
expresion de genes como DUSP1 (Fosfatasa 1 de especificidad dual), GILZ
(cremallera de leucina inducible por glucocorticoides), AnxAl (Anexina Al): la
expresion de estos genes pueden interferir con vias de sefalizacion que son

activadas por estimulos pro-inflamatorios (Clark et al., 2007, Guerrero et al., 2011).
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especificos como DP, IP, FP, EP1, EP2, EP3, EP4 y TP (Dey et al., 2006).



1.2.3 Receptores prostanoides

Los receptores prostanoides pertenecen a la familia de receptores tipo rodopsinas
caracterizados por siete dominios transmembrana que estan acoplados
intracelularmente a diferentes proteinas G. Se conocen cinco tipos de receptores
prostanoides; prostanoide D (DP), prostanoide E (EP), prostanoide F (FP),
prostanoide | (IP) y prostanoide T (TP), para la PGD:2 existen 2 receptores DP1,
DP2, para PGE:2 hay cuatro receptores EP1, EP2, EP3, EP4, los cuales activan
sefiales a través de segundos mensajeros como el calcio (Ca?*) o la adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), el resultado de la activacion de los segundos
mensajeros son las cinasas para regular diversas funciones celulares a través de

la fosforilacién/desfosforilacion (Dey et al., 2006. Fig. 2).
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angiogénesis usando una via especifica que es mediada por diferentes MAP cinasas (Dey et al., 2006).



1.3 Funcion de las prostaglandinas en condiciones de estrés en vertebrados

La mayoria de las células producen proteinas de choque térmico (HSPs) cuando
son expuestas a estrés biologico tales como el calor y sustancias quimicas. Estas
HSPs se clasifican por su peso molecular, se conoce como HSPs de peso
molecular alto tales como HSP90 y HSP70. Estas actian como chaperonas
moleculares para el plegamiento de proteinas, oligomerizacion y translocacion; las
de peso molecular bajo entre 15 a 30 kDa, tales como HSP27 también pueden
actuar como chaperonas moleculares (Kozawa et al., 2001). La expresion de las
HSPs es regulada por factores de transcripcion de choque térmico (HSFs) y la
activacion de las HSF se lleva a cabo en diversas maneras, segun el caso, como
la liberacion de HSF de las proteinas inhibitorias, trimerizacion, translocacion y
fosforilacién (Cornelussen et al., 2001). Las PGs ciclopentanonas (cyPG) tienen
actividad antiviral e inducen la sintesis de proteinas de choque térmico a través del
factor de transcripcion conocido como factor 1 de choque térmico (HSF1) (Kaul et
al., 2011). La PGD: induce la expresion de HSP27 a través de la via MAPK
p44/p4d2 y MAPKp38 en osteoblastos (Kozawa 2001). También se ha
documentado que PGE: tiene efecto protector en la célula (Togo et al., 2008)
sugiriendo que después de una hepatectomia masiva, PGE:1 puede prevenir la
insuficiencia hepética aguda mediante la produccion de HSP70 en el higado
residual. Por otra parte, se ha demostrado que PGD2, PGE2, PGA1 y PGA:
inducen la expresiéon del RNAm de la peroxiredoxina 6 (Prx 6) en macréfagos
derivados de médula 6sea (Erttmann et al., 2011). Peroxiredoxina (Prx) es una
familia de enzimas antioxidantes que tienen actividad peroxidasa la cual reduce el
perdxido de hidrégeno a agua en la presencia de un donador de electrén. Las Prxs
se clasifican por el numero de residuos de cisteinas involucradas en la actividad
peroxidasa (Park et al., 2014). La enzima 2-Cys Prx tiene distintas funciones en
diversos procesos celulares tales como: proliferacion, migraciéon, apoptosis y
metabolismo entre otros, gracias a sus diversas isoformas que se localizan en
diferentes compartimentos celulares. Por ejemplo Prx1 y Prx2 son las enzimas
antioxidantes mas abundantes en el citosol y Prx3 es la principal peroxidasa

mitocondrial responsable de la eliminacién del peréxido de hidrégeno (H20:2) (Park
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et al., 2014). Las 2-Cys Prxs estan asociadas a las redes de fosforilacion y sus
actividades se regulan por fosforilacion. Chang et al., (2002) reportaron que las 2-

Cys Prxs contienen una secuencia de fosforilacion.
1.4 Funcion de las prostaglandinas en invertebrados

Las prostaglandinas también participan en la fisiologia de los invertebrados como
se demostro en estudios previos utilizando inhibidores de la sintesis y secrecion
basal de las PGs. Los eicosanoides se han implicado en la regulacion del sistema
inmune de los insectos, especialmente en la formacion de nddulos. La formacion
de nddulos ocurre rapidamente después del desafio inmune e inicia con la
agregacion de hemocitos, los cuales forman una estructura multicelular o nédulo
gue atrapa en su interior una gran cantidad de bacterias. El papel de las PGs en la
regulacion de la respuesta inmune en los insectos se encuentra actualmente en
estudio (Stanley y Kim, 2011).

En An. albimanus se demostré6 que diferentes 6rganos del mosquito producen
PGE:2 y que ésta participa en la respuesta inmune del mosquito. La PGE:2 se
incrementa en el cuerpo graso y estdmago desafiados con bacterias muertas por
calor y modula la expresion de los RNAmM que codifican para tres péptidos

antimicrobianos (Garcia Gil de Mufioz et al 2008).

En el caso de las células C6/36 (linea celular de embriones de Ae. albopictus) se
describié que la PGA: inhibe la replicacion del virus de la estomatitis vesicular
(VSV) e induce la sintesis de la proteina HSP70 en células no infectadas
(Burlandy et al., 2004).

En Spodoptera exigua se investigo la relacion entre el péptido de extension de los
plasmatocitos (Plasmatocyte-spreading peptide, PSP) y la sefializacion de las PGs
y se demostr6 que PSP y PGE: median independientemente la funcion del
hemocito y que inhibidores de PLA:z inhiben la funcion del hemocito de modo
dependiente de la dosis y los mismos inhibidores la funcién del hemocito

estimulado por el PSP también dependiendo de la dosis (Srikanth et al., 2011).



Por otra parte los inhibidores de los eicosanoides tienen diferentes efectos sobre
las células. Por ejemplo, las PGE:1 y PGA:1 en células BCIRL-HzAM1 de
Helicoverpa zea influyen sobre la expresion de al menos 30 proteinas incluyendo
la HSP70 (Stanley et al., 2008). Ilgualmente, la Dexametasona, drogas esteroidea
tipo glucocorticoide que es un potente inhibidor sintético de la sintesis de PGs,
presenta efectos pleiotropicos en la fisiologia de los insectos. En otro estudio con
larvas de Pieris brassicae (mariposa de la col) infectadas con el hongo
fitopatbgeno Beauveria bassiana y tratadas con diferentes inhibidores de
prostaglandinas (dexametasona, naproxeno, fenidona y esculetina) se observo
que las larvas presentaron mayor susceptibilidad a infecciones, registrandose un

alto porcentaje de mortalidad (Tunaz et al., 2006).
1.5 Respuesta inmune en insectos

Los insectos carecen de un sistema inmune adaptativo basado en anticuerpos
como en los vertebrados. La inmunidad de los insectos es exclusivamente innata
(Stanley y Kim, 2011). La inmunidad innata es la primera linea de defensa de
organismos multicelulares que reaccionan a varios estimulos como a invasores
patégenos, ambiente, xenobibticos entre otros y es regulada por el reconocimiento
de patrones moleculares asociadas a patogenos (PAMPs) y por diferentes
receptores que reconocen a los PAMPs provocando cascadas de sefializacion
(Myllymaki et al. 2014). La respuesta inmune innata se divide en respuesta inmune
celular y humoral. En la respuesta inmune celular se encuentran procesos de
fagocitosis, nodulacion y melanizacién. La respuesta inmune humoral se
caracteriza por la sintesis de varios péptidos antimicrobianos (AMPSs), proteinas de
unién a tiolester (TEPs) y la activacion de la cascada de la fenoloxidasa
(Syatavathi et al., 2014).

En experimentos con mosquitos usando como estimulo a lipopolisacaridos (LPS) y
bacterias, es posible inducir la respuesta inmune, tanto celular como humoral. En
lineas celulares de insecto y en mosquitos estos mismos estimulos inducen la
expresion de moléculas implicadas en inmunidad como péptidos antimicrobianos

de varios tipos como defensinas, cecropinas y gambicinas (Garcia Gil de Mufioz et
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al., 2008; Wang et al., 2014; Merchant et al., 2008) y otras proteinas incluyendo

transferrinas y lisozima (Mizutani et al., 2003).

En cuanto a las reacciones de defensa celular, éstas se caracterizan por
interacciones directas entre los hemocitos del insecto con organismos invasores
externos. Las reacciones de defensa celular incluyen: fagocitosis, micro
agregacion, nodulaciéon, melanizaciéon y en el caso de invasores grandes, la
encapsulacion (Buchon et al., 2014; Krautz et al., 2014). La fagocitosis la realizan
principalmente los plasmocitos o granulocitos y otros hemocitos como los
oenocitoides que también pueden internalizar patdégenos (Krautz et al., 2014). En
mosquitos Ae. aegypti se han descrito los granulocitos oenocitoides vy
prohemocitos; los granulocitos tienen funcion fagocitica mientras que los
eonocitoides exhiben actividad fenoloxidasa (phenoloxidasa, PO), y estos tres

tipos de hemocitos estan presentes en larvas, pupas y adultos (Strand, 2008).
1.5.1 Fagocitosis

La fagocitosis es una actividad celular conservada que algunos tipos celulares la
despliegan para llevar a cabo la defensa, en la cual la unién de la particula blanco
al receptor induce la formacion de un fagosoma lo que resulta en la internalizacion
del blanco via mecanismos dependientes de la polimerizacion de actina.
Posteriormente el fagosoma madura, dando origen a un fagolisosoma, por una
serie de eventos de fision y fusion con endosomas y lisosomas y asi destruir a los
patdgenos. En insectos la fagocitosis se lleva a cabo principalmente por los
plasmatocitos o0 granulocitos que circulan en la hemolinfa (Marmaras vy

Lampropoulou., 2009; Syatavathi et al., 2014).
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1.5.2 Encapsulaciéon

La encapsulacion ocurre cuando mudltiples hemocitos se unen y rodean a
invasores grandes como parasitos o0 nematodos, que no pueden ser internalizados
por una sola célula. Después de la unién al agente patdgeno los hemocitos forma
una capsula con multicapas, Este proceso se acompafia de melanizacion. Dentro
de la capsula los patdgenos mueren por el efecto de radicales libres como las
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno o por asfixia (Strand M 2008;
Marmaras y Lampropoulou, 2009; Satyavathi et al., 2014).

1.5.3 Nodulacién

El proceso de nodulacion se refiere a agregados multicelulares que forman los
hemocitos para atrapar a un gran nimero de bacterias. El proceso de nodulacion
requiere del reconocimiento de moléculas tanto del hemocito como de los
microorganismos invasores. Se sabe que la formacién de ndédulos es mediada por
lectinas, pero esta hipétesis todavia no ha sido confirmada; sin embargo, si esta
relacionada con la produccion de eicosanoides, profenoloxidasa (proPO) y DOPA
decarboxilasa (Dcd) en los hemocitos (Strand M 2008; Marmaras Yy

Lampropoulou., 2009; Satyavathi et al., 2014).
1.5.4 Melanizacién

La melanizacién es un proceso de defensa contra los patégenos diversos a través
de una cadena de reacciones que llevan a la producciéon de melanina. La melanina
participa en los diferentes procesos inmunes, incluyendo la formacién de nédulos y
capsulas y en la curacién de heridas, ademas de que inicia vias de sefializacion
que activan otras actividades de los hemocitos (Satyavathi et al., 2014). La
sintesis de melanina depende de la activacion de la enzima fenoloxidasa (PO) por
lipopolisacéaridos, peptidoglucanos y glucanos que poseen los patdégenos. La
melanina se forma a partir del amino acido fenilalanina el cual es hidroxilado a
tirosina por la fenilalanina hidroxilasa. La tirosina es hidroxilada por la PO para
producir dihidroxi-fenil-alanina (DOPA). DOPA tiene dos vias para transformarse

en 5,6 dihidroxiindol (DHI). En la primera via DOPA se decarboxila por la enzima
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Ddc a dopamina y dopamina se oxida por PO a dopamina-quinona. Dopamina-
quinona es convertida espontaneamente sin la participacion de enzimas a DHI. En
la segunda via DOPA se oxida por PO a dopaquinona. Dopaquinona es convertida
a dopacromo por reaccién espontanea no enzimatica. Dopacromo se descarboxila
generando DHI. ElI DHI es oxidado por PO para formar 5-6 indolequinona y
finalmente, la indolequinona se polimeriza a eumelanina (Fig. 3). Dopamina es un
sustrato importante y punto de bifurcacibn para los metabolitos derivados de
dopamina tanto por la via de la PO o a través de enzimas de otras vias
metabdlicas, participando en neurotransmision, esclerotizacion cuticular,
fagocitosis y curacion de heridas (Marmaras y Lampropoulou 2009; Gonzélez-
Santoyo y Cordoba-Aguilar., 20012; Satyavathi et al., 2014).
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1.5.5 Fenoloxidasa en el sistema inmune de los invertebrados

La fenoloxidasa en un miembro del grupo de las tirosinasas (oxidasas) y su
funcion principal es la oxidacion de los fenoles. Las proteinas oxidasas de las
diferentes especies tienen diferentes propiedades estructurales, distribucion y
localizacion celular. La mayoria de las proteinas oxidasas poseen un sito activo
conocido como centro binuclear, que tiene tres cobres y esta rodeado por tres
residuos de histidina (Gonzélez-Santoyo y Cordoba-Aguilar., 20012). Las POs se
expresan como zimoégenos inactivos (proPOs) en todos los insectos y son
convertidas a POs activas cuando se requieren. La sintesis de proPO ocurre en
los hemocitos. En Drophosila melanogaster ocurre en las células cristal, mientras
gue en mosquitos se sintetiza en los hemocitos granulares y oenocitoides. Las
proPO pueden activarse de manera natural en los insectos por lipidos anfifilicos
como el isolecitina y por dafio celular, al igual que por otros activadores naturales
son el beta-1,3 glucano, lipopolisacaridos y peptidoglicanos. Todas estas
moléculas se han identificado en varios patégenos como las bacterias Gram +,
bacterias Gram- y hongos, y provocan cambios conformacionales en la proPO, lo
qgue origina un sitio de unién accesible para el sustrato (Gonzalez-Santoyo y
Cordoba-Aguilar., 20012). Hay dos clases de sustratos en insectos para las POs:
(1) monofenoles como tirosina o tiramina, (2) catecol como 1,2 dihidroxibenceno,
4-metilcatecol, DOPA, dopamina, N-acetildompamina (NADA), N-B-alanildopamina
(NBAD), de estas moléculas DOPA es la mas usada para ensayos de actividad
PO. Dopamina, NADA y NBAD por sus propiedades oxidativas y solubilidad
pueden emplearse como agonistas de las PO (Gonzélez-Santoyo y Cordoba-
Aguilar., 20012).

Las POs catalizan tres tipos de reacciones en el proceso de melanogénesis: (1)
hidroxilacion de un monofenol, (2) oxidacion de o-difenol y (3) dehidrogenacién de
un dihidroxiindole. Sin embargo las POs en insectos y tirosinasas en mamiferos
tienen diferentes secuencias de amino acidos en la estructura de la proteina

(Gonzalez-Santoyo y Cérdoba-Aguilar., 20012).
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1.5.6 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

En los mosquitos el epitelio del estbmago interacciona con microorganismos que
entran, sea por la ingestiébn de néctares vegetales o de sangre, lo cual activa la
respuesta inmune innata (respuesta celular y humoral) y entre otras reacciones se
producen radicales libres como las especies reactivas de oxigeno (ROS) por la
oxidasa dual (Duox) (Oliveira et al., 2012). Otra via de produccién de ROS durante
la alimentacién con sangre es cuando la hemoglobina, es digerida en el estbmago
del mosquito liberando grandes cantidades del grupo prostético hemo. El grupo
hemo tiene efectos pro-oxidantes y citotdxicos. La generacion de ROS por el
sistema inmune y la liberacién del grupo hemo pueden causan dafio en los
insectos hematofagos por el estrés oxidativo que provocan (Oliveira et al., 2011).
Se ha documentado que el estrés oxidativo incrementa en los insectos la
produccién de enzimas anti-oxidantes. En larvas de polilla de la cera (Galleria
mellonella) se observd que los inhibidores de prostaglandinas (esculetina,
dexametasona y fenidona) inducen la activacion de las enzimas super o6xido
dismutasa, glutation-S-transferasa, glutation peroxidasa y una disminucién de la
actividad catalasa en la hemolinfa. La activacion de las enzimas anti-oxidantes
resulté similar a la inducida por la xantotoxina (inductor de ROS) (Buyukguzel et al.
2010).

1.6 Vias de sefializacién del sistema inmune en insectos

Las células poseen sistemas que les permiten “sentir’ las condiciones del
ambiente y mandar sefiales al interior, de tal manera que se inicie la transcripcién
de genes adecuados y sinteticen proteinas funcionales para adaptarse a las
condiciones del ambiente. Un mecanismo muy  frecuente de
activacion/desactivacion de proteinas en estas cadenas de transduccién es la
fosforilacion/defosforilacion, un tipo frecuente de modificacion post-traduccional
(Deribe et al., 2010). En los insectos el sistema inmune tiene vias de sefalizacion
gque regulan su actividad en respuesta al ataque de patdgenos donde la
fosforilacion/defosforilacion de proteinas tiene gran importancia (Myllymaki et al.,

2014). La fosforilacion de proteinas es el tipo de modificacién post-traduccional
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mas usado en la transduccion de sefiales y se encuentra en todos los procesos
celulares basicos incluyendo metabolismo, crecimiento, division, diferenciacion,
movilidad, tréfico de organelos, transporte de membrana, contraccion muscular e
inmunidad. La fosforilacion de proteinas es mediada por cinasas que catalizan la
transferencia de un fosfato del ATP a amino acidos especificos de la proteina. Por
lo general la fosforilacion ocurre en residuos de serina (Ser) treonina (Thr) y
tirosina (Tyr) (Deribe et al., 2010).

Varias vias de sefalizacidbn se han descrito para la respuesta humoral de los
insectos y a la fecha las mas estudiadas son: la via Toll, la via inmunodeficiente
(Imd) y la Jak-Stat, las cuales son capaces de reconocer diferentes clases de
patbgenos para activar la expresibn de genes que codifican péptidos
antimicrobianos especificos como cecropina, atacina, gambicina y genes
relacionados con el estrés como totA, Tepl (Kingsolver et al., 2013; Krautz et al.,
2014; Myllymaki et al., 2014). La via Toll responde a bacterias Gram-positivas y
hongos, activando factores de transcripcion similares al Factor Nuclear kappa B
(NF-kB) como son REL 1A y REL 1B, resultando en la activacion de genes
efectores como los productores de péptidos antimicrobianos como cecropina y
defensina entre otros. Por otra parte, la via Imd reconoce bacterias Gram-
negativas activando al factor de transcripcibn NF-KkB/REL 2 y se activa la
expresion de genes que codifican péptidos antimicrobianos como atacina y
diptericina entre otros (Satyavathi et al., 2014; Myllymaki et al., 2014). Finalmente
se ha descrito que en el cuerpo graso de Drosophila la via Jak-Stat induce la
expresion de genes que responden al estrés como totA y Tepl, cuyos productos
son proteinas que contienen enlaces tioléster y estan implicadas en la lisis de los
microorganismos patdgenos (Kingsolver et al., 2013; Wang et al., 2013) (Kim y
Kim, 2005, Fig. 4)

Otros estudios indican que existe interrelacion entre estas tres vias de
sefalizacion propias de los insectos, ya que se observo que durante el desarrollo
de Drosophila la cinasa activada por el factor de crecimiento transformante (3

(dTAK) puede actuar como un componente que modula también la via de
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transduccion de sefial de la Jun-N-cinasa (JNK). Ademas, en el desarrollo del ojo
de Drosophila dTAK también puede activar otras cinasas como MAPKs p38 y la
cinasa Nemo (Mihaly et al., 2001). La activacion de dTAK requiere de una proteina
de unién a dTAK (dTAB2) rio arriba y el aumento en la expresiéon de dTAB2
permite la activacion de la via de sefializacion NF-kB/Relish (Zhuang et al., 2006).

En la linea celular C6/36 derivada de mosquito Aedes albopictus se caracterizd
una proteina parecida a JNK, que es activada en respuesta a infeccién por
bacteria, LPS y choque térmico (Mizutani et al., 2003 b). Otras MAPKs se han
caracterizado en Ae. aegypti como p38 MAPK que participa en la regulacién de la
expresion del gen de la defensina después de la induccion por LPS (Chen-Chin
Wu et al., 2007), MEK3 aumenta la expresion cuando Ae.aegypti es inoculado con

bacterias confirmando que participa en la respuesta inmune (Huang et al., 2003).

En células de mamiferos se ha documentado que tanto la PGE2 como inhibidores
de su produccién modulan la actividad de moléculas que participan en vias de
sefalizacion, y aunque en insectos se ha documentado que PGE: tiene efecto
sobre la expresion de genes implicados en la respuesta inmune se desconocen las

vias de sefializacion.
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durante la infeccion y se une a Toll, lo que activa una cascada de sefializacidn intracelular y culmina
en la degradacion de Cactus y la translocacién al nucleo de factores de transcripcion parecidos al NF-
kB conocidos como Dorsal y Dif. La via Imd se inicia con la activacién de PGRP-LC, activandose la
proteina Imd seguido de la activacién de dTAK después de lo cual se bifurca en dos rutas, una con
IKK y la otra con JNK. Relish se fosforila por el complejo IKK, es cortado a una forma pequefia activa
gue se transloca al nacleo para la expresion de genes. Alternativamente la via JNK continua con la
activacion de Hep y Bsk los cuales en Drosophila se llaman dJNKK y dJNK y culmina con el ensamble
de dAP1 (un homologo al heterodimero de dJun y/o dFos). La via JAK inicia con un receptor tipo
citocina clase 1, Domeless (Dome), que inicia a la cinasa Hop (dJAK) que activa STAT que ahora forma

un dimero que es translocado al nacleo para activar al gen TEP (Kim and Kim 2005)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Justificacion

La transmision de enfermedades virales y parasitarias a humanos por insectos
vectores implica que el agente invasor debe evadir la respuesta inmune tanto del
vector como del huésped vertebrado pues de otro modo su ciclo de transmision se
interrumpe. El sistema inmune de los insectos, incluyendo los mosquitos vectores
es una respuesta innata, no adaptativa y sin memoria, pero capaz de eliminar una
variedad de infecciones por protozoarios, helmintos y virus, aungue no siempre
logra detenerlas (Buchon et al., 2014). La activacién del sistema inmune también
es producida por agentes estresantes como los mismos patdégenos, agentes
quimicos como xenobibticos e insecticidas y hormonas tales como las
prostaglandinas (Rani et al., 2015). Los sistemas efectores del sistema inmune
incluyen respuestas celulares como la fagocitosis, nudulacién, encapsulacién y
melanizacion, efectuadas por varios tipos de células presentes en la hemolinfa
(hemocitos) y respuestas inmunes humorales, que incluyen la secrecion de
péptidos antimicrobianos, principalmente por las células del cuerpo graso,
reacciones de melanizacion y generacion de radicales como las ROS vy las
especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Buchon et al., 2014; Krautz et al., 2014) y
la mayor parte de estos procesos, si no todos, estan regulados por vias de
sefalizacion, las cuales tienen como un mecanismo principal para su funcién la

fosforilacion/desfosforilacion de proteinas especificas.

La respuesta inmune en insectos depende en primer lugar de la cascada de
enzimas proteoliticas que conducen a la activacion de la enzima fenoloxidasa (ruta
de la proPO). Otro mecanismo de coordinacion es la secrecion de hormonas
peptidicas por distintos 6érganos como el estbmago y el cuerpo graso; también la
produccion y secrecién de hormonas esteroides como la ecdisona o derivadas de
terpenos como la hormona juvenil (HJ) (Evans y Wood., 2014). Otras hormonas

menos estudiadas en sus efectos en el sistema inmune del insecto son las
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prostaglandinas, pertenecientes al grupo de los eicosanoides, metabolitos
oxidados del acido araquidonico. Hay descripciones preliminares de que las PGs
intervienen en varios aspectos de la inmunidad de los insectos incluyendo
reacciones de defensa tanto humoral como celular a bacterias, hongos, parasitos y

virus (Stanley y Kim, 2011).

En Aedes sp., existen estudios en donde han identificado proteinas cinasas
participantes de vias de sefalizacion las cuales son activadas por bacterias y
choque térmico incluyendo JNK, MEKS, p38 MAPK, pero las vias no se ha descrito
en detalle, ni tampoco cuales proteinas de vias de sefalizacion o efectoras se
fosforilan por la presencia de PGEz, prostaglandina muy importante en la fisiologia
en vertebrados, y poco estudiada en insectos, aunque se tienen resultados
preliminares que apuntan a que participa de manera significativa. En este trabajo
se estudio el efecto de la PGE:2 en la fosforilacion de proteinas, utilizando como

modelo células de la linea C6/36 originada de embriones de Ae. albopictus.
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3. HIPOTESIS

La PGE2 modifica la fosforilacion de proteinas participantes en cascadas de

sefalizacion de respuestas al ambiente en células del insecto Ae. albopictus.

4. OBJETIVO GENERAL

Analizar las proteinas fosforiladas en células C6/36 derivadas de Ae. albopictus
bajo tratamiento con PGE2, para identificar y caracterizar alguna(s) que participe

en vias de sefalizacion.
4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar los perfiles de proteinas fosforiladas en células C6/36 en estado
basal, en ausencia de suero, bajo tratamiento con la PGE2 y la dexametasona,

seleccionando aquéllas que presenten cambios en su fosforilacion.
2. ldentificar mediante MS proteinas que presenten cambios en su fosforilacién.
3. Caracterizar una proteina especifica implicada en sefializacion celular:

3.1 Analizar la expresion del RNAm de la proteina fosforilada/desfosforilada

de interés bajo tratamiento con PGE2 Yy dexametasona.

3.2 Investigar la localizacion de la proteina fosforilada/desfosforilada en las
células C6/36 HT

3.3 Investigar la asociacion de la proteina fosforilada/desfosforilada con

otras proteinas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Linea celular C6/36 HT de Ae.albopictus

Las células C6/36 HT derivadas de Ae. albopictus (Iragashi, 1978; Kuno y Oliver,
1989) se cultivaron a 34°C en medio minimo esencial (MEM; Gibco, Life
Technology) suplementado con aminoacidos no esenciales (GIBCO BRL, Grand
Island, NY), 7% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO BRL Grand Island, NY),
vitaminas, 0.370 g/l de bicarbonato de sodio, 50 U/ml de penicilina y 50 U/ml de
estreptomicina (Mosso et al., 2008).

5.2 Viabilidad celular

Para los ensayos de viabilidad fueron utilizadas 3.4 x108 células en fase
exponencial crecidas en placas de 96 pozos, estas fueron lavadas suavemente
con MEM libre de suero. Después a las células se les agregaron 100 pl de MEM
libre de suero (condicion ayuno); o MEM libre de suero + dexametasona [DEXA,
(11pB, 160),-9 fluoro 11, 17, 21- trihidroxi-16-1- metilpregna-1-4-diene-3, 20-dione
(Sigma-Aldrich Corporation)], en concentraciones de (8, 13, 25, 38 y 51uM); MEM
libre de suero + PGE2 en concentraciones de 14, 28, 42, 85 y 142 uM, y se
incubaron por 30, 60 y 120 min. Células sin tratamientos se usaron como control.
La viabilidad celular se evalué usando el reactivo CellTiter 96® AQueous One
Solution (Promega Corporation, Woods Hollow Road, Madison, WI, USA)
siguiendo las indicaciones del protocolo del fabricante. Este es un método
colorimétrico que tiene una solucibn del compuesto tetrazolium[3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium] (MTS) y un reactivo acoplado a metosulfato de fenazina (PMS). El
MTS es reducido por las deshidrogenasas presentes en las células
metabdlicamente activas formando formazan que es soluble en el medio de
cultivo. La absorbancia del formazan a 490 nm fue medida directamente en las
placas de 96 pozos (Corning, NY, USA) sin procesamiento adicional usando un
lector de ELISA (ELx808™: BioTek® Instruments, Inc. Winooski, Vermont. USA).
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Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos se realizaron por una
ANOVA de un solo paso, donde la diferencias fueron consideradas significativas

cuando p<0.05.
5.3 Ensayo de apoptosis.

Para los ensayos de apoptosis se utilizd el kit de Anexin-V-Fluos (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim Germany) siguiendo el protocolo del fabricante.
Células C6/36 HT se crecieron en multicAmaras de 24 pozos (1x10%/pozo), éstas
se lavaron suavemente con MEM libre de suero y en pozos diferentes por
triplicado se agreg6: MEM libre de suero; MEM libre de suero + dexamentasona
(13 y 51 uM); y PGE2 (28 y 142 uM), y todas las células tratadas se incubaron a
34°C por 120 min. Luego las células se lavaron con PBS, pH 7.2 y centrifugadas a
200 x g por 5 min. El boton de células se disolvio en 100 ul de la soluciéon de
marcaje Anexina-V-fluos/loduro de propidio e incubadas a 25°C por 10 min.
Después del marcaje, las células se analizaron en un citometro de flujo (Cyan ADP
Analyzer, Beckman Coulter). En cada experimento se analizaron 10000 células, y
se utilizé el software version 1.5 (Beckman Coulter Inc, CA, USA) para el registro y

analisis. Los experimentos se realizaron por triplicado.
5.4 Tratamientos con farmacos a las células C6/36 HT

Para investigar los efectos de la PGEz, la dexametasona y la usencia de suero en
el medio cultivo (S/Suero) en la fosforilacién de proteinas, 7.5 x 10 células C6/36
HT en fase de crecimiento exponencial se lavaron suavemente con MEM libre de
suero y luego al primer lote de células se le adicionaron 10 ml de MEM libre de
suero, al segundo lote de células se le adicionaron 10 ml de MEM libre de suero +
PGE:2 (28 uM), al tercer lote 10 ml de MEM libre de suero + dexametasona (13 uM)
y todos los lotes se incubaron a 34°C por 2 h. Células sin tratamiento se usaron
como control, y los experimentos fueron realizados por triplicado. Después de los
tratamientos las células C6/36 HT se lavaron tres veces con buffer sultado salino
(PBS) (137 mM NacCl, 10 mM KCI, 8.1 mM NazHPO4 y 4.5 mM KH2PO4) pH 7.4

estéril y centrifugadas a 800 x g. Las células se lisaron en buffer de muestra 2x
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(Tris-HCI 0.5 M, glicerol 10 %, SDS 5 %) con inhibidores de proteasas (Complete,
Roche Diagnostics, Mannheim Germany) y fosfasas (PhosSTOP, Cat:
04906837001, Roche Diagnostics, Mannheim Germany). Los lisados celulares se
centrifugaron a 16000 x g a 4°C por 15 min, los sobrenadantes se colectaron y se

usaron y guardaron a -80°C hasta su uso.
5.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Para investigar el patrén de proteinas totales de las células C6/36 HT se realizo el
ensayo de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), en forma discontinua, se utilizé gel concentrador con bajo grado de
reticulacion de 4% y pH 6.8, un gel separador con grado de reticulacion mayor de
12 %, para preparar la mezcla de los geles se utilizé solucion de 30% de
acrilaminada/0.8% de bisacrilamida, SDS al 10%, persulfato de amonio 10%,
TEMED, Tampén del gel separador Tris-HCI 1.5.M pH 8.8, Tampdn del gel
concentrador Tris-HCI 0.5 M pH 6.8. Después de los tratamientos las células
C6/36 HT se lisarén con buffer de lisis 2X (SDS 5%, Glicerol 10 %, 0.5 M Tris-HCI
pH 8.8), en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados
celulares se centrifugaron a 12000 rpm por 15 min a 4°C, los sobrenadantes se
colectaron y la concentracién de proteina se determiné usando el ensayo de
proteina BCA (Thermo Scientific, Rockford IL, USA). A 40 pg de proteina de cada
tratamiento se le adiciond 1 ul de B-Mercaptoetanol al 0.01% y Azul de Bromofenol
al 0.05% y cada muestra se hirvié por 5 min. Posteriormente se colocaron en los
diferentes carriles del gel, asi como también se colocaron los marcadores de peso
molecular pretefiidos (Precision Plus Protein™ Standards Cat. N0.161-0374. Bio-
Rad Laboratories, INC, CA. USA). A los geles colocados en las camaras se les
agrego buffer de corrida (Trisma base, glicina, SDS) y se conectaron a una fuente
de poder a 80 V hasta que la banda de azul de bromofenol entr6 en el gel
separador y el voltaje se incrementd a 120 V. Finalizada la corrida electroforética,
el gel se colocd a una solucién fijadora de acido acético 10%, metanol 30 %, y se

tind con Azul de Coomasie Bio-Safe y se destifid con solucion de acido acético
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10% y metanol 10 %, los geles obtenido se utilizaron para ensayos de Western

blot. (Los ensayos se realizaron por duplicado).
5.6 Electroforesis en dos dimensiones (E-2D)

El analisis detallado de proteinas se hizo por electroforesis en dos-dimensiones
(E-2D). Para la primera dimension por isoelectroenfoque (IPG) se usaron tiras con
gradiente de pH inmovilizado (Immobiline™ Drystrips pH 3-10 NL, 7 cm, GE
Healthcare) (O Farrell, 1975; Gorg et al., 2004). Para este fin, las proteinas de las
células C6/36 HT después de los tratamientos se disolvieron en 200 pl de buffer
de muestra [urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%, IPG buffer 2%(GE Healthcare Bio
Sciencies AB, Sweden), DTT 40mM], al cual se le agregaron 20 pul del coctel de
inhibidores de proteasas (Complete, Roche) y fosfatasas (PhosStop, Roche) para
su homogenizacion. Las muestras secentrifugaron a 16000 x g a 4°C por 15 min, a
los sobrenadantes se le agreg6 acetona para la precipitacion de proteinas. Las
proteinas se solubilizaron en 200 pl de solucion de rehidratacion (urea 7M, tiourea
2M, CHAPS 2%, IPG buffer 0.75 %, DTT 20mM) adicionada con inhibidores de
proteasas y fosfatasas. La concentracion de proteinas se determiné con el sistema
2-D Quant Kit (GE Healthcare). Una vez definida la concentracion de proteina, se
cargaron 200 ug de proteinas en las tiras Immobiline™ dejandose rehidratar toda
la noche a temperatura ambiente. Las tiras IPG se electroenfocaron en un equipo
Ettan IPGphor 3 system (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las tiras enfocadas se usaron inmediatamente o se almacenaron a -
80°C hasta su uso. Para la segunda dimension, las tiras se trataron por 15 min en
buffer de equilibrio (urea 6 M, Tris-HCI, pH 8.8 75 mM, glicerol 29.3%, SDS 2%,
Azul de Bromofenol 0.002%) méas DTT (2.5 mM) y posteriormente 15 min con
buffer de equilibrio mas iodoacetamida (1.35 mM), las tiras equilibradas se
colocaron sobre un gel al 12 % SDS-PAGE. Los geles se tifieron con solucion de
Azul de Coomassie Bio-Safe (Bio-Rad Laboratories, Inc. CA, USA) y las imagenes
de los geles se registraron usando un equipo ImagenQuant LAS 4000 System (GE

Healthcare).
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5.7 Anticuerpos

Para identificar las proteinas fosforiladas de las células C6/36 HT separadas por
electroforesis se hizo Western Blot (WB) con anticuerpos policlonales de raton
anti-fosfotreonina (Cat. No. 13-9200, Invitrogen Corporation, Camarillo, CA.USA),
conejo anti-fosfoserina (Cat. No. 61-8100, Invitrogen Corporation, Camarillo,
CA.USA), y el anticuerpo monoclonal de raton anti-fosfotirosina acoplado a
peroxidasa (Cat. No. 136620, Invitrogen Corporation, Flynn Rd, Camarillo
CA.USA) todos en dilucion 1:2000. Para caracterizar a la proteina RACK1 se
utilizé un anticuerpo policlonal de conejo anti-RACK1 (ab62735 COMPANIA). En
cada caso se usé el anticuerpo secundario, correspondiente a la especie del
anticuerpo primario, conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP, por sus
siglas en inglés): Goat anti-Rabbit IgG -HRP (Cat. No. 81-6120), Goat anti- Mouse
IgG-HRP (Cat. No. 8-6520) (Invitrogen Flynn Rd, Camarillo CA, USA) todos a una
dilucién 1:40000.

5.8 Western-blot

Para conocer las proteinas fosforiladas se realiz6 el analisis de WB en E-2D, los
geles se corrieron por duplicado, uno se tifi6 con Azul de Coomassie y su réplica
electrotransferida a una membrana de nitrocelulosa (NC, Codigo RPN303D.
Amersahm™ Hybond™ —-ECL. GE Healthcare). Las membranas se bloquearon
con albumina (BSA) 3% en Buffer tris salino-Tween 20 (Tris-HCI 62.5 mM, cloruro
de sodio 136 mM, Tween 20 0.1%), y se incubaron toda la noche con anticuerpos
policlonales anti-fosfotreonina, anti-fosfo serina o el anticuerpo monoclonal anti-
fosfotirosina, todos en dilucion 1: 2000. Después las membranas de NC fueron
incubadas con su correspondiente anticuerpo secundario conjugado con HRP. Los
experimentos se realizaron por duplicado. Los puntos que presentaron cambios en
la fosforilacion en el andlisis de WB, se localizaron en el gel tefiido con Azul de
Coomassie, se cortaron y analizaron por espectrometria de masas acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS).
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Para detectar la proteina RACK1 por WB en SDS-PAGE y E-2D se utilizaron 40 y
200 pg de proteinas totales electrotransferidas respectivamente sobre membranas
de NC, se bloquearon e incubaron con un anticuerpo policlonal anti-RACK1,
seguido de un anticuerpo secundario (goat anti-IgG Rabbit-HRP). Como control de
carga se utiliz6 un anticuerpo monoclonal anti-B-actina (ab8224, Abcam
Cambridge, MA, USA: dilucién 1: 40000), seguido de un anticuerpo secundario
(goat anti-lgG Mouse) (AP308P, Millipore, dilution 1: 40000). Como control positivo
para la deteccion por WB de la presencia de RACKL1 en los ensayos se incluyo un
lisado de células de carcinoma humano A431 sin estimulo (Lisado celular A431)
(Cat. No. 12-301, Millipore Corporation, Temecula CA, USA). En todos los
experimentos de WB, las sefiales se detectaron usando el kit Supersignal West
pico Chemiluminescent (Thermo Scientific, Rockford, USA) y las imagenes se

registraron en el equipo ImageQuant LAS 4000 system (GE Healthcare).

Para reutilizar las membranas de NC que ya se habian analizado con un
anticuerpo, éste se retird usando el amortiguador Restore™ Western Blot Stripping
Buffer (Thermo Scientific, Rockford, USA) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.
5.9 Analisis de Datos.

Para la cuantificacion de las sefiales obtenidas en los WB en SDS-PGE, las
intensidades de las bandas obtenidas en las imagenes digitales se analizaron con
software ImageQuanTL 1D gel Analysis integrado a los controladores del equipo
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Para asignar significancia a las
diferencias en intensidad de las sefales, los resultados se compararon
estadisticamente por la prueba t de Student para muestras no pareadas con
p<0.05. Para el analisis cuantitativo de los puntos de proteinas en E-2D tefidos
con Azul de Coomassie y WB en E-2D, las imagenes se registraron en el
ImageQuant LAS 4000 y las intensidades de los puntos se analizaron usando el
software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare). La serie de resultados del
porcentaje relativo de los puntos se analizaron por ANOVA de un paso con una
p<0.05.
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5.10 Ensayo de Inmunoprecipitacion

Para identificar proteinas asociadas a AealRACK1l se hicieron ensayos de
inmunoprecipitacion. Para este fin se utilizaron 7.5 x 10 células C6/36 HT en cada
condicién: a) células sin tratamiento, b) en ayuno de suero, c) tratadas con
dexametasona, d) tratadas con PGE2, todas las condiciones incubadas por 2
horas. Las células se lisaron con buffer de lisis no-desnaturalizante [Tris 10 mM
pH 7.5, cloruro de sodio (NaCl) 150 mM, acido etildiaminotetraacético (EDTA) 5
mM, Nonidet-P40 1%] en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los
lisados celulares se centrifugaron a 12000 rpm por 15 min a 4°C, los
sobrenadantes se colectaron y se determiné la concentracién de proteina usando
el ensayo de proteina BCA (Thermo Scientific, Rockford IL, USA). Dos mg de
proteina de los extractos totales se pre-aclararon (eliminacion de componentes
potencialmente reactivos a partir del lisado celular) con 50 ul de perlas de agarosa
acopladas a proteina G (Invitrogen) mas 1 ug de anticuerpo IgG de conejo (como
control negativo) (Cat: Sc 2027, Santa Cruz Biotechnology. Inc) durante 2 h a 4°C
en agitacion en vortex. Las perlas de G agarosa se dejaron precipitar y los
sobrenadantes (proteinas pre-aclaradas) se recuperaron. Las proteinas pre-
aclaradas se incubaron con 3 pg del anticuerpo policlonal anti-RACK1 toda la
noche a 4°C en agitacion en vortex. Los lisados previamente incubados con el
anticuerpo anti-RACK1 se le adiciono 60 pl de Proteina-G-agarosa previamente
incubada con albumina al 2%, y se incubaron por 2 h a 4°C en agitacion. Las
perlas con el complejo inmune se lavaron con el buffer de lavado (Tris 10 mM pH
7.4, NaCl 150 mM, EDTA, 5mM, Nonidet-P40 1%), las proteinas de interés se
extrajeron por la adicion del buffer de muestra 2X (SDS 5%, glicerol 10%, Tris-HCI
0.5 M, pH 8.0) y se hirvieron durante 4 min y resueltas por SDS-PAGE 12%. Las
proteinas resueltas se trasfirieron a membranas de NC, estas se bloquearon con
albumina al 3%, y se incubaron con anti-RACK, seguida de anticuerpo secundario
(goat anti-lgG Rabbit-HRP, 1:10000). Los experimentos se realizaron por
duplicado. Del gel tefildo con Azul de Coomassie Bio-safe las bandas de proteinas
inmunoprecipitadas se cortaron de la condicién de ayuno y de la condicion de
PGE-2, se analizaron por LC-MS/MS.
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5.11 Identificacion de proteinas fosforiladas por LC-MS/MS

El analisis e identificacion de proteinas por LC-MS/MS se realizd en la Protein
Core Facility de Columbia University Medical Center por la Dra. Ann Gawinowics
(New York, NY, USA). Para la identificacion de proteinas, los puntos generados en
los sistemas de E-2D se seleccionaron manualmente, se cortaron a partir de los
geles tefiidos con Azul de Coomassie y se colocaron individualmente en tubos
Eppedorf de 1.5 ml. Las proteinas se digirieron con tripsina siguiendo
procedimientos estandar para la obtencion de péptidos (Shetti et al., 2013). Los
fragmentos de proteinas fueron reducidos/desalados, para obtener secuencia de
los péptidos se realizé6 LC/MS/MS sobre un espectrometro de masas hibrido de
tiempo de vuelo ortogonal con un cuadrupolo (Micromass QTOF 1, Waters, USA)
con cromatografia liquida (LC), operando en nonoflujo electrospray modo ion
positivo. Los datos de MS y MS/MS se investigaron e integraron (Mascot v. 2.1,
Matrix Science) contra la base de datos de Uniprot (UniprotKB/Swiss-Prot) para la

especie Ae. aegypti.
5.12 Identificacion de proteinas inmunoprecipitadas por MALDI TOF/TOF

Las bandas de proteinas inmunoprecipitadas fueron identificadas en un
espectrometro de masas tiempo de vuelo (QSTAR XL Hibrid LC-MS/MS system;
Applied Biosystems, Foster City, CA) con un cuadrupolo operando a temperatura
ambiente con fuente Electro-Spray en modo ion positivo para la APl 150EX, API
3000, y QSTAR systems (Applied Biosystems) en la Protein Chemistry Section,
Research Technology Branch, NIAID; NHI (Rockville, MD, 20852, USA). Los
archivos de los datos crudos fueron procesados usando los softwares MassLynx

ProteinLynx y MASCOT (http://www.matrixscience.com/) usando la base de datos

NBCInr. Los parametros fueron ajustados considerando posibles oxidaciones de
residuos de metionina, carbamidometilacion, cisteinas y valores de masas

monoisotopicas para la identificacion por MASCOT.
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5.13 Sintesis de cDNA

Para analizar la expresion del gen de RACK1 bajo diferentes condiciones, se uso
la reaccidbn en cadena de la polimerasa punto final y cuantitativa (QRT-PCR)
usando como molde cDNA generado a partir de los mensajeros celulares
mediante transcriptasa reversa. EI RNA total se aislo de la células C6/36 usando
Trizol (Invitrogen, CA, USA) se sigui6 las instrucciones del fabricante. Para
eliminar el DNA contaminante en el RNA, se procedié a mezclar 8 pl RNA total con
1 pl de buffer 10X (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, MgCl2 25 mM, CaCl2 1 mM), 1 pl de
enzima TurboDNase (Fermentas, Thermo Scientific), se incubd a 37°C por 30 min,
se inactivo la enzima a 75°C por 10 min, después de inactivarla se le adicioné 1 pl
de EDTA 5 mM. La calidad del RNA se verificd por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio, se visualizé bajo luz UV, la imagen
se registré la imagen usando el software ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE
Healthcare). La hebra de cDNA se sintetizé a partir de 500 ng de RNA total, para
ello se utilizé oligo (dT) primers y transcriptasa reversa SuperScript 1l (Cat. No.
1864-014, Invitrogen, Life Technologies, CA, USA). A 500 ng de RNA total se le
agrego 1ug de oligo (T) y agua estéril hasta completar 12 pl, posteriormente se
desnaturalizé a 70°C por 10 min y se colocé en hielo, se le adicioné 4 ul de buffer
5X (Tris-HCI 250 mM, pH 8.3, KCI 375 mM, MgCl2 15 mM), 2 yl de DTT 0.1 mM, 2
pl de dNTP’s 10 mM, se mezclé con mucho cuidado y se centrifugo dando un
pulso solamente, se incubd 42°C por 2 min y se agregd 1ul de transcriptasa
reversa SuperScript Il, se incubé a 42°C por 50 min, seguido de 70°C por 15 min
para inactivar la enzima. Se obtuvo el cDNA y se procedio6 a realizar la PCR punto

final y cuantitativo.
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5.14 Analisis de PCR

Para confirmar la presencia de AealRACK1 en la células C6/36 HT, Dos ul de
cDNA de células sin tratamiento, en medio de cultivo sin suero, tratadas con PGE:2
y tratadas con dexametasona (de un total de 20ul) se usaron para cada reaccion
de PCR de 50 ul que incluye: 2 pl de cada uno de los iniciadores especificos
disefiados a partir del analisis en la base de datos Biology WorkBench
(http://workbench.sdsc.edu/) del gen correspondiente a AeaeRACK1
(AAELO13069). Las secuencias fueron: para el oligo sentido 5'-
CCGTGTCGCCCGATGGTTCC-3' (posicion 596 a 615) y para el oligo anti-sentido
5'-GAGCCGAGACCGACACCTGC-3" (posicion 931 a 912). 0.25 ul de Taq
polimerasa (2U), 2 pl de dNTPs, 5 yl de amortiguador de PCR 10x (Invitrogen), 2
Ml de cloruro de magnesio (50 mM) y 34.75 pl de agua estéril. Las condiciones
para la PCR fueron de 35 ciclos de: 95°C por 4 min y 95°C por 30 s para la
desnaturalizacion de la cadena de DNA; 68 °C por 30 s para la unién de los
iniciadores; 72 °C por 30 s y una extension final de 72 °C por 8 min para los

productos no terminado.

Como control, se amplific6 un fragmento de 400 pb correspondiente al gen de
actina de An. albimanus el cual se consideré un control de expresion constante,
usando los iniciadores: ACA TGG AGA AAA TCT GGC ACC ACA (Act5-3") y ACA
GCTTTT CTT TGA TGT CGC GAA (Act 5-37); (Montero-Solis et al., 2004) bajo las
condiciones de: 95 °C por 5 min, 94 °C por 1 min, 55 °C por 1.10 min, 72 °C por 2
min y una extension final de 72 °C por 7 min (30 ciclos). Los reactivos en cada
reaccion fueron: 0.5 pl de cada uno de los iniciadores, 0.3 pl de Taq polimerasa
(2U), 2 pl de cDNA, 0.5yl de dNTPs, 5 ul de amortiguador de PCR 10x, 5 ul de

cloruro de magnesio (50 mM) y 36.2 ul de agua estéril.

El fragmento de 369 pb se verifico por electroforesis en un gel de agarosa al 2 %,
tefiido con bromuro de etidio, visualizado bajo luz UV y registrada la imagen
usando el sottware ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare). Los geles se
prepararon con el amortiguador TAE 1X (Tris acetado 40 mM, EDTA 1 mM pH 8.0.

Posteriormente el fragmento se clond en el vector PCR™2.1-TOPO (Invitrogen) y
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se secuencio (3500xL Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Life Technologies).
El fragmento AealRACK1l mostr6 100 % de identidad con la secuencia de
AeaeRACK1 obtenida de la base de datos del genoma de Ae. aegypti cepa

Liverpool accesible en el sitio VectorBase.

(https://www.vectorbase.org/organisms/aedes-aeqgypti).

5.15 Andlisis gq-PCR

Para cuantificar la expresion de AealRACK1 de las células C6/36 HT sin
tratamiento, en ausencia de suero y tratadas con dexametasona se utiliz6 gRT-
PCR y se midio la formacién de amplificados usando la incorporacion del colorante
intercalante SYBR Green usando una mezcla comercial (SYBR Green PCR
Master Mix, Invitrogen) llevando a cabo las reacciones en un equipo 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Para las reacciones los oligos se
disefiaron a partir de la secuencia de RACK1 de Ae. aegypti (AAEL013069) con la
ayuda del programa REAL-TIME PCR disponible en

http://www.idtdna.com/scitools/Applications/RealTimePCR/: sentido 5-CAT CAG
TGA CGT TGT CCT CTC-3' (posicion 195-216), y anti-sentido 5'-GGA CAT CCT
TGG TAT GGT CTT C-3' (posicion 304—326) (el oligo sentido se ubicé en el exén

2 y el anti-sentido en el ex6n 3) y se obtuvo un fragmento de 113 pb.

Adicionalmente se amplificé un fragmento de 113 pb de la proteina ribosomal S7
de Ae. aegypti, usando el oligo sentido 5-GAG ATC GAG TTC AAC AGC AAG A-
3" (posicién 145-167) y el anti-sentido 5"-GAG AAC TTC TTC TCC AGC TCA C-3
(posicién 236-258) (Liu et al.,2007). Esta secuencia se us6 como control interno
para las amplificaciones. Los cambios relativos en las cantidades del RNAmM

fueron calculados usando el método 2-224CT (Livak et al., 2001).
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5.16 Ensayo de inmunofluorescencia

Para localizar la proteina AealRACK1 en las células C6/36 HT se hicieron ensayos
de inmunofluorescencia. Las células fueron crecidas al 60 % de confluencia sobre
cubreobjetos en medio MEM con suero, el cual fue retirado y sustituido por MEM
libre de suero, MEM sin suero con dexametasona y MEM sin suero con PGE2, las
células se incubaron por 120 min y posteriormente se fijaron con solucién al 1 %
de paraformaldehido por 30 min a temperatura ambiente. Las células se
permeabilizaron con acetona fria por 3 min y se trataron con solucion bloqueadora
(PBS, pH 7.2, FCS 10 %, BSA 3 %, glicina 10 mM) por 60 min a 37°C. Las células
tratadas se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-RACK1 de conejo dilucion
1:50 (ab62735) por 2 h, seguido del anticuerpo secundario (goat anti-lgG Rabbit
Alexa 488 conjugate) (A-11034, Invitrogen, Paisley, UK), el DAPI (H-1200,
VECTASHIELD, Vector Laboratories, Inc, Burlingame, USA; 1:400) utilizado para
tefiir los nucleos. Las células tefiidas se analizaron en un microscopio confocal
invertido Leica LSM-SPC-5 Mo equipado con lentes para aceite de inmersiéon HCX
PL apo lambda blue 63 x 1.4. Las imagenes se registraron y se procesaron
utilizando el software LAS AF (Leica TCS-SPE, USA). Células sin tratamiento

fueron usadas como control.
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6. RESULTADOS
6.1 Efecto de la PGE: y la dexametasona sobre la viabilidad celular.

Para investigar el efecto de PGE: sobre las funciones celulares y para seleccionar
una dosis que ejerciera un efecto farmacolégico sin comprometer su
supervivencia, primero se evalué la viabilidad de las células C6/36 HT usando el
reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution. Para este fin las células se
incubaron con diferentes dosis de PGEz; 14, 28, 42 y 142 yM durante 30, 60 y 120
min, con base en reportes previos (Miller et al., 2005: Dean et al., 2002; Garcia-Gil
de Mufioz et al., 2008; Stanley et al., 2008). En estos experimentos se observé
que en las dosis entre 14 y 42 uM de PGEp., la viabilidad fue del 80 % (Fig. 5A), y
en las concentraciones de 85y 142 M durante 120 min la viabilidad se redujo por

abajo del 55 % (Fig.5B).

Por otra parte en las células incubadas con dexametasona en concentraciones de
8, 13y 25 uM durante 30, 60 y 120 min., la viabilidad fue mayor al 80 %, mientras
que en 38 y 51 yuM durante 120 min la viabilidad fue menor al 75 % (Fig. 6). Por lo

tanto, para experimentos posteriores se eligieron las concentraciones de 28 uM de

PGE:y 13 uM de dexametasona.

6.2 Efecto del tratamiento con PGE; dexametasona y ausencia de suero
sobre la apoptosis en las células C6/36 HT.

Para investigar si los diferentes tratamientos (supresion del suero, PGE: y
dexametasona) inducian apoptosis en las células C6/36 HT, las células se
analizaron después de 120 min de tratamiento, por el método de doble tincién con
Anexina V/loduro de propidio. En el grupo de células sin tratamiento el porcentaje
basal de células apoptdticas fue de 4.72 £ 0.16 % (Fig. 7A), mientras que en el
grupo de células en ausencia del suero fue de 9.83 + 0.15 % (Fig. 7B). En el
tratamiento con dexametasona los porcentajes de células en apoptosis fueron de
7.31+0.09 % en 13 uyM y 18.43 + 0.19 % en 51 pM (p<0.05)(Fig. 3C y D). En el

tratamiento con PGE: los porcentajes de las células apoptoéticas en diferentes
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concentraciones fueron de 7.42 £+ 0.2 % en (28 uM) y 17.88 + 0.13 % enl142 uM
(p<0.05) (Fig. 7E y F). Para los siguientes experimentos se eligieron las
concentraciones de 28 uM de PGE2 y 13 pM de dexametasona. Las células en
ausencia suero comparadas con las células sin tratamiento presentaron un
moderado incremento en apoptosis (p<0.05). En todos los tratamientos la
poblacion de células necréticas detectado por la tincion del ioduro de propidio, se
mantuvo por debajo de 8% comparado al 4% de las células sin tratamiento.
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Figura. 5- Efecto de Prostaglandina E. sobre la viabilidad celular. Para el ensayo de
viabilidad 3.4 x 10° células se cultivaron en placas de 96 pozos, se lavaron suavemente y se
agreg6 PGE:; en dosis de 14, 28, 42, 85 y 142 yM disuelto en medio MEM libre de suero, se
incubaron por 30, 60 y 120 min. Células sin tratamiento se usaron como control. La
viabilidad celular fue medida usando el sistema CellTiter 96® Aqueous One Solution
Reagent. La cantidad de formazan soluble producido se registré por absorbancia a 490 nm
usando un lector de placas de 96 pozos. Los experimentos se realizaron por triplicado y las
barras representan la media de los experimentos independientes de cada concentracién de
PGE; (MediatDE). Los experimentos fueron realizados por triplicado. El porcentaje se

calculé usando el 100 % el valor obtenido con las células de la condicion control (p<0.05).

36



=1 CONTROL

£ 8 uM
B 13 uM
o .25
I E=38 uM
[Im51 uM
100 P
- . T
] R M
e 75| 1.
e
©
g soff
s
1
30 min 60 min 120 min
Tiempo (min)

Figura. 6- Efecto de la dexametasona sobre la viabilidad celular. Para el ensayo de viabilidad
3.4 x 108 células se crecieron en placas de 96 pozos, las células se lavaron suavemente y se
agrego la dexametasona en dosis de 8, 13, 25, 38 y 51 uM disuelta en medio MEM libre de
suero, se incubaron por 30, 60 y 120 min. Las células sin tratamiento se usaron como
control. La viabilidad celular se determind usando el sistema CellTiter 96® Aqueous One
Solution Reagent. La cantidad de formazan soluble producido fue registrado a 490 nm de
absorbancia usando un lector de placas de 96 pozos. Los experimento se realizaron por
triplicado y las barras representan la media de los experimentos independientes de cada
concentracion de dexametasona (MediatDE), El porcentaje se calculé usando como 100 % el
valor obtenido con las células de la condiciéon control (p<0.05).
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Figura. 7- Efecto de la PGE>, la dexametasona y la ausencia de suero sobre apoptosis en las
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células C6/36 HT (A-F). Gréficas de dispersion de la doble tincidon de las células con Anexina
V/IP, en las condiciones probadas se obtuvieron por citometria de flujo. (A) Células sin
tratamiento; (B) Células en ausencia de suero; (C) Células tratadas con dexametasona (13
HM); (D) Células tratadas con dexametasona (51 uM); (E) Células tratadas con PGE; (28 uM);
(F) Células tratadas con PGE; (142 yM). (G) Las barras muestran el porcentaje de apoptosis
(Anexina V +) y necrosis (loduro de propidio IP +) de la poblacién de células tratadas. El
porcentaje fue calculado usando como referencia el valor obtenido con las células de la
condicién control (A). *** p<0.05 vs A; ** p<0.05 vs A; * p<0.05.
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6.3 Andlisis por electroforesis en dos dimensiones (E-2D) de las proteinas de
las células C6/36 HT expuestas a la ausencia de suero, a la PGE2 y a la

dexametasona.

Para conocer y analizar las proteinas totales de las células C6/36 HT en las
diferentes condiciones, estas se incubaron en medio de cultivo sin suero (ausencia
de suero), con PGE2 y dexametasona por 120 min, y posteriormente se realizo la
extraccion y separacion de las proteinas de cada condicion por electroforesis en
2D (E-2D). Iméagenes de E-2D representativas de tres experimentos
independientes se presentan en la figura 8. Aproximadamente 400 puntos
(proteinas) se resolvieron en cada gel tefildo con Azul de Coomasiee Bio-safe el
cual tiene una sensibilidad hasta del 85 %. El peso molecular de estos puntos
abarco desde los 15 hasta los 150 kDa en un rango de punto isoeléctrico (pl) de 3
a 9; las proteinas mayoritarias se observaron en un rango de 15 a 75 kDa con pl
de 4 hasta 8.
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Figura. 8- Geles 2D representativos de las proteinas de las células C6/36 HT en diferentes
condiciones. Las proteinas totales de (A) Células sin tratamiento (S/T); (B) Células sin suero
(S/SUERO); (C) Células tratadas con PGE; 28 uM; (D) Células tratadas con dexametasona 13
MM por 2 h y se separaron por electroforesis en 2D. Los 26 puntos (proteinas) sefialados en
la imagen corresponden a proteinas que ademas estan fosforiladas y por ello se

seleccionaron para su identificacién por LC-MS/MS (Tabla 1).
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6.4 ldentificacion de proteinas fosforiladas en las células C6/36 HT

Para investigar posibles cambios en la fosforilacion de proteinas de las células
C6/36 HT, bajo los tratamientos aplicados en este trabajo se realizaron ensayos
de Western blot en E-2D. Las membranas de nitrocelulosa se incubaron con
anticuerpos fosforilados. Fueron identificadas 42 proteinas a partir de 26 puntos
fosforilados las proteinas se resolvieron entre 15 y 150 kDa con pl 3 a 10 (Fig. 9,
10y 11). Debido a que no existe una base de datos del genoma de Ae. albopictus,
los péptidos se analizaron en el programa MASCOT, para la identificaciéon de
proteinas se utilizé la base de datos del genoma de Ae. aegypti. Las proteinas

identificadas se muestran en la tabla 1.
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Figura. 9- Ensayos de Western blot representativos muestran el perfil de proteinas
fosforiladas en tirosina (Tyr) en las células C6/36 HT en diferentes condiciones. (A) Células
sin tratamiento (S/T); (B) Células en ausencia de suero (S/SUERO); (C) Células tratadas con
la PGE; 28 pM; (D) Células tratadas con la dexametasona 13 pM por 2 h; los puntos
fosforilados se detectaron usando un anticuerpo anti-tirosina y revelando con el kit
Supersignal West pico Chemiluminescent y se registraron en un ImageQuant LAS 4000

system. Los puntos (proteinas) sefialados en la imagen (flechas) se seleccionaron para su
identificacion por LC-MS/MS.
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Figura. 10- Ensayos de Western blot representativos muestran el perfil de proteinas
fosforiladas en serina (Ser) en las células C6/36 HT en diferentes condiciones. (A) Células
sin tratamiento (S/T); (B) Células en ausencia de suero (S/SUERO); (C) Células tratadas con
PGE; 28 puM; (D) Células tratadas con dexametasona 13 uM por 2 h y los puntos fosforilados
se detectaron usando un anticuerpo anti-serina y se revelaron con el kit Supersignal West
pico Chemiluminescent. Las imagenes se registraron en un ImageQuant LAS 4000 system.
Los puntos (proteinas) sefialados en la imagen (flechas) se seleccionaron para su
identificacién por LC-MS/MS.
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Figura. 11- Ensayo de Western blot representativos que muestran las proteinas fosforiladas
en treonina (Thr) en las células C6/36 HT en diferentes condiciones. (A) Células sin
tratamiento (S/T); (B) Células en ausencia de suero (S/SUERO); (C) Células tratadas con
PGE; 28 yuM; (D) Células tratadas con dexametasona 13 pyM por 2 h y los puntos fosforilados
se detectaron usando un anticuerpo anti-treonina y se revelaron con el kit Supersignal West
pico Chemiluminescent. Las imagenes se registraron en un ImageQuant LAS 4000 system.
Los puntos (proteinas) sefialados en la imagen (flechas) se seleccionaron para su
identificacion por LC-MS/MS.
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6.5 Proteinas fosforiladas en las células C6/36 HT en ausencia de suero.

Catorce puntos presentaron cambios en la fosforilacion en respuesta a la ausencia
de suero (células en cultivo sin suero) de las células C6/36 HT, de los cuales
cuatro incrementaron su fosforilacion en tirosina (Tyr) y treonina (Thr): punto 3
(1.43y 16.8 veces), 4 (1.72y 7.1 veces, Fig. 14B), 5 (1.23y 3.9, Fig. 14Fy J)y 3
(1.23 y 2.3 veces Fig. 12Q), dos proteinas incrementaron su fosforilacion en serina
(Ser): punto 7 (3.28 veces) y 26 (4.1 veces, Fig. 13J); cuatro proteinas
incrementaron su fosforilacién en Thr punto 1, 8 (5.7 veces. Fig. 12E), 11 (6.5
veces), y 15 (3.1 veces); una increment6 en Ser y Thr punto 14 (1.5 y 3.4 veces,
Fig. 121) y tres se fosforilaron en Tyr, Sery Thr: punto 2 (1.16, 11.4 y 19.9 veces),
12 (1.6, 5.2 y 2.4 veces fig. 12M) y 25 (1.8, 1.3 y 6.6 veces, Fig. 10R, V vy Z). Lo
anterior en comparacion con las células sin tratamiento (control) (Fig. 9, 10y 11).

6.6 Proteinas fosforiladas en las células C6/36 HT bajo tratamiento con PGE-.

Once puntos (proteinas) presentaron cambios en la fosforilacion en respuesta a
PGE2. Dos proteinas fueron fosforiladas en Tyr: punto 1 y 15 (1.32 veces), dos
proteinas incrementaron su fosforilacion en Ser: punto 7 (2,2 veces), 14 (1.8
veces, Fig. 12J), tres proteinas incrementaron su fosforilacion en Thr: punto 4 (1.3
veces), 5 (1.2 veces Fig. 14K), 11 (1.65 veces); una en Sery Thr: punto 8 (3.4 y
5.7 veces, Fig. 12C y F), dos proteinas incrementaron su fosforilacion en Tyr, Ser
y Thr: punto 13 (1.24, 3.5y 5.2 veces, Fig. 12Ry V) y 26 ( 2.2, 8.2 y 4.2 veces,
Fig. 13G, Ky O) y una proteina aumentd su fosforilacion en Tyr y Thr: punto 12
(2.3 y 22 veces, Fig. 12N). También fueron detectadas cuatro proteinas que
disminuyeron la fosforilacion. Una proteina disminuyo la fosforilacién en Tyr punto
2 (0.8 veces) y una proteina disminuy6 su fosforilacion en Tyr, Ser y Thr punto 25
(0.5, 0.98 y 0.64 veces) (Fig. 9, 10y 11).
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6.7 Proteinas fosforiladas en las células C6/36 HT bajo tratamiento con

dexametasona.

En respuesta a dexametasona dos proteinas incrementaron su fosforilacion en
Tyr, Sery Thr: punto 5 (3.4, 3.8y 12.4 veces, Fig. 14H, L, P) y 25 (6.9, 25y 16.2
veces, Fig. 14T, X, YY), una incremento en Ser y Thr: punto 6 (4.7 y 6.8 veces),
dos en Ser: punto 7 (1.6 veces) y 26 (1.2 veces) y una en Tyr y Thr: punto 4 (1.5,
4.6 veces, Fig. 14D). Ahora bien, dexametasona inhibi¢ la fosforilacion de diez
proteinas: punto 1, 2, 3, 8, 11, 13, 14, 15y 16 (Fig. 9, 10y 11).

50



PUNTO S/T  S/SUERO PGE: DEXA
5‘111&!

Ser

8
S Thr
14 Ser
12 Ser
Thr

13
T » Ser

Figura. 12- Analisis de cuatro puntos en la ausencia de suero, tratadas con la PGE; y la

dexametasona. Los puntos analizados se obtuvieron de las membranas incubadas con
anticuerpos anti-tirosina (Tyr), anti-serina (Ser) y anti-treonina (Thr), los cambios en la
fosforilacion de los 4 puntos se compararon con respecto al nivel de fosforilacién en la
condicién control (S/T) (C- 3.4; E-5.7; F-5.7; I-1.5; J-1.8; M-2.4; N-22; R-5.2; V- 3.5 veces

incrementaron la fosforilacion). Las imagenes se analizaron y se graficaron usando el

software ImageMaster 2D Platinum 7.0.
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PUNTO S/T /UERO PGE:> DEXA
1 Tyr
26 Try
Ser
Thr

Figura. 13- Andlisis de dos puntos en la ausencia de suero, tratadas con la PGE; y la
dexametasona. Los puntos analizados se obtuvieron de las membranas incubadas con
anticuerpos anti-tirosina (Tyr) y anti-serina (Ser) y anti-treonina (Thr). Los cambios en la
fosforilacion de los 2 puntos se compararon con respecto al control (S/T) (G-2.2; J-4.1; K-8.2,
0-4.3 veces incrementaron la fosforilacion). Las imagenes se obtuvieron usando el software

ImageMaster 2D Platinum 7.0.
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Tyr

Thr

Ser

Tyr

Ser

Thr

Figura. 14- Analisis de tres puntos bajo la induccién de la ausencia de suero, de la PGE; y
de la dexametasona. Los puntos analizados se obtuvieron de las membranas incubadas con
anticuerpos anti-tirosina (Tyr), anti-serina (Ser) y anti-treonina (Thr), los cambios en la
fosforilacion de los 3 puntos se compararon con respecto a las células control (S/T) (D-4.6,
H-3.4, J-4.1, L-3.8,P-12.4, R-1.8, T-6.9, V-1.3, X-2.5, Z-6.6, YY-16.2 veces incrementaron la

fosforilacion). Las imagenes se obtuvieron usando el software ImageMaster 2D Platinum 7.0.
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6.8 Identificacion de proteinas fosforiladas por LC-MS/MS

Las proteinas que cambiaron su nivel de fosoforilacion en respuesta a ayuno,
PGE: y dexametasona fueron identificadas: los puntos 1, 12 y 13 se identificaron
como proteina de choque térmico (HSP 90) y estas mismas correspondieron a
endoplasmina; el punto 2 se identific6 a una chaperonina y a una tioredoxina
reductasa; el punto 3 correspondié a una septina; en el punto 4 se identificaron
una aldolasa fructosa-bifosfato, piruvato deshidrogenasa y malato
deshidrogenasa; en el punto 5 se identifico la aldolasa fructosa-bifosfato; en el
punto 7 se identifico al factor de depolimerizacién de actina (ADF); los puntos 8, 14
y 16 fueron peroxiredoxinas; el punto 9 correspondio a calcifosina y a la proteina
Rab 7; el punto 15 correspondié a la proteina disulfuro isomerasa y a la cadena
alfa actina; el punto 24 como cadena de alfa tubulina; el punto 25 se identifico
como receptor para activar la proteina cinasa C (RACK1); el punto 11
correspondio a prohibitina; el punto 26 como canal selectivo-anion dependiente de
voltaje (Tabla 1).

6.9 Andlisis con Gene Ontology (GO)

Se realizdé un andlisis con GO de las proteinas fosforiladas para identificar los
procesos biolégicos y funciones moleculares de las proteinas que sufren
variaciones en su fosforilacion en respuesta a la ausencia de suero, a la PGE2y a
la dexametasona. El analisis de los procesos biolégicos revel6 que ocho
fosfoproteinas que presentaron cambios en su fosforilacion participan en el
plegamiento y ensamble de proteinas, cinco fosfoproteinas son parte de los
procesos oxido-reduccion / homeostasis de redox celular, tres son proteinas del
citoesqueleto, cuatro participan en vias de sefializacion, una proteina pertenece a
la familia de las ATPasas, una participa en la replicaciéon del DNA, una proteina
esta involucrada en el proceso metabolico del fumarato, una proteina es parte del
ciclo celular, dos proteinas forman parte del proceso glicolitico, dos proteinas
presentan dominios WD (repetidos de tript6fano y aspartato) y una proteina

pertenece a las de transporte transmembrana (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasficacion functional de 37 proteinas fosforiladas e identificadas por LOIMSIMS

Categorias" Proteina
Protelna de plegamilsnte ¥ snsambls (7] Endoplasmina
Endoglasmina

Razpussta a astrés oxldative (7]

Sinteals de DNA (1)
Proteinas da cliosaqualsto (5]

Procesos metabilicos (£)

Cicio celular {2

Inkiclo da 1a transcrpeion 1)

Proteinas con repstidos-WD |2)

Proteinas da Sefallzackon [3)

Transports franamambrana 1)

Tranaporte intracalular [1)
Proteins de unlon a ATP (1)

Asocladas al lon Calelo (1)

Proteina de choque temico 50
Froteina de choque témico 50
Tres Isofomas de Chaperoning

Cdoraduciasa |:II.I'|.I|'|'-H
Thoreoxing reduciasa
2-Cys-Perxiredoxing
1-Cys-Pernxiredoxing
Peroxirenoxna 5
Ghltation-S-Transferasa
DHEURD IsoMmearasa

Factor gel Inicio de 13 repllicacion del DA

Actina

Septina

Co-chaperona STIH

Factor ge depolmerizacion de actina (Proteina
hipotetica)

Tubulina

Liasa aspartate de amonio
fiuctose bifiosfato Aldolasa

Priruvato dehidrogenasa

Glceraldenioo-3-fosfato dehlfngenasa

Pnobelna de control de 13 mitosis v oe exporacion de
RMA paly (a}+

Pnobeina twmar D54-lke

Proteina 4 con motvo de unkon a RNA {lark)
Receptor para activar a |a proteina cinasa C
Pronioitina

Feceptor para acivar a |a proteina cinasa C
Rab¥
Prohikiting

Canal seleciivo de anlones dependienie de valtaje

Rab7
Facor asociado de |3 espeimat]enesis

Calsliosina

.E-ﬂtﬂ'ﬂﬂll‘m feeron iomiadas de las anctaclones Gene Onbodogy de los procescs bologloos. =n VeriorBase DB,
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De las proteinas identificadas que participan en vias de sefializacion la proteina
AealRACK1 fue la que presentd un incremento en la fosforilacion en Ser, Tyry Thr
en células en ausencia de suero y con dexametasona, pero se desfosforilé en
presencia de PGE2. Nosotros no identificamos la posicion de los aminoacidos que
se fosforilan, pero reportes previos han documentado que RACK1 se fosforila en
Tyr 302 para la interaccion con PP2A y B-integrina (Kiely et al., 2008), RACK1 es
fosforilado por la cinasa 8 sin lisina (WNK8) en Ser 122 y Thr 162 (Urano et al.
,2014). En otro estudio se comprob6 que RACK1 es defosforilado en Ser 146 por
calceneurina para inhibir la dimerizacion (Liu et al., 2007). Para estudiar el
comportamiento de la proteina RACK1 se procedi6 a su caracterizacion, se
investigd su secuencia en el genoma de Ae. aegypti, se confirmé la presencia de
la molécula y su RNAm en las células C6/36 HT, se comprobd su interaccion con

otras proteinas y se estudio su localizacion subcelular.
6.10 Analisis de la secuencia de AeaeRACK1

RACK1 es una proteina altamente conservada (Adams et al., 2011; Yatime et al.,
2011) que contiene siete repetidos (WD) y es un miembro bien caracterizado de la
familia de proteinas scaffold con multirepetidos WD; RACK1 coordina una
variedad de actividades celulares tales como transduccion de sefales, adhesion,
migracion, desarrollo, respuesta inmune y de estrés, también esta relacionada con
la sintesis de proteinas como un componente de la subunidad ribosomal 40S vy

regula la biogénesis y funcién de los microRNAs (Adams et al., 2011).

La caracterizacién de la molécula RACk1l se inici6 con los datos gendmicos,
secuencia completa del gen y sus derivados informaticos, transcrito, RNA
mensajero y proteina, informacion contenida en las base de datos de Ae. aegypti
accesibles en linea (https://www.vectorbase.org/), dado que el genoma de Ae.

Albopictus auln no esta secuenciado. A partir de la secuencia del gen de Aedes
aegyti (Aeae) RACK1 se predice que es una proteina de 311 aminoacidos con un
peso molecular de 34.89 kDa y un punto isoeléctrico (pl) de 7.97. La proteina
AeaeRACK1 tiene 100% de identidad con la ortdloga de Cx. quinquefasciatus y
An. gambiae; 87% de identidad y 93% de similitud con RACK1 de B. mori y D.
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melanogaster; 74% de identidad y 84% de similitud a RACK1 de H. sapiens; 66%
de identidad y 79% de similitud con la de C. elegans y 50% de identidad y 67% de
similitud con la de S. cerevisiae (Fig.15). Un alineamiento de la secuencia de
aminoacidos indica que AeaeRACK1 contiene siete repetidos (dominios) Glys-His
(GH) y Trp-Asp (WD) similares a RACK1 de humano (HUmRACK1) (43). El modelo
construido con la proteina AeaeRACK1 muestra una estructura de siete repetidos
(hojas) B-hélice, con hojas radialmente arregladas alrededor del eje (Fig. 16A),
muy similar a HUmMRACK1 y a otras especies (Adams et al., 2011; Ruiz-Carrillo et
al., 2012). Los repetidos WD son dominios conservados de aproximadamente 40-
60 amino&cidos que poseen un dipéptido GH en el lado N-terminal y un dipéptido
WD en el lado C-terminal. Los repetidos |, I, IV y V contienen dipéptidos GH,
mientras que el repetidos Ill contiene Asp-His (DH), el repetido VI presenta Glu-His
(EH) y el repetido VII tiene dipéptidos Asp-Pro (DP) en el extremo N-terminal. En
el extremo C-terminal los repetidos II, V y VI contienen dipéptidos WD, mientras
que el repetido | tiene Trp-Lys (WK), el repetido Il y IV contiene Trp-Asn (WN) y el
repetido VII contiene Trp-Gln (WQ) Fig. 16B).
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J—
Ae. aegypti 1 --MTETLQLR GQLVGHSGWV TQIATNPKY- PDMILSSSRD LT- 46
Cx. quinquefasc 1 --MTETLQLR GQLVGHSGWV TQIATNPKY- PDMILSSSRD LT- 46
An. gambiae 1 --MTETLQLR GQLLGHSGWV TQIATNPKY- PDMILSSSRD LT- 46
B. mori 1 --MSETLKLR GTLRGHNGWV TQIATNPKY- PDMILSSSRD LT- 46
D. melanogaster 1 --MSETLQLR GTLIGHNGWV TQIATNPKD- PDTIISASRD LT- 46
H. sapiens 1 --MTEQMTLR GTLKGHNGWV TQIATTPQF- PDMILSASRD LT- 46
C._elegans 1 -MVQEQMKLT GTLEGHTGWV TQIATYTRND KTTVLSSSRD VDS 49
S. cerevisiae 1 MASNEVLVLR GTLEGHNGWV TSLATSAGQ- PNLLLSASRD LT- 48
Ae. aegypti 47 ---RDD-ASY GIPQKRLYGH SHFISDVVLS SDGNYALSGS L 92
Cx._quinquefasc 47 ---RDD-ASY GIPQKRLYGH SHFISDVVLS SDGNYALSGS L 92
An. gambiae 47 ---RDE-LSY GIPQKRLYGH SHFISDVVLS SDGNYALSGS L 92
B. mori 47 ---RDE-NNY GIPQKRLYGH SHFISDVVLS SDGNYALSGS L 92
D. melanogaster 47 ---RDEDTNY GYPQKRLYGH SHFISDVVLS SDGNYALSGS L 93
H. sapiens 47 ---RDE-TNY GIPQRALRGH SHFVSDVVIS SDGQFALSGS L 92
C. _elegans 50 VAPVDE-GPI GRPVRSLTGH NHFVSDVVIS SDGQFALSGS L 98
S. cerevisiae 49 ---GDD-QKF GVPVRSFKGH SHIVQDCTLT ADGAYALSAS v 94

Ae. aegypti 93 AAGKSTRRFE DHTKDVLSVA FSVDNRQIVS GSRDKTIKIL

Cx. quinquefasc 93 AAGKSTRRFE DHTKDVLSVA FSVDNRQIVS GSRDKTIKL
An. gambiae 93 AAGQSTRRFE DHTKDVLSVA FSVDNRQIVS GSRDKTIKIL

B. mori 93 AAGKTTRRFE DHTKDVLSVA FSVDNRQIVS GSRDKTIKIL

D. melanogaster 94 AAGKTTRRFE GHTKDVLSVA FSADNRQIVS GSRDKTIKIL
H. sapiens 93 TTGTTTRRFV GHTKDVLSVA FSSDNRQIVS GSRDKTIKL

C. elegans 99 NQGVSTRQFI SHTKDVLSVA FSADNRQIVS GSRDKSIKL

S. cerevisiae 95 ATGETYQRFV GHKSDVMSVD IDKKASMIIS GSRDKTIKYV]

TLAECKYTI 142
TLAECKYTI 142
TLAECKYTI 142
TLAECKYTI 142
TLAECKFTI 143
TLGVCKYTV 142
TLAQCKYTI 148
IKGQCLATL 144

p—
Ae. aegypti 143 QEDGHSDWVS CVRFSPN--- -HSNPIIVSA GWDRTVKYV| [ANCKLKIDH 188
Cx._quinquefasc 143 QEDGHSDWVS CVRFSPN--- -HSNPIIVSA GWDRTVKY] ANCKLKIDH 188
An. gambiae 143 QEDGHSDWVS CVRFSPN--- -HTNPIIVSA GWDRVVKYV| ANCKLKIDH 188

B. mori 143 QDDGHSDWVS CVRFSPN--- -HANPIIVSC GWDRTVKYVY] [ TNCKLKINH 188

D. melanogaster 144 QEDGHTDWVS CVRFSPN--- -HSNPIIVSC GWDRTVKY LANCKLKNNH 189
H. sapiens 143 QDESHSEWVS CVRFSPN--- -SSNPIIVSC GWDKLVKV| LANCKLKTNH 188

C._elegans 149 TDDCHTDWVS TVRFSPS--- -NRDPVIVSA GWDKVVKYV| [ GNCRLKTNH 194
S. cerevisiae 145 LG--HNDWVS QVRVVPNEKA DDDSVTIISA GNDKMVKAQWN ENQFQIEADF 192

LNDGKHLH TLEHNEVINA 238
LNDGKHLH TLEHNEVINA 238
LNDGKHLH TLEHNEIINA 238
LNDGKHLH TLDHNDIITA 238
LNDGKNLY TLEHNDIINA 239
LNEGKHLY TLDGGDIINA 238
LNEGKHLY TLPGNDVINA 244
LAAKKAMY TLSAQDEVFES 242

Ae. aegypti 189 LGHNGYLNSV SVSPDGSLCT SGGKDCKAFL
Cx._quinquefasc 189 LGHNGYLNSV SVSPDGSLCT SGGKDCKAFL
An. gambiae 189 LGHNGYLNSV SVSPDGSLCT SGGKDCRAFL

B. mori 189 LGHSGYLNTV TVSPDGSLCA SGGKDMKAML

D. melanogaster 191 HGHNGYLNTV TVSPDGSLCT SGGKDSKALL
H. sapiens 190 IGHTGYLNTV TVSPDGSLCA SGGKDGQAML

C. elegans 193 IGHTGYVNTV TVSPDGSLCA SGGKDGQAML

S. cerevisiae 191 IGHNSNINTL TASPDGTLIA SAGKDGEIML

Ae. aegypti 239 LCFSPNRYWL CVAYGPSIKI

Cx. quinquefasc 239 LCFSPNRYWL CVAYGPSIKI
An.igambiae 239 LCFSPNRYWL CVAYGPSIKI
B.imori 239 LCFSPNRYWL CAAFGPSIKI

D. melanogaster 240 LCFSPNRYWL CVAYGPSIKI
H. sapiens 239 LCFSPNRYWL CAATGPSIKI
C._elegans 245 MSFSPNRYWL CAAVGSSIKI
S._cerevisiae 243 LAFSPNRYWL AAATATGIKV

LACKTMV KPSK--—-— —-——-— ADPPQC 280
LACKTMVE ELKPSK---- ---- ADPPQC 280
LASKTMVE ELKPAKN--- ----— GDPPQC 281
LESKEMVE ELRPEIINQT QTSKTDPPQC 288
LACKKTVE ELRPEVVSP- -TSKADQPQC 287
LEGKIIVD ELKQEVIST- -SSKAEPPQC 286
LEDKKEIE ELKPEIASS- GSSRGSSPQC 293
LDPQYLVD DLRPEFAGY- --SKAAEPHA 289

Ae. aegypti 281 LSLAWSTDGQ TLYAGYSDNI VSVSA R- 311
Cx._quinquefasc 281 LSLAWSTDGQ TLYAGYSDNI IRVJ WQJVSVSA R- 311
An. gambiae 282 LSLAWSTDGQ TLYAGYSDNI IRVj WQJVSVSA R- 312

B. mori 289 LSLAWSTDGQ TLFAGYSDNT IRVJ WQJVSISA R- 319

D. melanogaster 288 LSLAWSTDGQ TLFAGYSDNT IRV| WQJVSVSA H- 318
H._ sapiens 287 TSLAWSADGQ TLFAGYTDNL VRVJ WQRVTIGT R- 317
C._elegans 294 ISLAWSQDGQ TLFAGYTDNI IRVJ YORVSIRA SN 325
S._cerevisiae 290 VSLAWSADGQ TLFAGYTDNV IRV| WQJVMTAN -- 319

Figura. 15- Alineamiento mdultiple de proteinas RACK1 de diferentes especies. El
alineamiento de la secuencia de la proteina RACK1 de varios organismos se realizé usando
el programa de alineamiento multiple ClustalW disponible en el sitio Biology Workbench v.
3.2 (San DiegoSupercomputer Center). Las secuencias alineadas de RACK1 incluyen: Aedes
aegypti RACK1 [GenBank: XP001663282.1], Culex quinquefasciatus RACK1 [GenBank:
XP001863303.1], Anopheles gambiae RACK1 [GenBank: XP319347.2]. Bombyx mori RACK1
[GenBank: NP001041703.1], Drosophila melanogaster RACK1 [GenBank: NP477269], Homo
sapiens RACK1 [GenBank: NPO006089.1], Caenorhabditis elegans RACK1 [GenBank:
NP501859.1] and Saccharomyces cerevisiae RACK1 [GenBank: P38011.4]. Los dominios WD
se muestran encerrados en cuadros.

58



IIT GKSTRRFE IDH| TKDVLSVAFS VDNR--QIVS
IT GIPQKRLY IGH] SHFISDVVLS SDGN--YALS
V  CKLKIDHL IGH; NGYLNSVSVS PDGS--LCTS
IV -KYTIQED |GH] SDWVSCVRFS PNHSNPIIVS
I LQLRGQLV|GH|SGWVTQIATN PKYP-DMILS
VII —ELKPSKA|DPIPQCLS-LAWS TDGQ--TLYA
VI  -GKHLHTL |[EH, NEVINALCFS PNR---YWLC

Figura.16- Modelo de AaaeRACKL1. (A) Se utiliz6 la secuencia de la proteina AeaeRACK1
para construir un modelo en tres dimensiones usando como plantilla la estructura de
RACK1 de humano (PDB ID: 2zkq). Cada hoja de la hélice se compone de cuatro cadenas-f
antiparalelas y forman un dominio WD, indicado por los numeros romanos | a VIl. (B) La
secuencia alineada de los siete dominios WD de AeaeRACK1, que empiezan con di-péptidos

GH o DH (encerrados en un cuadro de linea punteada) y termina con di-péptidos WD

(encerrados en un cuadro de linea continua).

GSRDKTIKL
GSWDKTLRL
GGKDCKAFL
AGWDRTVKV
SSRDKTLIV
GYSDNIIRV
VAYGPSIKI
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6.11 Efecto del estrés sobre la expresion de la proteina AealRACK1.

Un anticuerpo policlonal comercial anti-RACK1 detecté adecuadamente la proteina
AealRACK1 en el lisado de células C6/36 HT por ensayos de Western blot en una
dimensién, y este anticuerpo se uso para determinar la expresion de AealRACK1
en las células C6/36 HT bajo el efecto de la usencia de suero y de dosis no toxicas
de la PGE2 (28 pM) y la dexametasona (13 puM). En condicion basal se detecto
una banda muy débil de 35 kDa; por el contrario, los nivel les de AealRACK1
incrementaron significativamente (p<0.05) en respuesta a la ausencia de suero y
al tratamiento con la PGE:2 y la dexametasona, en un 70, 48 y 55 %
respectivamente (Fig. 17A). Para confirmar la identidad y observar posibles
modificaciones postraduccionales (MPT) de la molécula reconocida por el
anticuerpo anti-RACK1, se realiz6 un ensayo de Western blot en E-2D con células
C6/36 HT en ausencia de suero usando el mismo anticuerpo (Fig. 17B). Cuando el
anticuerpo anti-RACK1 se us6 en Western blot E-2D detecté dos puntos de 35
kDa con pl 8.0 y de 36 kDa con pl 6.5. Analisis de LC-MS/MS confirmaron que

ambos puntos correspondieron a la proteina RACK1 (Tabla 3).

60



Tabla 3. Identificacion de la proteina AealRACK1 en la linea celular C6/36 HT por E-2D/WB y LC/MS/MS

Num  Proteina NCBI PM/pl PIWEI Pept SC  Mascot
punto NumAcc  Teor’ Exp ldent® %"  Score
1 Receptor para activara  gi 157168005 34891/7.97 35000/8.0 9 33 385
la proteina cinasa C
(RACK1)
Aedes aegypti
2 Receptor para activara  gil 157168005 34891/7.97  36000/6.5 6 20 261
la proteina cinasa C
(RACK1)
Aedes aegypti

Los puntos fueron revelados por E-2D e identificados por LC-MS/MS sobre un Micromass QTof1 (Waters, USA).
“Peso MolecularTeorico (PM) y punto isoeléctrico (pl) reportado en UniProtKB (www.uniprot.org).

® Peso Molecular Experimental (PM) y pl.

“Numero de péptidos matched por LC-MS/MS para cada identificada por el programa Mascot

4 Covertura de la Secuencia: porcentaje de amino acidos de péptidos matched en relacion para la secuencia completa
de proteinas identificadas.

Mascot scores > 60 and p < 0.05 investigados en el programa Mascot sobre los datos de MS/MS.

6.12 Expresion diferencial de dos especies de AealRACK1

Después de observar que AealRACK1l se incrementa significativamente bajo
condiciones de estrés y que existen dos especies resueltas por E-2D, resultd
interesante estudiar el nivel de expresibn de cada molécula en diferentes
condiciones. Las células en estado basal tuvieron ambas especies de AealRACK1
en proporciones similares (Fig. 18A y B). En las células en ausencia de suero el
punto 1 (35 kDa/pl 8.0) incrementd 5.2 veces y el punto 2 (36 kDa/pl 6.5)
incrementd 6.3 veces con respecto a las células sin tratamiento (Fig. 18C y D).
Relativamente, después del tratamiento con la PGE: el punto 1 incrementd 2.7
veces y el punto 2, 3.7 veces (Fig. 18E y F), mientras que en el tratamiento con la
dexametasona el punto 1 increment6 5.9 veces y el punto 2 incrementé 7.5 veces
(Fig. 18G y H). La proporcion del punto 2/punto 1 fue 1.21 veces en ausencia de

suero, 1.37 con la PGE2 y 1.27 con la dexametasona (Fig. 18lI).

61



A431 S/TRAT S/SUERO PGE, DEXA

rackt TR s S M- O5KD
B-Actin s — c—— D w45 KD

75 kk
B
Ll
= *
& i 1 S/TRAT
& s50- * £ S/SUERO
= e = PGE2
2 e = DEXA
— T
o
i 251 e
—_ o,
s e
S/TRAT S/SUERO PGE2 DEXA
c
kDa 10
250
75 -
50 —
37 7 1
& '
25
20
15

Figura. 17- Expresion de AealRACK1 en células C6/36 HT en ausencia de suero, tratadas con la PGEz y
la dexametasona. Las células C6/36 HT fueron expuestas a la ausencia de suero, ala PGE2 28 uM) y a
la dexametasona (DEXA, 13 uM). (A) Los lisados celulares se revelaron SDS-PAGE y el western blot se
realiz6 con un anticuerpo policlonal anti-RACK1 (dilucién 1:10000) seguido de un anticuerpo anti-IgG
de conejo acoplado a peroxidasa (dilucion 1:40000). Lineas: A431-Linea celular de carcinoma humano
como control positivo: linea S/ITRAT-Células C6/36 HT sin tratamiento como control; linea S/SUERO-
células incubadas en medio MEM libre suero; linea PGE2-células tratadas con PGE2; linea DEXA-
células tratadas con dexametasona. La misma membrana se trat6 con un anticuerpo anti-B-actina
como control de carga. (B) La presencia de RACK1 se cuantificd por densitometria de las imagenes no
saturadas del Western blot. La expresién relativa se calcul6 usando el valor correspondiente de -
actina. Los experimentos se realizaron por duplicados (*p=0.01: **p<0.05). (C) Las proteinas totales de
las células C6/36 HT bajo la condicion de ausencia de suero se resolvieron en la primera dimension
sobre unatira IPG de pH 3-10 y en la segunda dimension sobre SDS-PAGE al 12 %. El gel se tifié con
Azul de Coomassie Bio-Safe. (D) La identificacién de AealRACK1 por WB en 2D. Una réplica del gel en
2D fue transferido a una membrana de nitrocelulosa la cual se incub6 con un anticuerpo anti-RACK1
(diluciéon 1:10000) seguido de un anticuerpo policlonar anti-lgG de conejo acoplado a peroxidasa
(dilucion 1:40000). Dos puntos proteinas (indicados por la flechas) fueron reconocidos por el
anticuepo anti-RACK1 (panel derecho). Ambos puntos se identificaron como RACK1 por MS (Tablal).
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Figura. 18- El aumento de dos especies de proteinas de AealRACK1 en células C6/36HT en ausencia de
suero, tratadas con la PGE: y la dexametasona. La imagen de las dos especies de proteinas RACK1
detectadas por Western blot en E-2D bajo diferentes tratamientos (A, C, E, G) fueron analizadas
usando el software ImageMaster 2D Platinum 7.0 y los gréficos en 3D de la densidad de los
puntos fueron generados (B, D, F, G). (A y B) Células sin tratamiento; (C y D) Células en
ayuno de suero; (E y F) Células tratadas con la PGE; (28 uM); (G y H) Células tratadas con la
dexametasona (DEXA, 13 pM). Los circulos y fechas muestran los puntos 1 (35 kDa/pl 8.0) y
2 (36 kDa/pl 6.5). El punto 2 muestra alto peso molecular e intensidad y un bajo pl. (I) Se

muestra la cuantificacién de los dos puntos (proteinas).
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6.13 Interaccion funcional de AealRACK1

RACK1 es una proteina “scaffold” con muchas interacciones y funciones
conocidas, en este trabajo fue de interés investigar las asociaciones entre
AealRACKL1 con otras proteinas por ensayos de inmunoprecipitacion usando el
anticuerpo anti-RACKL. Las células C6/36 HT se incubaron en ausencia de suero,
tratadas con la PGE:2 o la dexametasona y se obtuvo el lisado celular de cada
condicion, todos los lisados se inmunoprecipitaron y los complejos precipitados se
analizaron por SDS-PAGE (Fig. 19A). La presencia de AealRACK1 se confirmd
tanto en los lisados como en los inmunoprecipitados, por WB usando el anticuerpo
anti-RACK1 (Fig. 19B y C). Siete bandas principales de proteinas fueron
observadas en ambas condiciones de estrés, de la condicion de ayuno de suero
fueron cortadas las bandas del gel tefiido y se identificaron por MALDI-TOF (Fig.
19A, tabla 4). Las proteinas de Ae. albopictus que interactuaron con la proteina
AealRACK1 se clasificaron en once categorias de acuerdo a los procesos
biolégicos en el GO de VectorBase (Fig. 20). El grupo mayoritario correspondio a
proteinas involucradas en traduccidn/estructura ribosomal, las otras categorias
correspondieron a proteinas con funciones de sefalizacion, proteinas con
repetidos WD, ambas categorias implicadas en una amplia variedad de funciones
incluyendo transduccién de sefal, divisidn celular, cambios en el citoesqueleto,
quimiotaxis y procesamiento de RNA, traduccion de proteinas entre otras
(Stirnimann et al., 2010). Las proteinas de choque térmico se clasificaron como
activas en plegamiento y ensamble; Las proteinas quinona oxidoreductasa y
oxidoreductasa putativa en respuesta a estrés oxidativo; La porina mitocondrial.
traslocasa ADP/ATP y ATPasa como transporte transmembrana; cadena pesada
de clatrina, region de coatomero asociado a WD como transporte intracelular entre
otras (Tabla 5).

Para analizar las interacciones observadas para AealRACK1 con las descritas
para RACK1 de otras especies se genero el interactoma de AeaeRACK1 usando
STRING 9.1 que contiene informacion conocida en otros sistemas y predicciones

de interacciones proteina-proteina. El resultado de este andlisis fue que
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AeaeRACK1 AAEL013069 (XP 001663282.1) puede interactuar con la proteina
cinasa C (AAEL000810), 40S proteina ribosomal S12 (AAEL 010299), proteina
ribosomal S3 (AAEL008192), proteina ribosomal S7 (S7), 40S proteina ribosomal
S20 (AAEL009506), 40S proteina ribosomal S10 (AAEL002047), 40S proteina
ribosomal S26 (AAEL002832), 40S proteina ribosomal S2 (AAEL010168), 40S
proteina ribosomal S9 (40sRpS9) y 40S proteina ribosomal S14 (RpS14) (Fig. 21).
Los resultados experimentales obtenidos para la asociacion de AealRACK1 con
otras proteinas fueron concordantes con los obtenidos in silico en la base de datos
STRING 9.1. En donde AealRACK1l se une mayoritariamente a proteinas
ribosomales lo que indica su participacion en la traduccion de proteinas y en la

respuesta a estrés oxidativo.
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Figura. 19- Proteinas asociadas con AealRACK1 en ausencia de suero, en tratamiento con la
PGE, y la dexametasona. Los extractos de proteinas de las células C6/36 HT se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-RACK1. (A) Proteinas relevadas por SDS-PAGE y
tefiidas con Azul de Coomassie. Input: Extractos totales; IP: IgG- Reaccién con un aticuerpo
no relacionado. IP: RACK1, inmunoprecipitacion de lisados celulares usando el anticuerpo
anti-RACK1. Linea 1 y 8- Extractos de células sin tratamiento; linea 2, 5y 9- Células en
ausencia de suero; linea 3, 6 y 10- Células tratadas con la PGE; (28 pM); linea 4, 7 y11 -
Células tratadas con la dexametasona (13 pM). Las principales bandas (proteinas) se
cortaron del gel y se identificaron por MS (fechas 1-7). La presencia de RACK1 en los
extractos (INPUNT) y en los inmunoprecipitados (IP: RACK1) se verifico por inmunoblot (IB).
(B) Inpunt e IP: RACK1 en la ausencia (-) o presencia (+) de la PGE,. (C) Inpunt e IP: RACK1
en la ausencia (-) o presencia (+) de la dexametasona. Panel (D): Input e IP: RACK1 en
células sin tratamiento (-) células en ayuno de suero (+). Lineas IgG- inmunoprecipitado
control negativo comprobado con un anticuepo IgG no relacionado. MCF7- Extractos totales

de células cancerosas de mama de humano usado como control positivo.
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Proteinas de plegamiento y ensamble
Respuesta a estrés oxidativo
Sintesis de DNA

Proteinas del citoesqueleto

Estructura ribosomal/traduccion
Proteinas con repetidos WD
Proteinas de sefializacion
Transporte transmembrana
Transporte intracelular
Proteinas asociadas a ATP

Union a ion calcio

Figura. 20- Clasificacion de proteinas identificadas de Ae. albopictus en procesos
biolégicos. Las categorias de los procesos biologicos fueron obtenidas GO (Gen ontology)
en VectorBase DB. Los numeros corresponden a las proteinas identificadas en cada

categoria.
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Figura. 21- Interacciones funcionales predichas de AeaeRACK1l (AAEL013069). Las
proteinas que pueden interactuar con AeaeRACK1 se investigaron usando STRING database
9.1 (http://string-db.org/) in confidence mode. Las asociaciones importantes estan
representadas por lineas gruesas; solo evidencia experimental son mostradas; la
confidencia minima fue con score 0.7. Los nimeros representan el nUmero de acceso en la
base de datos de VectorBase. AeaeRACK1 (AAEL013069); proteina cinasa C (AAEL000810);
40S proteina ribosomal S12 (AAEL010299); proteina ribosomal S3 (AAEL008192); 40S
proteina ribosomal S7 (S7); 40S ribosomal S20 (AAEL009506); 40S proteina ribosomal S10
(AAEL002047); 40S proteina ribosomal S26 (AAEL002832); 959 40S proteina ribosomal S2
(AAEL010168); 40S proteina ribosomal S9 (40sRpS9) y 40S proteina ribosomal S14 (RpS14).
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Tabla 5. Clasificacion functional de 33 proteinas identificadas por inmunoprecipitacion y

especirometna de masas

Categorias”

Froteina

Protelna de plegamlents y ensamble [(3)

Respussta a astrés oxldative (2)

Sintesls de DNA [1)
Proteinas da ciossquabsto (1)

Traducclon y estruciura ded dbcaoma (5)

Proteinas con repatidos-WD [8)

Proteinas de Sedlallzackon (&)

Tranaports fransmembrana |3

Traneports intracalular [2)

Protelns de unlon 3 ATP (2)

Agocladas al lon Calclo (1)

Endoplasmina

Proteina ge chogque temich 50
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6.14 Expresion del gen AealRACK1

Para confirmar la expresion del RNAm de AealRACK1 en las células C6/36 HT en
respuesta a la ausencia de suero, el tratamiento con la PGE:z y la dexametasona
se realiz6 el ensayo de RT-PCR. En las células sin tratamiento la expresion del
RNAm fue escasa, en células en medio de cultivo sin suero increment6 5.2 veces,
en células tratadas con PGE: 2.4 veces, y con dexametasona incremento 5 veces
(Fig. 22). Este patrén corresponde con el comportamiento observado en la
proteina

6.15 Efecto del estrés sobre la expresion del gen de AealRACK1

La expresion del RNAmM de AealRACK1 en las células C6/36 HT se investigd en
ausencia de suero y tratamiento con la dexametasona por gRT-PCR. El nivel de
transcripcion del gen AealRACK1 incrementd 2 veces en células en ayuno por 2y
4 hy 1.5 veces en células tratadas con la dexametasona por 2 h, en comparacion

con las células sin tratamiento (control) (Fig. 23).

6.16 Localizaciéon de la proteina AealRACK1

En vista de que en diferentes sistemas RACK1 cambia de posicion dentro de la
célula por respuesta a estimulos ambientales (Chang et al., 2001), se estudio la
localizacion de la proteina AealRACK1 en las células C6/36 HT, en ausencia de
suero, en tratamiento con la PGE:2 y la dexametasona. En células sin tratamiento
la proteina AealRACK1 fue escasa y se localizé en pequefios puntos dispersos en
el citoplasma. En células sin suero se observé un incremento en la sefial de
AealRACK1 y la molécula se localizé principalmente cerca de la membrana
plasmatica y en una pequefia proporcion de puntos en el citoplasma. En células
tratadas con la PGE: la sefial se observo polarizada cerca del nucleo y con la
dexametasona la sefial de AealRACK1l fue mas intensa y uniformemente

distribuida en numerosos puntos en el citoplasma (Fig. 24).
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Figura. 22 — Expresion de AealRACK1 en células C6/36 HT en ausencia de suero, tratadas
con la PGE; y la dexametasona. (A) RNAm AealRACK1 se estimé por RT-PCR en células
C6/36 HT en ausencia de suero (S/SUERO), tratadas con la PGE: y la dexametasona (DEXA),
y en células sin tratamiento(S/T). B-actina se usé como control interno. (B) La expresién de
RNAmM de AealRACK1 se obtuvo por cuantificacion densitometrica de las imagenes no
saturadas de la RT-PCR. La expresion relativa se calculd usando el valor de la B-actina. Los

experimentos se realizaron por triplicado, *p = 0.01 (Media £ DS).
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Figura. 23- Expresion del gen AealRACK1 en células C6/36 HT en ausencia de suero y
tratadas con la dexametasona. El curso temporal de la expresion de AealRACK1 en células
en ausencia de suero y tratadas con la dexametasona (13 pM), se determind por gRT-PCR,
usando el método comparativo 2-22€T se compard con la expresién del control de las células
y normalizadas con RNAmM S7 como control interno. Los resultados se representan como la
media = DE (N=3).
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Figura. 24- Localizacion por microscopia confocal de AealRACK1 en células C6/36 HT en
ausencia de suero, tratamiento con la PGE,, y la dexametasona. Células sin tratamiento (A-
C); Ayuno de suero (D-F); tratamiento con la PGE; (28 uM) (G-I); tratamiento con la
dexametasona (13 pM) (J-L), se fijaron con paraformaldehido al 1 % y se permeabilizaron
con acetona fria. La proteina AealRACKL1 se localizé usando un anticuerpo policlonal anti-
RACK1 (dilucién 1:50) y con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado con
Alexa Fluor 488 (color verde, dilucion 1:400) (A, D, G y J). El nucleo se tifié con DAPI (color
azul) (B, E, Hy K). Colocalizacién de Imagenes (Merge) (C, F, 1y L).
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7. DISCUSION.

Las respuestas celulares descritas en los insectos ante distintas condiciones
ambientales incluyen: la activacion de vias relacionadas a la respuesta inmune,
respuesta a estrés térmico y oxidativo entre otras. La coordinacion de estas
respuestas implica, a nivel celular, vias de sefalizacion, donde la fosforilacion de
proteinas es fundamental y, a nivel organismo, mecanismos hormonales y
nerviosos. Las hormonas mas estudiadas en los insectos incluyen la Hormona
juvenil (HJ, la hormona del “status quo”) (Truman et al., 2007; Hartfelder 2000) y la
ecdisona. La HJ regula funciones de mantenimiento de estructuras, reproduccion y
el proceso de vitelogenesis (Hartfelder 2000). La ecdisona, hormona esteroide se
activa en condiciones de cambio, por ejemplo antes de cada muda o, en los
mosquitos, después de una alimentacién con sangre, causando modificaciones: la
hormona activa acelera la muda y la metamorfosis, modifica las conductas de
busqueda de alimento y ovoposicion entre otras muchas (Evans y Wood, 2014;
Belles y Piulachs, 2015). Otras hormonas que patrticipan en la coordinacién de las
respuestas de los insectos a los cambios del ambiente son las PGEs, derivados
del &cido araquidénico que aunque en mamiferos se ha demostrado que realizan
una gran cantidad de tareas, en los insectos sus funciones aun estan en estudio.
En trabajos previos de nuestro grupo de investigaciéon se demostré que la PGE:2
indujo la expresion del RNAm de péptidos antimicrobianos en (Garcia Gil de
Mufioz et al., 2008) y modifico la abundancia de proteinas que participan en el
sistema inmune y del citoesqueleto (Ocho Franco et al.,, 2013) en mosquitos An.
albimanus y también puede modificar la abundancia de proteinas como la HSP de
60 kDa, transferrina, actina y citocromo C en estdmagos aislados de Ae. aegypti
(Borbolla, 2010). Dado que los mosquitos son muy eficientes en la adaptacion al
medio, lo que les permite colonizar nuevos ambientes y en su interrelacion con los
microrganismos que los colonizan e infectan, se puede anticipar que las PGEs
coordinan respuestas en estas relaciones con el medio y con los demas seres
vivos y dada la importancia de conocer los mecanismos que las PGEs puedan
tener en la coordinacion de las respuestas de las células de insecto a las

condiciones ambientales en este trabajo se propuso como objetivo general:
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Analizar las proteinas fosforiladas en células C6/36 derivadas de Ae. albopictus
bajo tratamiento con PGE:2 y condiciones de estrés, para identificar y caracterizar

alguna(s) que participe en vias de sefializacion.
7.1 Identificacion de proteinas fosforiladas por LC-MS/MS y GO

En este trabajo se us6 como modelo la linea celular C6/36 HT derivada de Ae.
albopictus y se identificaron 26 puntos en geles E-2D,que correspondieron a
proteinas que cambiaron sus niveles de fosforilacion en tratamiento con la PGE2 y
la dexametasona y en ausencia de suero en el medio de cultivo. De estos puntos
11 aumentaron su fosforilacién en el tratamiento con la PGE2, 6 puntos en el
tratamiento con la dexametasona y 14 puntos por la ausencia de suero. El suero
fetal bovino provee factores de crecimiento, albumina, globulinas, glucosa,
proteinas detoxificadoras, antioxidantes y hormonas entre otros (Mucci et al.,
2006). El suero en los medios de cultivos tiene efecto sobre el crecimiento celular,
cuando el suero es retirado del medio de cultivo las células ya no son capaces de
crecer pero pueden permanecer viables (Drugmand et al., 2012).

Estas proteinas de acuerdo a su funcién, se investigaron en el GO y se encontro
que corresponden a moléculas involucradas en plegamiento y ensamble de
proteinas, estrés oxidativo, sintesis de DNA, citoesqueleto, transporte intracelular,

transporte transmembrana y sefializacion.

Tres proteinas incrementaron su fosforilacion bajo el efecto de la PGE2 y en la
ausencia de suero y éstas se identificaron como proteinas de plegamiento y
ensamble, proteinas de choque térmico (HSP90) (punto 1 y 13), endoplasmina
(punto 12) y chaperonina (punto 2), pero bajo tratamiento con la dexametasona
todas disminuyeron su fosforilacion. La activacion de este grupo de proteinas
sugiere que la PGE:2 pudiera provocar una respuesta a estrés, ya que estas
proteinas responden a diversas sefiales de estrés. Las células en medio de cultivo
sin suero también pueden sufrir estrés por las falta de nutrientes contenidas en el
suero. Asi la familia de las HSPs se expresan en respuesta a varios estimulos

como: estrés por calor, drogas, abioticos, bidticos, inmunidad etc. (Santoro et al.,
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2010; Benoit et al., 2011; Chen et al., 2011; Zhao y Jones, 2011). Este tipo de
respuesta se describio originalmente en respuesta a choque térmico, sin embargo
actualmente es considerada como un conjunto de mecanismos de defensa celular
contra los efectos dafiinos del estrés fisiologico y ambiental, incluyendo la
exposicion a diferentes drogas, que causan dafio celular debido al mal
plegamiento, degradacion y agregacion insoluble de proteinas y alteraciones en el
medio intracelular en los procesos oxido-reduccion entre otros (Santoro et al.,
2010). La sefal de estrés, la cual es usualmente provocada por un flujo de
proteinas no nativas, resulta en: 1) la activacién de factores de transcripcién de
choque térmico (HSF); 2) en la sintesis de las HSP, 3) funcionan como
chaperonas de las proteinas para dirigir que se conformen correctamente durante
su sintesis, ensamble y desensamble, translocacién y degradacion (Santoro et al.,
2010). Nuestro resultados fueron concordantes con lo observado en la linea
celular A549 derivado de tejido de pulmén canceroso de humano, donde la adicién
de la PGE:z incrementd la expresion de genes inducidos por choque térmico, como
el gen HSP72 (Shah et al., 2010). Y con los resultados obtenidos en la linea
celular BCIRL- HzAm-1 derivada de las pupas de Helicoverpa zea que al ser
tratadas con PGE:1 y PGA: por 12 h, indujo el incremento en la expresién de la
proteina HSP70 (Stanley et al., 2008). En estomagos de Ae. aegipty tratados con
PGE: se indujo la expresion de la HSP60 (Borbolla, 2010).

En este estudio se identificaron fosfoproteinas que participan en los procesos
celulares de oOxido-reduccion como tioredoxina (punto 2), chaperonina (punto 2),
peroxiredoxinas (Prxs) (puntos 8, 14) que fueron fosforiladas en Ser y Thr en
células en ausencia de suero y en el tratamiento con la PGEz, y disminuyé la
fosforilacion en el tratamiento con la dexametasona (Fig.12). Las Prxs son una
familia de enzimas evolutivamente conservadas que catalizan la transferencia de
electrones desde residuos sulfhidrilos a peroxidos (Chen et al., 2011), y se
localizan en el citosol. Las Prx 1 y 2 estan vinculadas a las redes de fosforilacion y
sus actividades son reguladas por fosforilacion (Park et al., 2014). Las Prxs tienen
diversas funciones en las vias de sefializacion de la defensa celular (Radyuk et al.,

2010, Chen et al., 2011), de estas funciones podemos mencionar que tienen un
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papel protector antioxidante en las células, reduciendo y detoxificando el peroxido
de hidrogeno, el perdxido de nitrito y un amplio rango de hidroperéxidos organicos
a través de su actividad peroxidasa (David et al., 2007). En macréfagos derivados
de la medula 6sea de ratones C57BL/6 tratados con PGD:2 y PGE: en diferentes
dosis y tiempo se observé un aumento significativo en la expresion del RNAm y la
proteina Prx 6 (Erttmann et al., 2011). En un estudio con mosquitos Ae. aegypti,
inoculando bacterias al estbmago, se demostr6 que el peréxido de hidrégeno
controla la proliferacion bacteriana por lo que la activacion de la produccién de
perdxidos y su control son importantes en la inmunidad del insecto (Oliveira et al.,
2011).

Cuatro de las proteinas identificadas en presencia de la PGEz, la dexametasona y
en ausencia de suero fueron de sefalizacion: Calcifosina, Rab7, prohibitina y
RACKL1. Calcifosina y Rab7 (punto 9) incrementaron su fosforilacion en Thr en
presencia de la PGE2 y en ausencia de suero. Calcifosina es una clase de
proteina gque paticipa en las vias de sefializacién mediadas por AMPc y IPs/Ca?* y
es fosforilada por PKA (proteina cinasa dependiente de AMPCc), participa en
proceso de diferenciaciéon y proliferacion celular, se encontré originalmente en la
tiroides de perro, en humano se ha encontrado en mayor abundancia en colon,
testiculos, glandulas salivales, pulmones, placenta y cerebro (Wang et al., 2002).
Se ha documentado que un gran numero de factores que provocan estrés
fisiologico inducen autofagia en lineas celulares cultivadas, estos factores son:
supresion de aminodcidos, hipoxia, supresion de glucosa y supresion de suero
(Sharifi et al., 2015). En células C6/36 HT en ausencia de suero podemos
hipotetizar que se induj6 autofagia por la fosforilacion de Rab 7. La autofagia es un
proceso altamente conservado de degradacion intracelular dependiente de
lisosomas, en el que los sustratos autofagicos estan encerrados por una estructura
vesicular de doble membrana y son degradados por un proceso de trafico de
vesiculas continuo (Ao et al., 2014). El proceso autofagico se divide en tres pasos:
1) formacién del autofagosoma; 2) maduracion del autofagosoma y 3)
degradacion. Numerosas proteinas Rab han sido mostradas por participar en los

pasos de la autofagia (Ao et al., 2014). Rab7 es un GTPasa de la familia Rab
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asociada con ambos endosomas tempranos y tardios, para facilitar la formacion y
maduracion del autofagosoma, el transporte del endosoma tardio al lisosoma y el
posicionamiento del endosoma y el lisosoma a través de la regulacion de su
movimiento a lo largo del citoesqueleto. Rab7 participa en la regulacion de
multiples procesos de trafico vesicular incluyendo la biogénesis de los lisosomas,
los fagosomas, los autofagosomas y otros organelos relacionados con los
lisosomas (Wang et al., 2011; Ao et al., 2014). Y la fosforilacion de Rab 7 en
células bajo tratamiento con la PGE2, se pueden estar activando cinasas que
regulan la autofagia via PI3K, rio arriba de la via Tor, la cual esta asociada al
estado nutricional para el metabolismo y crecimiento celular (Zirin et al., 2015). Por
lo que se sugieren futuros estudios para entender los mecanismos que regula la

PGE: en los insectos.

Prohibitina (PH) (punto 11) incrementé su fosforilacibn en Thr tanto en el
tratamiento con la PGE2 como en la ausencia de suero. La fosforilacion de PH ha
sido reportada en la proliferacién celular, apoptosis, diferenciacion y sefalizacion,
en la PHB se identificaron diferentes residuos como Tyr, Ser y Thr, como
responsables de las posibles modificaciones postraduccionales que provocan la
translocacion del nucleo a la mitocondria para proteger a la célula del estrés
oxidativo (Mishra et al.,, 2010). Recientemente se describi6 que ayuda a la
supervivencia celular a través de la via Ras-Raf-MEK-Erk (Chowdhury et al.,
2014).

En los experimentos realizados, RACK1 (punto 25) tuvo cambios notables en su
comportamiento ya que se desfosforilé significativamente bajo el efecto de la
PGE: y se fosforilo en tratamiento con la dexametasona y en ausencia de suero.

Dado el efecto decidimos continuar su estudio con mas detalle (Fig. 14).
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7.2 Andlisis bioinformatico de RACK1

Las proteinas RACK1 estan conservadas en todos los eucariontes y tienen
multiples funciones fisiolégicas como proteinas adaptadoras, regulando eventos
celulares incluyendo traduccion y sefalizacion. Se identifico la secuencia de la
proteina RACK1 en el genoma de Ae. aegypti (Nene et al., 2007) y se confirmo su
presencia con un anticuerpo anti-RACK1 de humano en la linea celular C6/36 HT
de Ae. albopictus. ElI gen AeaeRACK1 codifica para una proteina idéntica a la
RACK1 de los mosquitos Cx. quinquefasciatus y An. gambiae y presenta alta
homologia con RACK1 de B. mori y D. melanogaster, H. sapiens, C. elegans y S.
cerevisiae, confirmando que RACKL1 es una proteina evolutivamente conservada
(Fig. 15).

En cuanto al modelo tridimensional de la proteina AeaeRACK1 generado por
Swiss-model ésta tiene una estructura B-Hélice con siete hojas, cada una formada
por un dominio WD, arregladas radialmente alrededor de un eje central (Fig. 16A),
similar a la de humano (Adams et al., 2011; Ruiz-Carrillo et al.,2012) y a la de
Arabidopsis thaliana (Ullah et al.,2008) sugiriendo que de manera similar a la
molécula de otros organismos AeaeRACKL1 puede interactuar con otras proteinas,
formando complejos regulatorios (Liu et al., 2007; Ruiz-Carrillo et al.,2012; Parent
et al., 2008; Adams et al., 2011). En trabajos previos se demostré que RACK1 es
una proteina scaffold que interactia con diferentes isoformas de GBv (Chen et al.,
2005). RACK1 puede estar en forma de monémeros y dimeros (Yatime et al.,
2011; Ullah et al., 2008; Omosigho et al., 2014) y en la proteina de humano se
definié que la ser-146 en el repetido-WD IV es necesaria para la dimerizacién de
RACK1 (Yatime et al., 2011; Liu et al., 2007). Notablemente la secuencia de
AeaeRACK1 obtenida para este trabajo no contiene la Ser-146, pero contiene
otros residuos Ser/Treo en esta region los cuales podrian constituir un blanco para
la fosforilacion y consecuente dimerizacion de AeaeRACK1, como ocurre en S.
cerevisiae y Dictyostelium discoideum (Chen et al., 2005; Yatime et al., 2011). En
nuestros experimentos se comprobd con anticuerpos anti aminoacidos fosforilados

gue AealRACK1 se fosforila en los aminoacidos de Tyr, Ser y Thr, por lo que es
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posible la fosforilacién tanto en Ser-157 como en Thr-173 (Fig. 25). Aunado a lo
anterior, en S. cerevisiae se reportd que el sitio de dimerizaciéon de RACK1 posee
una His-147 en el dominio WD-IV, la cual estabiliza la uniébn entre ambos
mondémeros de RACK1 (Yatime et al.,, 2011). La secuencia de AeaeRACK1
presenta el residuo de His-147 similar al de S. cerevisiae (Fig. 25).
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Figura. 25- Identificacion de los sitios de fosforilacion en el domino WD-IV responsable de la
dimerizacion de AeaeRACKL1. Los numeros sobre las letras corresponden a la posicién del
aminoéacido en la proteina AeaeRACK1. El nimero en la parte de abajo son los scores de

probabilidad de fosforilacion obtenidos por NetPhos

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) para los amino acidos del dominio IV. Un score de

0.94 en la serina 157 sugiere que es un sitio candidato importante para la fosforilacion.
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7.3 Comportamiento de AealRACKL1 en las células C6/36 HT

La deteccion de AealRACK1 mediante WB en las células C6/36 HT mostré que en
células no tratadas hubo bajo nivel de expresion de la proteina. En estudios
previos en invertebrados como el camaron (Penaeus monodon), la ostra (Pinctada
martensii) y la plaga de los pinos (Choristoneura fumiferana) se ha documentado
qgue los niveles de expresion de RACK1 varian en los tejidos de acuerdo a las
condiciones del ambiente, metabdlicas y de desarrollo (Saelee et al., 2011; Chen
et al., 2011; Yang et al., 2014), otros estudios también demostraron que la
expresion de RACK1 en larvas L3 de Drosophila fue minimo (Kadrmas et al.,
2007). Estos resultados nos sugieren que los niveles bajos del RNAm y de la
proteina AealRACK1 observada en células C6/36 HT no tratadas reflejen su
origen larvario. En nuestro estudio observamos que tanto la ausencia de suero
como como los tratamientos con la PGE:2 y la dexametasona inducen en las
células C6/36 HT un incremento en la proteina AealRACK1, posiblemente por
inducir un tipo de estrés. Un hecho interesante fue que se observaron dos
especies de la proteina AealRACKL1 identificadas por E-2D los cuales fueron
confirmados por LC-MS/MS. La primera especie corresponde al peso molecular y
pl (34.89/7.97) calculados directamente para la proteina AeaeRACK1 a partir de la
secuencia presente en la base de datos (AAEL013069). La segunda especie fue
mas pesada y presentd un pl mas &cido (36/6.5) (AAEL013069), y estas
caracteristicas pueden ser explicadas por modificaciones postraduccionales (MPT)
como glucosilacion. En estudio previos, en diferentes células de mamiferos
durante estrés celular se indujo glucosilacion y ésta puede causar un pequefio
incremento en el peso molecular de RACK1 (Zachara et al., 2004; Ohn et al.,
2008; Taylor et al., 2008); y la fosforilacibn que agrega cargas negativas como
ocurre en las especies de RACK1 de humano (Liu et al., 2007) que modifican su
pl. La fosforilacion de RACK1 es requerida para varias funciones como las
interacciones con Src (pTyr 228/246) en el repetido WD-VI (Chang et al., 2001), la
union de PP2A y la B1 integrina (Tyr-302 en WD-VII) y de FAK (Tyr-52) (Kiely et
al., 2008) entre otras. La proporcion en la intensidad detectada entre las dos
especies de AealRACK1l sugiere que en las células sin tratamiento hay
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cantidades similares de la proteina. En comparacion en las condiciones de estrés
la cantidad de proteina y la proporcion entre estos cambios (glucosilacion y
fosforilacién) es mayor, sugiriendo que la proteina AealRACK1 incrementa en
condiciones de estrés y la proporcion de las especies es alta, la cual es

consistentes con una activacion de RACK1 en otros sistemas.

El incremento de RACK1 también se ha observado bajo diferentes condiciones de
estrés en modelos biolégicos, en el cuerpo graso de lavas de Drosophila donde se
indujo autofagia por carencia de nutrientes, RACK1 se expresé en bajos niveles en
estado basal y aument6 su abundancia durante la autofagia (Erdi et al., 2012); en
P. monodon la abundancia de RACK1 aument6 cuando los animales fueron
tratados con peroxido de hidrégeno y RACK1 fue propuesto como un antioxidante
no enzimatico de la respuesta antioxidante (Saelee et al., 2011); y en A. thaliana
RACK1 también aumenté en abundancia por estrés salino (Shi et al., 2011). El
aumento en la expresion del RNAm y en la abundancia de la proteina de
AealRACK1 en células C6/36 HT en ausencia de suero y en tratamiento con la
PGE: y la dexametasona muestra condiciones de estrés, una por carencia de

nutrientes y las otras por la induccién de las drogas.
7.4 Expresion del RNAm AealRACK1

El RNAmM AealRACK1 incrementd su expresion por la supresion de suero al medio
de cultivo y por el tratamiento con la dexametasona. Dada que la expresion de
RACK1 se ha visto incrementada por el efecto de quimicos, farmacos y la
supresion de nutrientes en diversos organismos, suponemos que la carencia de
suero y dexametasona indujeron un tipo de estrés a las células C6/36 HT por el
incremento de la expresion del RNAm de RACK1. Aunque en este momento no es
posible explicar las diferencias de AealRACK1 bajo el efecto de la dexametasona,
esto deberd ser estudiado en un futuro de como la dexametasona regula la

expresion del gen de AealRACK1.

Dexametasona, una droga con diversos efectos sobre las células y considerado un

xenobidtico (Inayat-Hussain et al., 2009; Audet et al., 2009), induce un incremento
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en la expresién de AealRACK1 lo cual parece resultar en resistencia a apoptosis
(Mourtada-Maarabouni et al., 2005; Wu et al., 2010; Al-Reefy et al., 2010). Aunque
estos datos son controversiales porque hay reportes donde la expresién de
RACKZ1 correlaciona con apoptosis en células tumorales (Nufiez et al., 2009). En
nuestro ensayo de apopotosis se observd que en las células tratadas con 51 uM
de dexametasona la apoptosis se incrementd tres veces y 1.5 veces en la dosis de
13 pM comparada con las células sin tratamiento. Por esta razon se seleccion6
esta concentracion y el efecto observado en todos los ensayos se debié al

farmaco y no a la muerte de las células.
7.5 Asociacion de AealRACK1 con proteinas

Las proteinas que interactian con AealRACK1 en las células carentes de suero,
tratamiento con la PGE:2 y la dexametasona fueron inmunoprecipitadas. Los
complejos inmunes formados bajo la ausencia de suero se recuperaron y las
proteinas presentes se identificaron por espectrometria de masas. En esta
condiciobn AealRACK1 se asocié con 33 proteinas, las cuales se agruparon en
once categorias funcionales (Fig. 20, Tabla 5). Muchas de estas proteinas han
sido reportadas independientemente por interaccionar con RACK1 en diferentes
sistemas, en nuestros resultados se identificaron estas proteinas
simultdneamente. Ademas, se encontrdé asociaciéon con la proteina HSP 90,
endoplasmina (una variante de HSP 90) y HSP 70, sobre las cuales no

encontramos reportes de asociacion directa con RACKL1.

Otras proteinas identificadas en este trabajo como asociadas a AealRACKL1 fueron
dos oxidoreductasas. Las oxidoreductasas son enzimas que contiene un par de
cisteinas cataliticas las cuales participan en la oxidacion del sustrato por
intercambio de reacciones tiol-disulfuros para la formacion de los enlaces
disulfuros. La formacion de las estructuras de los enlaces disulfuros por la
maquinaria oxidativa se lleva a cabo durante el plegamiento de proteinas en varios
compartimentos de las células como el reticulos endoplasmico y el espacio
intermembranal de la mitocondria (Kojer et al., 2014), asi como otras proteinas

participan en la sintesis de proteinas (24%) como parte de o independientemente
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de la estructura ribosomal, lo cual es consistente con lo reportado en otros
sistemas donde RACK1 puede localizarse en el ribosoma para regular la
traduccion (Ruan et al., 2012; Rachfall et al., 2013).

Asociadas a AealRACK1l también se identificaron proteinas de sefalizacion
incluyendo proteinas con repetidos WD (30%) al igual que ocurre en otros
sistemas, las interacciones se explican por la afinidad de estos repetidos que
funcionan formando puntos de contacto entre proteinas para formar complejos
(Adams et al.,, 2011; Neasta et al., 2012). Usando el servidor STRING 9.05 se
recurri6 a las interacciones conocidas de las proteinas RACK1 de todos los
sistemas biologicos para predecir las que pudiera establecer AeaeRACK1 y
comparar con las que se encontraron (Inayat-Hussain et al., 2009; Gibson 2012).
Se aprecié que las principales asociaciones ocurren con proteinas ribosomales
(Fig. 21). Estos datos tomados en conjunto indican que en las células de mosquito
AeaeRACK1 también forma parte, al menos temporalmente, del ribosoma y puede
estar participando en la regulacion de la traduccién de proteinas (Ruan et al.,
2012; Rachfall et al., 2013; Ceci et al., 2012; Sharma et al., 2013; Sengupta et al.,
2004), por lo que podemos sugerir que AealRACK1 es un componente integral de
la subunidad 40S del ribosoma y adaptador para proteinas en respuesta a
multiples estimulos, tales como estrés y tratamientos con drogas (Kundu et al.,
2013).

7.6 Localizacion de AealRACK1 en células C6/36 HT

En los ensayos anteriores se demostré que AealRACK1 modifica su localizacion
en las células dependiendo de la presencia de hormonas y de alimentacion,
aumentando su abundancia en condiciones de estrés. En diferentes condiciones
fisiolégicas, RACK1 se transloca a varios compartimentos celulares (citosol,
reticulo endoplasmico y nucleo), dependiendo de las asociaciones con otras
proteinas (Kundu et al., 2013), lo cual puede corresponder al tipo de respuesta
gue esté realizando. En células crecidas en medio completo y en acuerdo a lo
observado al analizar la proteina por medio de WB, se encontré poca sefial de la

presencia de la proteina. Al cambiar las condiciones, tanto en presencia de la
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dexametasona como en la ausencia de suero, la presencia de AealRACK1
aumentd notablemente y lo que fue muy interesante es que la localizacién se
modifico en funcién de la condicion de incubacion de las células. En la condicion
de ayuno la localizacién de AealRACK1 fue cerca de la membrana plasmética,
posiblemente asociada al citoesqueleto de actina (actin cortex), lo cual es
semejante al patron descrito para neuronas, donde bajo el efecto de dioxina
RACK1 se asocia con PKCpIl formando un complejo y migrando a la membrana
(Lee et al., 2007). En fibroblastos NIH 3T3 tratados con PMA, RACK1 se transloco
desde la region perinuclear a la membrana plasmatica, donde se asoci6é con Src
(Chang et al., 2001). También se ha reportado la translocacion de RACK1 desde
el citosol a la membrana plasmatica como parte de un mecanismo para la
regulacion de la proteina de transduccién de sefal GBY (Chen et al., 2004). En la
condiciéon con PGE2 AealRACK1 se localizé en forma polarizada cerca del nucleo,
sugiriendo asociaciones con el reticulo endopldsmico (RE), esta hipotesis
concuerda con lo demostrado por Parent et al (2008) en donde células HEK293
transfectadas con el receptor B de tromboxano Az asociado a la proteina verde
fluorescente (TPB-GFP) mostraron una localizacién entre RACK1 y el TP en el
RE. En el caso de las células tratadas con la dexametasona AealRACK1 se
observé formando puntos en todo el citoplasma, similar a lo observado cuando
RACK1 se incorpora dentro de los granulos de estrés después de la exposicion a
hipoxia, a arsenito de sodio y a choque térmico; todo lo anterior impide la
activacion de la via de sefalizacion MAPK en respuesta a estrés, lo cual a su vez
conduce a la supervivencia en lugar de la apoptosis de las células (Mourtada-
Maarabouni et al., 2005; Arimoto et al., 2008). En relaciébn a este trabajo, a la
fecha se desconoce si los numerosos puntos observados en el citoplasma de las
células C6/36 HT por el tratamiento con la dexametasona equivalen a un
secuestro de AealRACK1 en los granulos del estrés a través de su union con la
subunidad 40s del ribosoma (Arimoto et al., 2008). Las asociaciones posibles de
AealRACK1 a otras moléculas en estos sitios y los efectos resultantes seran

investigados (Fig.24).
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7.7 Andlisis bioinformatico del promotor del gen AeaeRACK1.

La expresion de RACK1 debe responder a diferentes condiciones ambientales
para lograr la adaptacion de las células. Para ello la regulacién de esta expresion
debe poseer elementos que le permitan una expresion diferencial regulada. En un
reporte previo, la region rio arriba del gen GNB2L1 que codifica a RACK1 en el
humano fue analizada, y se encontraron varios elementos reguladores de la
transcripcion conocidos y conservados evolutivamente y su actividad fue
confirmada por ensayos de delecion (Delvecchio et al., 2009, Buoso et al., 2011).
En este trabajo gracias al uso de la base de datos TRANSFAC® 7.0 Public 2005
se analiz6 la regioén rio arriba del gen AeaeRACK1 y se detectaron varios sitios de
union a factores de transcripcién, varios de ellas similares a los encontrados en la
regiéon reguladora del gen del humano (Fig. 26), incluyendo una secuencia
consenso para activar a la proteina 1 (AP-1) (posicion-109), el cual es un elemento
activador general. Otros elementos interesantes de union a factores de
transcripcion activados por estrés también estan presentes, tal es el caso de la
proteina de unién a enhancer/CCAT(C/EBP) (-116) el cual es un mediador de la
via de sefalizacibn a estrés en el reticulo endoplasmico, relacionada con la
formacion de granulos de estrés; un elemento de respuesta a glucocorticoides
(GRE) en la posicion -303 el cual participa en la respuesta a la dexametasona y al
receptor a activador de la proliferacion de peroxisomas (PPARa) (-819), este
elemento responde a hormonas incluyendo las prostaglandinas, ademas de la
dexametasona. Es importante mencionar que en la region promotora de diversos
genes presentan diversos sitios de union a multiples factores de transcripcion en
respuesta a los glucocorticoides, pero solo hay pocas secuencias que se une a
GRE, un buen ejemplo es el gen PEPCK, el cual solo tiene dos sitios de unién a
GR, el complejo receptor-glucocorticoide se une a los sitios contenidos en el
promotor del gen para regular su expresion (Hayashi et al., 2004; Ratman et al.,
2013). Otros elementos en la region de Ae. aegypti incluyeron dos secuencias
consenso para la proteina 1 especifica (Sp1)(-349 y -369); una proteina de unién a
elemento de respuesta a CAMP (CREB) (-496), segundo mensajero sintetizado por

estrés; el elemento de respuesta a la hormona Ecdicsona de insecto (ECRE), la
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cual ya se menciono se sintetiza en situaciones de cambio como la metamorfosis y
la muda (-636); y una familia veintiséis-E (c-Ets-1) (-904) (Kalet et al., 2013)
también estuvieron presentes. Ets-1 pertenece a la familia de factores de
transcripcion Ets la cual tiene varias funciones bioldégicas como proliferacion
celular, diferenciacién, hematopoyesis, apoptosis angiogénesis y transformacion
celular. En estudios previos han demostrado que los miembros de la familia Ets,
incluyendo a Ets-, constituyen un sustrato importante de las MAPKSs, las cinasas
PI3 y de las vias de sefializacion especificas de Ca?*, (Zhang et al., 2014). La
conformacion de esta serie de elementos permite proponer una explicacion para
las respuestas diferenciadas de RACK1 bajo las condiciones usadas en este
trabajo. Este analisis apoya la transcripcion del gen AeaeRACK1 en ausencia de
suero, en presencia de la PGE:2 y de la dexametasona, las condiciones de estrés,
tanto nutricional como por xenobidticos y posibles diferencias en el
comportamiento puede ser debido a la accién de otros genes que podrian
compartir elementos que responden al ayuno sin suero o a las drogas y a una
inactivacién conducida por receptores a glucocorticoides (transrepresion) (Ratman
et al., 2013). Investigaciones futuras deberan investigar el comportamiento de
RACK1 en otras condiciones fisiolégicas como desarrollo embrionario y
metamorfosis, asi como con otros inductores de estrés como xenobioticos,

incluyendo insecticidas.
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Figura. 26- Sitios de unién a factores de transcripciéon putativos rio arriba del gen AeaeRACK1. La
region rio arriba de 1000 pares de bases del gen AeaeRACK1 fue obtenida de la base de datos
disponible en VectorBase, se analizaron los sitios de unién a factores de transcripcién con el
programa TESS (http://www.cbil.upenn.edu/tess/), se usaron la base de datos TRANSFAC 7.0. En la
figura solo estan anotadas las secuencias reportadas a elementos de unién a factores de
transcripcion. (AP-1; activating protein-1) Proteina-1 ; (C/EBP; CCAT/enhancer binding protein)
Proteina de union a CCAT/enhancer; (GRE; glucocorticoid response element) Elemento de respuesta a
glucocorticoides; (Sp1;Specificity protein 1) Proteina 1 especifica; (CREB; cAMP Response Element
Binding protein) Proteina de unién a elemento de respuesta a cAMP; (EcRE; Ecdysone response
element) Elemento de respuesta a Ecdicsona; (PPARa; peroxisome proliferator-activated receptor
alpha) Receptor alfa activador del proliferador de peroxisomas; (c- Ets-1; E-twenty six family) Familia

26-E. (+1) Indica la probabilidad del sitio de inicio de la transcripcion.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo, mediante estrategia protedmica, se identificaron en las células
c6/36 HT derivadas de embriones de Ae, albopictus como modelo de células de un
mosquito vector de enfermedades virales y parasitarias, proteinas que
respondieron a la presencia de la hormona PGE:2 su inhibidor la dexametasona y
al ayuno de suero, modificando su fosforilacion. Estas proteinas incluyeron
proteinas de plegamiento y ensamble (endoplasmina, HSP90, chaperonina), de
respuesta a estrés oxidativo (6xido reductasa putativa, tioredoxina reductasa, Prx
1,2,3, Prx6), proteinas de citoesqueleto (actina, septina, factor de depolimerizacién
de actina, tubulina), proteinas de procesos metabdlicos (fructosa bifosfato
aldolasa, piruvato deshidrogensa, gliceraldehido-3-fosfato-dehidrogenasa),
transporte de membrana (canal selectivo de anién dependiente de voltaje),
asociadas a calcio (calcifosina), y proteinas de sefalizacion (RACK1, Rab7,
prohibitina). Sugiriendo que cada tratamiento aplicado a las células C6/36 activa
vias de sefalizacién, PGE:z activd la fosforilacion de las proteinas de choque
térmico (HSP90, endoplasmina, peroxiredoxinas) sugiriendo que PGE: es un
inductor del estrés oxidativo. En la condicion de ayuno y dexametasona se
encontré la fosforilacion de RACKL, proteina que participa en varios procesos

bioldgicos, sugiriendo que estas condiciones son inductores de estrés.

AealRACK1se caracterizé por su posible papel en la regulacién de la homeostasis
celular. Los resultados confirman que esta proteina es altamente conservada.
AealRACK1 en ayuno de suero, en tratamiento con la PGE: y la dexametasona, a
nivel de la expresion del mRNA se observo un incrementd en su expresion y a
nivel de abundancia la proteina también incremento6 y se detectdé dos especies de
la proteina (diferente peso molecular y diferente pl) posiblemente por
modificaciones postraduccionales, como fosforilacion o glucosilacion. La
localizacion subcelular de la proteina también fue diferente dependiendo del
estimulo, sugiriendo una respuesta adaptativa a estas condiciones de estrés.
Estas observaciones indican una respuesta diferencial dependiendo del tipo de

estrés y dirigiendo una respuesta especifica y eficaz para la supervivencia.
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AealRACK1 es una proteina scaffold y en este trabajo se realiz6 una descripcion
de las proteinas que se encuentran asociadas a ella. A nivel de asociacion se
encontré que AealRACK1 se unié de manera importante a proteinas ribosomales y
de sefializacién, sugiriendo que AealRACK1l como en otros sistemas es un
componente dinamico del ribosoma que cuando se asocia a €l probablemente

modula la traduccién pero puede disociarse regulando otras funciones.
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