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GLOSARIO

Abdomen. Parte posterior de las tres divisiones principales del cuerpo de un insecto. En el

mosquito adulto carece de apéndices locomotores.
Adulto. Insecto completamente desarrollado, sexualmente maduro; imago.
Ala. Apéndice destinado a la propulsion aérea.

Antena. Primer par de apéndices, situado a cada lado de la cabeza de los insectos,

generalmente formado por numerosos antenitos, cumple una funcion sensorial.
Antenito. Cada uno de los artejos 0 segmentos que forman la antena.
Artralgia. Dolor de articulaciones.

Ascitis. Es la presencia de liquido seroso en el espacio que existe entre el revestimiento
membranoso del abdomen y los 6rganos abdominales (la cavidad peritoneal).

Bionomia. Asociacion de las etapas del ciclo de vida de mosquitos con su medio ambiente.

Cabeza. Primera regién del cuerpo de los insectos, en esta regidn se sitlan 0jos, antenas y

piezas bucales.
Cefalea. Se refiere al dolor localizado en cualquier parte de la cabeza.

Cefalotérax. En las pupas de los mosquitos, comprende la regidén globosa que cubre la
cabeza y el torax.

Cerco. Apéndice por lo general par, situado usualmente en el tltimo segmento abdominal,
normalmente delgado y filamentoso.

Clasper. Estructura propia de los insectos machos la cual es utilizada para sujetar a la
hembra durante la copula.

Clipeo. Esclerito en la parte inferior de la cara entre la frente y el labro; también llamado

epistoma.
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Coxa. Primer segmento basal de las patas, el cual se articula con el torax.

Coagulacion Intravascular Diseminada. Sindrome caracterizado por la presencia de
alteraciones en la hemostasia, en el que se presenta una produccion excesiva de trombos 6

coagulos a nivel sistémico.

Criadero. Es todo ambiente acuatico donde viven y se desarrollan las formas inmaduras

del mosquito.
Derrame pleural. Acumulacién patoldgica de liquido en el espacio pleural.

Edema pulmonar. Acumulacion anormal de liquido en los pulmones, en especial en los

espacios entre los capilares sanguineos y el alveolo.

Esclerito. Funcionalmente es un término general para cada componente individual del

exoesqueleto de los insectos en el que ha sido depositada la proteina esclerotina.

Eritema. Enrojecimiento de la piel condicionado por una inflamacion debida a un exceso

de riego sanguineo mediante vasodilatacion.

Exoesqueleto. Esqueleto externo continuo que recubre toda la superficie de los artropodos
(ardcnidos, insectos, crustaceos, miriapodos y otros grupos relacionados), que cumple una
funcién protectora, de respiracion y mecénica, proporcionando el sostén necesario para la

eficacia del aparato muscular.

Balancines. Par de apéndices clavados situados a cada lado del metatdrax, su estructura es
alargada, generalmente mas grande en su extremo terminal. Son caracteristicos de la Orden
Diptera y son una modificacion de las alas posteriores. Ayudan al insecto a guardar

equilibrio durante el vuelo. También se denominan halterios.

Hembra gravida. Se refiere al mosquito hembra que posterior a la ingesta adecuada de

sangre ha desarrollado un conjunto de huevos.

Hembra nulipara. Se refiere al mosquito hembra que nunca ha desarrollado un conjunto

de huevos.

Hipoperfusion. Disminucion del volumen de sangre que pasa por un érgano.
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Hipopigio. Apéndice delgado, situado en el Gltimo segmento abdominal, que en los
mosquitos machos esta provisto del clasper.

Mesonoto. Placa dorsal del mesotdrax de los insectos.

Mesotdrax. Es el segundo de los tres segmentos del térax de los insectos; se dispone entre
el protérax y el metatérax. Su principales escleritos (placas exoesqueléticas) son el
mesonoto (dorsal), el mesoterno (ventral) y las mesopleuras (laterales).

Mialgia. Dolor muscular que pueden afectar a uno o varios musculos del cuerpo.

Omatidios. Son unidades sensoriales formadas por células fotorreceptoras capaces de
distinguir entre la presencia y la ausencia de luz. El conjunto de omatidios forman los 0jos
compuestos, presentes en algunos invertebrados como los insectos y los crustaceos. Cada
omatidio es analogo al ojo de los vertebrados.

Oogénesis. Son las fases que conllevan a la transformacion del conjunto de foliculos en un

conjunto de oocitos maduros.

Torax. Segunda region del cuerpo de un insecto.

Palpo maxilar. Apéndice olfatorio que se encuentra en el maxilar superior de un insecto.
Es importante sefialar que la localizacion del huésped y el hébitat esta mediada

principalmente por claves olfatorias.
Pedicelo. Segundo segmento de la antena de un insecto.

Prurito. Hormigueo peculiar o irritacion de la piel que conlleva un deseo de rascar la parte

en cuestion.
Proboscide. Aparato bucal en forma de pico, dispuesto para la succién.
Sifon. Tubo anal respiratorio presente en las larvas del mosquito.

UFP. La unidad formadora de placa litica, la cual se produce cuando una particula viral

infecta una célula, se replica y posteriormente provoca la lisis de dicha célula.
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RESUMEN

El virus Dengue (DENV) es el causante de una de las infecciones transmitidas por vector
mas importantes en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. La OMS estima que
cada afo se presentan entre 50-100 millones de casos de Dengue no severo y de 250,000 a
500,000 casos de Dengue severo y que el 55% de la poblacién mundial se encuentra en
riesgo de contraer la enfermedad. EI DENV es transmitido al humano mediante la picadura
de la hembra hemat6faga de mosquitos del género Aedes durante la alimentacion. Las
especies mas importantes son Aedes aegypti y Aedes albopictus, las cuales juegan un papel
muy importante en el mantenimiento del DENV en la naturaleza, ya que se ha registrado la
presencia del DENV en periodos interepidémicos, lo que sugiere que la transmision vertical
(transovarica) del virus en el mosquito puede ser un mecanismo importante mediante el
cual el DENV pueda sobrevivir en estaciones frias y secas, durante la ausencia temporal de
hospederos vertebrados infectados. Aungue se ha documentado la transmision transovarica
del DENV, aln se desconocen los posibles receptores del virus en los ovarios del mosquito
hembra Aedes aegypti.

En el presente trabajo nos propusimos identificar las moléculas que interaccionan con el
DENV, tanto en los ovarios del mosquito hembra Aedes aegypti, como en el tejido
intestinal, el cual funciona como sitio inicial de replicacion viral. Mediante ensayos de
proteinas de union al virus 6 VOPBA, se identificaron once diferentes péptidos que
reconocen al DENV-2, en los tejidos antes mencionados. Las proteinas fueron
caracterizadas mediante analisis protedmico (espectroscopia de masas). Encontramos que
los iones masa de las muestras corresponden a las siguientes proteinas: Prohibitina,
anexina, HSP70, ATP sintasa, actina, gelsolina, miosina, tubulina, Rack-1,
metaloproteinasa y carboxipeptidasa B. Con base tanto en los hallazgos experimentales del
presente trabajo, como en la literatura previa, proponemos que estas proteinas puedan
formar parte del complejo de internalizacién del DENV durante la infeccion tanto de las
células epiteliales de los intestinos como de las células de los ovarios del mosquito hembra

Aedes aegypti.
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I. INTRODUCCION

1.1 Aspectos epidemioldgicos del Dengue

El virus Dengue (DENV) es el causante de una de las infecciones mas importantes en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo, predominando en las zonas urbanas y
semiurbanas (Gubler y Kuno, 1997; OMS y TDR, 2009). Se estima que el 55% de la
poblacién mundial se encuentra en riesgo de contraer la enfermedad (Figura 1). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio se presentan 50-100
millones de casos de Dengue no severo y de 250,000 a 500,000 casos de Dengue severo
(OMS y TDR, 2009).

La enfermedad es endémica en mas de 124 paises comprendidos en regiones de Africa,
Las Américas, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico Occidental. Las dos
ultimas son las regiones mas afectadas. Se conocen dos formas de la enfermedad; el
Dengue no severo y el Dengue severo que puede llegar a ser mortal (OMS y TDR, 2009).

Se estima que cada afio se producen 500 000 hospitalizaciones por casos de Dengue
grave, y una gran proporcion de esos pacientes son nifios. Aproximadamente un 2.5% de
los afectados mueren. Sin un tratamiento adecuado, las tasas de letalidad de Dengue severo
pueden superar el 20% (OMS y TDR, 2009).

El DENV es transmitido a los humanos por la picadura de la hembra hematéfaga de
mosquitos del género Aedes, las especies mas importantes son Aedes aegypti y Aedes
albopictus ya que estan ampliamente distribuidas a nivel mundial (Gubler y Kuno, 1997;
OMS y TDR 2009).

Hasta el momento no se cuenta con una vacuna para prevenir la enfermedad, ni con
farmacos antivirales especificos contra el Dengue (Gubler y Kuno, 1997; OMS y TDR,
2009).


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura 1. Areas del mundo que se encuentran en riesgo de contraer Dengue (mostradas en
rojo). Imagen adaptada de WHO y TDR, 2009.

En la naturaleza coexisten cuatro serotipos diferentes del virus Dengue, DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 (Gubler y Kuno 1997; OMS y TDR, 2009). Los serotipos
estan antigénicamente relacionados pero no confieren proteccion cruzada, de tal manera
que la infeccion con un serotipo, produce inmunidad protectora sélo para ese serotipo
(OMS y TDR, 2009).

1.2 Caracteristicas del virus Dengue

El virus Dengue es un arbovirus (arbo acrénimo del inglés arthropod-borne, transportado
por artropodos) que pertenece a la familia Flaviviridae (Figura 2), la cual incluye un
namero importante de patdgenos humanos tales como la Fiebre Amarilla, el Virus del Oeste
del Nilo, la Encefalitis japonesa y la Hepatitis C (Perera y Kuhn, 2008; Tomlinson et al,
2009). Esta familia contiene mas de 70 miembros organizados dentro de tres géneros:
Flavivirus (It flavus, amarillo), Pestivirus (It pestis, peste, plaga) y Hepacivirus (gr hepato,
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higado), mas de la mitad de estos son transmitidos por mosquitos, once por garrapatas y
para los demas no se conoce su vector (Tomlinson et al, 2009).

Bicapa lipidica

Capside
ProteinaM

ARN (+)

Proteina E

50 nm

Figura 2. Representacion esquematica del virus Dengue donde se muestran las proteinas
estructurales que lo conforman (proteina E, bicapa lipidica, la proteina M y la capside), asi
como el ARN de cadena sencilla de polaridad positiva.

Los virus dentro del género Flavivirus presentan caracteristicas moleculares similares.
Son virus con un genoma de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva de
aproximadamente 11 kb, con un marco abierto de lectura (ORF) de mas de 10000
nucledtidos. Flanqueando el ORF se encuentran dos regiones no codificantes una hacia el
extremo 5’ y otra hacia el extremo 3’ (Tomlinson et al, 2009). El genoma viral codifica tres
proteinas estructurales en el extremo 5’ que incluyen la capside (C), el precursor de la
membrana (prM) y la envoltura (E), mientras que en el extremo 3’ codifica siete proteinas
no estructurales, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B y NS5 (Figura 3). La poliproteina
de los Flavivirus es procesada tanto por la proteasa viral NS2B-NS3 como por una proteasa

celular llamada peptidasa sefial, dando lugar a las diez proteinas virales (Perera y Kuhn,
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2008; Tomlinson et al, 2009). EI ARN viral por ser de cadena sencilla y de polaridad
positiva tiene la capacidad de funcionar como ARN mensajero (mMARN) (Tomlinson et al,
2009). Los Flavivirus son particulas icosaédricas compuestas de una bicapa de lipidos, que
se deriva de la célula infectada (reticulo endoplasmico) y de una nucleocépside, en la que el
ARN se encuentra rodeado por la proteina de la capside (Clyde et al, 2006) (Figura 2). En
los sobrenadantes de células infectadas, el DENV se encuentra tanto como una particula
madura como inmadura con un didmetro de 50 nm y 60 nm, respectivamente (Perera y
Kuhn, 2008).

capside

envoltura polimerasa

helicasa

Figura 3. Elementos estructurales de la poliproteina del virus Dengue. Imagen adaptada de
Tomlinson y colaboradores, 2009. Las flechas verticales indican los sitios de corte que
realiza la proteasa NS2B-NS3.

Caracteristicas de las proteinas estructurales

Dentro de las proteinas estructurales, la proteina C es de las més pequefias (14 kDa), la
cual presenta carga positiva debido a que tiene numerosos residuos de Lisina y Arginina.
La alta proporcion de aminoécidos bésicos tiene la funcion de neutralizar la carga negativa

de la molécula del ARN viral con la cual esta asociada. Es necesaria para el
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empaquetamiento y la liberacion de particulas virales maduras de la célula hospedera.
Presenta un sitio hidrofobico que promueve la asociacion con la membrana del reticulo

endoplasmico durante el ensamblaje de la particula viral (Tomlinson et al, 2009).

Existen dos formas de la proteina M: un precursor llamado prM el cual es una
glicoproteina (19 kDa) que existe Unicamente en los virus inmaduros y la proteina M (9
kDa) que la presentan solo los virus maduros. La proteina M es una proteina integral de
membrana, no glicosilada. Para que prM genere a la proteina M se debe llevar a cabo el
corte del péptido por la proteasa celular furina (Tomlinson et al, 2009).

La proteina E (54 kDa) es una glicoproteina transmembranal constituida por tres
dominios. La porcion N-terminal del dominio | esté localizado centralmente en la proteina
E. EI dominio Il contiene el péptido de fusion involucrado en la fusién viral con la
membrana del endosoma y en la liberacion del genoma dentro del citosol de la célula
hospedera. EI dominio 111 es el sitio de union al receptor de la célula hospedera, asimismo
este dominio ha sido involucrado en la neutralizacién de los anticuerpos generados contra
el virus. Ademas, la proteina E estd implicada en el ensamblaje del virion (Tomlinson et al,
2009).

Una vez que el dominio 111 se ha unido a su receptor celular de alta afinidad, el virus se
internaliza en la célula por medio de endocitosis dependiente de clatrina, tras la
acidificacion del endosoma tardio, la proteina E sufre cambios conformacionales que
exponen el péptido de fusién ubicado en el dominio Il y por lo tanto inducen la fusion del
virus con la membrana del endosoma con lo cual se promueve la liberacion de la
nucleocéapside dentro del citoplasma de la célula infectada (Clyde et al, 2006; Tomlinson et
al, 2009).

Caracteristicas de las proteinas no estructurales
La proteina NS1 (45 kDa) es una glicoproteina que se expresa en tres formas: en el lumen

del reticulo endoplasmico y se colocaliza con el complejo de replicacion viral, en la

superficie de las células infectadas y de manera extracelular, es secretada lentamente en
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celulas de mamiferos y no en las células de mosquitos. La proteina NS1 esta glicosilada en
dos sitios, N130 y N207 lo cual es necesario para la replicacién viral en células de
mosquito. Asimismo, las mutaciones de esta proteina pueden influir en la virulencia.
También se le ha implicado en la evasion viral a través de la inhibicion de la activacion del
complemento (Clyde et al, 2006; Perera y Kuhn, 2008).

La proteina NS2A (22 kDa) es pequefia e hidrofobica y se considera que interactla
con el complejo de replicacion. Asimismo, es un cofactor proteico de la proteina NS3 y es
importante para la replicacion viral (Perera y Kuhn, 2008).

La proteina NS3, es la segunda proteina viral mas grande (70 kDa) y presenta la
actividad de proteasa serinica que requiere la presencia de su cofactor proteico NS2B,
siendo muy conservado entre la familia Flaviviridae. La funcién de proteasa se ha
observado en asociacion con NS2B para el procesamiento de la poliproteina viral (Perera y
Kuhn, 2008). La proteina NS3, el cofactor proteico NS2B y la proteina NS5 forman el
complejo de replicacion viral (Tomlinson et al, 2009). Asimismo, la proteina NS3 exhibe la
actividad de helicasa y NTPasa requeridas para la sintesis de ARN viral (Clyde et al, 2006).
Se considera que la hidrolisis de NTP es requerida para la generacion de energia quimica
necesaria para la actividad de helicasa (Tomlinson et al, 2009). La helicasa es importante
en el desdoblamiento del ARN gendmico durante la replicacion. Ademas, el dominio de
helicasa presente en la proteina NS3 esté involucrado en el ensamblaje del virus. Por otra
parte, la proteina NS3 ha sido implicada en la induccion de apoptosis en las células
infectadas (Perera y Kuhn, 2008).

La proteina NS4A (16 kDa) es la mas pequefia de las proteinas no estructurales,
también es hidrofébica y funciona como un cofactor proteico de la proteina NS5 durante la

replicacion viral (Perera 'y Kuhn, 2008).

La proteina NS4B (27 kDa) es hidrofobica y pequefia, asimismo es un cofactor
proteico de la proteina NS5 importante durante la replicacion del ARN viral a través de su
interaccidn directa con la proteina NS3 (Perera 'y Kuhn, 2008).
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La proteina NS5 es la mas grande (104 kDa) de las proteinas no estructurales y la mas
conservada entre los Flavivirus (presenta el 67% de identidad de secuencia entre los
serotipos 1-4 del DENV), es una enzima bifuncional con un dominio de metiltransferasa en
el extremo N-terminal y con un dominio de ARN polimerasa dependiente de ARN en el
extremo C-terminal. Las funciones de metiltransferasa y ARN polimerasa dependiente de
ARN son esenciales para la replicaciéon viral (Clyde et al, 2006; Perera y Kuhn, 2008;
Tomlinson et al, 2009).

1.2 Ciclo replicativo del virus Dengue

El primer paso en el proceso de infeccidn de la célula blanco por el DENV es la interaccion
con la superficie celular, la cual esta mediada por la proteina E del virus y los receptores de
baja afinidad que concentran al virus en la superficie celular y facilitan su interaccion con
receptores de alta afinidad, los cuales, permiten la internalizacion del DENV a la célula
hospedera (Figura 4) (Clyde et al, 2006; Tomlinson et al, 2009). El proceso de
internalizacion se lleva cabo por endocitosis dependiente de clatrina (Acosta et al, 2008;
van der Schaar et al, 2008). Una vez dentro del endosoma, el aumento de la concentracién
de iones hidrégeno provoca un cambio en el pH que induce modificaciones estructurales en
la proteina E que promueven la fusion entre la membrana viral y la membrana endosémica,
lo que conlleva a la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma (Modis et al, 2003).
Posteriormente el genoma de ARN interactia con la maquinaria celular que lleva a cabo la
traduccion del mMRNA. De esta manera se sintetiza la poliproteina viral que se asocia a la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso (RER). Asimismo, en forma co-traduccional
ocurre el procesamiento proteolitico de esta poliproteina, principalmente por medio de la
proteasa viral NS2B-NS3, dejando libre y de forma activa a la proteina NS5 (ARN
polimerasa dependiente de ARN). La porcion de la poliproteina viral que contiene las
proteinas estructurales se asocia a la membrana del RER lo que conlleva a la formacion de
la cépside y la envoltura). La ARN polimerasa viral transcribe el genoma de polaridad
positiva, posteriormente el genoma producido se asocia a la proteina C la cual se encuentra

11


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

en la membrana del RER. Este proceso es asistido por las proteinas NS4A y NS4B. El
ensamblaje de las particulas virales ocurre en el RER que da como resultado la formacion
de particulas inmaduras que posteriormente son transportadas al aparato de Golgi donde
ocurre el proceso de maduracion a través de furinas celulares o mediante proteasas
liberadas por la célula. Finalmente las particulas infecciosas son liberadas de las células
mediante la via exocitica (Clyde et al, 2006; Tomlinson et al, 2009).

ensamblaje

endocitosis

mediada por

receptor traduccién del ARN y
procesamiento de la
poliproteina

% endosoma

nacleo

fusién y liberacion

%I: nucleocépside

replicacion del ARN

exocitosis

@ o
Figura 4. Ciclo replicativo de los Flavivirus. Imagen adaptada de Pastorino y
colaboradores, 2010.

1.3 Mani