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RESUMEN

Las secuencias reguladoras son regiones de DNA que modulan la transcripcién
de los genes. A ellas se unen factores de transcripcion con el fin de desempeniar
funciones diversas relacionadas con la expresion genética. Las secuencias
pueden ser de varios tipos dependiendo de su localizacion y funcién: promotores
basales, promotores proximales, amplificadores, silenciadores y aislantes de
efecto de cromatina.

Las regiones reguladoras activas se caracterizan por tener una estructura
abierta. Muchos trabajos de investigacién han permitido establecer una relacién
consistente entre la estructura de la cromatina abierta y la activacion de los
genes.

El presente trabajo tuvo como objetivo la identificacion de secuencias
reguladoras en la region 5'del gen AAEL006536 de Aedes aegypti, el cual
incrementa su transcripcion durante la infeccion por virus Dengue.

La identificacién se realiz6 en DNA de tres grupos de mosquitos: alimentados
con sacarosa, alimentados con sangre no infectada y alimentados con sangre
infectada. Se utilizé la técnica FAIRE para aislar DNA libre de nucleosomas y se
disefiaron y validaron oligonucleoétidos para realizar el analisis de la presencia de
cromatina abierta en la region de estudio.

Se identificaron dos regiones de cromatina abierta en el DNA de mosquitos
Aedes aegypti infectados por virus Dengue (DENV). La primera regién se localiza
entre las posiciones -53 y +26 y sobrelapa con el sitio de inicio de la transcripcion,
la segunda se localiza entre las posiciones -617 y -169 y es consistente con una
funcién potencial de promotor. La presencia de estas regiones es congruente
con el aumento en la actividad transcripcional que tiene el gen AAEL006536 en
presencia de virus Dengue.

Las secuencias correspondientes a esta region en los mosquitos no infectados
tienen una estructura de cromatina cerrada lo cual es congruente ya que el gen
AAEL006536 no tiene una alta transcripcion en la condicion de no infeccién..

Al comparar las dos condiciones se observdé una dinamica de la cromatina;
cuando hay infeccion por virus Dengue y el gen aumenta su nivel transcripcional
la cromatina estéd abierta. Cuando no hay infeccién y el gen no tiene una alta
transcripcion la cromatina estd cerrada. El contraste entre la estructura de la
cromatina en estas regiones, entre células del intestino estimuladas o no por la
presencia del virus, permite inferir que la condicién de infeccion induce el cambio
de conformacion cerrada a conformacion abierta de la cromatina la cual a su vez
contribuye al control positivo de la transcripcion del gen.

Se sugiere que el gen AAEL006536 es un gen inducible; es decir, que su
transcrito se incrementa ante el estimulo de la infeccidon por virus Dengue, que
presenta diferente estructura de cromatina de acuerdo a la ausencia o presencia
de infeccion en las células.



l. Marco Teorico

1. Las Secuencias Reguladoras

Ahora que es posible tener las secuencias completas de los genomas de los
seres vivos, hoy en dia la comunidad cientifica se dedica a su interpretacion,
teniendo como primer objetivo identificar y caracterizar cada uno de los
elementos funcionales que lo integran. En el caso del genoma humano, se
estima que solamente el dos o tres por ciento del éste pertenece a genes
codificantes, mientras que el treinta por ciento estad constituido por regiones
reguladoras. En contraste con los veinte o venticinco mil genes codificadores,
existen millones de regiones reguladoras. Tal complejidad ha dado lugar a la
implementacion del término “reguloma” para identificar al conjunto de regiones
reguladoras que integran el genoma. Tanto investigadores particulares como
grupos que forman parte del proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA elements)
han identificado millones de elementos reguladores. Catalogar estos elementos
reguladores es importante para alcanzar una comprension completa de la
biologia de los seres vivos. (Sheffield, 2012).

Las secuencias reguladoras, también llamadas elementos reguladores en cis,
son regiones de DNA que modulan la transcripcion de los genes. A estas
secuencias se unen factores de transcripcion (elementos reguladores en trans),
con el fin de desempefiar funciones diversas en relacion a la expresion genética.
Aungue los términos regiones reguladoras y secuencias reguladoras se
mencionan indistinamente en la mayoria de los textos de genética, es importante
aclarar que el término “region” se utiliza con respecto a coordenadas del DNA y
el término “secuencia” se utiliza con respecto al orden de nucleétidos en el DNA.
Las regiones reguladoras pueden ser de varios tipos dependiendo de su funcion
y localizacion: promotores basales, promotores proximales, amplificadores
(enhancers), silenciadores y aislantes de efecto de cromatina. (Ladunga, 2010).

Los promotores basales son regiones que se sitlan alrededor del sitio de inicio
de la transcripcidon, en su mayoria comprenden regiones que van de las
posiciones -35 a +35. Contienen varios elementos de respuesta o regiones mas
pequefias que facilitan la union de factores de transcripcion especificos para esa
region, que se requieren para la formacion del complejo de preinicio de la
transcripcion.

Los principales elementos de respuesta de los promotores basales son la caja
TATA que se localiza entre las posiciones -35 y -25, el sitio Inr que es una
secuencia pequefia que se localiza a ambos lados del sitio de inicio de la
transcripcion (SIT) entre las posiciones -2 y +5, vy el sitio DPE (downstream
promoter element) que actia en cooperacion con Inr y se localiza en las
posiciones +28, +33 (Ladunga, 2010).

Los promotores proximales se localizan a unas 100-200 pb del SIT, tienen una
longitud de 15-30pb, y facilitan la interaccion entre amplificadores 'y promotores
basales.



Los amplificadores son regiones alejadas del sitio de inicio de la transcripcion,
tienen una longitud de 100 a 200 pb y se pueden encontrar rio arriba o rio abajo
del SIT, en exones o intrones, y a distancias tan lejanas como 10,000 pb (en
Drosophila), o 100,000 pb (humanos) del SIT. Las regiones amplificadoras
reclutan factores de transcripcion para facilitar la union del complejo de inicio de
la transcripcién al promotor incrementando la velocidad de la transcripcion
(Lewin, 2008).

Los silenciadores producen el efecto contrario al de los amplificadores. Cuando
reclutan factores de transcripcion que interfieren con el ensamblado del complejo
de inicio se localizan rio arriba, cuando previenen la union de los factores de
transcripcion a sus motivos de regulacion en cis se localizan tanto rio arriba como
rio abajo del SIT (Ladunga, 2010).

Los aislantes de efecto de cromatina bloguean la interaccion entre amplificadores
y silenciadores con el promotor. Los aislantes que interfieren con los activadores,
bloguean la interaccion amplificador-promotor colocandose entre ellos y de esta
manera inhiben el inicio de la transcripcidn. Los aislantes de barrrera se localizan
en el limite de dominios de eucromatina y heterocromatina y mantienen al gen en
un estado transcripcionalmente activo ya que interfieren con la accion de los
silenciadores (Lewin, 2008).

El reguloma es muy dinamico y su actividad varia de acuerdo a la edad,
ambiente, estadio de desarrollo, tipo de tejido y tipo celular. A diferencia de los
genes codificadores que tienen un cédigo genético rigido, los elementos
reguladores no lo tienen y presentan mayor variabilidad en su secuencia
(Shefield, 2012).

El cinco por ciento de los elementos reguladores se han identificado como partes
de promotores y el resto se localiza en las regiones intergénicas o en los intrones
(Shefield, 2012).

2. Relacién entre Secuencias Reguladoras Activas y la
Cromatina Abierta

La primera evidencia que sustento una relacion entre la estructura de la cromatina
y la activacion génica fueron los estudios de hipersensibilidad a nucleasas en
genes activos, realizados hace unos veinte afios. La bioguimica de la
transcripcion y la genética de levaduras permitieron reconocer a los nucleosomas
como barrera para el inicio de la transcripcién, y a las histonas como participantes
activos en el proceso de transcripcién in vivo (Ladunga, 2010).

Muchos trabajos realizados en levaduras han permitido establecer la relacion
entre la estructura de la cromatina y la activacién de los genes. Entre ellos estan
los estudios con PHO 5, los estudios de comparacién entre activacion de genes
constitutivos y genes inducibles y los estudios de genes de histonas mutados.



PHO 5 es un gen que se activa a bajas concentraciones de fosfato gracias a los
activadores Pho2 y Pho4. Almer y Horz demostraron la presencia de
nucleosomas en el promotor de PHO 5 en los sitios de unién de Pho 4 y de
factores de transcripcion basales de los genes inactivos. Cuando PHO 5 se
expresa, la zona de union a Pho4 esta libre de nucleosomas, por lo que los
autores concluyeron que los nucleosomas se encuentran en los promotores
blogueando el acceso de los factores de transcripcion a sus sitios de union
cuando los genes no estan activados y que los nucleosomas son alterados o
removidos durante la transcripcion (Almer, 1986).

A partir de 2004 se iniciaron los estudios de posicionamiento de nucleosomas en
las regiones reguladoras y codificantes para el analisis de la estructura de la
cromatina. Algunos de estos estudios han comparado la estructura de la
cromatina en genes constitutivos y genes inducibles.

Los genes constitutivos se diferencian de los genes inducibles por tener una
region libore de nucleosomas localizada rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion flanqueada por dos nucleosomas posicionados. Esta region se
denomina “regién NFR” (nucleosome free regién) y es un sitio de unién para
muchos factores de transcripcion (TFs). Los genes inducibles, que se expresan
solo bajo condiciones especificas, estan regulados por una gran variedad de
factores remodeladores de la cromatina y los sitios de union en los promotores
se caracterizan por la presencia de nucleosomas. Un intercambio en los
nucleosomas permite que los sitios de unién sean accesibles a los factores de
transcripcion. Los cambios en la transcripcion de los genes se correlacionan con
estos cambios en la estructura de la cromatina (Rando, 2012).

Los estudios de genes de histonas mutados para determinar la funcion de estas
proteinas, también han contribuido a la mejor comprension de la relacion entre
transcripcion y estructura de la cromatina. Se han podido aislar muchos genes
de histonas mutados a partir de los cuales se han podido identificar factores que
controlan la estructura de la cromatina mediante la estabilidad y dindmica del
nucleosoma y la modificacion de histonas. En muchos casos, se ha podido
constatar una doble funcion en moléculas que intervienen en la regulaciéon del
inicio de la transcripcion, por ejemplo enzimas acetilasas de histonas que son
factores de transcripcion o subunidades de complejos de remodelacién de la
cromatina (Rando, 2012).

3. Remodelacién de la Cromatina durante la Transcripcion de Genes
Inducibles

La activacion de los genes de Aedes aegypti, al igual que la de todos los
eucariontes, esta controlada por mecanismos de regulacion que garantizan la
activacion en el momento y la célula precisos. Estos mecanismos se realizan a
nivel transcripcional, postranscripcional, traduccional y postraduccional (Cruz-
Bustillo, 2013).



A través de muchas investigaciones se ha podido demostrar que la estructura de
la cromatina desempefia un papel fundamental en la regulacion del inicio de la
transcripcion y que es a partir de dicha estructura que se decide si un gen se
transcribe o no (Luo, 1999).

El DNA de los genes inactivos se encuentra en un estado compactado, esta
estructura representa un problema para el inicio de la transcripcion por la
inaccesibilidad que tienen los factores de transcripcion a los elementos de
respuesta de accion cis. Para que un gen pueda iniciar su transcripcion es
necesaria la remodelacion de la cromatina en las regiones reguladoras, de tal
forma que se generen regiones libres de nucleosomas que permitan el
reclutamiento de los factores de transcripcion y la DNA polimerasa (Lewin, 2008).

En la actualidad se han identificado dos mecanismos esenciales, mediante los
que se realiza la remodelacion de la cromatina que propicia la activacion génica:
el remodelado de cromatina dependiente de ATP y la modificacion post-
traduccional de las histonas (Robin, 1999).

El complejo de remodelado dependiente de ATP es un conjunto de proteinas y
realiza cambios en la estructura de la cromatina originando secuencias libres de
nucleosomas, estos cambios originan la modificacion de la posicion de una
secuencia sobre la superficie del nucleosoma por deslizamiento del DNA sobre
el nucleosoma, 6 el espaciamiento entre nucleosomas 6 el desplazamiento
completo del nucleosoma (Lewin, 2008)

Estos complejos proteicos utilizan energia de la hidrolisis del ATP (trifosfato de
adenosina) por lo que tienen una subunidad fosfatasa. Algunos de los complejos
aislados a partir de varios organismos son SWI/SNF (switch sucrose non
fermentable) en levaduras y su homdélogo mSWI/SNF en mamiferos, ISWI
(imitation SWI), NURF (nucleosome remodeling factor), CHRAC (chromatin
accesibility complex), ACF (ATP-dependent chromatin assembly and remodeling
factor), estos tres ultimos identificados en Drosophila. En todos los casos se ha
demostrado que los complejos alteran la estructura de la cromatina y que facilitan
la union de factores de transcripcion (Edmondson,1996).

Los complejos de remodelado no tienen subunidades con secuencias de unién a
DNA, por lo que tienen que ser reclutados por diversos factores, como el factor
de transcripcién Swi5 que se une al promotor HO y recluta SWI/SNF en levaduras
o el factor de transcripcion GAGA que se une al promotor HSP70 y recluta a
NURF. Los complejos de remodelacion pueden unirse al complejo basal, por
ejemplo la holoenzima RNApol Il estd compuesta por la polimerasa, factores de
transcripcion (excepto TBP y TFA) y SWI/SNF (Lewin, 2008). También se ha
observado la unidon entre complejos con actividad desacetilasa y complejos de
remodelacion de cromatina (Luo, 1999)

El complejo de acetilacion de histonas, como su nombre lo indica, acetila las
proteinas histonas H3 y H4 de los nucleosomas, esta acetilacion se da
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mayormente en el amino ¢ de las lisinas de los extremos N terminales. Las
histonas asi acetiladas estan asociadas con sitios activos de la transcripcion
(Allis, 2007).

Los complejos se caracterizan por tener una subunidad de union a DNA, una
subunidad coactivadora y una subunidad histona acetilasa (HAT). Muchos
coactivadores de transcripcion han sido identificados con funcién acetilasa como
por ejemplo p/CAF (P300/CBP associated factor) homélogos de GCN5 (general
control of amino acid synthesis protein 5) en levaduras, el coactivador del factor
de transcripcion CREB (cyclic adenosine monophosphate response element
binding protein) y los coactivadores que se activan por medio de receptores
nucleares de hormonas ACTR (activator of the thyroid and retinoica acid receptor)
y SRC-1 (steroid receptor coactivator).

AUn no se conoce el mecanismo de accion de los complejos de acetilacion en la
activacion génica; aunque se ha propuesto que la acetilacion propicia la unién de
algunos factores de transcripcion y que ademas puede facilitar la desorganizacion
de las estructuras de orden superior de organizacion de la cromatina (Luo 1999).

El mecanismo conjunto de remodelacion de la cromatina involucra ademas de la
accion de los complejos mencionados, otros mecanismos y factores que en
conjunto generan el inicio de la transcripcidn. La secuencia en el DNA, no solo
funciona como identificacion para la unién de factores de transcripcion, se ha
observado que las regiones poly dA-dT (desoxiadenilato desoxitimilato) estan
asociadas a una baja presencia de nucleosomas en las regiones promotoras (en
levaduras), y que regiones con islas CpG se caracterizan por no formar
estructuras de mayor nivel en la estructura de la cromatina (en mamiferos),
permitiendo en ambos casos mayor accesibilidad a los factores de transcripcion.
La presencia de histonas con metilacion en aminoacidos especificos, como H3K4
(histona 3 en lisina 4) y la desmetilacién del DNA también estan asociados a
genes transcripcionalmente activos o proximos a ser transcritos (Guertin, 2013).

Desde la década de los noventas se han propuesto modelos generales de la
regulacién de la transcripcion, como el citado por Lou (1999) en el que se propone
la unién de ciertos factores de transcripcion primarios a pequefios sitios de union
en el DNA libre de nucleosomas, estos factores primarios reclutan los complejos
de acetilacion de histonas y de remodelacion dependiente de ATP los cuales, a
Su vez, generan otros sitios de unién, accesibles a los factores del complejo
basal y otros factores de transcripcion.

Mas recientemente Guertin (2013) ha propuesto en su modelo (ver figura 1), la
la union de un factor de transcripcion a su elemento de respuesta en una isla
CpG en el DNA de unién entre nucleosomas. Esta union permite el reclutamiento
de los complejos de acetilacion de histonas y de remodelacion de la cromatina
dependiente de ATP los cuales generan otras regiones de cromatina abierta para
el reclutamiento de diversos factores como los que forman el complejo basal para
la transcripcion.
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Figura 1. Modelo de remodelado de la cromatina para la union de factores de
transcripcion. 1. Reclutamiento de un primer factor (rectangulo amarillo) a
una isla CpG en el DNA de unién entre nucleosomas (linea rosa fuerte), otros
factores de transcripcion (elipse rosa) no tienen acceso a sus sitios de unién.
2. Reclutamiento de los complejos de remodelacién de la cromatina (elipse
café) y acetilacién de histonas (elipse morado) formacion de cromatina abierta
(linea rosa fuerte) y reclutamiento de otros factores de transcripcion (elipse
rosa). 3. Reclutamiento de RNA pol Il (pentagono verde), formacion de RNA
mensajero (linea rosa claro) para la posterior traduccién de una proteina
(elipse naranja). Modfiicado, (Guerltin, 2013).

4. Identificacion de Secuencias Reguladoras

A partir de la década de los ochentas y hasta la actualidad se han utilizado
diversos métodos para estudiar las secuencias reguladoras en el genoma, entre
los mas empeados estan el ensayo de hipersensibilidad a DNAsa | (DHS), la
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) y mas recientemente el asilamiento
de elementos reguladores asistido por formaldehido (FAIRE) (Nagy,2009).

El mapeo de regiones sensibles a la DNAsa se inicié a partir de la décadas de
los ochentas y es uno de los métodos mas antiguos para identificar secuencias
reguladoras por su sensibilidad a la digestion de nucleasas.

Las desoxiribonucleasas son enzimas que cortan los enlaces fosfodiester en el
DNA de manera inespecifica. Debido a su gran tamafio, su accion se restringe a
sitios de facil acceso caracterizados por ser regiones libres de nucleosomas.
Después de tratar DNA con una pequefia concentracion de enzima los cortes
pueden ser localizados en el genoma. El ensayo puede hacerse tanto en loci
individuales mapeando los cortes mediante la separacion de los fragmentos por
electroforesis en gel de poliacrilamida, o bien utilizando la secuenciacion de alto
rendimiento para todo el genoma. Después de secuenciar los fragmentos de DNA
y alinearlos con una secuencia de referencia se obtiene el perfil de la regiones
abiertas en el genoma (Sheffield, 2012)

Keene (1981) identifico sitios hipersensibles a DNAsa | en los genes activos de
las proteinas de choque térmico hsp 22, 23 26 y 28 en DNA de embriones de
Drosophila, y observé que los sitios hipersensibles a la enzima siempre se
localizaban en los extremos 5°de los genes, nunca en las regiones codificadoras
ni en los extremos 3.
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La inmunoprecipitacion de cromatina ha sido utilizada durante varias décadas y
consiste en la generacion de enlaces cruzados entre el DNA y las proteinas
cercanas, seguido de inmunoprecipitacion de la proteina de interés mediante
anticuerpos especificos. Una vez identificada la proteina, las uniones cruzadas
de revierten y se obtiene la secuencia del DNA unido previamente a ellas. Este
ensayo permite identificar secuencias reguladoras para factores especificos, y
modificaciones postraduccionales en las colas de las histonas (Sheffield, 2012).
Esta técnica requiere un anticuerpo especifico, y por lo tanto requiere de la previa
identificacion del factor, ademds, algunos factores no forman uniones cruzadas
con el DNA (Nagy, 2009).

El aislamiento de elementos reguladores asistida con formaldehido es una
técnica mas reciente que detecta regiones de cromatina abierta. Se basa en el
hecho de que no todas las regiones de DNA forman uniones cruzadas con las
proteinas de la misma manera (Nagy, 2009). Estas uniones cruzadas se generan
utilizando formaldehido, que une el DNA con proteinas en contacto directo, para
gue se realice esta unién se requiere un amino ¢ el cual es caracteristico de las
lisinas que componen el veinte por ciento de las histonas. Por ello, las proteinas
de los nucleosomas dominan el perfil de los enlaces cruzados.Posteriormente se
realiza lisis y sonicacion para fragmentar el genoma y finalmente una extraccién
fenol cloroformo y precipitacion. Las secuencias de DNA que si se unen a
proteinas mediante formaldehido permanecen en la interfase durante la
extraccion fenol-cloroformo mientras que aquellas que no se asocian a proteinas
se acumulan en la fase acuosa permitiendo asi, el aislamiento de regiones libres
de nucleosomas (ver figura 2). Se trata de una técnica sencilla y rapida que hasta
la fecha ha funcionado en los eucariontes en que se ha probado (Giresi, 2009).

La investigacion de Hogan (2006) para comprobar que los promotores de los
genes regulados por el ciclo celular en levaduras, se caracterizan por un
empobrecimiento de nucleosomas durante su transcripcion, revelo la
coincidencia entre las regiones de enriquecimiento de DNA libre de nucleosomas
obtenidas mediante FAIRE con los sitios hipersensibles a DNAsa I.

Existen otras técnicas como el mapeo de regiones sensibles a nucleasa
micrococal (MNAsa), y el mapeo utilizando sonicacibn o0 enzimas
metiltransferasas. En todos los casos se identifican regiones potencialmente
funcionales que requieren de ensayos reporteros para la validacién funcional.

En la presente investigacion se decidié utilizar la técnica FAIRE para la
identificacion de secuencias reguladoras debido a que es una técnica altamente
reproducible, sencilla y rapida que ha funcionado en todos los eucariontes en los
gue se ha utilizado y que ademas las muestras de estudio requieren una
preparacién minima.
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Figura 2. Diferencias entre la extraccion de DNA con y sin FAIRE. En la
extraccion con FAIRE la fase acuosa contiene solo el DNA que en un inicio
estaba libre de nucleosomas, en la extraccion sin FAIRE la fase acuosa
contiene todo el DNA de la muestra. Modificado, (Giresi, 2009).

5. Importancia de la Identificacion de Secuencias Reguladoras
en Genes de Aedes aegypti que Incrementan su Transcripcion
durante la Infeccion por virus Dengue

El dengue es un sindrome febril agudo con riesgo de complicaciones letales
(Secretaria de Salud, 2013), que se transmite cuando mosquitos del género
Aedes infectados inoculan el virus Dengue a hospederos sanos durante la
alimentacién sanguinea (Ramos-Castafieda, 2008).

Actualmente es considerada la enfermedad viral transmitida por vector mas
importante en el mundo (World Health Organization, 2012a), con un incremento
de treinta veces en su incidenia durante los ultimos cincuenta afios. Sin embargo;
a la fecha no existe una vacuna disponible ni antivirales especificos para su
prevencion y tratamiento (Colpits, 2011). Por lo que, toda investigacion que
aporte conocimiento en torno a la transmision de esta enfermedad resulta
relevante.

El virus Dengue (DENV) incluye cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4) y el mosco Aedes aegypti es el principal vector de todos. Los mosquitos
se infectan al alimentarse de una persona virémica y después de siete a catorce
dias, pueden transmitir el virus a un nuevo hospedero (Salazar, 2007).

La identificacion de secuencias reguladoras de genes del vector que incrementan
su transcripcion en la condicion de infeccion, establecera las primeras bases para
la comprension de las interacciones moleculares entre virus Dengue y Aedes
aegypti. Identificar secuencias reguladoras es solo el primer paso, pero
representa la base para la posterior identificacibn de motivos de factores de
transcripcion y de los factores mismos, asi como de las posibles vias de
sefalizacion involucradas en el control de la expresion del gen y los mecanismos
mediante los cuales virus Dengue altera el programa transcripcional de las
células que infecta.

Entender los efectos de la infeccion viral en la expresion genética resulta crucial
para el conocimiento de la biologia de Aedes aegypti en condicion de infeccién y
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proporcionara a los investigadores una de las herramientas para lograr
interrumpir el ciclo de infeccion humano-insecto (Colpits, 2011)

En el caso particular de este trabajo, se pretende conocer cuales son las
secuencias reguladoras en la region 5° del gen AAEL006536 de Aedes aegypti,
cuyo transcrito se incrementa durante la infeccion por virus Dengue, y proveer
asi los primeros conocimientos fundamentales sobre los cuales se iran
construyendo otros hasta alcanzar la posibilidad de una aplicacion concreta en
el area de control de la transmision y la enfermedad de dengue.

1. Antecedentes

Para que haya transmision del virus Dengue, éste debe infectar las células
epiteliales del intestino medio del mosquito, diseminarse hacia el hemocele y de
alli al resto de los érganos, incluyendo las glandulas salivales, desde donde
transmitira el virus al picar al hospedero durante la alimentacién sanguinea.
Después de la alimentacion de sangre infectada, virus Dengue pasa a través de
la hipofaringe y el esdfago al intestino medio e infecta las células epiteliales del
mismo. En estas células se inicia la replicacion viral y posteriormente la
diseminacion. Actualmente se ha detectado infeccion en las células epiteliales
del intestino a partir del dia dos después de la infeccion (ver figura 3) y hasta la
muerte del mosquito (Salazar, 2009). Los autores reportan una tasa de infeccion
entre 76-95% durante los dias siete y diez después de la infeccion, utilizando
ensayo de inmunofluorescencia para la deteccion del antigeno DENV-2.

Tejido /

Dias después de la infeccion
Organo

Traguea

Intestino

Abdomen

Gl. Salivales

Tej. Cabeza

T. Malpigio

B 7s-95%

[]<10% [] 1025% [ 26-50% [ 51-75%

Figura 3. Tropismos temporales de DENV-2 en diferentes tejidos y érganos
de Ae. aegypti. Las tasas de infeccién se muestran mediante una escala de
grises. Los porcentajes se obtuvieron después de disectar, tefiir y analizar los
mosquitos individualmente. La tasa de infeccion se determiné como el
namero de intestinos con antigeno DENV-2 entre el nimero total de intestinos
examinados, n=20-30. Modificado, (Salazar, 2007).
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A medida que el virus se disemina a los diferentes érganos, algunos genes de las
células infectadas presentan alteraciones en su expresion aumentando o
disminuyendo su actividad transcripcional (ver figura 4). Entre los genes de Aedes
aegypti que aumentan su transcripcidbn en presencia de virus Dengue se
encuentra el gen de interés del presente estudio; el gen AAEL006536, que
presenta un incremento de mas de 14 veces durante el primer dia después de la
infeccion y mas de 4 y 5 veces el segundo y séptimo dia respectivamente (Colpits,
2014).

15
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Figura 4. Expresion de genes individuales de Aedes aegypti en tres dias
diferentes después de la infeccién con virus Dengue. La infeccién se hizo
mediante alimentacién con sangre infectada y el RNA se aisl6 los dias 1, 2 y
7 después de la infeccion. Se realiz6 qRT-PCR para medir la expresion de
los genes. En rojo se circula el gen de interés de este trabajo AAEL006536 el
cual aumenta su nivel transcripcional mas de cinco veces el dia siete después
de la infeccion. Modificado, (Colpitts, 2011).

Es el notable aumento en su transcripcion en la condicién de infeccion por virus
Dengue, lo que hace del gen AAEL006536 un excelente candidato para el estudio
de secuencias reguladoras en la region 5.

El genoma de Aedes aegypti se encuentra organizado en tres cromosomas. El
gen AAELO06536 se localiza en el brazo corto del segundo cromosoma en el
supercontig 1.210: 1,025,197 — 1,034,969 como se observa en la figura 5
(Timoshevskiy, 2013).
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Figura 5. A. Cromosomas de Aedes aegypti en metafase temprana, tefiidos
con YOYO-L1. B. Integracién del mapa genémico del cromosoma 2 de Aedes
aegypti. Se sefialan los brazos p y g del cromosoma en el lado izquierdo y la
localizacion de supercontigs en el lado derecho. La flecha roja indica la
localizacion del supercontig 1.210 en el que se localiza el gen de estudio
AAEL006536. Modificado, (Timoshevskiy, 2013).

El gen AAELO06536 tiene una longitud de 9.77 kilobases, contiene 3 exones
(ver figura 6) y genera un transcrito de 954 nucleétidos que codifica para una
proteina hipotética de 214 aminoéacidos (Vector Base, 2014).

1936 kb
1,022,000 1,024,000 1,026,000 1028000 1030000 12,032,000 1,034,00
1— —i

............................... M EL006535 5

protein coding
Contigs AAGE02010608] »

Figura 6. Representaciéon del Gen AAEL006536 de Aedes aegypti. se sefialan los
3 exones en rojo (Vector Base, 2014).

Aunque no se conoce la funcion del gen AAEL006536, ni la proteina que codifica,
se escogio para realizar este trabajo debido a la alta posibilidad de encontrar
cromatina abierta en la region 5” por el incremento en su transcripcion durante la
infeccion por virus Dengue.
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I1l.  Justificacion

El dengue es una enfermedad infecciosa de alto impacto en Salud Publica cuyo
vector principal es el mosquito Aedes aegypti.

El conocimiento del mecanismo de regulacion de aquellos genes del vector que
cambian su transcripcion en presencia de virus Dengue, requiere la previa
identificacion de las secuencias reguladoras y sus elementos de respuesta.

El presente trabajo servira para identificar regiones reguladoras y elementos de
respuesta potencialmente responsables del incremento en la transcripcion del gen
AAEL006536de Aedes aegypti durante la infeccidn por virus Dengue.

La identificacion de las regiones reguladoras y elementos de respuesta
constituyen una base fundamental para conocer las vias de sefializacion que se
modifican durante la infeccién y los mecanismos mediante los cuales el virus
Dengue altera el programa transcripcional de las células que infecta.

Estas secuencias tienen el potencial para ser utilizadas en la expresion de
moléculas exdgenas inhibidoras de la replicacién de virus Dengue en el intestino
medio de Aedes aegypti solo en presencia de este virus.

V. Hipotesis

Durante la infeccion por virus Dengue se activa el promotor del gen AAEL006536
de Aedes aegypti y se forma una region libre de nucleosomas en la secuencia
correspondiente a dicho promotor.

V. Objetivos

1. Objetivo General
Identificar regiones reguladoras del gen AAELO06536 de Aedes aegypti que
incrementa su transcripcion durante la infeccion por virus Dengue.

2. Objetivos Especificos
2.1 Establecer un sistema de deteccion para el andlisis de la estructura de la
cromatina.
2.2  Analizar la presencia de cromatina abierta de la region 5" proximal del gen
AAEL006536 de Aedes aegypti que incrementa su transcripcion durante
la infeccion por virus Dengue.
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VI. Metodologia

1. Sistema de Deteccién para el Andlisis de la Estructura de la Cromatina

1.1 Disefio de oligonucleétidos

Los oligonucledtidos se disefiaron con el programa CLC Main Work Bench
importando la secuencia del gen AAELO06536 de Ae. aegypti desde la base de
datos Vector Base. Se incluyeron 2Kb de la region 57rio arriba y 200 pb de la
region rio abajo del sitio de inicio de la transcripcién para la identificacion de
regiones reguladoras basales y proximales. Los parametros considerados
inicialmente fueron los siguientes: tamafio de oligonucleétido de 17 a 25
nucleotidos, tamafio de amplicon de 80 a 160 pb, Tm 55-60°C, no ricos en AT o
GC o0 TC 0 AG, ni G o C en el extremo 3". Estos parametros de referencia se
fueron ajustando en el programa de acuerdo a las posibilidades del disefio para
guedar de la siguiente manera: tamafio de oligonucleétido de 19 y 25 nucledtidos,
tamafio de amplicon de 79 a 225 nucleétidos, Tm 55.3-59.5°C, porcentaje
citosina-guanina 40-57.9%, region cubierta por los oligonucleétidos -709 a +183.
Se disefiaron dos series de pares de oligonucle6tidos para la misma region, (serie
“C” 0 basicos que cubren la region -702 a +183 y serie “D” o alternativos que
cubren la regién -709 a +173) con el fin de tener una reserva opcional en caso de
gue los pares basicos no fueran funcionales. Cada serie incluyé siete pares de
oligonucledtidos que cubrieron las regibnes mencionadas sin dejar regiones
descubiertas ya que cada uno sobrelap6 con el siguiente. Una vez disefiados los
oligonucledtidos, éstos fueron fabricados por la comparfia Integrated DNA
Technologies.

1.2 Validacion de amplicones

Validacion de tamafio de amplicones. Se obtuvieron los diferentes amplicones a
partir de PCR punto final con los pares de oligonucleétidos previamente
disefiados y DNA extraido del mosquito Ae. aegypti mediante la técnica descrita
en el Anexo 1. (Mezcla de reaccién para PCR: 1ul DNA Aedes aegpyti, 1pl oligo
R,1ul oligo F, 10ul buffer Sx,2ul MgClI2, 1u dNTPs, 33.75ul H20 BM, 0.25pl Taq
Pol. Las especificaciones para PCR punto final fueron para la etapa de Inicio 95°C
durante 2min, 35 ciclos para desnaturalizacion a 95°C durante 30seg, alineacion
a 50° durante 30seg, elongacién a 72°C durante 30seg y fase Final a 72°C
durante 5min) Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% con un marcador de peso molecular para corroborar el
tamafio esperado de los amplicones. Como control positivo se generé el amplicén
de los oligonucleétidos AaeH3 1F y AaeH3 1R previamente probado en el
laboratorio.

Validacién de amplificacion de un solo producto. Mediante PCR en tiempo real
se generaron las curvas de fusion para verificar que cada par de oligonucleotidos
disefiados genera un amplicon unico. (Mezcla de reaccién para qPCR: 5ul SYBR,
0.2ul ROX, 0.15ul Oligo F, 0.15ul Oligo R, 2ul Agua BM, 0.25ul DNA. Las
especifiaciones para gPCR fueron para la etapa de Inicio 95°C durante 20seg, 40
ciclos para desnaturalizacién a 95° durante 30seg, alineacién de acuerdo a lo
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especificado para cada par de oligonucleotidos (55°C-56°C) durante 30seg,
elongacion a 72°C durante 30seg y fase final a 72°C durante 5 min).

Validacion de rango dindmico. La validacion de rango dinamico se realiz
mediante PCR tiempo real para cada par de oligonucleétidos a diferentes
concentraciones de DNA: 100ng/ul, 10ng/pl y 1ng/ul (La mezcla de reaccion y
especificaciones para gPCR fueron las mismas utilizadas para la validacion de
amplificacion de un solo producto). Esta validacidn se realizé para verificar una
relacion inversamente proporcional entre el ciclo umbral y el logaritmo de la
concentracion inicial de DNA.

2. Obtencion de regiones libres de nucleosomas del DNA de
Aedes aegypti

2.1Alimentacion de Aedes aegypti

Con el fin de comparar la presencia de regiones libres de nucleosomas en el DNA
de mosquitos bajo diferentes condiciones se trabajéo con tres grupos de
mosquitos: alimentados con sacarosa, alimentados con sangre no infectada y
alimentados con sangre infectada. Las pupas se solicitaron al insectario del INSP
y una vez recibidas se mantuvieron a 27°C en diferentes contenedores con
mosquitero para la eclosion pupal. Cuando los adultos de los tres grupos
emergieron, todos fueron alimentados con sacarosa al 3% en agua cinco veces
destilada, durante cuatro dias. Los mosquitos que solo se alimentaron con
sacarosa fueron alimentados hasta el dia doce de haber emergido, y se procedio
ala diseccion ese mismo dia. Los mosquitos alimentados con sangre no infectada
(suspension de eritrocitos) o con sangre infectada (suspension de eritrocitos
conteniendo 8x10° pfu DENV) fueron privados de azlcar 24 horas antes de la
alimentacion con sangre la cual se realiz6 una sola vez durante dos horas a los
cuatro-cinco dias de emerger a través de un alimentador de membrana.

Los mosquitos hembra fueron separados unas horas después de la alimentacion
sanguinea y colocadas en un contenedor especial en el insectario a 27°C, se les
alimentd con sacarosa los siguientes siete dias y al séptimo dia se realizo la
diseccion.

Se utilizé sangre de conejo, proporcionada por el bioterio del INSP la cual se
preparé centrifugando a 2,500rpm /10min/4°C, agregando 1ml de PBS al
sobrenadante, repitiendo dos veces mas este paso y agregando 2ml de SFB. La
sangre infectada se preparé de la misma manera que la sangre no infectada y al
final se le adicion6 8x10° DENV-2 Unidades Formadoras de Placa (pfu)
aproximadamente en un volumen de 1 ml de PBS para tener un volumen final de
1ml de PBS con stock viral, 2ml de SFB y 1ml suspension de eritrocitos y una
concentracion final de 1.6x10° pfu/ml aproximadamente. El stock viral y la técnica
para la preparacion de sangre infectada fueron proporcionados por el Dr. José
Ramos Castafieda del CISEI del INSP (Ramos-Castafieda, 2008).
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2.2Diseccién de Aedes aegypti

Durante la diseccion, primero se separé el exoesqueleto del abdomen vy
posteriormente el intestino medio, para lo cual se utilizaron agujas para inyeccion
de insulina. Los intestinos se guardaron en tubos eppendorf en grupos de diez.
Las carcazas de los mosquitos disectados se guardaron para realizar la deteccion
de virus Dengue y otros estudios posteriores.

2.3Deteccion de virus Dengue mediante RT-PCR Anidada

Extraccion de RNA con TRIzol. Los mosquitos (12) previamente disectados y
congelados a -70°C fueron descongelados, macerados vigorosamente con pistilo
y resuspendidos mediante una pipeta, se agregélml de TRIzol (1nk/mg)
incubando durante 5min, se realiz6 una centrifugacion a 1400rpm/ 5min/ 4°C y
fue separada la fase acuosa a la que se le agregd 1ml de Isopropanol frio
mezclando, centrifugando a 14000rpm/ 30min/ 4°C, después de decantar fueron
agregados 500ul de etanol 70% y se realiz6 una ultima centrifugacion a
14000rpm/ 10min/ 4°C, después de decantar y secar al aire la pastilla fue
resuspendida en 20ul de agua biologia molecular.

Obtencion de cDNA. Se realizO mediante PCR punto final. Mezcla de
reaccionl(1X): 2ng de RNA, 2ul de hexdmeros aleatorios, y agua biologia
molecular hasta alcanzar un volumen de 13pl. incubando durante 5 min y
pasando inmediatamente a hielo 5 min mas. Mix2(1X): 5ul de buffer, 5ul dNTP’s,
1l RNA sin riboblock (inhibidor de RNAsas), 1uIM-MLURT
(reversotranscriptasa). Fueron agregados 12ul de la mezcla 2 alos 13uldela 1
incubando a 37°C durante 90 min.

Obtencidn de segmentos de aproximadamente 1385 pb . La primera PCR punto
final para la PCR anidada se realizo con el siguiente Mezcla de reaccion (1X): 5ul
de Buffer, 2ul Mg**, 1ul dNTP’s, 1pul oligonucleétido Flavi-1, 1ul oigonucleétido
Flavi+1, 2ul cDNA, 12.75ul de agua biologia molecular y 0.25ul de Taq
Polimerasa. Las especificaciones para PCR , para la etapa de Inicio 94°C durante
5 min, 40 ciclos para desnaturalizacion a 94° durante 1 min, alineacion 40°C
durante 1.30 min, elongacién a 72°C durante 10 min, y fase final a 72°C durante
10 min.

Obtencion de segmentos de aproximadamente 143pb. La segunda PCR punto
final para la PCR anidada se realizé con el siguiente mecla de reaccion (1X): ):
5ul de Buffer, 2ul Mg**, 1ul dNTP’s, 1ul oligonucledtido Flavi-2, 1pl oigonucleétido
Flavi+2, 11.75ul de agua biologia molecular, 0.25ul de Taq Polimerasa y 3ul de
producto de PCR 1. Las especificaciones para PCR , para la etapa de Inicio 94°C
durante 5 min, 40 ciclos para desnaturalizacion a 94° durante 1 min, alineacion
47°C durante 1 min, elongacion a 72°C durante 1 min, y fase final a 72°C durante
5 min.

Observacion de bandas en gel de agarosa. El gel se preparo al 3%, tefiido con
1.5ul de bromuro de etidio y se corrié a 70volts durante 30 min.
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2.4Técnica FAIRE

Fijacion y formacion de enlaces cruzados. Los intestinos recién disectados fueron
colocados de 10 en 10 en tubos eppendorf con 500 ul de medio Schnider, a los
gue se agrego6 27.4ul de formaldehido y 472.6ul mas de medio Schneider para
tener un volumen final de 1ml y fueron incubados en agitador orbital a
80rpm/10min/temp.ambiente. A cada tubo fueron agregados 50ul de glicina
(2.5M a una concentracion final de 125mM) para incubar en agitador orbital
80rpm/5min/temp. ambiente. El sobrenadante fue retirado y se realizé lavado con
200ul de PBS 1x y MPSF (10ul / ml) e inhibidor de proteasa (10ul /ml) se
incubaron en agitador orbital a 80 rpm/5min/temp. ambiente, se realiz6
centrifugacion a 10 000 rpm/1 min/ temp. ambiente, el sobrenadante fue retirado
y el material fue almacenado a -80°C hasta su utilizacion.

Lisis Celular. Fue elaborado el Buffer de Lisis ( 50 ml, Triton x-100 al 2%, SDS
al 1%, NaCl 100mMTris-Cl pH 8 10mM y EDTA 1mM) y fueron colocadas las
perlas para lisis (0.5mm diametro) en el buffer un dia antes de utilizarlas (500ul
de perlas de vidrio en 1ml de buffer). Los intestinos de cada grupo fueron
resuspendidos en 1ml de buffer de lisis y posteriormente se agregaron a un tubo
de rosca de 2ml que contenia las perlas decantadas. La lisis fue realizada en un
mezclador de perlas mediante 5 sesiones de 1 min. con incubaciones de 2 min.
en hielo entre cada sesion. El lisado fue recolectado haciendo una puncion en el
fondo del tubo con una aguja de drenando en un tubo de 15ml en hielo.
Sonicacion. El lisado obtenido fue transferido a tubos de 1.5 ml en alicuotas de
300 pl para sonicar durante 15 min, con pulso alto por 30 seg. seguido de 30
seg. de descanso manteniendo el bafio de agua a 4°C.

Extraccion Fenol-Cloroformo. A un volumen de lisado fue adicionado un volumen
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 y después de mezclar con un
vortex se centrifugé a 14,000 rpm/5 min/ temp. ambiente. La fraccion acuosa fue
transferida a un tubo limpio de 1.5 ml, este procedimiento se realiz6 2 veces para
terminar agregando un volumen de cloroformo/alcohol insoamilico 24:1 a la
fraccion acuosa y centrifugar a 14,000 rpm/5 min/temp. ambiente y transferir la
la fase acuosa a un tubo nuevo

Precipitacion de DNA. A la fase acuosa obtenida mediante la extraccion se le
agrego acetato de sodio, (1/10 de alicuota 3M pH5.2 a una concentracion final de
0.3M), 1ulde 20mg/ml de glicégeno y 2 voliumenes de alicuota, de etanol al 95%
y seincubd a -20°C toda la noche. El precipitado fue centrifugado al dia siguiente
a 15 000g/30 min/ 4°C y lavado con 500pl de etanol frio al 70%, nuevamente se
centrifugé a 14,000 rpm/10 min/42C. Después de retirar el sobrenadante y secar
la pastilla a temperatura ambiente fue resuspendido en 50ul de1lOmM Tris-HCL
pH7.5. F. Se agregd 1pl de RNAsa (10mg/ml), e incub6 durante 1 h a 37°C para
finalizar con una ultima extraccion.
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3 Anadlisis de Cromatina Abierta de la Region 5 'Proximal
del Gen AAEL006536 de Aedes aegypti

3.1PCR en tiempo real

Una vez obtenido el DNA libre de nucleosomas mediante la Técnica FAIRE y
habiendo validado los oligonucledtidos disefiados, se procedié al analisis de
cromatina abierta de la region 5 proximal del gen AAEL006536.

Se realiz6 el ensayo de PCR en tiempo real para cada par de oligonucleétidos,
con el DNA obtenido de los mosquitos de cada una de las tres condiciones:
alimentados con sacarosa, con sangre no infectada y con sangre infectada. En
todos los casos se realizé réplica técnica y se obtuvieron los valores de ciclo
umbral con una desviacién estandar igual o menor a 0.3. Se utiliz6 DNA total de
mosquito Aedes aegypti sin FAIRE como control para cuantificacion relativa, el
cual se extrajo mediante el procedimiento descrito en el Anexo 1. (Mezcla de
reaccion para qPCR: 5ul SYBR, 2.08ul agua biologia molecular, 0.02ul ROX,
0.2ul Oligo F, 0.2ul Oligo R, 2.5ul DNA especifico de cada grupo de estudio. Las
especificaciones para gPCR fueron, para la etapa de Inicio 95°C durante 20 seg,
40 ciclos para desnaturalizacion a 95° durante 3 seg, alineacién segun lo
especificado para cada par de oligonucleotidos (55°C-56°C) durante 30seg,
elongacion a 72°C durante 30 seg y fase final a 72°C durante 5 min).

3.2Cuantificacion relativa

El enriquecimiento relativo se estimo a partir de los ciclos umbrales (Cts) del
DNA de la muestra FAIRE y del DNA control para cuantificacion relativa sin
FAIRE, ya que el ciclo umbral es inversamente proporcional al logaritmo de la
cantidad inicial del DNA a amplificar. La concentracién inicial relativa del DNA
FAIRE con respecto al DNA control sin FAIRE, se refleja en la diferencia del
namero de ciclos necesarios para alcanzar el mismo nivel de fluorescencia:

A Ct = Ct DNA control — Ct DNA FAIRE

El incremento de DNA FAIRE con respecto al DNA control sin FAIRE al inicio de
la gPCR se obtiene elevando la base 2 a la diferencia de ciclos umbrales:

2 ACt

Una vez realizadas las cuantificaciones, se graficaron los resultados para su
analisis posterior.
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VIl. Resultados

1. Disefio de Oligonucledtidos

Se disefiaron siete pares de oligonucledétidos bésicos (serie C) y siete alternativos
(serie D) para el analisis de la presencia de cromatina abierta en la region
5"proximal del gen AAEL0O06536 de acuerdo a lo descrito en la metodologia.

Los oligonucledtidos basicos disefiados tienen una tamafio entre 21 y 25
nucledtidos, un porcentaje citosina-guanina que oscila entre 40% y 57.1%, una
temperatura de fusion en el rango de 55.3°C a 59.1°C y estan disefiados para
generar amplicones con una longitud de 79 a 225 oligonucledtidos (ver tabla 1).

Abarcan una region de 885 nucleoétidos, entre las posiciones -702 y +183 . La
region se considerd suficiente para analizar presencia de cromatina abierta
debido a que todos los promotores de RNApol Il tienen elementos de secuencia
cerca del sitio de inicio de la transcripcion. En la figura 7 se observa la localizaciéon
de cada par de oligonuleétidos basicos. Las caracteristicas y localizacion de los
siete pares de oligonucleétidos alternativos se pueden observar en el anexo 2.

Tabla 1.

Oligonucledtidos disefiados (basicos) para el andlisis de la presencia de
cromatina abierta en la region 5°del gen AAEL006536 de Aedes aegypti
(resultados de este trabajo).

OLIGONUCLEOTIDOS SERIE C PARA GEN AAELO06536 DE Aedes aegypti
Localizacié | Amplicén
No. | Clave Oligonucledtido Tamano [CG |[Tm |n PB
1| Aae6536_7cF | CGATTC CAG GTC TGA GGA AGC 21 57.1 |57.5|-702 |-682 | 109
2 | Aae6536_7cR | CAT GAAACG TATTTT GACGCCTTT C 25 40 55.3-593 |-617
3 | Aae6536_6¢cF | GAA AGG CGT CAAAATACGTTTCATG |25 40 55.3|-617 |-593 |225
4 | Aae6536_6cR | GTC TCC AAGACGCAGTITTIGTTIGC |25 48 59.1|-392 |-416
5| Aae6536_5cF | GCA ACA AAAACT GCGTCTTGG AGAC |25 48 59.1|-416 |-392 |141
6 | Aae6536_5cR | CTA ACA ATG ACG GGC AAATTC CGG 24 50 58.6 | -275 |-298
7 | Aae6536_4cF | CCG GAATTT GCC CGT CAT TGT TAG 24 50 58.6 |-298 |-275 | 129
8 | Aae6536_4cR | GGT CCT CGT TCT GTATTG TTTTAG G 25 44 55.4|-169 |-193
9 | Aae6536_3cF | CCT AAA ACA ATA CAG AACGAG GACC |25 44 55.41-193 |-169 | 164
10 | Aae6536_3cR | CAATAATTA GAT CCG CTG GGAATGC |25 44 56.1|-29 -53
11 | Aae6536_2cF | GCATTC CCA GCG GAT CTAATTATTG |25 44 56.1|-53 -29 79
12 | Aae6536_2cR | CTC TCG AAT GGT GGG TGA CGA TG 23 56.5 |59.5]|26 4
13 | Aae6536_1cF | CAT CGT CAC CCA CCATTC GAG AG 23 56.5 [59.5|4 26 179
14 | Aae6536_1cR | CAT CTT CCT GTC CGT TGG CAT G 22 54.5 |58.4|183 162
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Localizacion oligonucleoétidos Serie C

Aae6536_7cF
alao a‘oo 1|so 7‘50 7]10 7l20 “c«lso 5‘50

Aae6536_6cF
Aae6536_7¢R
640 620 580 560 540 520 500 480 460
I 1 ] 1 1 | | I 1
Aae6536_ScF Aae6536_4cF
Aae6536_6cR Aae6536_5cR
440 -420 380 -360 340 =320 =300, 260
1 I 1 I 1 1 1 ]
Aae6536_3cF
Aae6536_4cR
240 220 200 160 140 120 100 80 60
I 1 1 1 I I 1 1 1

|A2e6536_LcF
Sitio de Inicio de Transcripcion
A2e6536_2cF | Aae6536_2cR
Aae6536_3cR [Exon 1

Codén de Inicio
Exon 1 Aae6536_1cR
% o m 7
1 1 1

Figura 7. Localizacion de los oligonuclettidos Serie C (rojo) en el genoma
de Aedes aegypti. Se observa el primer exén (azul), el sitio de inicio de la
transcripcion (flecha amarilla) y el codon de inicio (flecha verde) (resultados
de este trabajo).

Aaeb536_PRIMERS C

Aaeb536_PRIMERS C

Aae6536_PRIMERS C

Aae6536_PRIMERS C

Aaeb536_PRIMERS C

Aae6536_PRIMERS C

2. Validacién de Oligonucleétidos
Con la finalidad de decidir la concentracion minima suficiente de DNA para
realizar la validacién de oligonucleétidos, primeramente se amplific6 DNA de
Aedes aegypti utilizando el par de oligonucleétidos préviamente validados:
AaeH3:1F y AaeH3:1R y DNA a las concentraciones de 100ng, 50ng y 10ng. El
producto obtenido se corrié en gel de agarosa al 1.5% en el que se observaron
bandas muy claras para las 3 concentraciones (ver figura 22).

1. AseH3_1FRa 100 ng
2. AaeH3_1FRa 50ng
3. AaeH3_1FRa 10ng

Figura 7. Deteccion de DNA de mosquito Aedes aegypti en gel de agarosa
para valorar la concentracién minima suficiente a utilizar en la validacién de
oligonucledtidos. En las tres concentraciones se obtiene amplificacion.
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Este procedimiento permitié constatar que la concentracion de DNA de 10 ng era
la minima suficiente y por lo tanto es la que se utilizé en todas las reacciones de
validacion.

2.1 Validaciéon de tamafio de amplicones

Los productos obtenidos mediante PCR punto final para cada uno de los 7 pares
basicos de oligonucleétidos se corrieron en gel de agarosa. Se observaron
claramente 6 bandas con un tamario cercano a 100 pb (ver figura 8). El producto
del par Aae6536 _7C FR ( en el carril 1) no generé banda por lo que se realizo
una nueva amplificacién con el par alternativo Aae6536_7D FR (ver figura 9); sin
embargo, tampoco se observi banda con el par alternativo.

. Aaeb6536_7cFyR
. Aaeb6536_6¢cFyR
. Aaeb6536_5cFyR
. Aaeb6536_4cFyR
. Aaeb6536_3cFyR
. Aaeb536_2cFyR
. Aaeb6536_1cFyR
. Aae50H3_1FyR
(control positivo)

ONOOOAWN =

[IM285 34 55 L6 /8

Figura 8. Deteccién de los productos amplificados por los 7 pares de
oligonucledtidos. En el carril 1 correspondiente a los oligonucledtidos 7cFR
no se genero producto. En los carriles 2 al 7 correspondientes al resto de los
oligonucledtidos si se generaron fragmentos. En el carril 8 se observa el
fragmento del control positivo.

1. Aae6536_7dFyR
2. Aae50H3_1FyR
(control positivo)

2 000pb
1 000pb

100pb

Figura 9. Deteccion de producto del par alternativo 7dFyR. En el carril 1
correspondiente a los oligonucleétidos 7FyR alternativo no se observé
producto amplificado, en el carril 2 se observa el producto del control positivo.

Esta primera validacion permitio comprobar la factibilidad de amplificacion en seis
de los siete pares de oligonucleétidos basicos disefiados, mismos que cubren la
region comprendida entre las posiciones -617 y +183. No se observé producto
amplificado a partir del par siete de oligonucleétidos basico y alternativo. Por lo
tanto los amplicones generados a partir de los oligonucledtidos Aae6536_FyR,
Aae6536_5FyR, Aae6536 4FyR, Aae65363 FyR, Aae6536 2FyR vy
Aae6536_1F y R se utilizaron en los siguientes pasos de validacion.
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2.2Validacién de amplificacion de un solo producto

Las curvas de disociacion se obtuvieron mediante PCR tiempo real. En los casos
en que la curva mostré la amplificacion de un segundo producto, se realizé una
nueva amplificacion elevando la temperatura para evitar la formacion de dimeros
de oligonucledtidos. A continuacién se muestran las curvas de disociacion del
producto de cada par de oligonucledtidos (ver figura 10) asi como las
temperaturas 6ptimas para amplificacion (ver tabla 2).

CURVAS DE DISOCIACION
Aae6536_6C Aae6536 5C Aaeb536_4C

Dissociation Guve Dissocation Curve Dissoc aten Curve

Aae6536_3C Aaeb536_2C Aae6536_1C

Dissocabion Curve Dssocaton Curve Dssociaton Curve

Figura 10. Curvas de disociacion para la validacién de amplificacion de un
solo producto. Se muestran 6 graficas, cada una corresponde a un par de
oligonucledtidos especifico, en todos los casos se observa la amplificacién de
un solo producto (resultados de este trabajo).

En el eje de las ordenadas se grafica la derivada negativa de la fluorescencia y
en el de las abcisas la temperatura. Las seis curvas muestran claramente un solo
pico en la zona correspondiente a su temperatura de alineacién. Los Amplicones
generados por los oligonucledtidos Aae6536 FyR, Aae6536 5FyR,
Aae6536_4FyR, Aae65363 FyR, Aae6536_2FyR y Aae6536_1F y R generaron
un solo producto de amplificacion por lo que se continué con la validacion de
rango dinamico.

Tabla 2.
Temperaturas optimas para amplificacion a partir de los oligonucleo6tidos
disefiados (resultados de este trabajo).

OLIGONUCLEOTIDOS TEMPERATURA DE
ALINEACION
Aae6536 1 FR 550 C
Aae6536 2 FR 56° C
Aae6536 3 FR 56° C
Aae6536 4 FR 550 C
Aae6536 5 FR 56° C
Aaeb6536 6 FR 56° C
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La temperatura de alineacién para los pares uno y cuatro fue de 55°C, y para el
resto de los oligonucledtidos fue de 56°C.

2.3Validaciéon de rango dinamico

La validacion de rango dinamico se realizé con las temperaturas de alineacion
obtenidas a partir de la validacion de un solo producto amplificado. Las
concentraciones de DNA utilizadas en un principio fueron: 10ng/pl, 1ng/pl,
0.1ng/ply 0.01ng/pl ; sin embargo, al observar un producto indeterminado para
las dos concentraciones menores se procedié a utilizar concentraciones de
100ng/pl, 10ng/ul y 1ng/ul de DNA para cada par de oligonucleotidos. Las
graficas obtenidas se muestran en la figura 11.

GRAFICAS DE RANGO DINAMICO

RANGO DINAMICO Aae6536_6C RANGO DINAMICO Aae6536_5C

RANGO DINAMICO Aae6536_4C RANGO DINAMICO Aae6536_3C

RANGO DINAMICO Aae6536_2C RANGO DINAMICO Aae6536_1C

Figura 11. Curvas de Rango Dinamico para los 6 amplicones a
concentraciones de 100ng/upl, 10ng/ul y 1ng/ul de DNA. Se muestran 6
graficas, cada una corresponde a un par de oligonucleétidos especifico. En
todos los casos se observa una relacion inversamente proporcional entre ciclo
umbral y logaritmo de la concentracion de DNA (resultados de este trabajo).

En el eje de las ordenadas se grafica el ciclo umbral y en el de las abcisas el
logaritmo de la concentracion inicial de DNA. Todas las graficas reflejan la
correlacién inversamente proporcional esperada entre ambas caracteristicas por
lo que los amplicones pueden ser utilizados para la cuantificacion relativa.
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3. Alimentaciéon de Aedes aegypti

La alimentacion de los 3 grupos de mosquitos Aedes aegypti se llevd a cabo de
acuerdo a los tiempos y condiciones descritas en la metodologia. El primer grupo
de mosquitos fue alimentado con sacarosa desde el primer dia de eclosion pupal
hasta el dia doce, en que se realizd la diseccién. El segundo grupo fue
alimentado con sacarosa a partir de la eclosion pupal y hasta el dia tres, el dia
cuatro fue de ayuno y el dia cinco se alimentaron con sangre no infectada
(suspension de eritrocitos) durante dos horas, los siete dias siguientes se
alimentaron nuevamente con sacarosa Yy la diseccién se realiz6 el dia siete
después de la alimentacion sanguinea (en la figura 12 se observan 2 fotografias
tomadas durante la alimentacién de mosquitos con sangre no infectada). El tercer
grupo también fue alimentado a partir del dia de la eclosion pupal hasta el dia
tres con sacarosa, el dia cuatro fue de ayuno y el dia cinco de alimentacién con
sangre infectada (suspension de eritrocitos con DENV) durante dos horas. Los
siete dias siguientes se alimentaron nuevamente con sacarosa. Los mosquitos
fueron disectados al séptimo dia después de la infeccion. Los mosquitos que no
se utilizaron para disectar se desecharon colocandolos previamente en alcohol
96° durante cinco minutos.

Figura 12. Alimentacion de mosquitos Aedes aegypti con sangre no
infectada (suspensién de eritrocitos). En la fotgrafia de la la izquierda se
observan tres contenedores con los mosquitos y el generador de agua
caliente circulante para el alimentador, en la fotografia de la derecha se
observa el alimentador de vidrio.

Se obtuvo un numero suficiente de mosquitos de cada una de las tres
condiciones establecidas, por lo que se pudo continuar con la diseccion para la
obtencion de intestinos de Aedes aegypti.

4. Diseccion y Fijacion de Intestinos de Aedes aegypti
Se disectaron 286 mosquitos Aedes aegypti hembra y los intestinos obtenidos se
fijaron con formaldehido en grupos de diez, de acuerdo al primer paso de la
Técnica FAIRE (ver figura 13):
- 100 intestinos de hembras Aedes aegypti alimentadas Unicamente con
sacarosa
- 100 intestinos de hembras Aedes aegypti alimentadas con sangre no
infectada (suspension de eritrocitos)
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- 86 intestinos de hembras Aedes aegypti alimentadas con sangre infectada
(suspension de eritrocitos con DENV)

Las 86 carcazas de los mosquitos disectados, previamente alimentados con
sangre infectada (suspension de eritrocitos con DENV) se guardaron para la
prueba de deteccion de virus Dengue y para realizar otros estudios posteriores.

Intestinos con sangre
infectada fija

Figura 13. Intestinos fijados con formaldehido. La fotografia muestra un tubo
eppendorf que contiene diez intestinos de mosquitos Aedes aegypti
alimentados con sangre infectada (suspensién de eritrocitos con DENV) a los
que se agrego formaldehido de acuerdo al primer paso de la técnica FAIRE.

5. Deteccion de virus Dengue en Mosquitos Alimentados con
Sangre Infectada

Con el fin de corroborar la infeccion viral en los mosquitos alimentados con
sangre infectada (suspension de eritrocitos con DENV), se realiz6 una prueba de
deteccion de virus Dengue mediante la técnica molecular que identifica la
presencia del gen NS5 viral mediante RT-PCR anidada descrita en la
metodologia.

La prueba se realizé en nueve de las ochenta y seis carcazas obtenidas durante
la diseccion de mosquitos alimentados con sangre infectada (suspension de
eritrocitos con DENV), las cuales constituyen una muestra representativa del 10.5
% del total (Daniel, 2006). Las carcazas se tomaron al azar de la gradilla en
donde estaban guardadas. Como control se utiliz6 DENV-2.

Siete de los nueve productos amplificados (77.7%) generaron fragmentos con
una longitud entre cien y doscientas pares de bases (ver figura 14) , este tamafio
concuerda con el tamafio de 143 pb de los fragmentos obtenidos por Sanchez-
Seco y colaboradores (2005), autores de la técnica. Al corroborarse infeccion en
el setenta y siete por ciento de la muestra representativa, se continud con los
siguientes pasos de la Técnica FAIRE para la identificacion y aislamiento de las
regiones libres de nucleosomas.
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Los materiales, el virus utilizado como control y la metodologia especifica fueron
proporcionados por el Dr. José Ramos Castafieda del CISEI, INSP (Ramos-
Castafeda, 2008).

. Control DENV-2
. Muestra 8H

. Muestra 3G

. Muesta 6l

. Muestra 9J

. Muestra 3K

. Muestra 7L

. Muestra 9M

. Muestra 4N
0.Muestra 10N

Figura 14. Deteccion de virus Dengue en mosquitos Aedes aegypti
alimentados con sangre infectada (suspension de eritrocitos con DENV). En
el carril 1 se observa el fragmento del control DENV-2. En los carriles
2,3,4,5,6,8 y 9 se observan fragmentos de una longitud entre 100 y 200 pares
de bases que corroboran la infeccién por virus Dengue. En los carriles 7 y
10 no se generaron fragmentos. Las bandas inferiores a 100 pares de bases
de longitud muestran la presencia de oligonucleétidos (Datos recabados en
colaboracién con el Dr. Manuel Castillo).

6. Aislamiento de Regiones Libres de Nucleosomas mediante
la Técnica FAIRE
Después de realizar todos los pasos de la técnica FAIRE de acuerdo a lo descrito
en la metodologia, se obtuvo el DNA libre de nucleosomas a partir de los
intestinos de mosquitos de cada uno de los tres grupos de estudio. La
cuantificacion de DNA para cada caso se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.
Cuantificacion de DNA de Aedes aegypti libre de nucleosomas de cada uno
de los grupos de estudio (resultados de este trabajo).

GRUPO DE CUANTIFICACION CANTIDAD
ESTUDIO DNA TOTAL DNA
Mosquitos alimentados
con sacarosa 119.7 ng/pl 2.75 pg
Mosquitos alimentados
con sangre no infectada 210.4 ng/ul 4.83 ug

(susp. eritrocitos)
Mosquitos alimentados
con sangre infectada 45.8 ng/ul 1.05ug
(susp. eritrocitos con
DENV)

Se obtuvo mayor cantidad de DNA a partir del grupo de mosquitos alimentados
con sangre no infectada (suspension de eritrocitos) seguido por el grupo de
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mosquitos alimentados con sacarosa. Se obtuvo menor cantidad de DNA a partir
de los mosquitos alimentados con sangre infectada (suspension de eritrocitos con
DENV). En los tres casos la cantidad de DNA fue suficiente para continuar con
el andlisis de presencia de cromatina abierta.

7. Analisis de Presencia de Cromatina Abierta en la Region 5"Proximal
del Gen AAEL006536 en el DNA del Intestino Medio de Aedes aegypti

La cuantificacion relativa de cromatina abierta se realizd con la informacion de
los valores de los ciclos umbrales del DNA sin FAIRE (control para la
cuantificacion relativa) y del DNA FAIRE de los mosquitos de cada una de las
tres condiciones de estudio. (EI DNA control, como se mencioné en la
metodologia, es DNA total de mosquitos Aedes aegypti). Los ciclos umbrales se
obtuvieron mediante PCR en tiempo real. En todos los casos se trabajo con
réplica técnica y con desviaciones estadndar menores o iguales a 0.3.

Los resultados numéricos se muestran en tablas para cada una de las tres
condiciones de alimentacion. El enriguecimiento se grafic6 mediante barras que
representan el numero de veces el DNA control para cuantificacion relativa. El
empobrecimiento se indica mediante flechas descendentes. El valor del control
para cuantificacidon relativa se indica mediante una linea horizontal color azul y
representa la unidad de cuantificacion relativa. Las graficas se estructuraron con
las lineas de error de acuerdo a la desviacién estandar, sin embargo, por el
tamafio tan pequefio de enriquecimiento no es posible observarlas para las
condiciones de alimentacion con sacarosa y con sangre no infectada (suspension
de eritrocitos).

7.1 Grupo de mosqutos Aedes aegytpi alimentados con sacarosa
Después de realizar gPCR, el DNA de los mosquitos alimentados con sacarosa
tuvo valores de ciclos umbrales mayores a los obtenidos con el DNA sin FAIRE
(control para cuantificacion relativa). Al obtener la cuantificacion relativa todos los
resultados fueron menores a la unidad lo cual es indicio de un empobrecimiento
(ver tabla 4).

Tabla 4.

Ciclos umbrales de los 6 amplicones obtenidos mediante gPCR y célculo de

enriquecimiento/empobrecimiento relativo en DNA de mosquitos alimentados
con sacarosa (resultados de este trabajo).

Ct DNA Ct DNA
Sin FAIRE Con FAIRE

(control | condicién AL
Amplicon | para C.R.) Sacarosa A Ct
6 29.9799 33.6378 -3.5579

27.9720 32.5382 -4.5661
29.8276 32.7493 -2.9216
27.9835 33.4534 -5.4699
29.4654 33.7361 -4.2707
28.1715 34.8938 -6.7223

=N W[ O
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Los resultados obtenidos se presentan en la figura 15 mediante una grafica de
barras en la que cada barra representa el amplicon analizado, la altura de las
barras muestran los valores detectados con respecto al control para
cuantificacion, que esta representado por la linea azul, las flechas descendentes
muestran el empobrecimiento con respecto al control.

Empobrecimiento de DNA libre de nucleosomas
en mosquitos Aedes aegypti alimentados con
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Figura 15. Empobrecimiento de DNA libre de nucleosomas en mosquitos
Aedes aegypti alimentados con sacarosa. Las barras verdes indican los
valores obtenidos y las flechas descendentes indican el empobrecimiento,
ambos con respecto al control para cuantificacion relativa (DNA sin FAIRE).
En todos los casos los valores son menores a la unidad lo cual es indicio de
empobrecimiento (resultados de este trabajo).

El analisis de la presencia de cromatina abierta en la region 5 proximal del gen
AAEL006536 en el DNA del intestino medio de mosquitos Aedes aegypti
alimentados exclusivamente con sacarosa muestra un empobrecimiento general
para todos los amplicones analizados.

7.2 Grupo de mosquitos Aedes aegytpi alimentados con sangre no
infectada (suspension de eritrocitos)

Después de realizar gPCR, el DNA de los mosquitos alimentados con sangre no
infectada (suspension de eritrocitos), tuvo valores de ciclos umbrales mayores a
los obtenidos con el DNA sin FAIRE (control para cuantificacion relativa). Al
obtener la cuantificacion relativa todos los resultados fueron menores a la unidad
lo cual es indicio de un empobrecimiento (ver tabla 5).
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Tabla 5.

Ciclos umbrales de los 6 amplicones obtenidos mediante gPCR vy calculo de
enriquecimiento/empobrecimiento relativo en DNA de mosquitos alimentados
con sangre no infectada (suspension de eritrocitos) (resultados de este

trabajo).
Ct DNA
Ct DNA CON FAIRE
SIN FAIRE | (condicidn ZHe
(control sangre no
Amplicén para C.R.) | infectada)* A Ct
6 29.9799 35.6413 -5.6614
5 27.9720 33.3572 -5.3851
4 29.8276 35.1687 -5.3410
3 27.9835 32.3279 -4.3444
2 29.4654 34.0882 -4.6228
1 28.1715 33.1596 -4.9880

*Se utilizé un solo valor de Ct debido a que la réplica siempre reporté un valor indeterminado

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 16 mediante una grafica de

barras en la que cada barra representa el amplicon analizado, la altura de las

barras muestran los valores detectados con respecto al control para

cuantificacion relativa, que esta representado por la linea azul, las flechas

descendentes muestran el empobrecimiento con respecto al control.
Empobrecimiento de DNA libre de nucleosomas

en mosquitos Aedes aegypti alimentados con sangre no
infectada (suspension de eritrocitos)

18
1.6
1.4

12
1 Control

0.6

0.2

Enriquecimiento/fEmpobrecimiento: no. veces

Amplicon

Figura 16. Empobrecimiento de DNA libre de nucleosomas en mosquitos
Aedes aegypti alimentados con sangre no infectaa (suspensién de
eritrocitos). Las barras anaranjadas indican los valores obtenidos con
respecto al control para cuantificacion relativa (DNA sin FAIRE), las flechas
descendentes indican el empobrecimiento con respecto al control (resultados
de este trabajo).
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El analisis de la presencia de cromatina abierta en la region 5 proximal del gen
AAELO006536 en el DNA del intestino medio de mosquitos Aedes aegypti
alimentados con sangre no infectada (suspension de eritrocitos) muestra un
empobrecimiento general para todos los amplicones analizados.

7.3 Grupo de mosquitos Aedes aegypti alimentados con sangre infectada
(suspension de eritrocitos con DENV)

Después de realizar gPCR, el DNA de los mosquitos alimentados con sangre
infectada (suspension de eritrocitos con DENV), tuvo valores de ciclos umbrales
tanto mayores como menores a los obtenidos con el DNA sin FAIRE (control para
cuantificacion relativa). Al obtener la cuantificacion relativa, los resultados
correspondientes a los amplicones seis, cinco, cuatro y dos fueron mayores a la
unidad lo cual es indicio de un enriquecimiento con respecto al DNA control,
mientras que los resultados de los amplicones tres y uno fueron menores, lo cual
es indicio de un empobrecimiento (ver tabla 6).

Tabla 6..

Ciclos umbrales de los 6 amplicones obtenidos mediante gPCR y célculo de
enriquecimiento/empobrecimiento relativo en DNA de mosquitos alimentados
con sangre infectada (suspensién de eritrocitos con DENV) (resultados de
este trabajo).

Ct DNA
Ct DNA CON FAIRE
SIN FAIRE | (condicién 25¢t
(control sangre
Amplicén | paraC.R.) | infectada) A Ct
6 29.9799 29.0176 0.9623

27.9720 27.4098 0.5622
29.8276 28.8257 1.0019
27.9835 29.0945 -1.111
29.4654 28.6051 0.8602
28.1715 29.7435 -1.5719

=N [W (o

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 17 mediante una grafica de
barras en la que cada barra representa el amplicon analizado, la altura de las
barras muestran los valores detectados con respecto al control que esta
representado por la linea azul, las flechas descendentes muestran el
empobrecimiento de los amplicones tres y uno, las flechas ascendentes muestran
el enriquecimiento de los amplicones seis, cinco, cuatro y dos. En ambos casos
con respecto al contros para cuantificacion relativa.
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Enriquecimiento de DNA libre de nucleosomas
en mosquitos Aedes aegypti alimentados con

sangre infectada (suspension eritrocitos con DENV)
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Figural?7. Enriquecimiento-empobrecimiento de DNA libre de nucleosomas
en mosquitos Aedes aegypti alimentados con sangre infectada (suspension
de eritrocitos con DENV). Las barras moradas indican los valores obtenidos
con respecto al control para cuantificacion relativa (DNA sin FAIRE), las
flechas descendentes indican el empobrecimiento mientras que las
ascendentes indican el enriquecimiento. Los amplicones seis, cinco, cuatro y
dos tienen valores mayores a la unidad lo cual es indicio de enriquecimiento.
Los amplicones tres y uno tienen valores menores a la unidad lo cual es
indicio de empobrecimiento (resultados de este trabajo).

El analisis de la presencia de cromatina abierta en la region 5 proximal del gen
AAELO006536 en el DNA del intestino medio de mosquitos Aedes aegypti
alimentados con sangre infectada (suspension de eritrocitos con DENV) muestra
un enriquecimiento en los amplicones seis, cinco, cuatro y dos y un
empobrecimiento en los amplicones tres y uno.

La figura 18 muestra una grafica de barras en tres dimensiones con el resumen
de enriquecimiento-empobrecimiento de cromatina abierta en cada uno de los
amplicones analizados (sefialados por numeros del seis al uno) para cada uno
de los grupos estudiados (sefalados por colores).Como en las graficas
anteriores, la altura de las barras sefiala el nimero de veces de DNA sin FAIRE
(control para cuantificacion relativa) que hay en la muestra analizada al inicio de
la PCR. Los valores mayores a uno indican enriquecimiento de cromatina abierta,
mientras que los menores a uno indican empobrecimiento.

Se observa una gran diferencia entre los resultados obtenidos a partir del DNA
del grupo de mosquitos alimentados con sangre infectada (suspension de
eritrocitos con DENV) con respecto a los resultados obtenidos a partir de DNA
del grupo de mosquitos alimentados con sacarosa y con sangre no infectada
(suspensién de eritrocitos). En el primer caso se observa un enriquecimiento en
cuatro de los seis amplicones mientras que en los otros dos grupos hay un notorio
empobrecimiento en todos los amplicones.
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Corﬁparaciéh de .En;iquecirhiénfo-Empdbretifniénto de
DNA libre de nucleosomas de Aedes gegypti en 3 condiciones
de alimentacién

Enriquecimiento/Empobrecimiento: no. veces

Amplicones y Localizacion

Alimentacion Alimentacion B Alimentacién
sacarosa sangre no sangre
infectada infectada

Figura 18. Comparacion del enriquecimiento-empobrecimiento de DNA libre
de nucleosomas de Aedes aegypti en las tres condiciones de estudio. Las
barras moradas indican los valores obtenidos a partir de DNA de mosquitos
alimentados con sangre infectada con respecto al control para cuantificacion
relativa (DNA sin FAIRE). Las barras anaranjadas indican los valores
obtenidos a partir de DNA de mosquitos alimentados con sangre no infectada
con respecto al control para cuantificacion relativa (DNA sin FAIRE). Las
barras verdes indican los valores obtenidos a partir de DNA de mosquitos
alimentados con sacarosa con respecto al control para cuantificacion relativa
(DNA sin FAIRE). La flecha roja indica el sitio de inicio de la transcripcion. Las
flechas negras representan cada uno de los amplicones. EI DNA de los
amplicones seis, cinco, cuatro y dos muestran un enriquecimiento notorio en
la condicidn de infeccion (resultados de este trabajo).

Los amplicones tres y uno del DNA de mosquitos alimentados con sangre
infectada (suspension de eritrocitos con DENV) también muestran
empobrecimiento; el cual es menor al observado en el DNA de los mosquitos de
las otras dos condiciones.

Los resultados del analisis de presencia de cromatina abierta en la regién
comprendida entre las posiciones -617 y +183 revelan la existencia de dos
regiones libres de nucleosomas en la region 5° del gen AAEL006536 de Aedes
aegypti en la condicion de infeccién por virus Dengue. La primera region tiene
una longitud de 448 pares de bases y se localiza entre las posiciones -617 vy -
169, la segunda tiene una longitud de 79 pares de bases y se localiza entre las
posiciones -53 y +26 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion.
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VIIl. Discusién
1. Sistema de Deteccidén para el Analisis de la Estructura de la Cromatina

En la estrategia experimental se planteo el disefio de oligonucleotidos para una
region de 2 kilobases rio arriba y 200 pb rio abajo del sitio de inicio de la
transcripcion del gen de estudio; sin embargo la region cubierta finalmente fue de
799 bases de longitud, localizada entre las posiciones -617 y +183, debido a
que la zona rio arriba de la posicion -617 es una region rica en adeninas y timinas
gue impiden el disefio de oligonucledtidos funcionales. Al considerar que todos
los promotores de la RNA pol Il tienen elementos de secuencia reconocidos por
factores de transcripcion, cerca del sitio de inicio de la transcripcién, como el sitio
Inr contenido entre -3 y +5, Caja TATA entre los sitios -35 y -25 y el DPE entre
los sitios +28 y +32 (Lewin, 2008) se continud con la investigacion considerando
gue la regidn cubierta por los oligonucleétidos seria adecuada para realizar el
analisis de presencia de cromatina abierta.

La prueba de amplificacion utilizando diferentes concentraciones de DNA
permitié constatar que la concentracion de DNA de 10 ng era la minima suficiente
para lograr un producto amplificado por lo que fue la que se utiliz6 en el
procedimiento de validacion. Se comprobd la amplificacion de producto en seis
de los siete pares de oligonucleétidos basicos disefiados. Sin embargo, no hubo
productos amplificados al utilizar el par nimero siete basico y alternativo, esto
puede deberse a que el par siete se localiza en la region 5'més alejada del sitio
de inicio de la transcripcién caracterizado por ser una regién abundante en
repeticiones continuas de adenina y timina. Las seis curvas de fusion muestran
claramente la amplificacion de un solo producto a partir de cada uno de los seis
pares de oligonucleotidos basicos con los que se realiz6 la validacion. Todas las
gréficas de rango dinamico reflejan una correlacién inversamente proporcional
entre el ciclo umbral y el logaritmo de la cantidad inicial de DNA, la verificacion
de esta correlacion es fundamental para el calculo del enriquecimiento relativo ya
gue establece el fundamento para realizar la comparacion entre DNA FAIRE y
DNA sin FAIRE (control para cuantificacion relativa) iniciales.

2. Obtencion de regiones libres de nucleosomas a partir
del DNA de Aedes aegypti

La alimentacion y las disecciones de los mosquitos se realizaron de acuerdo a
los tiempos y condiciones establecidos en la metodologia. El dia de diseccién
(dia siete después de la alimentacién sanguinea) se establecié tomando en
cuenta algunos datos importantes encontrados en la bibliografia. En particular, el
reporte del incremento en la tasa de infeccion viral (76-95%) en el intestino medio
de Aedes aegypti entre los dias siete y diez después de la infeccion, descrito por
Salazar (2007). Dicha tasa de infeccion fue definida por los autores como el
namero de intestinos con presencia de antigeno DENV-2, entre el numero total
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de intestinos examinados. El otro dato bibliogréafico tiene que ver con el aumento
de mas de cinco veces en la actividad transcripcional del gen AAEL006536 de
Aedes aegypti el dia siete después de la infeccion, reportado por Colpits (2011).
Gracias a la informacion de estas dos investigaciones se asumio que seria mas
factible identificar presencia de cromatina abierta cuando la tasa de infeccion viral
es mayor y el gen tiene una mayor actividad transcripcional.

Para verificar la tasa de infeccion por virus Dengue en el experimento de
mosquitos alimentados con sangre infectada (suspension de eritrocitos con
DENV), se hizo la deteccion del virus en las carcazas obtenidas a partir de las
disecciones. El andlisis se realiz6 en nueve de las ochenta y seis carcazas
obtenidas durante la diseccién de mosquitos alimentados con sangre infectada,
las cuales constituyen una muestra representativa del 10.5% del total. Siete de
ellas dieron resultados positivos; es decir, se detecté infecciébn en el 77.7% de
la muestra representativa. Este porcentaje obtenido mediante RT-PCR anidada
en el presente trabajo, es similar al obtenido por Salazar (2007) de 76-95%
mediante ensayo de inmunofluorescencia (IFA).

La técnica FAIRE se realiz6 exitosamente y se obtuvo suficiente cantidad de DNA
para realizar el analisis de cromatina abierta por lo tanto se continué con el
experimento.

3. Analisis de la estructura de la cromatina de la regién 5 proximal del
gen AEL006536 en el DNA del intestino medio de mosquitos
Aedes aegypti

Mediante el andlisis de la estructura de la cromatina realizado en el DNA de
mosquitos alimentados con sangre infectada (suspensién de eritrocitos con
DENV) se identificaron dos secuencias de cromatina abierta. La primera de ellas
se localiza entre las posiciones -53 y +26 y sobrelapa con el sitio de inicio de la
transcripcion. La segunda se localiza entre las posiciones -617 y -169 y podria
tratarse de un promotor (Lewin, 2008).

El enriquecimiento observado en la condicion de infeccidén es consistente con la
activacion de la transcripcion reportada por Colpits (2011), con lo reportado en
diversas investigaciones que comprueban la presencia de cromatina abierta en
los genes activos (Rando, 2012), y con lo reportado por Giresi (2009) con
respecto a la factibilidad de la técnica FAIRE para identificar sitios de cromatina
abierta.

En el andlisis realizado en el DNA de mosquitos no infectados, (alimentados con
sacarosa o con sangre no infectada) la presencia de secuencias correspondiente
a esta region en la fase acuosa es minima. La cromatina en esta condicion tiene
una estructura cerrada. Este hecho también es consistente con lo reportado ya
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gue cuando el mosquito no estéa infectado por virus Dengue, el gen AAEL006536
tiene una actividad transcripcional cinco veces menor ( en el dia siete después
de la infeccidn) que la reportada en la condicion de infeccion (Colpits, 2011). Asi,
en los mosquitos donde no hay expresion del gen, hay un empobrecimiento
consistente con la estructura de cromatina propuesta con respecto a esta
expresion.

Al comparar las dos condiciones anteriores, se observa la siguiente dinamica de
la cromatina; cuando hay presencia de virus Dengue y el gen aumenta su nivel
de transcripcion la cromatina esta abierta, mientras que cuando hay ausencia de
virus Dengue y el gen no tiene una alta transcripcion la cromatina esta cerrada.

Las dos secuencias identificadas como cromatina abierta (-53,+26 y -617,-169)
corresponden a secuencias reguladoras que cuando no esta el virus permanecen
cerradas pero que en presencia de virus Dengue se encuentran abiertas. La
infeccidon es una condicién que parece marcar la diferencia entre estas dos
estructuras de la cromatina. Se sugiere que el gen AAEL06536 es un gen
inducible que presenta diferente estructura de cromatina de acuerdo a su
condicion de actividad transcripcional.

En la figura 19 se muestra el modelo que se propone, de la estructura de la
cromatina en la region comprendida entre las posiciones -617 y +183 del gen
AAEL006536 de Aedes aegypti durante a infeccion por virus Dengue. Se infiere
gue la estructura de la cromatina en esta zona es dinamica y que en la condicion
de infeccion presenta dos regiones de cromatina abierta para la union de factores
reguladores positivos de la transcripcion. La primera region se localiza entre las
posiciones -53,+26, tiene un tamafio de 79 pb y sobrelapa con el sitio de inicio de
la transcripcidn. La segunda region se localiza entre los sitos -617 y -169, tiene
un tamafo de 448 pb, que al ser distinta al sitio de inicio de transcripcion es
consistente con una funcién potencial del promotor.
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Modelo de la estructura de la cromatina entre las
posiciones -617 y +183 del gen AAEL006536 de
Aedes aegypti durante la infeccion por virus Dengue
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Figura 19. Modelo de la estructura de la cromatina en la regién comprendida
entre los sitios -617 al +183 del gen AAEL006536 de Aedes aegypti durante
la infeccidn por virus Dengue. Las barras por arriba de la linea azul muestran
un enriguecimiento con respecto al control para cuantificacion relativa, el DNA
inicial libre de nucleosomas se localiz6 en la fase acuosa. Las barras debajo
de la linea azul muestran un empobrecimiento con respecto al control de
cuantifiacién relativa, el DNA inicial unido a los nucleosomas se localizé en la
interfase de proteinas. Se propone una estructura dindmica de la cromatina
la cual presenta dos regiones de cromatina abierta, y en medio de ellas una
region de cromatina cerrada. La regién comprendida entre los sitios -53 y +26
es consistente con el sitio de inicio de la transcripcion y la regién comprendida
entre los sitios -617 y -169 es consistente con una funcién potencial de
promotor (Dibujo realizado en colaboracién con la Lic. Ana Gabriela Osorio).

el

Estructura de la cromatina

IX. Conclusiones

En la presente investigacion se identificaron dos regiones de cromatina abierta
en el DNA de mosquitos infectados por virus Dengue.

La primera regidn se localiza entre las posiciones -53 y +26 y tiene un tamafio de
79 pb. Esta region sobrelapa con el sitio de inicio de transcripcién para este gen
y es consistente con el hallazgo de la funcion de la cromatina de esa region.

La segunda region se localiza entre las posiciones -617 y -169 y tiene un tamafio

de 448pb. Esta regidén no sobrelapa con el sitio de inicio de la transcripcién y es
consistente con una funcién potencial del promotor.
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Entre estas dos regiones de cromatina abierta se localiza una region intermedia
de conformacion cerrada entre las posiciones -193 y -29 en la que no hay
regiones libres de nucleosomas.

Las secuencias de la regidon de estudio en los mosquitos no infectados por virus
Dengue, tienen una estructura de cromatina cerrada lo cual también es
consistente con lo reportado ya que el gen AAELO06536 no tiene una alta
transcripcion en la condicion de no infeccion.

Al comparar las dos condiciones se observé una dindmica de la cromatina;
cuando hay infeccion por virus Dengue Yy el gen aumenta su actividad
transcripcional la cromatina esta abierta. Cuando no hay infeccién y el gen no
tiene una alta transcripcion la cromatina esta4 cerrada. El contraste entre la
estructura de la cromatina en estas regiones, entre células del intestino
estimuladas o no por la presencia del virus, permite inferir que la condicién de
infeccidn induce el cambio de conformacién cerrada a conformacion abierta de la
cromatina la cual a su vez contribuye al control positivo de la transcripcion del
gen.

Se sugiere que el gen AAEL006536 es un gen inducible que presenta diferente
estructura de cromatina de acuerdo a la ausencia o presencia de infeccion en las
células. Las dos secuencias identificadas como cromatina abierta corresponden
a secuencias reguladoras que en ausencia del virus permanecen cerradas y en
presencia del virus se encuentran abiertas.

X.  Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos se abren las siguientes posibilidades para
continuar la presente investigacion; identificacion de motivos de union y sus
respectivos factores de transcripcién. Identificacion de posibles vias involucradas
en el control de este gen. Ensayos de gen reportero para agregar informacion
sobre la activacion de estas secuencias reguladoras en presencia del virus
dengue. Y construccibn de un promotor quimérico para la expresion de
moléculas exbégenas.
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XIl. Anexos

Anexo 1
Extraccion de DNA total de mosquito Aedes aegypti

Lisis. A los mosquitos previamente disectados y colocados en PBS en tubo
eppendorf de 1.5ml se les retird el PBS.y se les agreg6 solucion de lisis(NaCl
150mM, Tris HCI 50mM, EDTA 50mM, NP40 0.5%, Triton x100 1%), fueron
sometidos a agitacion durante 15 min y a centrifugacion 1400rpm/ 5min/
temperatura ambiente y fue separado el sobrenadante en 2 tubos.

Sonicacion. Ellisado fue sonicado durante 15 min a pulsos 30 seg descanso/ 30
seg sonicacion y reunido nuevamente en un solo tubo.

Extraccidon Fenol-cloroformo. Fue agregado un volumen igual a alicuta de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico 25:24:1, se agité con vortex 30 seg y se centrigugo
a 14000/ 5min/ temp ambiente, colocando sobrenadante en tubo limpio. Se hizo
otra extraccidn exactamente igual y una mas con cloroformo-a. isoamilico 24:1
colocando el sobrenadante en tubo limpio.

Precipitacion. Fue agregado acetato de sodio (3MpH5.2 a 0.3M concentracién
final 1/10 de volumen de alicuota), 1pl de glicégeno y etanol 95% frio (2 vol de
alicuota) para incubar toda la noche para terminar centrifugando a 1500rpm/
30min/ 4°C, resuspendiendo la pastilla con 500ul de etanol frio 70%, nuevamente
se centrifugd y se resuspendio en 50ul de Tris-HCI pH 7.5.

Adicibn de RNAsa. Fue agregado 1pl de RNAsa (10mg/ml) y puesto en
incubacién 1 hora a 37°C.

Finalmente se realiz6 una nueva extraccion y precipitacion exactamente iguales
a las descritas anteriormente.
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Anexo 2
Caracteristicas y Localizaciéon de Oligonucleotidos Serie D

1. Caracteristicas.

Tabla 7.

Oligonucledtidos alternativos disefiados (Serie D) para el andlisis de la
presencia de cromatina abierta en la regién 5°del gen AAEL006536 de Aedes
aegypti (resultados de este trabajo).

OLIGONUCLEOTIDOS PARA GEN AAEL006536 DE Aedes aegypti
Tama- Ampli-
No. Cave Oli gonucled-tido fio CG Tm |Llocalizacidn [con PB
Oligonucledtidos Serie D
15]Aae6536_7dF |GAA CAG CCG ATT CCA GGT C 19 57.9 [55.8 |-708 [-691 116
16|Aae6536_7dR |CAT GAA ACG TAT TTT GACGCCTTT C |25 40 55.3 |-593 [-617
17|Aae6536_6dF |GAA AGG CGT CAA AAT ACG TTTCATG |25 40 55.3 |-617 [-593 217
18|Aae6536_6dR |GACGCAGTTTIT GTT GCG TTG 21 47.6 |56 -400 [-420
19]Aae6536_5dF |CAA CGCAAC AAA AACTGCGTC 21 47.6 |56 -420 [-400 80
20|Aae6536_5dR | GAAATG TTA TTG ATC CAG CCG TGT G |25 44 56.6 |-340 [-364
21|Aae6536_4dF |[CAC ACG GCT GGATCAATAACATITC |25 44 56.6 |-364 [-340 172
22|Aae6536_4dR |GGA TCA ACG GGT GCA ATA AAC TG 23 47.8 [56.5 |-192 |-214
23|Aae6536_3dF |CAG TTT ATT GCACCCGTT GAT CC 23 47.8 [56.5 |-214 [-192 137
24|Aae6536_3dR |CAA ACA GCCAAC CTA CCT TGT TC 23 47.8 [56.5 [-77 [-39
25|Aae6536_2dF [GAA CAA GGT AGG TTG GCT GTTTG 23 47.8 [56.5 [-99 [-77 99
26|Aae6536_2dR |GAC GAC GCC GAA GAC AAT GAT AC 23 52.2 |57.8 |0 22
27|Aae6536_1dF |[GTATCATIG TCT TCG GCG TCG TC 23 52.2 |57.8 |22 |oO 151
28|Aae6536_1dR |[GTCCGT TGG CAT GTT GCT TCT G 22 54.5 [59.2 [173 [152

2. Localizacion Oligonucledtidos Serie D
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Figura 20. Localizacion de los oligonucleétidos Serie D (rojo) en el genoma
de Aedes aegypti. Se observa el primer exén (azul), el sitio de inicio de la
transcripcion (flecha amarilla) y el codén de inicio (flecha verde) (resultados
de este trabajo).
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