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RESUMEN

El virus dengue (DENV) es una de las arbovirosis mas importantes a nivel mundial.
Aedes aegypti es el principal vector y transmisor del dengue y otros arbovirus hacia
humanos a través de la picadura del mosquito. No existe tratamiento contra el virus del
dengue y el control de la enfermedad se basa principalmente en el saneamiento de lugares
de cria de larvas y en el control quimico del vector, sin embargo, debido al continuo uso
y exceso de insecticidas los mosquitos han desarrollado resistencia. Por lo que es
importante buscar nuevas alternativas para controlar la poblacién del vector del dengue y
otras arbovirosis. La técnica de ARN de interferencia (ARNi) es una aproximacion
molecular que tiene mucho potencial para control de plagas clave debido a que se pueden
bloquear genes necesarios para el desarrollo o supervivencia de los organismos plaga,
mediante la introduccion de RNA de doble cadena (dsSRNA) exdgeno que provoca la
degradacion del mRNA. Existen actualmente estudios con RNAI para el control de Ae.
aegypti, sin embargo, la produccion de dsRNA ha sido mediante transcripcion in vitro, un
proceso costoso y con una produccién limitada. Por ello el presente trabajo tuvo como
objetivo la construccion de una plataforma para la produccion de dsRNA que resulte
menos costosa y que pueda ser llevado a una mayor escala.

Para lograr el objetivo se clonaron los fragmentos de los genes Cyp302al, Ache y F2
en los sitios de restriccion Hindll1 'y Xhol del vector de expresion pL4440. Células E. coli
HT115 (DE3) fueron transformadas con las construcciones y posteriormente se llevé a
cabo la induccion mediante la adicion de IPTG de L4440 _Cyp302al, L4440 Ache,
L4440 F2 (realizadas en este trabajo) y de L4440 Cyp314al, L4440 ChsA (realizadas
en un trabajo previo). También se realizd una transcripcion in vitro usando el estuche
comercial AmpliScribe™ T7 High Yield. En todas las inducciones se obtuvo dsRNA
excepto en L4440 _ChsA. Los tamafios de los dsRNA obtenidos tanto in vitro como in
vivo fueron 420, 445, 511 y 403 pb respectivamente. Se logrd la construccion de los

sistemas de produccién in vivo asi como la obtencion de dsRNA mediante este sistema

XVii



con una produccién en promedio de 1.8 pug de dsRNA por 3 mL de cultivo celular con
0.Dsoo de 1 y, de manera in vitro, con un promedio de 20 pg/pL a partir de 1 pg de
producto de PCR. El costo beneficio de produccion de dsRNA mediante sistemas
bacterianos es una alternativa econémica y eficiente por lo que se debe buscar e

implementar una estrategia para mejorar la produccion.
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ABSTRACT

At worldwide, the dengue virus (DENV) is the most important arbovirosis. Aedes
aegypti is the main vector and transmitter of the dengue and anothers arbovirus towards
humans through the mosquito bite. There is not exist treatment against the dengue virus,
and the disease control is mainly based in the sanitation of breeding sites of larvae and the
chemical control of the vector, however, due to continuous and excessive use of
insecticides the mosquitoes have developed resistance. So it is important to search new
alternatives to control the population of the dengue vector and anothers arbovirus. The
technique of interference RNA (RNAI) is a molecular approach that has much potential
for control of key pests, because genes can be blocked genes required for the development
or survival of the pests through exogenous double-stranded RNA (ds-RNA), which causes
degradation of the mRNA. Currently exist studies whit RNAI for the control of Ae. Aegypti
however the production of dsSRNA has been by in vitro transcription, expensive process
and with a limited production. For this reason, the present work was aimed at building a
platform for the production of dsSRNA that is less costly and that can be taken to a larger

scale.

To achieve the goal, were cloned the fragments of the genes Cyp302al, Ache and F2
in the restriction sites Hindl1l and Xhol from the expression vector pL4440. E. coli HT115
cells (DE3) were transformed with the constructs and subsequently the induction was
carried out by the addition of IPTG from L4440 Cyp302al, L4440 Ache, L4440 F2
(performed in this work) and L4440 _Cyp314al, L4440_ChsA (performed in a previous
work). Also performed an in vitro transcription using the AmpliScribe™ T7 high yield
transcription kit. In all inductions dsSRNA was obtained except in L4440 _ChsA.

The sizes of the dsRNAs obtained both in vitro and in vivo were 42, 420, 445, 511 and
403 pb respectively. The construction of the in vivo production systems was achieved as
well as the obtaining of dsSRNA by this system with an average production of 1.8 ug of
dsRNA per 3 mL of cell culture with O.D.s00 1 and in vitro, with an average of 20 pg/pL
from 1 pg of PCR product. The cost benefit of producing dsSRNA by bacterial systems is

XiX



an economical and efficient alternative and it is necessary to search and implement a

strategy to improve production.
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1. INTRODUCCION

Los arbovirus son virus transmitidos por artropodos. La emergencia y remergencia de
arbovirus tales como el virus Zika, virus Chikungunya y principalmente virus Dengue
representan un gran problema de salud publica y carga econdmica para los paises
endémicos. El dengue es una de las arbovirosis mas importantes a nivel mundial
provocada por un Flavivirus, llamado virus Dengue (DENV). Esta enfermedad se presenta
con manifestaciones clinicas que van desde una fiebre indiferenciada hasta un cuadro
hemorragico que puede comprometer la vida del paciente. El dengue es transmitido
principalmente por mosquitos Ae. aegypti, presente en regiones tropicales y subtropicales,
en estrecha convivencia con el ser humano por los habitos hemat6fagos de las hembras.
Diversos factores han provocado una constante dispersion del mosquito y, por ende, las
infecciones por DENV. La principal estrategia para el control y prevencion del DENV en
México es mediante el control del vector transmisor, llevandose a cabo por medio de
programas de educacion para eliminar los sitios de cria o bien mediante la aplicacion de
insecticidas quimicos, sin embargo, el uso inadecuado de éstos ha generado resistencia en

Ae. aegypti.

El mecanismo de RNAIi es un mecanismo de silenciamiento génico pos-
transcripcional, ocasionado por la introduccion al organismo de RNA de doble cadena
(dsRNA), el cual es cortado por una enzima llamada Dicer generando pequefios RNAI
(SIRNA) que son, posteriormente colocados en el complejo proteico de silenciamiento
inducido por RNAI (RISC), que mediante una hebra guia es llevado al mRNA diana
complementario para ser degradado y, por lo tanto, no es traducido. EI RNAI ofrece un
potencial para el control de insectos plaga con eficiencia y, sin perjudicar al medio
ambiente, mediante el silenciamiento de genes involucrados en su desarrollo,

provocandoles su muerte.

Debido a lo anterior y, basado en el empleo del RNAI para inhibir el desarrollo de Ae.
aegypti, el objetivo del presente trabajo es la obtencion de dsRNAs a partir de un sistema

de expresion bacteriano, especificos a los genes Quitin sintasa (ChsA), Disembodied



(Cyp302al), Shade (Cyp314al) y Acetilcolinesterasa (Ache) los cuales participan en el
desarrollo larval y en la sinapsis colinérgica de Ae. aegypti.



2. ANTECEDENTES

2.1 Arbovirus

Los arbovirus (por su denominacién en inglés: arthropod-borne viral) son virus que
requieren para completar su ciclo biologico, tanto de un vector (invertebrado hemat6fago)
como de un hospedero (vertebrado) (Dash et al., 2013). Son transmitidos biolégicamente
por mosquitos, garrapatas, moscas y otros artropodos vectores (Bolling et al., 2015). Se
han reportado més de 100 especies causantes de enfermedades en seres humanos y
animales, los cuales pertenecen principalmente a las familias Flaviviridae, Togaviridae, y
Bunyaviridae (Carvajal et al.,, 2015; Franz et al., 2015). Existen otros arbovirus
aparentemente no patégenos para los humanos, sin embargo, siendo altamente adaptables
pudieran ser un recurso para la conversion a patégenos en un futuro (Liang et al., 2015).
La emergencia y remergencia de arbovirus tales como el virus Zika, virus Chikungunyay
principalmente virus Dengue (DENV) representan un gran problema de salud publica y

carga econdmica para los paises afectados (Dash et al., 2013).

2.2 Dengue

El dengue es una enfermedad reemergente y una de las arbovirosis mas importantes a
nivel mundial. La infeccion por el virus del dengue se origino en el sudeste asiatico
extendiéndose a través de los afios a Africa y América, encontrandose actualmente en casi
la mitad del mundo. Estudios recientes indican que 3,900 millones de personas en 128
paises estan en riesgo de contraer la enfermedad y ocurren alrededor de 390 millones de
infecciones cada afio (Brady et al., 2012; Bhatt et al., 2013; Guzman et al., 2014). (Figura
1).



Map Layers

O
1247 alerts for Pasti@‘niﬁsﬁ
> I

¥
b]\‘ 4 ;

Informes de HealthMap h
Informes recientes sobre casos locales o importados

de dengue recapilados de informes oficiales,

periddicos, y otros fuentes. Fuente

.Ccun:ry Level @ Local Level

< 2013 Mapa Global de Consenso IDAMS
Regiones de riesgo oefinioas en base al consenso e
fuentes incluyendo: vigilancia nacional, reportes de
Investigacion, cugstionarios, y reportes formales e
ﬁ)mva.‘e; de la prensa. Fuente. v
Ausenie  Improbable  Probable  Presente A

Figura 1. Distribucion mundial del dengue a nivel mundial segun el Centro de Control y Prevencion

de Enfermedades (CDC). http://www.healthmap.org/dengue/es/

El dengue es ocasionada por un virus icosaédrico de 50 nm de didmetro perteneciente
a la familia Flaviviridae género Flavivirus llamado virus dengue (DENV). Su genoma se
presenta como ARN de cadena sencilla de sentido positivo con aproximadamente 10.7 Kb
de longitud. Contiene un marco de lectura abierto que codifica para tres proteinas
estructurales: capside (C), membrana (M) y envoltura (E) (glicoproteinas), y siete
proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Guzmén et al.,
2010; Phillips et al., 2016).

Presenta 5 serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, DENV-5) (Mustafa et
al., 2015), genéticamente diversos compartiendo del 60 al 75% de identidad entre sus

amino&cidos (Guzman et al., 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2009 clasificé cuatro cuadros
clinicos del dengue: 1. Dengue asintomatico; 2. Fiebre indiferenciada, caracterizada por
fiebre, rinorrea, odinofagia y cefalea; 3. Dengue no grave (antes llamado dengue clasico),
se caracteriza por fiebre subita y ataque al estado general; 4. Dengue grave, en el cual se
presenta fiebre, fuga plasmatica, hemorragia grave y afeccién cronica grave (Fajardo et
al., 2012).



La transmision del dengue se lleva a cabo por mosquitos hembras del género Aedes
quienes requieren de alimentacion de sangre para obtener las proteinas necesarias para
llevar a cabo la ovogénesis y la produccidn de huevos viables. Las subespecies implicadas
en la transmision son Ae. albopictus y principalmente Ae. aegypti de la familia Culicidae
(Fajardo et al., 2012). EI vector adquiere el virus al alimentarse de sangre de humanos
infectados con el DENV durante el periodo de viremia. El virus pasa del tracto
gastrointestinal a las glandulas salivales del mosquito después de 10 dias de incubacion
extrinseca. La picadura del mosquito después de la incubacion extrinseca a otro humano
susceptible genera la infeccion por DENV, completando asi su ciclo vital (Guzman et al.,
2010).

2.3 Aedes aegypti

Ae. aegypti es una especie de mosco perteneciente al Phyllum Artropoda, Orden
Diptera, Suborden Nematdcera, Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Género Aedes,
Subgénero Stegomya (Badii et al., 2006).

Ae. Aegypti fue probablemente introducido a América desde Africa a través del
transporte de sus huevos o larvas en depdsitos de los barcos durante las primeras
exploraciones y colonizaciones europeas (Nelson 1986; Fajardo et al., 2012). A partir del
siglo XV en adelante, se incremento el nimero poblacional del vector en América 'y, por
consiguiente, las infecciones por DENV, provocando que la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS) estableciera un programa de erradicacion del mosco en 1947. Entre
1948 y 1962, 21 paises declararon la erradicacion de Ae. aegypti, sin embargo, la falta de
seguimiento del programa trajo como consecuencia la re-infestacion del vector y, para el
afio 1995, su distribucion era igual que la que presentaba en 1940 (Eisen et al., 2013)
(Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de Ae. aegypti en América. Imagen tomada de Badii et al 2006

Ae. aegypti se encuentra en regiones tropicales y subtropicales con temperaturas de 15
a40 °C (Rodriguez et al., 2014; Mora et al., 2010). Esta especie se distribuye a 35° latitud
norte y 35° sur, sin embargo, puede extenderse hasta los 45° norte y 40° sur, y en una
altitud maxima generalmente de 1, 200 metros sobre el nivel del mar, pero existen reportes
de su presencia en lugares a mas de 2, 400 metros sobre el nivel del mar (Eiman et al.,
2012).

Ae. aegypti se asocia estrechamente al entorno del ser humano, encontrandose en areas
urbanas, suburbanas y poco menos en areas rurales (Icaza, 2010). Los recipientes de
retencion de agua como floreros, tambos, pilas, cubetas, tanques, llantas y envases, asi
como también lugares baldios y basureros son aprovechados por los moscos como sitios
de depdsito de huevos y cria de estados inmaduros. Las hembras son localizadas

principalmente en interiores de las casas para descansar y alimentarse (WHO 2011).



Este vector cuenta con un ciclo de vida con metamorfosis completa (acuéatico y aéreo)
en el cual pasa por cuatro fases para su desarrollo biologico (Eiman et al., 2002) (Figura
3).

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

Las crisélidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos
con capacidad para volar.

Crisalida Huevos

Las larvas viven en elagt\
Se convierten en crisalidas

en tan solo 5 dias.

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Figura 3. Ciclo de vida de Aedes aegypti. Se presentan cuatro estados en el desarrollo de Aedes aegypti:
1) Huevos; 2) Larva; 3) Crisalida o pupa; 4) Adulto. Imagen tomada de CDC, Divisién de Enfermedades
Transmitidas por Vectores. 2016.

Las hembras hematdfagas después de la alimentacion pueden depositar entre 50 y 150
huevos de alrededor de 0,6 a 0,8 mm de longitud. Estos son colocados en las paredes
internas de los contenedores sobre el nivel del agua. Los huevos son transparentes al
momento de su depdsito, pero cambian a color negro en el transcurso de unas horas. Una
vez que el embriodn se desarrollo, los huevos pueden resistir largos periodos de desecacion
desde meses hasta mas de un afio, los cuales al entrar en contacto con el agua se produce

su eclosion (Figura 4).



Figura 4. Huevos de Aedes aegypti. Tomada de CDC, Division de Enfermedades Transmitidas por
Vectores. 2016.

Los huevos eclosionan para dar lugar a la segunda fase de larva, la cual es acuatica con
gran movilidad. Su cuerpo se divide en tres regiones principales: cabeza, torax y abdomen
con nueve segmentos. ElI segmento posterior del abdomen tiene 4 branquias lobuladas
para la regulacion osmotica y un sifon corto para la respiracion en la superficie del agua.
Las larvas se alimentan de materia organica en suspension o acumulado en paredes y en
el fondo de los recipientes y presentan la caracteristica de ser fotosensibles. Durante su
desarrollo mudan su exoesqueleto tres veces, por ello se divide en 4 estadios (del 1 al 4)
que exteriorizan un tamafio inicial de 1 mm y finaliza en 7 mm, cuando la larva de cuarto
estadio muda, pasa al estado de pupa. La duracidn en esta etapa depende de factores como
temperatura, densidad larvaria, depredadores y disponibilidad de alimento, presentdndose
las condiciones adecuadas su periodo varia entre 5 y 10 dias (Nelson, 1986; Icaza 2010;
Eiman et al., 2012; Rodriguez 2015) (Figura 5).

Figura 5. Larvas de Aedes aegypti. Tomada de CDC, Divisién de Enfermedades Transmitidas por
Vectores. 2016.



La siguiente fase de desarrollo es la de pupa, la cual no se alimenta y cuenta con poca
movilidad. Se constituye de cabeza y el térax en una estructura Unica, llamada cefalotorax,
en la que se destacan las trompetas respiratorias que atraviesan la superficie del agua para
poder respirar. Tiene la propiedad de ser flotable lo que favorece la emergencia del adulto.
La pupa puede durar de 1 a 3 dias bajo buenas condiciones, siendo este corto periodo
esencial para que ocurran transformaciones que llevan a la formacion del adulto y a

cambiar el habitat acuatico por el terrestre (Icaza 2010; Eiman et al., 2012) (Figura 6).

Figura 6. Pupas de Aedes aegypti. Tomada de CDC, Divisién de Enfermedades Transmitidas por Vectores.
2016.

La Gltima fase del ciclo bildgico de Ae. aegypti es la emergencia del adulto, de vida
terrestre, color oscuro con franjas blancas en los segmentos tarsales y presenta en la parte
superior del cuerpo un disefio en forma de lira caracteristico de Ae. aegypti. Su cuerpo se
divide en cabeza, térax y abdomen. Presentan dimorfismo sexual caracterizado por el tipo
de antenas y forma de los palpos. Las antenas de las hembras son plumosas y palpos largos
mientras en los machos son denso-plumosas y los palpos mas cortos. Hembra y macho
son fit6fagos pero la hembra ademas es hematdfaga ya que después de la ingesta sanguinea
se incrementa la produccion de hormonas esteroideas necesarias para la maduracion de
los huevos. Los machos pueden vivir una semana en promedio, mientras que las hembras
viven un periodo més largo de hasta un mes (Icaza 2010; Eiman et al., 2012; Rodriguez
2015) (Figura 7).



Figura 7. Aedes aegypti adulto. Tomada de CDC, Division de Enfermedades Transmitidas por Vectores.
2016.

2.4 Control del vector

Diversos factores como el crecimiento poblacional, los viajes internacionales, el nivel
socioeconémico bajo de las cominidades, que repercute en las condiciones de vivienda,
educacidn, desabasto de agua y mala recoleccion de desechos sélidos, han permitido la
dispersion del vector Ae. aegypti y por consiguiente el incremento de infecciones por virus
dengue (Mora et al., 2010).

La principal estrategia hasta el momento para controlar y prevenir el dengue en México
es el control del vector. Esto se realiza ya sea con programas de saneamiento para eliminar
los sitios de cria o bien mediante control quimico. Para el control quimico se aplican
plaguicidas contra los vectores en sus estadios larvarios o inmaduros y adultos. Tres clases
de plaguicidas son empleados principalmente: los organofosforados, los piretroides y los
carbamatos. Sin embargo, el uso intensivo y extensivo ha generado el desarrollo de
resistencia a estos compuestos, caracteristica que es definida por la OMS como
hereditaria, y que permite mayor tolerancia al insecticida (Paoletti and Pimentel 2000;
Stahl, 2002; Hemingway et al., 2002; Nicholson 2007).
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Un método desarrollado recientemente para el control de insectos es el silenciamiento
de genes involucrados en el desarrollo, conduciendo a la letalidad mediada por el
mecanismo de ARN de interferencia (RNAI).

2.5 RNA de interferencia (RNAI)

El ARN de interferencia (RNAIi) es un mecanismo de silenciamiento génico
postranscripcional ocasionado por moléculas de RNA de doble cadena (dsSRNA). Es un
proceso regulatorio de la expresion génica y la defensa antiviral en eucariotas (Wynant et
al., 2014; Nandety et al., 2015)

El primer indicio de este mecanismo fue visto en 1990 de manera accidental cuando
cientificos queria intensificar el color de rojo de las petunias para beneficio comercial.
Rich Jorgensen introdujo el gen que expresaba la enzima chalcona sintasa para la
formacion de pigmento violeta en la flor de las violetas, esperando obtener un aumento en
la pigmentacion, sin embargo, obtuvieron flores con menor coloracion incluso blancas. A
este fendmeno lo denominaron co-supresion debido a que el gen introducido no se
expresaba y, ademas, el gen nativo en la planta dejé de expresarse (Napoli et al., 1990).
Posteriormente también se observo este mismo fenémeno, pero en un hongo llamado

Neurospora crassa, llaméandolo quelling (Romano y Macino 1992).

En animales fue caracterizado por primera vez en 1998 por Fire y Mello. Ellos
demostraron que la introduccion de dsRNA en el nematodo Caenorhabditis elegans
provoco la degradacion del RNA mensajero (MRNA) complementario a una u otra cadena
del dsRNA, resultando en un silenciamiento del gen (Fire et al., 1998). Estudios
posteriores demostraron que el RNAI se presentaba en todos los eucariontes de manera
conservada en respuesta a dsRNA, determinandose como un mecanismo antiviral

evolutivamente conservado (Ortiz, 2009).
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2.5.1 Mecanismo de RNAI en insectos

El primer paso consiste en la escision de dsSRNA por medio de una enzima tipo Il
llamada Dicer en pequefios RNA de doble hebra (SiRNA) de 22-25 nucleétidos de
longitud con 2-3 nucle6tidos no apareados y un grupo hidroxilo en el extremo 3" mientras

que en el extremo 5”se encuentra un grupo fosfato.

El segundo paso se da mediante la unién de estos sSiRNA en el complejo proteico de
silenciamiento inducido por RNA (RISC). RISC separa las hebras de los siRNA y sélo
utiliza la hebra anti-sentido como guia para dirigirse y unirse al mMRNA que contiene la
secuencia complementaria. Ademas, RISC contiene endonucleasas llamadas Argonautas
(AGO) que escinden la cadena de mMRNA, mientras que la hebra anti-sentido se degrada
durante la activacion de RISC. Para que ocurra este rompimiento es necesario que la hebra
guia del siRNA y el mRNA diana presenten perfecta complementariedad de bases cerca
del sitio de rompimiento (10-11 nucledtidos cerca del extremo 5 del siRNA) (Ortiz, 2009;
Senapedis et al., 2011).

La actividad de RNAI es determinada por los pequefios RNAs (SRNA) por medio del
reconocimiento y preciso apareamiento de bases entre estos SRNA y su diana
complementaria en el mRNA. Estos sSRNA incluyen a tres clases distintas: pequefios
RNAs de interferencia (sSiRNA), microRNAs (miRNA) e interaccion con piwi (piRNAS)
los cuales son generados a través de vias de biogénesis independientes (Nandety et al.,
2015).

2.5.1.1 miRNA

Los miRNA una vez maduros son hebras sencillas de ARN (ssARN) con una longitud
de 19-24 nucledtidos, generados a partir de transcritos primarios endégenos por medio de
la accion de 2 nucleasas (RNAasa tipo I1).
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El mecanismo inicia generandose los transcritos primarios a partir de genes endégenos
por medio de la RNA polimerasa Il, con la caracteristica de formar una estructura tipo
tallo-asa llamada miRNA primario (pri-miRNA). Un paso en la maduracion de este pri-
miRNA se logra a través de la escision de esta estructura mediante la actividad de una
enzima tipo RNasa Ill llamada Drosha y un cofactor llamado Pasha, en el nucleo,
generando el precursor microRNA (pre-miRNA). Este pre-miRNA se transporta al
citoplasma a través de una proteina de transporte, la exportina 5 con ayuda de su
asociacion al cofactor GTP-Ran. Por medio de la hidrolisis del GTP, este pre-miRNA es
liberado en el citoplasma para, posteriormente ser cortado por la enzima Dicer 1 en duplex
de 19-24 nucledtidos con 2 nucledtidos sobresaliendo en el extremo 5°, generando asi los

miRNA maduros y, colocandose posteriormente la hebra guia en la proteina AGO 1.

2.5.1.2 siRNA

Los siRNA al igual que los miRNA son dependientes del procesamiento por Dicer, con
una longitud de 19-24 nucle6tidos. El origen de los siRNA es dsRNA ya sea de virus,
transcritos endogenos, pseudogenes o0 de repeticiones invertidas. Estos dsRNA son
procesados en el citoplasma por Dicer 2 en 21 nucle6tidos de longitud. Estos siRNA
posteriormente son asociados a la proteina AGO 2 6 5. Por altimo, los diplex de siRNA
se unen a RISC, donde de igual manera que en el proceso de miRNA, RISC sélo utiliza la

cadena guia para dirigirse al MRNA diana (Wynant et al., 2014; Nandety et al., 2015).

2.5.1.3 piRNA

Los piRNA en comparacion con los siRNA y miRNA son independientes de las
enzimas Dicer y son un poco mas largos (de 24-31 nucleétidos de longitud). Su objetivo
es el silenciamiento de transposones y retrotansposones. EIl grupo de proteinas que
participa en esta biogénesis son: PIWI, Aubergina (AUB) y AGO 3. Los pequefios RNAs
que se asocian a Piwi son llamados piRNAs. Los cluster de piRNA (es decir secuencias
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que abarcan gran parte de los transposones) son transcritos por la RNA pol 11 en direccién
sentido y antisentido, la cual cada una servira para la produccion de piRNA. Existen dos
vias de produccidn, una en la cual el transcrito de transposon es cortado en el citoplasma
por la nucleasa zucchini (Zuc) generando los piRNA primarios, los cuales posteriormente
son cortados por las proteinas piwi en dos ocasiones para producir los piRNA maduros y
otra en donde los piRNA primarios son unidos especificamente a PIWI, dirigiéndose al

nacleo para inducir RNAI en blancos nucleares (Nandety et al., 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Vias de RNAI en insectos. Se muestra las vias de biogénesis de siRNAs, miRNAs y piRNASs en
insectos. Tomada de Nandety et al., 2015.

2.6 Silenciamiento de genes mediante RNAI

Una de las principales aplicaciones del RNA de interferencia que ha aportado grandes

avances en la gendémica funcional y en biologia del desarrollo es la represion de forma
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especifica de los genes para estudiar su funcion. Esto se logra introduciendo siRNA o
dsRNA a la célula activandose, por consiguiente, el sistema Dicer-RISC. De esta manera
se ha conseguido silenciar una gran cantidad de genes en células en cultivo, asi como
también en gran cantidad de organismos diferentes y, esencialmente, se puede silenciar
cualquier gen de interés en un organismo, siempre y cuando se conozca la secuencia del
MRNA para ser utilizado para el disefio de los SIRNA o dsRNA. Esta técnica explota un
sistema intrinseco de “Knock Down” conocido también como “silenciamiento”, debido a
que la inhibicion artificial de la expresién de genes mediante este método no es total
(Fakhr et al., 2016).

Investigaciones en el area terapéutica-clinica y en el control de plagas son otros de los
enfoques en los que se esta trabajando actualmente con esta técnica. El potencial de RNAI
en el desarrollo de métodos alternativos para el control de insectos tales como Ae. aegypti
ha sido evaluado mediante administracion oral de dsRNA dirigidos a genes que codifican
diversas proteinas esenciales tales como la B-tubulina, quitina sintasa, ATPasa vascular
(Singh et al., 2012; Coy et al. 2012), mediante aplicacion topica como lo demuestran
Pridgeon et al., en el 2008 al aplicar dsSRNA especificos para el gen inhibidor de la
proteina de apoptosis, 0 bien con la sumersion de larvas en soluciones con dsRNA
dirigidos a genes como el canal de sodio controlado por voltaje (VGSC), glicoproteina P,

y enzimas detoxificantes citocromo p450 (Bona et al., 2016).

Como se observa el mecanismo de RNAI ofrece un gran potencial para el control de
plagas de insectos como Ae. aegypti, pero solo se lograra mediante el conocimiento, la
comprension de la especificidad y de la actividad, para poder aprovechar las

oportunidades para el desarrollo de aplicaciones sostenibles y ambientalmente racionales.
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2.7 Produccién de dsRNA

Actualmente, los dsSRNA se pueden producir mediante tres métodos: 1) Mediante

moldes de ADN lineal usando la ARN polimerasa del fago T7, 2) Sintetizados

quimicamente y, 3) Mediante vectores de expresion de doble cadena (Guan 2006; Papic¢
etal., 2015).

1)

2)

3)

Los dsRNAs generados enzimaticamente involucran una transcripcion in vitro
mediada por la polimerasa del fago T7. Se obtienen como producto de la
transcripcion pequefios RNASs repetidos invertidos que se denominan small hairpin
RNAs (shRNAs) o lineales que, posteriormente, son cortados por Dicer. Es el
método mas rapido de siRNA. Sin embargo, la pureza y especificidad en este tipo
de sintesis es variable y se puede obtener resultados de una inhibicién no especifica
(Duxbury y Whang, 2004).

Los dsRNAs sintetizados quimicamente son introducidos directamente en el
citoplasma de la célula evitando el paso por la enzima Dicer. Por su tamafio corto
les denomina siRNA. Estos pueden ser sintetizados en gran cantidad y se ha
probado que son mas eficientes en la degradacion del mMRNA secuencia-especifica,
pero presenta problemas como el alto costo econdémico y el tiempo de sintesis, lo
que no lo hace factible para producciones a gran escala y, ain menos cuando se
tienen mdltiples blancos y se requiere que maultiples siRNA se produzcan
(Duxbury y Whang, 2004).

El uso de vectores plasmidicos de DNA que poseen el promotor T7 también son
utilizados para generar dsRNA. Los dsRNA se producen y, posteriormente, son
procesados por Dicer en sSiRNA. El uso de estos plasmidos permite una expresion
estable de dsRNA por al menos 2 meses post-transfeccién y es econémico al
generar multiples secuencias que son obtenidas por la propia maquinaria de RNAI,
sin necesitar de un procesamiento externo. Su principal desventaja es que el éxito

es dependiente del proceso de transfeccion (Duxbury y Whang, 2004). El uso de
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sistemas in vivo mediante estos vectores es otra estrategia empleada para generar
dsRNA. Para este método el uso de bacterias recombinantes son una buena opcion
como sistemas de produccién, debido a su répido crecimiento, facil manipulacion
y €s econémico ya que no requiere de medios especiales para su cultivo (Papi¢ et
al., 2015).

Cada una de las estrategias descritas anteriormente presentan ciertas ventajas y
desventajas, pero si lo que se requiere es la produccion a gran escala de dsRNA, la
estrategia de sistemas in vivo representa la opcion mas rapida, facil y econdmicamente

viable para producir los dsSRNA (Papi¢ et al., 2015).

2.8 Entrega de dsRNA

En muchos vertebrados, el mecanismo de RNAI puede ser inducido en el organismo o
la célula mediante la inyeccion de dsRNA en el sistema circulatorio por medio de
transfeccion, mediante la alimentacion con bacterias productoras de dsRNA e incluso
mediante solo incubar al organismo en la solucién que contenga los dsSRNA o siRNA
(Wynant et al., 2014).

En estudios sobre insectos, inyecciones directas de dsRNA sintetizados in vitro en
cualquier etapa del desarrollo puede producir la pérdida de funcion génica, sin embargo,
presenta algunas dificultades tales como ser un método técnicamente exigente, laborioso,
muchos insectos no sobreviven al proceso de inyeccidn y existen limitaciones en ciertas
especies de insectos pequefios y acuaticos (Zhang et al., 2010; Wynant et al., 2014). La
entrega a través de un método de incubacion del organismo en una solucién gque contiene

dsRNA (soaking) es otra estrategia empleada para inducir el silenciamiento.
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Incubacion directa en gusanos, planarias, y en larvas de Ae. aegypti ha demostrado
inducir interferencia especifica (Tabara et al., 1998; Orii et al., 2003; Singh et al., 2012).

Otras investigaciones también demuestran que el dsRNA puede ser facilmente
introducido a traves de la ingestion de bacterias E. coli que expresan dsRNA a traves de
vectores con doble promotor T7 (Timmons et al., 2001; Guan, 2006; Honggang et al.
2009).

2.9 Genes Halloween

Ae. aegypti, asi como todos los insectos tienen un exoesqueleto (cuticula) por el cual
solo pueden crecer hasta cierto punto por la restriccion en el area de ésta. Por ello deben
sintetizar periédicamente una nueva cuticula méas grande y remplazar la anterior, en el
proceso llamado ecdisis o muda. El iniciador de este proceso es el esteroide
polihidroxilado, 20-hidroxiecdisona (20E), hormona de muda que ademas participa en

procesos morfogenéticos que comprenden el crecimiento del insecto y la metamorfosis.

La hormona prototoracica (PTTH) se libera en la hemolinfa estimulando las glandulas
protoracicas para que los productos de los genes Cyp306al, Cyp302al y Cyp3l5al
catalicen tres hidroxilaciones secuenciales para la produccion de ecdisona (E). En dos
pasos finales en la biosintesis de la ecdisona se utiliza el gen dib (Cyp302al) para mediar
en la conversion de la cetotriol a 2-deoxiecdisona y sad (Cyp315al) para mediar en la
conversion de este ultimo a la ecdisona. Finalmente, el gen shade (Cyp314al) sintetiza
para la enzima 20-hidroxilasa que hidroxila la ecdisona obteniendo la 20-hidroxiecdisona
(20E). Estos genes son expresados tanto en el desarrollo embrionario y larval asi como en
los ovarios en hembras adultas del insecto (Petryk et al., 2003; Gilbert 2004; Rewitz et
al., 2007) (Figura9).
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Estos genes han sido utilizados como blanco para el silenciamiento mediante RNAIi en
diferentes organismos como Plutella xylostella (Bautista et al., 2009), Diaphorina citri
(Killiny et al., 2014) Sogatella furcifera (Wan et al., 2014), Laodelphax striatellus (Wan
et al., 2014; Jia et al., 2015), y Helicoverpa armigera (Jin et al., 2015).
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Figura 9. Esquema de biosintesis con las funciones de las P450 codificadas por los genes Halloween.
Tomada de Rewitz et al., 2007.

2.10 Gen acetilcolinesterasa (Ache)

El gen Ache codifica para la enzima acetilcolinesterasa la cual participa en la
terminacion sinaptica de la sinapsis colinérgica en el sistema nervioso central de los
insectos y es uno de los blancos principales de los insecticidas carbamatos y
organofosforados. Esta enzima cataliza la hidrolisis del neurotransmisor acetilcolina
(Ach) permitiendo la terminacion de las sefiales nerviosas. La interrupcion de este
mecanismo genera una acumulacion de Ach provocando una sobre-estimulacion v,
posteriormente, un bloqueo de la neurotransmision (Anthony et al., 1995; Kim et al.,
2013; Engdahl et al., 2015). En un estudio en el 2009 por Kumar et al., demostraron la

capacidad de siRNA especificos para silenciar este gen y provocar mortalidad, inhibicién
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del crecimiento, malformacion y fecundidad reducida en larvas de Helicoverpa armigera
(Kumar et al., 2009).

2.11 Gen ChsA

La quitina es un polimero lineal de N-acetilglucosamina unidos mediante enlaces 3-
(1, 4), encontrado en los artrépodos y hongos. El crecimiento y la metamorfosis de los
insectos son estrictamente dependientes de los cambios estructurales en los tejidos y
6rganos que contienen quitina, tales como el exoesqueleto, la traquea y el intestino de
insectos que cuentan con matriz peritréfica. La quitina sintasa (CHS) es una enzima
esencial que participa en la etapa final de la ruta biosintética de quitina, es codificada por
los genes ChsA responsable de la produccion de quitina que se necesita en la cuticula y el
revestimiento cuticular del intestino y en traquea y ChsB que se limita a células epiteliales
intestinales que producen la matriz peritrofica del intestino medio. Debido a esto, es
posible controlar el crecimiento, desarrollo y vida de insectos manipulando la sintesis o
degradacion de quitina (Merzendorfer 2006; Souza et al., 2014; Zhuo et al., 2014).
Algunos de los estudios con silenciamiento de este gen han sido en Spodoptera exigua
(Chen et al., 2008; Tian et al., 2009) y Rhodnius prolixus (Mansur et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Ae. aegypti es uno de los principales vectores transmisores de arbovirus como el virus
dengue (DENV). Estimaciones recientes indican que alrededor de 390 millones
infecciones y 22 000 defunciones ocurren por dengue cada afio, aunado a la carga
econdmica de 2.1 billones de dolares generada por afio tan solo en América. Programas
de saneamiento, asi como aplicacién de insecticidas quimicos son estrategias empleadas
para controlar al vector, sin embargo, han generado resistencia a éstos, aunado al dafio

ambiental.

Por otro lado, la técnica de RNA de interferencia ha demostrado ser altamente eficaz y
especifica para el silenciamiento de genes en una gran diversidad de organismos, incluido
mosquitos Ae. aegypti. Sin embargo en estos estudios han empleado dsRNA producidos
de manera in vitro. Por ello, en el presente trabajo se empleara la estrategia
econdmicamente viable de un sistema in vivo para la produccion de dsRNA dirigidos a
los genes Cyp302al, Cyp314al, ChsA y Ache que serviran para una futura evaluacién del
silenciamiento de estos genes en larvas de Ae. aegypti y, por consiguiente, su posible

empleo como herramienta de control del vector.
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4. HIPOTESIS

La construccién e induccion de un sistema in vivo permitird la sintesis y
acumulacion de dsRNA especificos contra los genes Cyp302al, Cyp314al, ChsA 'y
Ache de Ae. aegypti.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Obtener fragmentos de dsRNA especificos contra los genes Cyp302al, Cyp314al,

Ache y ChsA de Ae. aegypti mediante un sistema transcripcional bacteriano.

5.2 Objetivos Particulares

1. Clonar los genes Cyp302al, Ache de Ae. aegypti y F2 de humano como control

negativo en el vector de expresion pL4440.

2. Inducir los sistemas de expresion para la obtencion de los fragmentos dsRNA

especificos de los genes Cyp302al, Cyp314al, Ache, ChsAy F2.

3. Extraer los fragmentos dsSRNA del sistema bacteriano.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material bioldgico

Se utilizaron las construcciones pL4440 ChsA y pL4440 Cyp314al, desarrolladas
por Guevara R. H., 2015, las cuales estan en el sistema de expresion bacteriano E. coli
HT115 (DE3) para la produccién de cadenas de dsRNA.

Cepas: DH5a, especie: E. coli, genotipo: F—endAl ginVV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nupG purB20 ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK-mK+), A— vy
HT115 (DE3), especie: E. coli, genotipo: [F-, mcrA, mcrB, IN(rrD-rrE)1, rncl14:Tnl0
(DE3 lysogen: lavUV5 promoter -T7 polymerase].

Las larvas de moscos de Ae. aegypti se obtuvieron del insectario del Laboratorio de

Biomedicina Molecular del Centro de Biotecnologia Gendmica.

6. 2 Metodologia

6.2.1 Construccion de vectores de expresion de dsSRNA

6.2.1.2 Obtencion de fragmentos especificos para la produccién de dsRNA

Para la obtencion de los fragmentos especificos de los genes Cyp302al, Ache y F2
primero se obtuvieron los iniciadores mediante el programa E-RNAI a los cuales se les
agrego dos sitios de restriccion en el extremo 5°: Hindlll para el iniciador derecho y Xhol
para el iniciador izquierdo. Posteriormente, se llevo a cabo extraccion de ARN vy sintesis
de cDNA para utilizarlo en la amplificacion por PCR. Una vez amplificado los
fragmentos, éstos fueron clonados en pGEM-T y subclonados en pL4440 para su

expresion y obtencion de dsRNA.
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6.2.1.2.1 Sintesis de cDNA

Para los genes Cyp302al y Ache se realizo extraccion de RNA total a partir de larvas
de Ae. aegypti de tercer estadio mediante RNAzol®RT de la siguiente manera: Se
colocaron 12 larvas en un tubo Eppendorf de 1.5 mL se les agregd 100 pL de solucién
RNAZzol para macerar el tejido mediante pistilo estéril. Una vez maceradas, se agreg6 900
pL de la solucion RNAzol y 400 pL de agua libre de nucleasas, se mezclé en Vortex
durante 15 seg e incubo por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras
fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 15 min, el sobrenadante se transfirié a otro tubo
para precipitar el RNA mezclando con 1 mL de isopropanol. Por Gltimo, el pellet fue
lavado con etanol al 75% (v/v) dos veces y resuspendido con 20 pL de agua mQ esteril.
Mientras que para la obtencion del fragmento especifico para el gen F2, a utilizar como
control negativo en futuros bioensayos, se realizo extraccion de RNA a partir de sangre
humana por medio de RNA Extraction Solution de GeneReach Biotechnology Corp. Para
esto se colocaron 400 uL de sangre en un tubo Eppendorf de 1.5 mL al cual se le agregd
500 ul de solucion de extraccion de RNA y se incubd a temperatura ambiente durante 5
min. Posteriormente, se adicion6 100 puL de cloroformo frio y se mezcldé con Vortex
durante 20 seg, se incubd temperatura ambiente durante 3 min y se centrifugé por 15 min
a 12,000 rpm. 200 pL del sobrenadante fueron transferidos a un tubo de 1.5 mL con 200
ul de isopropanol frio, se dio Vortex y centrifugd por 10 min a 12, 000 rpm y se decant6
el isopropanol. El pellet fue lavado con etanol al 75% y resuspendido con 20 pL de agua
tratada con DEPC. Todas las extracciones de ARN fueron observadas en un gel de agarosa
al 1 % con TAE 1X.

El RNA se utilizé para llevar a cabo una PCR re-trotranscriptasa (RT-PCR) mediante

el estuche comercial Transcription System A3500 de Promega®, siguiendo las

condiciones descritas en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Mezcla de reaccion para la RT-PCR.

Componente Concentracion Cantidad
MgClz 25 mM 5mM 4 uL
Reverse transcription 10X 1X 2 uL
Buffer
DNTp’s 10 mM 1 mM 2 uL
Recombinant RNasin® 1u/pl 0.5puL
Ribonuclease inhibitor
AMV reverse transcriptase 15 u/ug 1uL
Random primers 0.5 ug 0.5 uL
Templado (RNA) lug 2.5/1.0 pL
Precalentado a 70 °C
H-0 9.0 uL
Volumen total 20 pL

La mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente por 10 min, después a 42 °C
durante 15 minutos. Posteriormente, la mezcla fue calentada a 95 °C durante 5 minutos e
incubada a 5 °C por 5 minutos. Al terminar, la mezcla fue diluida a un volumen de 100

pL de agua libre de nucleasas.

6.2.1.2.2 Amplificacion mediante PCR

La amplificacion por PCR de los fragmentos Cyp302al, Ache y F2 se realiz
agregando los sitios de restriccion Hindlll y Xhol a los iniciadores indicados en el cuadro
2 los cuales se obtuvieron por medio del programa E-RNAI
(http://www.dkfz.de/signaling/e-rnai3/) el cual disefia y evalta fragmentos de dsSRNA con
la secuencia de GenBank depositada en el programa. Ademas, se realiz6 una PCR virtual
mediante el programa Serial Cloner 2.6.1 para obtener el tamafio del fragmento a

amplificar. Las condiciones utilizadas para la amplificacidn se describen en los cuadros 3

y 4.
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Cuadro 2. Iniciadores empleados en la sintesis de los fragmentos para obtencion de

dsRNA.
Gen Secuencia Longitud Gen Bank
Cyp302al F: GACAAGCTTCCTGCATGAGTCTGGACAAG 222 pb | XM_001647515.2

R: GGGCTCGAGCGATACACATTGGGACGGT -

Ache F: GACAAGCTTGTTGCTGATCACCACGGATA 247 pb EF209048.1

R: GGGCTCGAG ACCCGGAAAGTCACCAAATA
F2 F: GACAAGCTTACTGTAGCGATGACTCCACG 313 pb NM 000506.4

R: GGCTCGAGAGTTGAGGTCGCAGTACCCA -

Iniciadores obtenidos mediante el programa E-RNAIi para la sintesis de los fragmentos de dsRNA

(Cyp3102al, Ache y F2). Iniciador derecho con sitio de restriccion para Hindlll (subrayado), iniciador

izquierdo con sitio de restriccion para Xhol (subrayado).

Cuadro 3. Mezcla de reaccion para amplificacion de los fragmentos especificos

para los dsRNA.

Componente Concentracion Cantidad
H.0 13 uL
Buffer 5X 1X 5uL
DNTp’s 10 mM 200 pM 0.5 uL
FHINthum 25 pM 0.5 UM 2.5 UL
RXHOthum 25uM 0.5 UM 2.5 UL
Taq DNA polimerasa 5 u 25u 0.5 L
cDNA <10 ng/pL 1L
Volumen total 25 uL

especificos para los dsRNA.

Cuadro 4. Condiciones en el termociclador para la amplificacion de los fragmentos

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 °C 30 Seg
Alineamiento Cyp302al, Ache: 60°C 1.0 min 30
F2:62°C
Extension 72°C 30 seg
Extension final 72°C 10 min 1

26



6.2.1.3 Clonacion de los fragmentos en el vector pGEM-T

Se realizo la clonacion de los fragmentos obtenidos en el vector pPGEM-T Easy para
posteriormente corroborar, por corte enzimético y secuenciacion de ADN plasmidico, que
la secuencia de los fragmentos amplificados de los genes Cyp302al, Ache y F2 estuvieran

correctas y que ademas permitiera la sub-clonacion en pL4440.
6.2.1.3.1 Ligacién

Para realizar la clonacion se llevé a cabo la ligacion de los fragmentos y el vector
pPGEM-T siguiendo la proporcionalidad 3:1 recomendada por el estuche comercial

PGEM®-T Easy Vector de Promega™ de la siguiente manera:

Cuadro 5. Mezcla para ligacion de los fragmentos amplificados en pGEM-T Easy.

Componente Concentracion Cantidad

Buffer de ligacion 2X 5puL
rapida, T4 ADN ligasa

pGEM-T Easy Vector 50 ng 1luL

Producto de PCR Cyp302al, Ache: 12.5 ng/uL 1L

F2: 15 ng/uL

T4 ADN ligasa 3 u/uL 1L

H-20 X 2 uL

Volumen total 10 uL

La mezcla anterior fue incubada durante toda la noche a 4 °C.

6.2.1.3.2 Transformacién en E. coli DH5a,

Se realizd la transformacion de E. coli DH5a con las ligaciones realizadas
anteriormente de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf de 1.5 mL se agreg6 10 pL

de la ligacion a 100 ul de células DH50 competentes, incubandose la mezcla en hielo
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durante 20 minutos, seguido de un choque térmico de 60 segundos a 42 °C (sin agitar),
tras lo cual de inmediato se colocd en hielo por 2 minutos. Posteriormente, se afiadié 950
pL de caldo LB y se incubo 2 horas a 37 °C con agitacion (300 rpm). Después de este
tiempo se centrifugd por 3 minutos a 13 000 rpm eliminando 850 pL del medio LB y del
resto se tomo 100 pL para dispersar las células en placas LB con ampicilina (100 pg/uL)/
X-Gal (80 pug/uL)/IPTG (0.5 mM) y se incub6 a 37 °C durante 24 horas.

6.2.1.3.3 Confirmacion de colonias positivas mediante PCR de colonia y a partir de

plasmido

Para confirmar que las colonias obtenidas anteriormente realmente presentaran el
vector pGEM-T con los insertos, se seleccionaron las de color blanco (de acuerdo a lo
establecido por el mecanismo de a-complementacion) y fueron sub-cultivadas en tubos
falcon con 5 mL de caldo LB adicionado con ampicilina (100 pg/uL) y se incub6 a 37 °C
con agitacion durante 24 horas. De los cultivos se tomd 1 mL para obtener el pagquete
celular mediante centrifugacion a 10 000 rpm durante 3 minutos. El precipitado celular se
re-suspendié con 15 pL de agua mQ estéril pipeteando varias veces para lisar las células
y de éste, 2 puL fueron tomados como templado para la realizacion de la PCR de colonia
mediante las condiciones descritas en los cuadros 3y 4. De los cultivos positivos a la PCR
de colonia se procedié a la extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina
(Sambrook, et al., 1989) vy, se prosiguié con la PCR mediante las condiciones descritas

anteriormente en los cuadros 3 y 4.

6.2.1.3.4 Confirmacion de colonias positivas mediante digestién enzimatica y
secuenciacion plasmidica

Parte del ADN plasmidico fue sometido a una digestion doble con las enzimas de

restriccién Hindlll y Xhol como se muestra en el cuadro 6. Ademas, para confirmar
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mediante secuenciacion la presencia de los insertos, se realizd otra extraccion mediante el
estuche comercial “QIAprep® Spin Miniprep” siguiendo el protocolo establecido por el

fabricante y fue enviado a secuenciar a Eurofins Operon con el iniciador universal M13.

Cuadro 6. Mezcla para la digestion de pPGEM-T + insertos.

Componente Cantidad
H20 Volumen final de 40 pL
Buffer 10x 4 UL
ADN plasmidico 8.0-13 pL (1-2 pg/uL)
HindIII 1.5-2 pL (1-2 V)
Xhol 1.5-2 pL (1-2 V)
Volumen total 40 pL

Incubacién a 37 °C durante 4 horas

6.2.1.4 Subclonacion de los fragmentos en pL4440

Se realizd sub-clonacion de los insertos en el vector de expresion pL4440 ya que
contiene dos promotores T7 inducibles mediante Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) utilizando las células E. coli HT115 (DE3) deficientes de RNAsa Il para la
produccion de RNA de doble cadena.

6.2.1.4.1 Generacion de extremos cohesivos en pL4440 y liberacion de los insertos
mediante las enzimas Hindl 11 y Xhol

El plasmido pL4440 al igual que las construcciones pGEM-T_Cyp302al, pGEM-
T_Ache y pGEM-T_F2 fueron digeridos con las enzimas Hindlll y Xhol para generar asi
los extremos cohesivos para la ligacion de los dos componentes. Estas digestiones se

realizaron con las condiciones descritas anteriormente en el cuadro 6.
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Una vez realizada la mezcla se incub6 a 37 °C durante 4 horas. Al terminar el tiempo
de incubacién se purifico la digestion mediante el estuche comercial QIAquick® gel
extraction, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6.2.1.4.2 Ligacion

Se llevé a cabo la ligacion de los fragmentos previamente digeridos y purificados, en
el vector de expresion pL4440 como se muestra en el cuadro 7.

Cuadro 7. Mezcla de ligacién de los insertos Cyp302al, Ache y F2 en pL4440.

Componente Cyp302al Ache F2
Buffer 10x 1uL 1uL 1uL
pL4440 2 L (30 ng/pL) 2 UL (28 ng/pL) 1 pL (15.3 ng/pL)
Insertos 6 uL (30 ng/pL) 2 UL (28 ng/uL) 1L (9.1 ng/pL)
T4 ligasa 1uL 1uL 1uL
H-0 ---- 4 uL 6 L
Volumen total 10 uL 10 pL 10 puL

Una vez preparada la reaccion se dejo incubando durante toda la noche a 4 °C.

6.2.1.4.3 Transformacion en E coli HT115 (DE3)

Se realizo la transformacion de E. coli HT115 (DE3) con las ligaciones realizadas
anteriormente de la siguiente manera: en un tubo Eppendorf de 1.5 mL se agregd 10 uL
de cada la ligacion a 200 pL de células HT115 (DE3) competentes, incubando la mezcla
en hielo durante 20 minutos, seguido de un choque térmico de 90 segundos a 42 °C (sin
agitar), tras lo cual de inmediato se colocd en hielo por 2 minutos. Posteriormente, se
afiadio 800 pL de caldo LB y se incubo durante 2 horas a 37°C con agitacion (300 rpm).
Después de este tiempo se centrifugd por 3 minutos a 8 000 rpm eliminando 800 pL del
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medio LB y del resto se tomé 100 pL para dispersar las células en placas LB con

ampicilina (100 pg/uL) y tetraciclina (12.5 pg/uL) y se incubd a 37 °C durante 18 horas.

6.2.1.4.4 Confirmacion de colonias positivas mediante PCR, digestion enzimatica y
secuenciacion plasmidica

Para confirmar que las colonias obtenidas anteriormente realmente presentasen el
vector pL4440 con los insertos, las colonias recombinantes fueron sub-cultivadas en tubos
falcon con 5 mL de caldo LB adicionado con ampicilina (100 pg/uL) y tetraciclina (12.5
Mg/uL) y se incubd a 37 °C con agitacion durante 24 horas. De los cultivos, se realizo
extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina (Sambrook, et al., 1989)
utilizandolo como templado para la realizacion de PCR como se indica en los cuadros 3 y
4. Ademas, también se realizd una digestion del vector con Xhol y Hindlll como se
muestra en el cuadro 6 y, por ultimo, se mandd secuenciar con el iniciador M13 para

corroborar la secuencia correcta.

6.2.2 Induccién de los dsRNA

Para la expresion de los dsSRNA, una colonia de E. coli HT115 (DE3) conteniendo cada
una de las construcciones correspondientes (pL4440 F2, pL4440 Cyp302al,
pL4440 Ache, pL4440-Cyp314al y pL4440 ChsA) y un control negativo (HT115
transformado sélo con pL4440) fueron inoculadas por separado en 20 mL de caldo LB
adicionado con ampicilina a una concentracion de 100 pg/pL y tetraciclina a una
concentracion de 12.5 ug/uL, y éstos fueron cultivados a 37 °C durante 18 horas en

agitacion a 200 r.p.m.

Del cultivo de toda la noche se hizo una dilucion 1:100 en caldo LB adicionado con
ampicilina (100 mg/mL) y tetraciclina (12.5 mg/mL) y se incubo a 37 °C hasta alcanzar
una O.D.s00 por arriba de 0.6, donde fueron tomados 3 mL de cada cultivo y colocados en
tubos Eppendorf y centrifugados a 4 °C. El pellet se guardé a -20 °C y, al resto del cultivo

en matraz se le agrego IPTG a una concentracion final de 0.8 mM vy se incubo a 37 °C en

31



agitacion (200 rpm) durante 4 horas mas. Después del tiempo de induccion de 4 horas se
procedio a recolectar las células de 3 mL de cada uno de los cultivos mediante
centrifugacion a 4 °C. El pellet fue guardado a -20 °C hasta el dia siguiente para la

extraccion de ARN total.

6.2.3 Extraccion de dsRNA

Se realiz0 extraccion de ARNt de cada uno de los pellets (con y sin IPTG) mediante el
protocolo Tri-reagent® de SIGMA. EI ARNt fue re-suspendido en 20 uL de agua libre de
nucleasas estéril. A 15 pL de las muestras les fueron agregadas 1 puL de DNase | RQI de
Promega, con buffer 10 X a una concentracion final de 2 X y H-O para un volumen final
de 20 pL. Las reacciones fueron incubadas a 37 °C durante 30 minutos, después de
transcurrido el tiempo de digestion se les agregd 1uL de solucion de parada (EDTA 25
mM) y éstas se incubaron a 65 °C durante 10 minutos. Las muestras fueron visualizadas
en un gel de agarosa al 1.2 % con buffer de corrida TAE 1X y las concentraciones de
dsRNA fueron estimados por espectrofotometria.

6.2.4 Obtencion de dsRNA de las construcciones mediante transcripcién in vitro

Una manera de corroborar que los tamafios de los fragmentos de dsRNA obtenidos
mediante transcripcion in vivo correspondian al tamafio del transcrito, éstos fueron
comparados con el tamafio de los dsRNA producidas in vitro mediante el estuche
comercial AmpliScribe™ T7 High Yield. Para ello, se realizé una PCR punto final de

cada una de las construcciones con los iniciadores M13 fwd y T7 con las condiciones
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descritas en los cuadros 8 y 9. Posteriormente, estos productos fueron utilizados como
molde para la transcripcién in vitro (Cuadro 10) la cual se incubé a 37 °C durante 4 hrs.
Los productos de la transcripcion fueron visualizados en un gel de agarosa 1.2 % TAE
1X.

Cuadro 8. Mezcla de reaccién para amplificacion con
M13 fwd y T7 a partir de las construcciones.

Componente Concentracion Cantidad
H:0 143 L
Buffer 5X 1X 5uL
MgCl» 5mM 2.0 puL
DNT’s 10 mM 200 pM 0.5 L
T710 uM 0.4 UM 1.0 pL
M13 10 uM 0.4 uM 1.0 uL
Tag DNA polimerasa 5 u 25U 0.5 pL
Templado (ADN 0.70 puL
plasmidico)
Volumen total 25 uL

Cuadro 9. Condiciones en el termociclador para la amplificacion con
M13 fwd y T7 a partir de las construcciones.

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 °C 30 Seg
Alineamiento 52 °C 1.0 min 35
Extension 72°C 30 seg
Extension final 72°C 10 min 1
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Cuadro 10. Mezcla de reaccion para transcripcion in vitro de dsRNA.

Componente Cantidad
H:0 3.5 L
Templado 4.0 uL
Buffer 10x 2.0 yL
ATP 100 mM 1.5puL
CTP 100 mM 1.5puL
GTP 100 mM 1.5puL
UPT 100 mM 1.5puL
DTT 100 mM 2.0 L
Riboguard RNase inhibitor 0.5 uL
AmpliScribe T7 enzyme solution 2.0 uL
Volumen total 20 uL
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7. RESULTADOS

7.1 Amplificacion mediante PCR

Para amplificacion por PCR, los fragmentos Cyp302al, Ache y F2 al igual que los
iniciadores fueron obtenidos por medio del programa E-RNA.i a los cuales se le agregaron
dos sitios de restriccion (Hindlll para el iniciador derecho y Xhol para el iniciador
izquierdo).

Se extrajo ARN y, posteriormente, se generé cDNA, el cual fue utilizado para la
amplificacion mediante PCR obteniendo asi un fragmento de 222 pb para el gen Cyp302al

(Figura 10), 247 pb para el gen Ache (Figura 11) y 313 pb para el gen F2 (Figura 12).

Figura 10. Amplificacién del fragmento Cyp302al. Agarosa TAE 1.2 %. 1: Fragmento Cyp302al
alrededor de 222 pb; 2: Control (-); 3: Marcador de peso molecular 100 pb.

Figura 11. Amplificacion del fragmento Ache. Agarosa TAE 1.2 %. 1: Marcador de peso molecular 100
pb; 2: Control (-); 3, 4: Fragmento Ache alrededor de 247 pb.
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Figura 12. Amplificacion del fragmento F2. Agarosa TAE 1.2 %. 1: Marcador de peso molecular 100 pb;
2: Fragmento F2 de 313 pb; 3: Control (-).

7.2 Clonacion de los fragmentos en el vector pPGEM-T

Para corroborar que las secuencias amplificadas fueran las correctas para los genes
Cyp302al, Ache y F2 y con los respectivos sitios de restriccion Hindlll y Xhol en los
extremos, se llevo a cabo la ligacion de los fragmentos en pGEM-T vy la transformacion
en E. coli DH5a. Una vez obtenidas las células transformantes se procedié a la seleccion
de colonias mediante a-complementacion, las cuales fueron sub-cultivadas en medio LB
adicionado con ampicilina (100 pg/pL) para la realizacion de PCR de colonia y a partir
de plasmido, mediante las condiciones descritas en el cuadro 3 y cuadro 4. Los productos
de PCR de colonia obtenidos de las transformantes pGEM-T_Cyp302al, pPGEM-T_Ache

son mostrados en la figura 13 y pPGEM-T-F2 se muestra en la figura 14.
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la 2a 3a 4a ba 6a 7a 8a 9a 10a 1lal2aM 1c 2c 3c 4c 5¢

Figura 13. PCR de colonia de DH5a transformantes con plasmido pGEM-T_Ache y pGEM-
T_Cyp302al. 1la-11a: colonias transformadas con pGEM-T_Ache; 12a: control (-); M: marcador de peso
molecular 100 pb; 1c-4c: colonias transformadas con pGEM-T_Cyp302al; 5c: control (-).

M 12 3 4 5 6 7 8 91011

Figura 14. PCR de colonia de DH5a transformantes con plasmido pGEM-T_F2. M: marcador de peso
molecular 100 pb; 1-10: colonias transformadas con pGEM-T_F2; 11: control (-).

7.2.1 Confirmacion de colonias positivas mediante digestion y secuenciacion
plasmidica

Para confirmar las secuencias con los sitios de restriccion Hindlll y Xhol, se realizd

extraccion plasmidica a partir de los cultivos anteriores (0GEM-T_Cyp302al, pGEM-
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T_Ache y pGEM-T_F2) mediante lisis alcalina (Sambrook, et al., 1989), de la cual se
realizd una digestion doble con las enzimas Hindlll y Xhol, y comparando los patrones
obtenidos del corte virtual mediante Serial Cloner® contra los obtenidos en el analisis
electroforético (Figura 15, 16 y 17). Ademas, con el estuche comercial “QIlAprep® Spin
Miniprep” se extrajo mas ADN plasmidico de cada una de las construcciones y fueron
enviados a secuenciar a Eurofins Operon con el iniciador universal M13. La secuencia
obtenida (Sbjct) se analizd6 mediante un alineamiento local con el programa en linea
BLAST generando de un 99-100 % de identidad con las secuencias obtenidas en el
programa E-RNAI para la produccién de dsSRNA_Cyp302al, dsSRNA_Ache y dsRNA_F2
con las respectivas secuencias de los sitios de corte Hindlll y Xhol (Query) (Figura 18,
19y 20).

Restriction analysis of pGEM-T_Cyp302al.xdna [Circular]
Incubated with ¥Xhol + HindIII

2 fragments generated.

1: 3,027 bp - From XholI[274] To HindITI[&4]

2: 210 bp - From HindIII[&4] To XhoI[274]

3000
2000

300
200

EHE
| LTI 111

Figura 15. Digestion enzimatica de ADN plasmidico pPGEM-T_Cyp302al con Hindlll y Xhol. En la
figura se muestra el corte enzimatico virtual mediante Serial Cloner y el andlisis electroforético. 1: pGEM-
T_Cyp302al sin digerir; 2: pPGEM-T_Cyp302al digerido con Hindlll y Xhol; M: 100 pby 1 Kb.
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Restriction analvsis of pGEM-T Ache.xdna [Circular]
Incubated with Xhol + HindIII

2 fragments generated.
1: 3,027 bp - From XhoI[299] To HindITI[64]

2: 235 bp - From HindIII[&64] To XhoI[299]

g g8

B 8E8%a8
| LI 11

g8

Figura 16. Digestion enzimatica de ADN plasmidico pGEM-T_Ache con Hindlll y Xhol. En la figura
se muestra el corte enzimatico virtual mediante Serial Cloner y el analisis electroforético. 1: pPGEM-T_Ache
sin digerir; 2: pPGEM-T_Ache digerido con HindlIl y Xhol.

Restriction analysis of pGEM-T+Trombina.xdna [Circular]
Incubated with HindIII + Xhol

2 fragments generated.
1: 3,027 bp - From XhoI[365] To HindIII[64]

2: 301 bp - From HindIII[64] To XhoI[365]

88

L
| LTI 11

g

Figura 17. Digestion enziméatica de ADN plasmidico pPGEM-T_F2 con Hindlll y Xhol. Se muestra el
analisis de la digestion virtual mediante serial cloner y el anélisis electroforético del ADN plasmidico
pGEM-T_F2 (M: marcador peso molecular 100 pb; 1-2 ADN plasmidico digerido con Hindlll y Xhol).
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Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

Plus/Minus

0/222(0%)

214/222(96%)

8e-106

366 bits(198)

1
Figura 18. Alineamiento local de la secuencia de Cyp302al mediante BLAST: Se observa un 96 % de

identidad del fragmento Cyp302al generado en E-RNAI (Query) respecto a la secuencia clonada en pGEM-

T (Sbjct).

Query

Shict 206
Query 6l
Shict 236

Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

Plus/Minus

0/247(0%)

245/247(99%)

le-129

4465 bits(241)

Query &1
Sbjct 262

121

Query
shjct 282

Query 241
Sbjct 82

Figura 19. Alineamiento local de la secuencia de Ache mediante BLAST: Se observa un 99 % de
identidad del fragmento Ache generado en E-RNAI (Query) respecto a la secuencia clonada en pGEM-T

(Sbjct).
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Strand

Identities

Score

Gaps

Expect

Plus/Plus

0/308(0%)

308/308(100%)

Be-167

569 bits(308)

31e
921

383 CTCTCGAG

183
Figura 20. Alineamiento local de la secuencia de F2 mediante BLAST: Se observa un 100 % de

identidad del fragmento F2 generado en E-RNAI (Query) respecto a la secuencia clonada en pGEM-T

(Sbjct).

Sbjct 914 CTCTCGAG

Sbjct 734
Sbjct 794
Query 243
Sbjct 854

Query
Query

Query
7.3 Sub-clonacién de los fragmentos en pL4440

Para la obtencion de dsRNA especificos para los genes Cyp302al, Ache y F2 se realizd

sub-clonacion de los insertos en el vector de expresién pL4440. Se generaron extremos

cohesivos liberando los fragmentos de las construcciones pGEM-T mediante digestion
enzimatica con Hindlll y Xhol. Asimismo, el vector de expresion pL4440 fue digerido

con las enzimas antes mencionadas (Figuras 21, 22).
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Restriction analysis of pGEM-T Ache.xdna [Circular]
Incubated with Xhol + HindIII

2 fragments generated.
1: 3,027 bp - From XhoI[299] To HindIII[64]

2: 235 bp - From HindIII[64] To XhoI[299]

Bestriction analysis of pGEM-T_Cyp30Zal.xdna [Circular]
Incubated with ¥hol + HindIIT

-

2 fragments generated.

1z 3,027 bp - From XhoI[274] To HindIII[&4]
2: 210 bp - From HindIII[&4] To XhoI[274]
10000  — 10000 ——

8000  e— 5000  —

6000  w— 6000  —

5000 w— 5000 —

4000 — 4000 e—

000 — 00) w—

500 — 2500 —

2000 — 2000 —

1500 em— 1500  em—

1000  o—— 1000  e——

800 — 800  e—

600 — 600  e—

000 — 00 —

200 — — 0 —

Figura 21. Digestién enzimatica con Hindlll y Xhol de pGEM-T_Cyp302al, pGEM-T_Ache y
pL4440. 1: pGEM-T_Cyp302a1 sin digerir; 2: pPGEM-T_Cyp302al digerido con Hindlll y Xhol; 3: pGEM-
T_Ache sin digerir; 4: pGEM-T_Ache digerido con Hindlll y Xhol; 5: pL4440 sin digerir; 6: pL4440
digerido con HindlIl y Xhol; M: marcador de peso molecular 100 pb.

42



Bestriction analysis of pGEM-T+Trombina.xdna [Circular]
Incubated with Xhol + HindIII

-

2 fragments generated.

1:

[¥L)

, 0

]

7T bp - From XhoI[3635] To HindIII[G4]

-

2: 301 bp - From HindIII[64] To XhoI[365]

1 2 3 4 5 M

g
| LI EEEEITET

8
I

Figura 22. Digestion enzimatica con Hindl 11y Xhol de pGEM-T_F2y pL4440. 1: pPGEM-T_F2 digerido
con Hindlll y Xhol; 2: pGEM-T_F2 sin digerir; 3: pL4440 digerido con Hindlll y Xhol; 4: pL4440 sin
digerir; 5: pL4440 digerido con Hindlll y Xhol; M: marcador de peso molecular 100 pb.

Una vez realizada la digestion se procedio al corte y purificacion de la banda liberada,
se realizo la ligacion de cada uno de los fragmentos en el vector de expresion pL4440
(pL4440_Cyp302al; pL4440_Ache; pL4440 F2) (Figuras 23, 24 y 25) y transformacion
de células HT115 (DE3) con estas construcciones.
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30._411 17|
L4440_Cyp202a1 xdna - 2879 nt

1114._1142_Amp prom

Figura 23. Mapa de construccion de pL4440_Cyp302al. Se muestra el inserto Cyp302al ligado al vector

de expresién pL4440 flanqueado por los dos promotores T7.

L4440_Achexdnsa - 2004 nt

_|_

1068.. 628 F1 oril

11331167 Amp prom)

pR_1407... 2066
Figura 24. Mapa de construccion de pL4440_ Ache. Se muestra el inserto Ache ligado al vector de

expresién pL4440 flanqueado por los dos promotores T7.
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173 HindIll

||TB...474 insert from PCR{trombina.xdna

\\{\ \ 74 Xhol
nt

521,502 T7]
548531 W13 ]

- 2070

L4440_F2 xdna
£

Figura 25. Mapa de construccion de pL4440_ F2. Se muestra el inserto F2 ligado al vector de expresién

pL4440 flanqueado por los dos promotores T7.
7.3.1 Confirmacion de colonias positivas mediante digestion y secuenciacion

A las colonias obtenidas en la transformacion se les realiz6 extraccion de ADN
plasmidico para posteriormente realizar una digestion con Hindlll y Xhol con la finalidad
de confirmar la presencia de los fragmentos de interés Cyp302al, Ache y F2 (Figuras 26
y 27). Ademas, estos mismos plasmidos fueron empleados para secuenciar el inserto y de

esta manera corroborar la correcta sub-clonacién (Figuras 28, 29 y 30).
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Bestriction analysis of L4440 _cyp302al.xdna [Circular]
Incubated with Xhol + HindIII

2 fragments generated.
1: 2,769 bp - From EhoI[383] To HindIII[173]

2: 210 bp - From HindIII[173] To XhoI[383]

Restriction analysis of 14440_Ache.txt.xdna [Circular]
Incubated with Xhol + HindIII

2 fragments generated.

1: 2,769 bp - From ¥hoI[408] To HindIII[173]

2: 235 bp - From HindIII[173] To Xhol[408]

10000

5 858 4 EHE 8BS

LI THT
b

LT

]
I
I
]
I
I

Figura 26. Digestion enzimatica de ADN plasmidico pL4440_Cyp302al y pL4440_Ache con HindlII
y Xhol. Se muestra el analisis de la digestion virtual mediante serial cloner y el analisis electroforético del
ADN plasmidico (1: pL4440 Cyp320al; 2: pL4440_Ache digerido con HindlIl y Xhol).

Restriction analysis of L4440 _F2.xdna [Circular]
Incubated with HindIII + Xhol

2 fragments generated.

1: 2,769 bp - From XhoI[474] To HindIITI[173]
2z 301 bp - From HindITI[173] To XhoI[474]
4000
3000

00

=
L LI 111

m

g

Figura 27. Digestion enzimatica de ADN plasmidico pL4440_F2 con Hindlll y Xhol. Se muestra el
analisis de la digestion virtual mediante serial cloner y el andlisis electroforético del ADN plasmidico (M:
marcador pesos molecular 100 pb; 1-3 ADN plasmidico digerido con Hindlll y Xhol).
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Aedes aegypti AAELO15655-RA (CYP302A1), partial mRMNA
Sequence ID: XM_001647515.2 Length: 1548 Number of Matches: 1

Range 1: 183 to 387 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
335 bits(181) 3e-38 197/205(96%) 0/205{0%) Plus/Minus
Query 1 GCOATACACATTOOEACGETCTCTACGETACTTOGLGAGTGCTATATGACTTCGACGCGA 6@
e it N ki i
Query 61  TGOATAGATTCCOGGCOTTCTGTCATTCAATACAGCGOCOATGTCGTTTGOATCGTACAG 128
oy v i
Query 121 CCAAACGATGTCCTOACCOOGOACCATAGTTTCACGTACGATCAGECCATACTCTTCGTA 188
e 367 SUHRHC ORI A e
Query 181 CTTGQTCTTQTCCAGACTCATGCAGG 285
gy e

Figura 28. Alineamiento local de la secuencia de Cyp302al mediante BLAST: Se observa un 96 % de
similitud del fragmento Cyp302al generado en la sub-clonacién con la reportada en GenBank
(XM_001647515.2) utilizada para la amplificacion de Cyp302al.

Aedes aegypti AAEL000511-RA partial mRMNA
Sequence ID: XM_001656927.2 Length: 1596 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 234 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
412 bits(223) le-111 227/229(99%) 0/229(0%) Plus/Minus
Query 2 CCOGAAAGTCACCAAATACTATGTCCACAATCTORACGCAAGAGTTCGATEGCGTTGT &1
, ||||||||||||||||||||| LLLEDULEL LR LR EL L LT LT LT
Sbjct 234 ACCCOGAAN CTATGTCCACAATCTEOACGCAAGAGTTCGATGGCGTTGT 175
ittt niiinimdi i
Sbjct 174 GGCGTTCAGCACTCCCGTCCA COACTOOTCOOGGATOCCAGAATCTCAATEOOCC 115
i hin iRl e
Sbjct 114 CAGAGGAGGCTGTGCGTATGOGATGCCAAGCCATGCGTCTACTTTCTTTCCACTTGEAGC 55
s titiniiiigsitipidoniiinini S
Sbjct 54 TTCGAGTGTGAGTCCTCATACCTTACCTTTATCCGTGGTGATCAGCAAL &

Figura 29. Alineamiento local de la secuencia de Ache mediante BLAST: Se observa un 99 % de
identidad del fragmento Ache generado en la sub-clonacion con la reportada en GenBank
(XM_001656927.2) utilizada para la amplificacion de Ache.
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Homeo sapiens coagulation factor Il, thrombin (F2), transcript variant 1, mRMNA
Sequence ID: NM_000506.4 Length: 2057 Mumber of Matches: 1

Range 1: 644 to 938 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
540 bits(292) 8e-150 294/295(99%) 0/295(0%) Plus/Minus
Query 9 AGTTGAGGTCGCAGTACCCAAAGTCGCCAGGCTTCCCOGECACATAGCACCACACGCCCT &8
, FLLLETELE L EEE R L L L e LE L LR e L]
Sbjct 938 AGTTGAGGTCGCAGTACCCAAAGTCGLCAGGCTTCCCGGCCACATAGCACCACACGCCCT 879
o ittty niini e
Sbjct 878 CCTCATCCCCGTCTGGATTGLGGCAGAAGTTCTCCACCAGCTGCACAGCTOAGTTGAAGT 819
Query 129 CCTGGTGCTTGCTCAGGGCCT TGGCCTATGCGCTGGCCCAGGOCAGOCAGGROAGCCCAT 188
, CLLLERELEL UL LR e Lt e e L e r e LE L P LR e Ll
Sbjct 818 CCTGGTECTTGCTCAGGGCCT TGGLCTATGLGCTGGCCCAGGOCAGRCAGGEGAGCCCAT 759
o ittty
Sbjct 758 GTGTGGTCACCGCCAGECOCCCCTGATACTGCTACCCCCOATCAGGOACACACTGCTCCA 699
e initinnntnniimitinniigininthniEe
Sbjct 698 ATGGAGGTGACAGATTCACACTGGAGCCTTCGGAGCGTGEAGTCATCGCTACAGT 644

Figura 30. Alineamiento local de la secuencia de F2 mediante BLAST: Se observa un 99 % de identidad
del fragmento F2 generado en la sub-clonacién con la reportada en GenBank (NM_000506.4) utilizada para
la amplificacién de F2.

7.4 Induccion y extraccion de dsRNA

Para la obtencion de dsRNA a partir del sistema in vivo se llevo a cabo la induccion de
un cultivo bacteriano una vez que este alcanza una ODeoo arriba de 0.6 mediante la adicion
de IPTG a una concentracion de 0.8 mM. El ARN total fue extraido a partir de células sin
inducir e inducidas con IPTG durante 4 hrs a 37 °C empleado el protocolo de Tri
Reagent® de Sigma Aldrich, el cual posteriormente fue incubado con DNAsa | RQI. Las
extracciones fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1.2 % con TAE 1X. Los
resultados mostraron la induccion de dsRNA en todas las construcciones excepto para el
vector L4440 _ChsA. Los tamafios obtenidos de los fragmentos de dsSRNA fueron mayores
al tamafo del fragmento clonado, sumando alrededor de 198 pb adicionales (Figuras 31y
32). La concentracion de dsRNA producidos por 3 mL de cultivo fueron estimados por

espectrofotometria (Figura 33).
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A
Figura 31. Extraccion ARN total sin tratamiento con DNase I. A) Sin inducir. 1: L4440; 2: L4440_F2

(511 pb); 3: L4440 _Ache (445 pb); 4: L4440 _Cyp302al (420 pb); 5: L4440 Cyp3l4al (403 pb); 6:
Marcador de peso molecular 1 kb. B) Con induccion. 1: Marcador de peso molecular 1 kb; 2: L4440; 3:
L4440 F2 (511 pb); 4: L4440 _Ache (445 pb); 5: L4440 Cyp302al (420 pb); 6: L4440 Cyp314al (403

pb).

Figura 32. Extraccion ARN total tratado con DNAsa I. A) Sin inducir. 1: L4440; 2: L4440_F2 (511 pb);
3: L4440_Ache (445 pb); 4: L4440_Cyp302al (420 pb); 5: L4440 _Cyp314al (403 pb); 6: Marcador de
peso molecular 1 kb. B) Con induccién. 1: L4440; 2: L4440 _F2 (511 pb); 3: L4440 _Ache (445 pb); 4:
L4440 Cyp302al (420 pb); 5: L4440 _Cyp314al (403 pb); 6: Marcador de peso molecular 1 kb.
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Cuadro 11. Cuantificacion de dsRNA obtenido mediante transcripcion in vivo.

dsRNA Concentracion (ng/uL)
L4440 985.3
F2 3250.1
Ache 1855.3
Cyp302al 1342.7
Cyp314al 1840.9

7.5 Obtencion de dsRNA de las construcciones mediante transcripcion in vitro

El ADN plasmidico fue utilizado para amplificar el fragmento correspondiente al
inserto mas los promotores T7, mediante PCR punto final y, con los iniciadores M13 Fwd
y T7. Se utilizaron los productos para la transcripcion in vitro mediante el estuche
comercial AmpliScribe™ T7 High Yield Transcription. Los productos fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1.2 % TAE 1X (Figura 33).

Figura 33. Transcripcion in vitro a partir de los productos de PCR de M13 Fwd y T7. Carril 1: L4440;
Carril 2: L4440_F2; Carril 3: L4440_Ache; Carril 4: L4440_Cyp302al; Carril 5:L4440_Cyp314a1l; Carril
6: L4440-ChsA; Carril 7: Control (+): Carril 8: Control (-) H-0; Carril 9: Marcador de peso molecular 1 kb.
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Cuadro 12. Cuantificacion de dsRNA obtenido mediante transcripcion in vitro.

dsRNA Concentracion (ng/pL)
L4440 17,565.3
F2 18,222.7
Ache 15,001.2
Cyp302al 18,176.8
Cyp314al 17,702.4
ChsA 17,034.1
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8. DISCUSION

Actualmente el dengue es una de las arbovirosis mas importantes debido al gran
namero de casos registrados en México, asi como en el estado de Tamaulipas, radicando
su importancia en los cuadros clinicos que éste presenta. Al no existir vacuna o tratamiento
actualmente disponible contra el virus, se han centrado los esfuerzos en el control del
principal vector transmisor “Ae. aegypti .

Estudios recientes han utilizado la técnica de RNAI para controlar poblaciones de larvas
y adultos de Ae. aegypti o bien para aumentar la susceptibilidad a insecticidas (Pridgeon
2008; Coy et al., 2012; Singh et al., 2013; Bona et al 2016), sin embargo, estos estudios
han utilizado siRNA, sintetizados quimicamente, o bien dsRNA obtenidos a través de una
transcripcion in vitro mediante la T7 RNA polimerasa, siendo solo un estudio el que
reporta un sistema in vivo para la produccion de dsRNA (Kumar et al., 2016). Este sistema
de produccidn in vivo ha sido empleado en el control de otros insectos, coincidiendo los
autores en que es una estrategia conveniente debido a que se obtiene mayor cantidad de
dsRNA, es una técnica econdmica, relativamente sencilla y rapida (Kamath et al., 2000;
Ongvarrasopone et al., 2007; Zhu et al., 2010; Rivera et al., 2011; Timmons et al., 2011,
Zhang et al., 2012; Lima et al., 2014; Kim et al., 2015; Schumpert et al., 2015; Kumar et
al., 2016). En este trabajo se llevo a cabo la produccion de dsRNA especificos contra
genes necesarios para el desarrollo y sobrevivencia de Ae. aegypti a través de un sistema
de expresién bacteriano, el cual sera posteriormente evaluado como posible empleo en el

control del vector del dengue.
8.1 Construccion de vectores de expresion de dsRNA

Los genes utilizados para la construccion de los sistemas de expresion fueron elegidos
en base a estudios previos donde utilizan genes del sistema citocromo p450 y Ache como

blancos para el bloqueo génico en plagas de insectos (Kumar et al., 2009; Killiny et al.,
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2014; Jin et al., 2015). Algunos insecticidas han sido desarrollados para dirigir su accién
contra productos de estos genes, ademas de que estos genes son expresados durante el
desarrollo larvario por lo que su bloqueo producird su muerte antes de que pueda infectar
al humano en fase adulta. También se realizé una construccién con un fragmento del gen
de trombina humana (F2), esto con el objetivo de obtener dSRNA de un gen no presente

en Ae. aegypti para utilizarlo como control negativo en bioensayos futuros.

Los iniciadores utilizados para la amplificacion de los fragmentos de los genes Ache,
Cyp302aly F2 fueron disefiados mediante el programa E-RNAI a partir de las secuencias
reportadas por Nene et al., 2015 para el gen Cyp302al, Mori et al., 2007 para el gen Ache
e Ismail et al., 2017 para el gen F2. Este programa evalUa la secuencia de entrada para
poder determinar si el dSRNA disefiado no afecta a algin otro gen y realiza un corte in
silico de la secuencia en fragmentos de 18 a 25 nt (SiRNA) evaluando asi la eficiencia y
especificidad de los fragmentos (Arziman Z. et al., 2005). El tamafio de los fragmentos
obtenidos en la PCR fue de 222 pb del gen Cyp302al, 247 pb del gen Ache y 313 pb del
gen F2, los mismos fueron clonados en pGEM-T.

Se utilizo el plasmido de expresion L4440 ya que es especifico para la produccién de
dsRNA debido a que contiene dos secuencias promotoras T7 para expresion bidireccional
flanqueando el fragmento de interés. Células HT115 (DE3) fueron utilizadas para la
transformacion de estas construcciones, ya que es una cepa especializada en la produccion
de dsRNA por la mutacion en el gen que codifica para RNasa 111 (rnc14), lo cual permite
la acumulacién de dsRNA sin ser degradado enzimaticamente. Aunado a esto, expresa la
T7 RNA polimerasa bajo el promotor LacUV5 inducible mediante lactosa o un analogo
como el IPTG, la cual es necesaria para la transcripcion a partir de plasmidos que posean

el promotor T7.

La transformacion mediante choque térmico permitio la internalizacion de cada una de

las construcciones y colonias recombinantes fueron obtenidas. La secuenciacion del ADN
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plasmidico confirmd la correcta sub-clonacion de los fragmentos de los genes Cyp302a1l,
Ache y F2 obteniendo una identidad de 96, 99 y 99 % respectivamente respecto a las

secuencias de estos genes reportadas en NCBI.

8.2 Induccion y extraccion de dsRNA

Para la obtencion de los fragmentos dsSRNA a partir del sistema bacteriano, como se
menciono anteriormente, el vector poseé la caracteristica de tener dos promotores T7 que
en posicién invertida conduciendo a la produccién de dsRNA sin necesidad de pasos
adicionales. De acuerdo con trabajos anteriores (Ongvarrasopone C., et al., 2007), se
realiz6 la induccion en el momento en que el cultivo llegd a O. D.soo de 0.4 a una
concentracion de 0.4 mM de IPTG y 4 hrs de induccion, sin embargo, los resultados no
fueron favorables ya que no se observo las bandas correspondientes a los dsRNA, por lo
que se probaron otras concentraciones de IPTG (0.01, 1 y 2 mM) (Kim E., et al., 2015,
Lima P. et al., 2014, Zhu F. et al., 2010) y aumentando el tiempo de induccién 1 hr
adicional. Los resultados mostraron una banda en la construccion L4440 _ChsA en todas
las concentraciones de IPTG, sin embargo, ésta estaba presente incluso en las muestras de
ARN extraido a partir del cultivo sin inducir, por lo que se llegé a la conclusién de que no
era dsRNA. Posteriormente, se prob0 la induccion cuando el cultivo alcanzé la O.Deoo por
arriba de 0.6 con una concentracion final de 0.8 mM de IPTG y tiempo de induccion de 4
hrs a 37 °C (Zhang Y. et al., 2014). Los resultados de la extraccién de ARNt muestran
bandas en la induccion de las células HT115 transformadas con las construcciones
L4440 _F2, L4440 _Ache, L4440 _Cyp302al, L4440 Cyp3l4al y en las células HT115
transformadas Unicamente con el vector L4440 sin ningun inserto. Esto se explica debido
al sitio de clonacion maltiple (223 pb) que se encuentra en medio de los promotores T7' y,
por lo tanto, también es transcrito (Figura 34). En las células transformadas con la

construccion L4440_ChsA no se visualizo ninguna banda.
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Figura 34. Parte de la secuencia del vector de expresion L4440. Se muestra en los recuadros rojos la

posicion de los promotores T7 y entre estos el sitio de clonacion maltiple (223 pb).

El tamafio de las bandas observadas en las construcciones fue alrededor de 198 pb
mayor al tamafio esperado, esto ocasionado por la posicion del inserto después de los
promotores T7, ya que los insertos fueron clonados en los sitios de restriccion Xhol y
Hindlll quedando una parte de la secuencia del vector (155 pb) entre el promotor T7 y el
sitio Hindlll y otra parte de la secuencia del vector (43 pb) entre el promotor T7 y el sitio
Xhol, ésto también se puede observar en la figura 34. Por lo tanto, los productos obtenidos
para cada construccion son: dsSRNA _L4440: 223 pb, dsSRNA_F2: 511 pb, dsSRNA_Ache:
445 pb, dsSRNA_Cyp302al: 420 pb y dsSRNA_Cyp314al: 403 pb.

La transcripcion in vitro se realizé para tener un control positivo y reafirmar que el
tamafo de las bandas obtenidas en la transcripcion in vivo correspondian a los dsSRNA de
las construcciones, ademas, serviria para comparar la concentracién de dsRNA obtenido
en cada metodologia (tanto in vivo como in vitro). La visualizacion en el gel de agarosa

mostrd el mismo tamario de las bandas que en la transcripcion in vivo, ademas se
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logré obtener el dSRNA-ChsA no obtenida anteriormente en el sistema bacteriano. Dado
los resultados observados en el control negativo (HTT15 L4440 sin inserto) y al
tratamiento con DNasa | se puede concluir que los fragmentos obtenidos tanto in vivo
como in vitro corresponden a los dsRNA_F2, dsRNA_Ache, dsRNA_Cyp320al y
dsRNA-Cy314al.

Al cuantificar las concentraciones de dsSRNA obtenido mediante el sistema bacteriano
se observan cantidades inferiores a las obtenidas in vitro pero mayores a las obtenidas en
el trabajo de Kim E., et al., 2015, para el gen Integrina 31 (SeINT) de Spodoptera exigua,
produciendo un poco mas de 500 ng/uL de dsRNA y a las concentraciones obtenidas por
Romo C., 2014, para el gen wsv151 del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV)
del camaron, obteniendo un promedio de 958 ng/uL de dsRNA. Segun lo reportado por
Kim E., et al., 2015, una concentracion de 350 ng/uL fue suficiente para producir
actividad maxima de insecticida mediante la alimentacion con E. coli transformada e
inducida, por lo que las concentraciones obtenidas en este trabajo podrian ser suficientes
para realizar los bioensayos futuros. Sin embargo, comparando éstas con las de algunos
otros estudios como los de los de Tenllado F., et al., 2003, Ongvarrasopone C., et al.,
2007, Zhang Y., et al., 2012 y Posisri P., et al., 2013, en los que obtienen altas
concentraciones desde 4 pg/mL hasta 30 pg/mL, si lo que se pretende es la produccion a
una mayor escala, nuestros valores resultan bajos, por ello se debe trabajar en la
optimizacion de la induccién para lograr la obtencion de una mayor cantidad de dsRNA

que pueda ser utilizado en estudios de laboratorio y campo y que resulte mas econémico.
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9. CONCLUSIONES

1. Se logrd la construccion de los sistemas de produccion in vivo mediante la
amplificacion y clonacion de los fragmentos de los genes Cyp302al, Ache y F2 en
el vector de expresion pL4440, denomindndose pL4440 Cyp302al,
pL4440_Ache y pL4440_F2.

2. Se consiguid la produccion in vivo de dsRNA de las construcciones
pL4440 Cyp302al, pL4440_ Ache, pL4440 F2y pL4440 Cyp3l4al, obteniendo
en promedio 1.8 pug de dsRNA por 3 ml de cultivo celular con O.Deoo de 1.

3. Se obtuvieron dsRNA sintetizados de manera in vitro a través de la enzima T7 de
AmpliScribe utilizando las construcciones, obteniendo en promedio 20 pg/pL a

partir de 1 pg de producto de PCR.

4. A pesar de obtener mayor concentracion de dsRNA a través de la transcripcion in
vitro, considerando los costos en reactivos y los procesos para la obtencion del
templado a transcribir y la transcripcion por RNA polimerasa T7, la produccion
de dsRNA mediante un sistema de transcripcion bacteriano sigue siendo una
alternativa econdmica, facil y eficiente, por ello es importante implementar una
estrategia para la mejora de su produccion a partir de las construcciones realizadas

en este trabajo.
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10. PERSPECTIVAS

1. Optimizar las condiciones de induccion y extraccion de dsRNA de las células
HT115 (DE3) para la obtencidn de una mayor cantidad.

2. Llevar a cabo la evaluacion bioldgica con cada dsRNA producidos en este trabajo
(dSRNA-L4440, dsRNA-F2, dsRNA-Ache, dsRNA-Cyp302al y dsRNA-
Cyp3l4al) en larvas de Ae. aegypti neonatas, asi como en otros organismos

cercanos para evaluar la especificidad de estos dsSRNAs.

3. Realizar la evaluacion bioldgica de los dsSRNA producidos in vitro en larvas de Ae.

aegypti neonatas, comparando su efecto con los dsRNA producidos in vivo.

4. Estudiar el efecto de estos dSRNA en un formulado que evite su degradacion en el

agua, y que contenga un atrayente para una mayor ingestion por las larvas.
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