Y s UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

onodit
S EOFOED

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Competencia vectorial para transmitir virus dengue y virus Zika
en los mosquitos Aedes aegypti colectados en Puente de Ixtla,
Morelos.

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G O

P R E S E N T A
IVONNE FRANCO QUITERIO

DIRECTOR DE TESIS
Dra. Rosa Victoria Pando Robles

Co-Directora
Biol. Maria Elizabeth Santana Roman

CUERNAVACA, MORELOS A SEPTIEMBRE, 2021



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
Licenciatura en Biologia

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Programa Educativo de Calidad Acreditado por el B
ESTADO DE MORELOS
@
DE CIENCIAS
BIOLOGICAS Cuernavaca, Morelos a 15 de mayo de 2021

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto, los catedraticos suscritos comunicamos a Usted, que hemos revisado el
documento que presenta la Pasante de Biologo: IVONNE FRANCO QUITERIO, con el titulo
del trabajo: Competencia vectorial

para transmitir virus Dengue y virus Zika en los mosquitos Aedes aegypti colectados
en Puente de Ixtla, Morelos. En calidad de miembros de la comision revisora,
consideramos que el trabajo reune los requisitos para optar por la Modalidad de Titulacién
por Tesis como lo marca el articulo 4° del Reglamento de Titulacion Profesional vigente de
la Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

ATENTAMEN
TE

Por una humanidad culta

JURADO REVISOR FIRMA

PRESIDENTE: DR. VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ

SECRETARIO: DRA. VERONICA OBREGON BARBOZA

VOCAL: DRA. ROSA VICTORIA PANDO ROBLES }%3

SUPLENTE: DR. CUAUHTEMOC JUAN HUMBERTO LANZ MENDOZA

SUPLENTE: BIOL. ELIZABETH SANTANA ROMAN

Av. Universidad 1001, Col. Chamilpa, C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047
Www.uaem.mx/organizacion-institucional/unidades-academicas/facultades/ciencias-biologicas



http://www.uaem.mx/organizacion-institucional/unidades-academicas/facultades/ciencias-biologicas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el
ACUERDO GENERAL PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA

POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario
competente, amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es vdlido
de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELQOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electréonico

MARIA ELIZABETH SANTANA ROMAN | Fecha:2021-09-10 21:18:10 | Firmante
A5dmLL8dTphdavzjFQhCfoniGLoXpJ2WESOIpYMUuxydJthtGtCt4wPtc62jz7ChY5T80dZXisrWeQdxYd+RUWLtY Sx8IXvrhEGAeX1aHWhzsd2yohLAWQDmMBIQSKY JM+KpY QBe
MDKc4Y/1D/zZWHICLmSWF4x32c7M9IxFY X2uDI31457G2KdvayE51HaKcqGEbcjBruwéijhgO0bH40RgZ Y h3X0e4NV A5Z3I5fSx1QBFaMhliuleNOuRpgZbAPDCZY ky XcgBUEGpX
s0Z9q/1j33pMDpEz2cX11cLCIQTxvSGhIX9PerK0TgOY QkV xyz6vwBVIWET ptvH/5gGLOQUKIA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o escaneando el cédigo
QR ingresando la siguiente clave:

CzrEQO

-
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/hleHI54ZZDD0CesS3MbsQwL 7oiHchHle







UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de
conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA LA CONTINUIDAD DEL
FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL
VIRUS SARS-COV2 (gCOVID-] ?) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del
funcionario universitario competente, amparada por un certificado
vigente ala fecha de su elaboracion y es vdalido de conformidad con
los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELQOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

VERONICA OBREGON BARBOZA | Fecha:2021-10-20 14:56:45 | Firmante

MY+GSqGDJ3QuOclstVHA+3F51Pkni ArDbiCIwDx8thLQkoD1Eu3mZoXntHbFJIGg8uwgpgT89+M7HnH3800Q+0Q3B826CWx41u02N5L8
fzhobkR+mpd08efx8gL8Etpm5yvwNQ

9929Xs6tQOtu7j T7kIkXJIF5ZaCSRCICOKrHXANgkZ7GY LkkApgANV FAsAT JlajzLd27xfqri4vI8W/UrRRhidck21U0UVd+QrFHowYESj9Au
TxDJgvt4s+hc15PkptH7gQ3G+ZR2EGB ZGVIWKAfWQ+gOzdUCIbThIV6gvOsMXFTsWgzml+HnxE+tXdsQ2kA/s+rPJFZTiaMjm1PA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la
siguiente direccion electrénica o escaneando el cédigo QR
ingresando la siguiente clave:

XoK5Nt7sn

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/qNRe KQHjO0ZcDEFIrY vQIANSYVHIPsTkZ



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/qNReKQHj0ZcDEF9rYvQlANSyVH9PsTkZ

UNIVERSIDAT AUTOROMA DIL
ESTADO DE MORELOS

Se E}gide eU)resente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA

LA NTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIWERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

g%’m;ﬁ;%ngRGENcm SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COWV2 (COVID-19) emitido el
e 1

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionaro universitario competente,
amparada r un_ certificade vigente a la fecha de su elaboracion EAES valido de conformidad con los
LI MIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA UNNERSIDAD AUTOMNOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

CUAUHTEMOC JUAN HUMBERTO LANZ MENDOZA | Fecha 2021-08-30 16:17:50 | Firmante

KMk PODX D6 wE RLA QPR AD I G T 0G50 Y CxgsWhMEp LTS kM G TAIGEMY AR C XETEREVNIgaXNaZs 62V dVIa TNEDS WS FVET dR Ung P H TOEZEDMEVE Uik R2 CXwag 1 +gAxLT
GMMGEHPLWM g+ bFUIBUBZCESY|qKh3tS R vpiL bS5+ ELIT o A03+ LSV ZK iy al VT KakIMIgID S D SjmS a2 KaqypHoviS G MEPT 1 afS xHOEDeUV cEODwD glcBwTHWm
2 JFWpXIEYBEZYZMNC S S+ bR DNAEXTOLMCUO-HE Iy WeS PN oG T VA D30z P D=

Pusds verificar la autsnil del nte en la sigulente direccion electrénica o
sECansando &l codige @R Ingresando i3 sigulents clava:

ezaiC4x

hittps:ieNmma. LEem. MR EpUaKNPEHD OASTEIC AAT PaZUDASEW | MK SNIW

Una universﬂaddecxcelmgig :




INDICE

Lista de abreviaturas...........ccooiiiiiiiiiii e |
LT T 3 T 11 = R I
INAICE 0@ tABIAS.......ccevuuiiiiiiiiieiec e eee e e e e e e e e e e e e e saa e s essaa s s e raaansernannaenns |
RESUMEN. ..ttt r e ri s e s s s saan s s s saan s sanssaansasnssannsannnsnnnsnnns ]l
1.- INTRODUGCCION. ...t tetttuuueeeeeerennuaeeeeeeeenssaseaeeenennasssseeeeesnnnssseaeeensnsnsseseeeens 1
1.1.- Epidemiologia de DENV y ZIKV........oiii e 1

1.2.- Generalidades de DENV Y ZIKV........oiiiii e 5

1.3.- Ciclo de replicacion de DENV y ZIKV.........oooiiiie, 7

1.4.- Ciclo de transmision de [0S arboVirus. ........ccooviiiiiii e, 9

1.5.- Biologia del mosquito VECIOr. ... ..o 11

1.6.- Interaccion de los arbovirus con el mosquito vector..............c.ccooevieennn. 15
1.6.1.- Sistema inmune del MoSqQUIt0...........ocviiiiiiii 18

1.7.- Capacidad vectorial y Competencia vectorial.............c.cooiiiiiiiiiiiinennt. 21

2.- ANTECEDENTES. . it iiiiiiii i i i s e s s s s sas s s s sannsasn s sannsannssannsnnrnns 23
3= JUSTIFICACION. .. ctuieieueeetneeeeeueeeeau e eeaneeesnneeeannsernnseannseennssernnnsernnseennneeens 25
A= HIPOTESIS. .. uuaeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeeesss e s e e s e e eeeeeeeeeneesnsssn e e e e e eeaeaaaeeeeeennnnnns 25
ST @ 1= N I Y 26
5.1- ObjetiVoS €SPECITICOS. ...t 26

6.- MATERIALES Y METODOS.......oiiiiieiiirriirrsra s s s s s s s s s s s s s s m s e 27
6.1.- Propagacion de DENV Y ZIKV.......oiiiii e 27

6.2.- Titulacion viral de DENV Yy ZIKV........oii e, 27

6.3.- Crecimiento y mantenimiento de la poblacion de mosquitos Ae aegypti
Puente de IXtla. ... ..o 28

6.4.- Infeccion de los mosquitos hembra con DENV Yy ZIKV...................... 29

6.5.- Extraccion del intestino medio y la glandula salival................................ 30

6.6.- Extraccion del RNA VIral. ... ..o e 31

6.7.- Reaccion de reto-transcriptasa (RT)........ccoiiiiiiiiiee e, 31

6.8.- Deteccion de DENV y ZIKV mediante RT-PCR.............ccooiiiiiiien, 32

6.9.- Curva estandar para la cuantificacion de DENV y ZIKV.......................... 33

6.10.- ANALISIS EStadIStICO. .. u et 34



7.- RESULTADOS. .. it iie i v sea e s sa s s s s s s n s saansaanssannsannsannnsnnnsnnns 35
7.1.- Los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos presentan
infecciones con DENV y ZIKV a partir de 10S 4 dpi ......oovvviiiiiiiiiiiiiieiee 35

7.2.- Los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla presentan una mayor
competencia vectorial para DENV...........oiiii e 37

7.3.- En Ae aegypti de Puente de Ixtla, DENV presenta mayor infeccién en el IM

yla GS comparado CON ZIKV ... 38
8.~ DISCUSION .. eeeeeeitnuuaeeeeeeernna s eeeesanaaaeeeeeeennnaaeeaerennnnnssaeerennnnnnseeennnns 39
9.- CONCLUSION . .etuueeteeeieenuaaeeeeeeennnaaaaaeeeeesnaaseaeseennnnaeeeeeeennnnsaeeesennnnnnnnes 42
0.1.- PERSPECTIVAS . it is i i ri s ria s saa s s s s s sannsaanssannrannnnns 42

10.- BIBLIOGRAFIA et r s s s s a s s nrnnan 43



Lista de abreviaturas

ACIO FIDONUCIBICO. . ... e ARN
F T 0 [T T=T )V o R P Ae aegypti
Barrera de escape de la glandula salival. ... BEGS
Barrera de escape del inteStino Medio..........cooiuiuiiieiii e BEIM
Barrera de infeccion del intestino medio. ..., BIM
Barrera de infeccion en la glandula salival.............c.cooiiiiii BIGS

Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades....CENAPRECE

Competencia VecCtorial...... ..o Ccv
[ T0 (T [o 2o L= o= g Yo [ J CO:
Dias POSTINTECCION. ... e dpi
Dulbeco Modified Eagles Minimal Esential Medium.................coooiiiiiinnne DMEM
GlANAUIA SAIIVAL. ... .o GS
INMUNOAEfiICIENCIA. ... e IMD
INTESTINO ANEIION. ... . e IA
INEESHINO MEAIO. ... e IM
INTESHINO POSIEIION. ... e e e IP
Lamina Dasal. ... ... LB
Matriz Peri trOfiCa. ... MP
PaArES 0B DASES . .. ettt pb
Periodo de Incubacion EXIrinSeca...... ..o PIE
Reticulo endoplasmatiCo rUgOSO. ... e RER
Retro transcriptasa-Reaccion en la cadena de Polimerasa.............................. RT-PCR
SUEIO fetal BOVINO. ...t SFB
Tampon de Fosfato Salino..........cooiii i PBS
VIrUS ChiKUNQUNYaA. ... e, CHIKV
RV T8 S0 (=T To [ [PPSR DENV

VIPUS ZIK@. . ..o ZIKV



indice de figuras
1.- Distribucion de los serotipos de DENV en México y el numero de casos reportados

[S10 =153 =T [ I 202 1 P 2
2.- Distribucién de ZIKV en el continente americano entre los afio 2015-2016............... 3
3.- Genoma viral de DENV Y ZIKV.......oi e 6
4.- Ciclo de replicacion de DENV y ZIKV ... 8
5.- Ciclos de transmision de los arbovirus y factores asociados a su emergencia........ 10
6.- Morfologia de la larva y pupa del mosquito Ae aegypti..........coeveveieiiiiiiinn.e 14
7.- Ciclo biologico del mosSquito A€ @EQYPLI. .. .uue et 14
8.- Estructura del Intestino medio y glandula salival del mosquito adulto Ae aegypti.....16
9.- Interaccion virus-vector y las barreras tisulares del mosquito.............................. 17
10.- Sistema inmune del MOSQUITO. ........ciiuie e 20
11.- Factores que influyen en la competencia vectorial de los mosquitos Aedes......... 22
12.-Crecimiento de la colonia Ae aegypti (F1) de Puente de Ixtla..............ccccoeeinnns 29
13.- Infeccion de los mosquitos hembra con DENV Y ZIKV........ccoooiiiiiiiiiiiiiiien. 30
14.- Diseccion de tejidos de mosquitoS A€ aegYPLi......oueeriieiiiii i, 31
15.- Ciclos de amplificacion enla qPCR (S7)...cuviuiiriiiii e, 33
16.- CUIVa eStANAAr S7 ... .o s 34
17.- DENV presenta infecciones a partirde 0s 4 dpi..........ccooiiviiiiiiiiiiiin, 35
18.- ZIKV en los mosquitos de Puente de Ixtla presenta su pico maximo de infeccion a
T XS0 o P 36
19.- Ae aegypti de Puente de Ixtla infectados con DENV es mas competente comparado
CON IRV . e e 38

indice de tablas

Tabla 1.- Oligonucleotidos especificos para S7, DENV Y ZIKV..........ccoooiiiiiiiinnn. 32
Tabla 2.- Condiciones para RT PCR de S7, DENV Y ZIKV........cciiiiiiiiiiiicei, 32
Tabla 3.- DENV presenta una CV superior comparadacon ZIKV.......................o.... 37



RESUMEN

Los arbovirus son un grupo de virus que se transmiten al hombre y a otros vertebrados
por medio de artrépodos hematdfagos. Los arbovirus mas importantes para la salud
humana son el virus Dengue, virus Zika y virus Chikungunya, los cuales tienen como
vector principal al mosquito Ae aegypti. Las arbovirosis representan un problema
importante de salud publica, principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del
mundo, donde 2/3 de la poblacibn mundial viven en riesgo de padecer estas
enfermedades. En México, el 60% del territorio presenta las condiciones ambientales
qgue favorecen el desarrollo del mosquito, por lo que la mayoria de los estados reportan
casos de estas arbovirosis.

La propagacion de los arbovirus esta determinada por la distribucién de sus vectores
(mosquitos) y por la capacidad vectorial. La capacidad vectorial involucra factores
extrinsecos al mosquito como la temperatura y la humedad; y factores intrinsecos del
mosquito como la genética, la respuesta inmune y la microbiota, a este ultimo
componente se le conoce como competencia vectorial (CV). La CV se define como la
capacidad del mosquito de adquirir, replicar y transmitir un patégeno.

El ciclo de transmision de los arbovirus empieza cuando el mosquito hembra adquiere el
virus de una persona febril infectada, durante su alimentacion hematofaga.
Posteriormente, el arbovirus ingresa al intestino medio del mosquito donde se replica y,
atraviesa las barreras de escape del intestino medio hasta llegar a la hemolinfa, donde
infecta tejidos secundarios para aumentar el nUmero de particulas virales. Finalmente,
las particulas virales llegan a las glandulas salivales del mosquito, donde se replican y
son secretadas en la saliva durante la siguiente alimentacion hematofaga. Por lo
anterior, comprender la interaccion mosquito-virus es fundamental para establecer
estrategias novedosas para combatir la transmision viral.

Morelos es un estado endémico para dengue, en el 2019 se reporté un aumento en el
namero de casos para dengue y Zika, los municipios mas afectados fueron:
Cuernavaca, Cuautla, Jojutla, Puente de Ixtla, Zacatepec y Ayala, mientras en el 2020
se redujo la incidencia en un 56%, respecto al afio anterior. En el presente estudio se
evalud la competencia vectorial para los virus dengue y virus Zika en los mosquitos Ae
aegypti provenientes de Puente de Ixtla, Morelos. La infeccién viral se determiné en el
intestino medio y la trasmision se evalud en las glandulas salivales de los mosquitos
mediante la técnica de RT PCR. Los resultados mostraron una diferencia en la
competencia vectorial entre los virus dengue y Zika. El virus dengue presenta una CV
mayor (100%) comparado con ZIKV (73%), demostrando que los mosquitos de Puente
de Ixtla son altamente competentes para transmitir ambos virus.

Palabras clave: Aedes aegypti, arbovirus y competencia vectorial.






1.- INTRODUCCION

Las infecciones por arbovirus (virus transmitidos por artrépodos) representan uno de los
principales problemas de salud publica a nivel mundial, debido a su rapida diseminacion
y a su potencial de causar brotes epidémicos. Las infecciones mas frecuentes son
causadas por el virus Dengue (DENV), el virus Chikungunya (CHIKV) y el virus Zika
(ZIKV); sin embargo, existen brotes esporadicos de otros arbovirus en diferentes

regiones del planeta.

1.1.- Epidemiologia de DENV y ZIKV

El DENV causa la enfermedad de dengue y es considerado una de las arbovirosis mas
importantes actualmente, ya que es endémica en mas de 125 paises y se ha estimado
gue se producen alrededor de 350 millones de infecciones cada afio, principalmente en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Arredondo et al., 2016; Laureti et al.,
2018).

En 1957 se realizé una campanfa dirigida por la Organizacion Panamericana de la salud
con el objetivo de eliminar al mosquito vector de DENV, logrando su erradicacion en
1963 (Arredondo et al., 2016). Por lo cual, antes de 1970, solo nueve paises habian
sufrido epidemias por dengue (Mateo et al.,, 2017). Sin embargo, esta situacion solo
pudo ser mantenida por dos décadas, hasta su reemergencia en 1978, aumentado el
numero de casos por dengue y la presencia de los serotipos. En 1981 se reporta una
epidemia en Cuba y en otros paises de las Américas (Torres et al., 2014).

México es un pais endémico para dengue, sus condiciones ambientales benefician la
amplia distribucién del mosquito vector. En el afio 2019 se registré un total de 22,175
casos confirmados, en el 2020 se report6 un total de 24,313 casos
(SINAVE/DGE/SALUD) y hasta el mes de agosto del 2021 se han reportado 1,462
casos por dengue (SINAVEDGE/SALUD/Sem.30de2021).

En el territorio nacional Mexicano circulan los 4 serotipos de DENV (DENV 1 a DENV 4)
y en el estado de Morelos se ha reportado la presencia de los serotipos 1 y 2
(SINAVE/DGE/SALUD), como se muestra en la figura 1. Ademas, hasta agosto del

2021, Morelos es el estado que reporta mayor incidencia de DENV.



SEROTIPOS CIRCULANTES

ESTADO 1 2 3 % TOTAL
AGUASCALIENTES 0 0 0 0 0
BAJA CALIFORNIA 0 0 0 0 0
BAJA CALIFORNIA SUR 0 1 0 0 1
CAMPECHE 0 3 0 0 3
CHIAPAS 10 0 13 1 %4
CHIHUAHUA 0 0 0 0 0
COAHUILA [} 0 0 0 0
COORA 1] o0 U 1 or
CIUDAD DE MEXICO 0 0 0 0 0
DURANGO 0 0 0 0 0
GUANAJUATO 5 2 0 0 7
GUERRERD 2 32 0 1 %
HIDALGO 0 0 0 0 0
JALISCO 1 2 0 0 %5

0 k" | 80 0 0
MICHOACAN 2 61 0 0 :_l
MORELOS 7 38 0 0 112
NAYARIT 2 13 0 0 18
NUEVO LEON 0 1 0 0 1
OAXACA 5 72 0 0 n
PUEBLA 3 40 0 0 43
QUERETARO 0 0 0 0 0
QUINTANA ROO 0 0 0 0 0
SAN LUIS POTOS| 9 0 0 0 9
SINALOA 3 1 0 0 "
SONORA 0 0 0 0 0
. Los estados que presentan la incidencia mas alta de casos confirmados son: TABASCO 1 8 4 0 13
Morelos (14.28) y Colima (11.08). TAMAULIPAS 0 2 0 0 2
*Incidencia de casos 100 mil habitantes :LE?IXACCTRL:Z 10’ 503 g g z
YUCATAN 0 0 0 0 0
ZACATECAS 1 0 0 0 1

Figura 1. Distribucion de los serotipos circulantes de DENV en México y el nUmero de casos
reportados por estado (2021). El 67% de los casos confirmados para DENV se han reportado en los
estados de: Veracruz, México, Michoacan y Oaxaca. Los estados que presentan la incidencia mas alta
son: Morelos (con 112 casos) y Colima, mientras que, los estados que se encuentran en color blanco no
presentan reportes de infecciones por DENV. El mapa indica la incidencia de casos de DENV por cada
100 mil habitantes (SINAVEDGE/SALUD/2021).

El ZIKV es un arbovirus emergente que fue aislado del mono Rhesus en el bosque de
Zika, Uganda en el afio de 1947 (Arredondo et al., 2016). En 1948 se asocia el ZIKV
con el mosquito Aedes africanus y en 1954 se detecta por primera vez la infeccion en
humanos en el estado de Nigeria (Sirohi et al., 2016). Para el 2007, se registra una
epidemia de ZIKV en la isla de Yap (Estados Federales en Micronesia), en el 2013 se
registran brotes en la Polinesia Francesa y el Pacifico (Calvez et al., 2018). Después en
el 2014 se registran brotes en Chile, Nueva Caledonia y las Islas Cook (Grillet et al.,
2016).

Finalmente, en marzo del 2015 el ZIKV entra al continente americano, llegando a Brasil
y posteriormente a México (Coronel et al., 2016). En México, se reportaron los primeros
casos de infeccion con ZIKV a finales del 2015, hasta la actualidad se han registrado un
total de 12,980 casos (SINAVE/DGE/SS, Semana epidemioldgica 29, agosto 2021).



Distribution of Zika virus in the Americas, 2015 - 2016
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Figura 2. Distribucion de ZIKV en el continente americano entre los afios 2015- 2016. En el 2015
se reportan los primeros casos de ZIKV en Brasil (Feb 2015) posteriormente se fue expandiendo a los
estados del sur y del norte, para finales de ese afio se expande hasta llegar a México (Dic 2015). En el
2016 la OMS declaro al ZIKV como una emergencia de salud publica a nivel mundial debido a la
asociacion de la infeccibn con anomalias congénitas. Actualmente se han registrado un total de
12,964 casos confirmados para ZIKV (Secretaria de Salud 2021)

Durante la infeccion por DENV y ZIKV en el ser humano, del 60-80% de los casos
pueden ser asintomaticos (Frantchez et al., 2016 y OMS, 2020). No obstante, las
personas infectadas pueden presentar sintomas clinicos a partir de los 3 a 14 dias
posterior a la picadura de un mosquito infectado. La infeccibn por DENV se ha
clasificado como dengue no grave, dengue con signos de alarma y dengue grave (OMS,

2021). El dengue no grave se caracteriza por presentar sintomas similares a la gripe



mientras que el dengue con signos de alarma y dengue grave causa complicaciones
como hemorragias, falla organica y en casos extremos la muerte (OMS, 2021).

La infeccibn con ZIKV presenta sintomas similares a dengue; sin embargo, en las
formas graves de la infeccidon se presenta el sindrome de Guillain- Barré en adultos y la
microcefalia en neonatos (OMS, 2021).

El SGB es una enfermedad que afecta el sistema nervioso periférico, donde el sistema
inmune ataca a los nervios provocando la desmielinizacion de estos, por lo cual se
presenta debilidad muscular en las extremidades, hormigueo, pardlisis y dificultad para
respirar, este sindrome puede ser reversible si es tratado a tiempo (Torres et al., 2003;
Espinoza, 2017).

En cambio, la microcefalia congénita asociada con ZIKV se caracteriza por una
reduccion en el tamafio del perimetro cefalico (OMS, 2019), debido a que ZIKV afecta a
células progenitoras neurales de los fetos en desarrollo, especificamente durante el
primer trimestre de desarrollo que es el momento en el cual el sistema nervioso central
esta en formacion (Ocafa et al., 2019). Las CPN infectadas van a entrar en procesos de
inhibicién celular y apoptosis, conduciendo a una reduccion en la formacion de las
capas de la corteza cerebral y por consiguiente a la microcefalia (Coronel et al., 2016;
Ocafia et al., 2019).

El diagnostico clinico de DENV o ZIKV no es especifico, se conoce que la mayoria de
los arbovirus presentan sintomas similares durante la primera semana de la infeccion.
Por ello, el caso clinico de probable dengue, se deba confirmar por técnicas
moleculares. En México, se sigue el algoritmo de diagnostico de la Secretaria de Salud,
gue indica que el diagnadstico clinico de un paciente catalogado como un probable caso
de dengue debe ser confirmado en el laboratorio mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion de ARN viral. La muestra de suero debe ser de la
etapa de viremia, es decir durante los primeros 5 dias de la aparicién de la fase febril
(Arredondo et al., 2016).

También, existen los ensayos seroldgicos que se basan en detectar anticuerpos IgM y
la presencia de la proteina NS1 en muestras de sangre, estas técnicas son de las mas

utilizadas por ser de bajo costo y rapidas. Lamentablemente, el tratamiento del paciente



es de soporte, y hasta la fecha no se conoce un tratamiento especifico 0 una vacuna

efectiva para tratar estas arbovirosis (Lin et al., 2018).

1.2.- Generalidades de DENV y ZIKV

El DENV y ZIKV pertenecen a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus. DENV
presenta 4 serotipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, la variacion
entre cada serotipo se debe a un fragmento de 240 pb en la regién del gen E/NS1
(Holmes and Twiddy., 2003). Se conoce que la infeccién por un serotipo confiere
inmunidad permanente contra la infeccion por ese serotipo, pero no protege contra un
serotipo heterdlogo, por lo que la infeccion con dos serotipos diferentes es un factor de
riesgo para desarrollar las formas graves de la enfermedad (Benette et al., 2002). Por
otro lado, el ZIKV circula en la naturaleza como un solo serotipo con dos genotipos
principales, el africano y el asiatico (Cabezas et al., 2017).

La particula viral de DENV y ZIKV es icosaédrica y tienen un tamafo aproximado de 40-
60 nm de didmetro (Martinez et al., 2008). Presentan un genoma de ARN con polaridad
positiva (5°-3") con aproximadamente 11,000 nucleétidos (Laredo et al., 2012). Ademas,
el genoma viral contiene dos regiones no traducidas (UTR) en los extremos 5y 3"y un
marco de lectura abierto Unico (ORF) (Baz et al., 2019; Musso y Gubler., 2016). EIl ARN
viral codifica para una poliproteina (3400 aminoacidos) que es procesada por proteasas
virales y celulares (Javed et al., 2017), dando lugar a tres proteinas estructurales y siete
proteinas no estructurales.

Las 3 proteinas estructurales son: la capside (C), pre-membrana (prM) y de envoltura
(E), las cuales forman la particula viral y estan involucradas en la entrada, el
ensamblaje y la liberacion de nuevos virones de la célula huésped (Martinez et al.,
2008). Las siete proteinas no estructurales son: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
y NS5, las cuales intervienen durante el proceso de replicacion del ARN viral, el
ensamblaje y la evasion de la respuesta inmune (Raquin et al., 2017; Fernandez et al.,
2009) (Figura 3).

La proteina E interacciona con los receptores de la membrana de una célula blanco y
esta involucrada en el reconocimiento, la union y fusion de la particula viral a una célula

huésped (Lin et al., 2018). La proteina C presenta una estructura secundaria con cuatro



hélices alfa sé que se une al ARN de DENV y ZIKV formando la nudcleocapside
icosaedrica de la particula viral. La proteina prM se ancla en la membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) durante el ensamblaje viral, posteriormente se enciende
el péptido pr de la proteina M (Zhang et al., 2020), para formar un virbn maduro
(Velandia et al., 2011).

La proteina NS1 es importante durante la replicaciéon del ARN viral y ademas, participa
en el ensamblaje y la maduracion de los virones (Neufeldt et al., 2018). La proteina
NS2A actia como cofactor de la proteina NS3 que tienen actividad de serina proteasa y
en conjunto se encargan de procesar a la poliproteina viral (Javed et al., 2017; Luo et
al., 2015). Ademas, la proteina NS3 presenta actividad de NTPasa y helicasa, que son
importantes en la sintesis del ARN junto con la proteina NS5. La proteina NS5 consta
de un dominio N-terminal y un dominio C-terminal con actividad polimerasa dependiente
de ARN responsable de la sintesis de ARN viral (Neufeldt et al., 2018; Yadar, 2003).
Las proteinas NS4A y NS4B son proteinas integrales de membrana que forman
invaginaciones en el RER para formar vesiculas que en conjunto se conocen como
fabricas de replicacion, donde se lleva a cabo la sintesis de ARN para la generacion de

particulas virales (Perera and Kuhn., 2008).

Figura 3. Genoma viral de DENV y ZIKV. A) DENV y ZIKV presentan un genoma viral similar, con un
ARN de cadena sencilla y polaridad positiva, la cual codifica a una poliproteina constituida por 3
proteinas estructurales y 7 proteinas no estructurales, ademds, el genoma viral contiene dos regiones
no traducidas (NTR) en los extremos 5" y 3". B) Las proteinas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5, participan en la replicacion del ARN viral, el ensamblaje y la evasion de la respuesta inmune
(Neufeldt et al., 2018; Fernandez et al., 2009).



Una caracteristica que define a los virus es que depende la maquinaria de traduccion

celular para la sintesis de sus proteinas virales del patdgeno.

1.3.- Ciclo de replicacion de DENV y ZIKV

Los DENV y ZIKV interactian por medio de la proteina E con los receptores de la
membrana celular e ingresan por endocitosis mediada por clatrina (Raquin, et al., 2017).
La clatrina es una proteina cuya funcion es recubrir las vesiculas para su ingreso al
interior de la célula (Mosso et al., 2008). Los receptores de union que se han
identificado para DENV y ZIKV es la lectina CD209 de tipo C (DC- SIGN), el receptor de
manosa, el receptor de laminina descrito como un receptor para DENV y el sulfato de
heparina las cuales son indispensables para la infeccion en células huésped (Neufeldt
et al., 2018).

El virus, una vez que es reconocido por un receptor en la superficie celular es
endocitado y en el interior de la célula del mosquito el endosoma se acidifica debido a la
presencia de una bomba vacuolar de tipo ATPasa, la acidificacion del endosoma
permite la fusion de la membrana viral y celular, lo que conlleva a la liberacion del
genoma viral (Garcia et al., 2019; Fernandez et al., 2009). EI ARN viral es liberado en el
citoplasma de la célula blanco, posteriormente llega a los ribosomas asociados al RER
iniciandose la traduccion para dar lugar a la poliproteina (Fernandez et al., 2009; Javed
et al., 2017). Una vez dentro de la célula hospedera, DENV y ZIKV inducen el rearreglo
de membranas mediante la proteina NS4A e inducen la formacion de fabricas de
replicacion (Neufeldt et al., 2018). Dentro de estas estructuras membranosas ocurre la
replicacion del ARN viral, debido a que se ha observado la presencia del intermediario
replicativo de ARN de doble cadena (dcRNA) y el complejo de replicacién formando las
proteinas NS3 y NS5 (Perera and Kuhn, 2008). La replicaciéon del material genético
dentro de estas fabricas de replicacion confiere proteccion al ARN viral contra las
RNAasas celulares y actian como una barrera fisica para evitar el reconocimiento por
el sistema inmune (Chatel-Chaix and Bartenschlager., 2014). EI ARN viral recién
sintetizado sale de las vesiculas y es ensamblado en la proximidad del RER, o bien
puede traducirse a una poliproteina (Luo et al., 2015). El ensamblado de los virones

comienza cuando la proteina C se une con el ARN viral para dar lugar a la



nacleocapside. Las proteinas prM y E se ensamblan en la membrana del RER
formando heterodimeros y una vez que el viron adquiere la membrana de este organulo
es transportado mediante vesiculas secretoras al aparato de Golgi donde terminaran de
madurar las particulas virales (Kostyuchenko et al., 2016; Gomez et al., 2017). Durante
su paso por el trans-Golgi, la proteina prM es procesada por la proteasa celular furina
originando el péptido pr y la proteina M, el péptido pr protege de una asociacion
temprana entre la proteina E y M (Perera and Kuhn., 2008). Cuando los virones son
liberados al medio extracelular, el pH alcalino promueve que pr se disocie y que las
proteinas E y M se asocien formando virones maduros (Zhang et al., 2003). Finalmente,

las particulas virales salen de la célula por medio de exocitosis (Garcia et al., 2019).
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Figura 4. Ciclo de replicacion de DENV y ZIKV. A) Estructura del DENV y ZIKV. B) Ciclo de
replicacién. 1) Interaccién del virus con la proteina E y los receptores de la célula huésped, el virus
ingresa a la célula por medio de endocitosis mediada por clatrina. 2) La particula viral se fusiona con
el pH &cido del endosoma, de esta manera liberando el genoma viral. 3) La replicacion del ARN viral
se lleva a cabo en el RER. 4) El virus ya sintetizado inicia el proceso de ensamblaje en el RER, la
proteina C encapsula el ARN viral formando la nucleocépside, formando un virus inmaduro. 5) El virus
inmaduro es transportado por medio de vesiculas al Aparato de Golgi, la proteina prM es procesada
por la furina celular, esta proteina prM se une al virus inmaduro dando la maduracién del virus. 6) El
virus maduro es expulsado por medio de exocitosis. (Perera and Kuhn, 2008; Fernandez et al., 2009)
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El ciclo de replicacion de DENV y ZIKV es similar en el hospedero vertebrado e
invertebrado, mucho de lo que se conoce al respecto se ha estudiado en células de
mamifero y mosquito del genero Aedes, no obstante comprender la interaccion entre el
mosquito y los virus podria ser la clave para el control de los vectores y la transmisién

de estos arbovirus.

1.4.- Ciclo de transmision de los arbovirus

Las enfermedades transmitidas por mosquitos vectores representan mas del 17% de
todas las enfermedades infecciosas, causando mas de un millon de muertes al afio a
nivel mundial (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017). Existen cientos de virus
trasmitidos por artropodos de los cuales se conocen 30 que causan enfermedades en
humanos, a pesar de esa diversidad solo cuatro arbovirus han causado un mayor
impacto en la salud humana, estos son los virus que causan las enfermedades de fiebre
amarilla, dengue, chikungunya y Zika (Souza-Neto et al., 2019).

Los arbovirus se mantienen en la naturaleza en tres ciclos de transmision: 1) Ciclo
selvatico, 2) ciclo epizoodtico y 3) ciclo urbano, a los que también podemos considerar
como estado de preemergencia, emergencia localizada y emergencia, respectivamente
(Figura 5) (Palomares et al., 2018).

En el ciclo selvatico (estado de preemergencia) el virus circula entre primates no
humanos y especies de mosquitos silvestres como Ae. africanus, Ae. furcifer y Culex
spp. (Ruckert and Ebel., 2018) teniendo otros huéspedes vertebrados como caballos,
aves, roedores y otros mamiferos pequefios, algunas de estas especies pueden ser
“huéspedes accidentales”, lo que significa que no amplifica el virus y por lo tanto no
pueden transmitirlo a un nuevo mosquito vector, aungue la infeccion en estas especies
podria ser mortal (Palomares et al., 2018).

En el ciclo epizodtico, los arbovirus estan circulando entre vectores zoofilicos como los
mosquitos del género Aedes spp, Culex spp, Sabetes spp y Haemagogus spp. La
expansion de estos arbovirus a zonas urbanas se asocia a factores como: el cambio
climatico, la globalizacion, deforestaciones, incremento de la poblacion humana,

factores virales (evolucion de los virus), la resistencia de los vectores a insecticidas y la



propagacion del vector a nuevas regiones geograficas (Palomares et al., 2018; Musso y
Gubler., 2016).

Por ultimo, en el ciclo urbano los arbovirus circulan principalmente en Ae aegypti y Ae
albopictus, siendo las especies mas cercanas a la poblacibn humana (vectores
antropofilicos). Las enfermedades por vectores requieren la coexistencia entre el
huésped humano, el mosquito vector y el virus tanto en espacio como en tiempo
(Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017).

Otro factor importante en la dinamica de transmision es la trasmision vertical, es decir
un mosquito hembra transmite el virus a su descendencia; sin embargo se conoce que
la transmision vertical en Ae aegypti es poco frecuente (Palomares et al., 2018) de 1000
huevos, 1 esté infectado (Heron Huerta et al., Rev. Ciencia 2000).
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Figura 5. Ciclo de transmision de los arbovirus y factores asociados a su emergencia. Se
muestra el ciclo urbano donde el mosquito interactla directamente con el ser humano y los arbovirus
son transmitidos por las especies Ae aegypti y Ae albopictus. En el ciclo selvatico participan mosquitos
Aedes spp zoofilicos, infectan huéspedes no humanos como caballos, aves y otros mamiferos
pequefios. En el ciclo rural, el vector son mosquitos epizoéticos y el hospedero vertebrado son
animales de granja. En estos dos ultimos ciclos el humano puede ser un hospedero accidental (Pando
Robles et al.. Rev. Ciencia 2020).

Ademas de la transmision vertical, el mosquito Aedes presenta una capacidad de

adaptacién rapida a diferentes tipos de habitat, al igual que a diversas altitudes y climas,
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por lo cual es un vector importante en la transmision de DENV y ZIKV (Marquez et al.,
2018). Los factores asociados a la emergencia de los arbovirus son varios (Figura 5),
siendo los mas importantes los factores: demogréficos, sociales, ecoldgicos, virales,
vectoriales y de salud publica (Pando-Robles et al., Rev. Ciencia 2020).

1.5.- Biologia del mosquito vector

El DENV y ZIKV son transmitidos por los mosquitos del género Aedes (Familia:
Culicidae), principalmente por las especies de Ae aegypti y Ae albopictus. El mosquito
Ae albopictus es nativo del sudeste de Asia y es un vector secundario para DENV vy
ZIKV (Laredo et al., 2012) en América. Ae albopictus se caracteriza por tolerar
temperaturas menores a 25°C (Kraemer et al., 2015), por lo cual su distribucién se ha
ampliado hasta América del norte y Europa, donde Ae aegypti no se encuentra presente
y es considerado una especie invasora a nivel mundial (Chouin-Carneiro and dos
Santos., 2017).

Ae aegypti (Linneus, 1762) es nativo de Africa y su propagacion hacia diferentes
regiones geograficas se debe principalmente a la actividad humana (viajes, comercio,
urbanizacion, cambio climatico, etc.). Actualmente su distribucion es en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo, se encuentra entre los 45” latitud norte y los 35”
altitud sur, sobre los 1200 msnm. Aedes se caracteriza por su preferencia a climas
calidos entre los 25°C a 40°C y con niveles de precipitacibn moderada (Neufeldt et al.,
2018; Kraemer et al., 2015). En México se encuentra ampliamente distribuido y se
estima que el 60% del territorio mexicano presenta condiciones favorables para el
desarrollo del mosquito (Kraemer et al., 2015).

Los mosquitos Ae aegypti adultos presentan un tamafio entre 3 a 6 mm de largo,
presentan grandes cantidades de escamas planas en las alas y el cuerpo, ademas se
caracterizan por tener una coloracion oscura y franjas plateadas en las patas y el
abdomen (Nelson., 1983). Los mosquitos adultos presentan dimorfismo sexual, es decir,
el mosquito macho es de un tamafio menor que la hembra. Las hembras presentan
antenas con pelos cortos y escasos en comparacion con los machos que presenta
antenas con pelos abundantes (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017). Los Ae

aegypti son insectos de desarrollo holometdbolo o también llamada metamorfosis
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completa ya que pasan por las etapas de huevo, larva (L1, L2, L3, L4 y L5), pupa y
adulto desarrollandose tanto en ambientes acuéaticos como terrestres (Chouin-Carneiro
and dos Santos., 2017; William., 2000).

Los mosquitos machos se alimentan de néctar de fruta y savia de flores y
frecuentemente se encuentran cercanos a las hembras para el apareamiento. En
cambio, los mosquitos hembras presentan una alimentacion hematéfaga y poseen una
probdscide que les permite succionar sangre de mamiferos (Dahar and Kumar., 2003).
La sangre de los mamiferos tiene un alto contenido de proteinas, principalmente
albumina, la cual favorece el desarrollo y maduracion de sus huevos (Chouin-Carneiro
and dos Santos., 2017). Las hembras presentan diversas estrategias para la busqueda
de alimento, una de ellas son las sefales olfativas, como la presencia de C0O2 que es un
importante componente de la respiracion en los humanos y el olor corporal (sudor) que
es otra sefial detectada por los mosquitos (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017; Liu
et al., 2019). Los patrones de alimentacion de las hembras Ae aegypti son durante el
amanecer y el atardecer (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017).

El ciclo biolégico de Ae aegypti (Figura 7) puede durar entre 7 y 14 dias dependiendo
de las condiciones ambientales como la temperatura y la humedad. El ciclo empieza
cuando las hembras depositan sus huevos de manera individual en las paredes internas
de cualquier recipiente con agua limpia o semi limpia (llantas, floreros, lagos, tambos o
barriles, troncos huecos, o cualquier depésito de agua estancada). En promedio, los
mosquitos hembra de Ae aegypti llegan a depositar entre 100 a 200 huevos
dependiendo de la cantidad de sangre que ingieren (Chouin-Carneiro and dos Santos.,
2017).

Los huevos de los mosquitos tienen un tamafio aproximado de un milimetro de largo,
son inicialmente de color blanco al momento de la puesta, aunque se oscurecen
después de algunos minutos. Una vez que los huevos entran en un ambiente acuso la
eclosion ocurre dentro de las primeras 4 horas o hasta 4 dias después de la puesta. La
eclosion puede variar dependiendo de la temperatura del ambiente, en climas calidos
los huevos pueden desarrollarse en las primeras horas, mientras que en climas frios
puede extenderse hasta una semana (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017; Nelson.,

1983). Es importante recalcar que los huevos tienen la capacidad de sobrevivir hasta un
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afio durante periodos largos de desecacion (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017).
Posteriormente, los huevos eclosionan dando lugar a formas larvarias que son
exclusivamente acuaticas y de respiracion aérea.

Las larvas estan divididas en tres regiones: cabeza, térax y el abdomen (Figura 6-A). El
abdomen esta conformado por 9 segmentos y presentan un par de espiraculos (orificios
respiratorios) que estan situados en el extremo del sifon dorsal (Chouin-Carneiro and
dos Santos., 2017). Las larvas se alimentan principalmente de materia organica y
microorganismos protistas presentes en el agua por medio de estructuras bucales
modificadas conocidas como cepillos bucales (Nelson., 1983). La posicion de reposo de
las larvas en el medio acuético es casi vertical, poseen un movimiento caracteristico de
modo serpenteante, son muy sensibles a la luz y al movimiento por lo que se desplazan
al fondo del agua cuando son perturbadas (Nelson., 1986; Chouin-Carneiro and dos
Santos., 2017).

Las larvas pasan por cuatro estadios (L1 a L4) que, se distinguen por el tamafio que
van alcanzando, el cual puede variar de 1 mm a 7 mm. El primer estadio larval es la
forma que emerge del huevo, luego de uno a dos dias de alimentarse, ocurre la muda
del exoesqueleto y surge el segundo estadio presentando una coloracion mas oscura,
los primeros tres estadios de larva se desarrollan en un periodo de 3 a 4 dias, mientras
gue el cuarto estadio puede llegar a tardar mas tiempo dependiendo de la temperatura
y la disposicion de alimento (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017). El tiempo
aproximado de duracion del estadio larval es de entre 5 a 7 dias (Nelson., 1986).
Posteriormente, las larvas mudan al estadio de pupa, en este periodo ocurre la mayor
transformacion que lleva a la formacion del adulto y al cambio del habitat acuoso por el
terrestre. El estadio de pupa suele durar entre 2 o 3 dias, dependiendo de la
temperatura (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017).

En las pupas la cabeza y el torax constituyen una estructura llamada cefalotérax (Figura
6-B) en la que se destacan las trompetas respiratorias (estructuras tubulares para la
respiracion) que son colocadas en la superficie del agua para respirar (Carneiro et al.,
2017; Rossi et al 2004). Ademas, las pupas no se alimentan y son sensibles a estimulos

externos tales como vibraciones (Rossi et al., 2004).
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Figura 6. Morfologia de la larva y pupa del mosquito Ae aegypti. A) El cuerpo de la larva se
encuentra dividido en tres regiones cabeza, térax y abdomen, el sifébn es un orificio que le permite
respirar en la superficie del agua. B) La estructura de la pupa se encuentra la cabeza y el abdomen el
cual constituyen una estructura llamada cefalotérax, siendo el ultimo estadio acuatico este permanece
en el agua hasta la emergencia del mosquito adulto (Chouin-Carneiro and dos Santos., 2017).

Al final del estadio de pupa, el adulto emerge lentamente a través de una abertura
longitudinal y permanece en reposo sobre la superficie del agua (tension superficial),
tiempo en el cual ocurre el endurecimiento del exoesqueleto y de las alas, en este
ultimo estadio ocurren eventos como la reproduccion y el desplazamiento (Nelson.,
1986; Rossi et al., 2004).
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Figura 7.- Ciclo biolégico del mosquito Ae aegypti. Las hembras depositan sus huevos en las
paredes de algun recipiente con agua estancada. Las larvas se desarrollan en el agua donde se
alimentan de materia organica y microorganismo. En estado de pupa dura entre 2-3 dias, hasta
emerger a mosquito adulto. Las caracteristicas biolégicas de Ae aegypti, lo hacen un buen vector de
DENV v ZIKV.
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Los mosquitos adultos pueden llegar a vivir hasta un mes en su habitat natural y en

condiciones favorables para su alimentacion.

1.6.- Interaccion de los arbovirus con el mosquito vector

Los mosquitos hembra adquieren a los arbovirus durante su alimentacion hematéfaga
de un huésped vertebrado infectado (Cheng et al., 2015). Los arbovirus que van en la
sangre succionada ingresan por medio de la proboscide del mosquito hasta llegar al
tubo digestivo, donde tiene que atravesar diversas barras tisulares para transmitirse por
medio de la saliva en su siguiente alimentacion hematéfaga (Franz et al., 2015). Las
principales barreras tisulares son: la barrera de infeccion del intestino medio (BIM), la
barrera de escape del intestino medio (BEIM), la barrera de infeccion de la glandula
salival (BIGS) y la barrera de escape de la glandula salival (BEGS), estas barreras
pueden variar entre las especies de mosquito e incluso entre las poblaciones (Benette
et al., 2002; Franz et al., 2015) (Figura 9).

El intestino medio o tubo digestivo se divide en tres regiones principales: el intestino
anterior (1A), el intestino medio (IM) y el intestino posterior (IP) que se extiende hasta el
ano. El IM es una regién importante para la replicacion de DENV y ZIKV, esta region
esta constituida por una monocapa de células epiteliales, las cuales estan rodeadas en
el lado apical por una matriz peri trofica (MP) y el lado basal por la lamina basal (Dong
et al., 2017) como se muestra en la figura 8. La MP separa las células epiteliales del IM,
esta formada por una red de fibrillas de quitina, glicoproteinas, mucopolisacaridos y es
producida por células de la region anterior del IM. La MP forma poros de 20 nm, es
permeable a algunas enzimas digestivas y a los productos de la digestion, tanto DENV
como ZIKV ingresan a las células epiteliales a través de las microvellosidades antes de
gue la MP rodee el bolo alimenticio (Carneiro et al., 2017). El virus llega a la superficie
de las células epiteliales del IM e ingresa por endocitosis mediada por receptor, con lo
cual los arbovirus escapan de la barrera de infeccién del intestino medio. La lamina
basal (LB) es una estructura delgada que es secretada por las células epiteliales de la
superficie basolateral del IM y separa el epitelio intestinal del hemocele. La LB esta
formada principalmente por colageno tipo IV, laminina, perlecano y entactina lo que

hace que tenga una composicion porosa (15 nm de didmetro) que sirve como filtro,
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permitiendo el paso de moléculas y evitando el paso de los arbovirus (Passarelli., 2011;
Dong et al.,, 2017). Sin embargo, estas laminas son estructuras dinAmicas que se
forman y degradan, esto puede crear espacios que permiten la diseminacién del virus a
la hemolinfa (Franz et al., 2015). La primera barrera de escape del IM esta determinada
por la LB (Passarelli., 2011), no obstante, existe una ruta alternativa a través de la
trdquea (Kraemer et al., 2015).

Después de que el virus atraviesa la BEIM se disemina por la hemolinfa infectando
tejidos secundarios como el cuerpo graso, los hemocitos, tejido nervioso, tejido
muscular y la GS (Franz et al., 2015). Los hemocitos son las principales células del
mosquito que facilitan la amplificacion de los arbovirus fuera del intestino (Cheng et al.,
2015). Una vez que DENV y ZIKV se han diseminado por los tejidos secundarios del
vector, estos llegan ala GS (Franz et al., 2015; Cheng et al., 2015).

Las GSs se ubican en el térax y se presentan en pares, cada GS consta de tres I6bulos,
2 lébulos laterales que estan unidos al I6bulo medio por un conducto medio conocido
como l6bulo medio (Carneiro et al 2017; Franz et al., 2015) (Figura 8). Las GS al igual
gue el IM estan formados por células epiteliales que estan rodeadas por la LB y
constituye la principal BIGS. Tras la infeccion de la GS, el virus se replica y se deposita
en las cavidades apicales de las células acinares (epiteliales) para ser liberado en la
saliva (Palomares et al., 2018), sin embargo no todos los mosquitos podran transmitir el

virus por lo tanto, tendra que pasar la BEGS.

rough ER
basal

plasma
membrane 7%

Figura 8. Estructura del intestino medio y glandula salival del mosquito adulto Ae aegypti. A) El
intestino medio esta constituido por células epiteliales y una lamina basal, junto al intestino medio se
encuentra la traquea. B) La glandula salival consta de tres I6bulos; 2 |6bulos laterales derecho e
izquierdo (ML y LL) y un I6bulo medio, conectados a conducto medio conocido como l6bulo medio
(CD).
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La saliva producida por las GSs contienen numerosas moléculas anti-hemostéticas que
facilitan la adquisicion de la sangre, que incluye vasodilatadores como la taquiquininas,
anticoagulantes como la trombina e inmunomoduladores (Chisenhall et al., 2014; Dahar
et al., 2003). En Ae aegypti, se encuentra la proteina Aegyptina (30-kD) que es
secretada desde las GSs a la saliva y su principal funcién es inducir la respuesta
inmune en el sitio de la picadura (Chisenhall et al., 2014). Se ha demostrado que la
Aegyptina se une al colageno e inhibe la agregacion plaquetaria, o que facilita
obtencién de sangre debido a su accién anti-coagulante (Calvo et al., 2007; Cheng et
al., 2015).

midgut
epithelium

{ J ]
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e
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Figura 9.- Interaccién virus-vector y las barreras tisulares del mosquito. 1) Los mosquitos hembra
adquieren el virus durante su alimentacién hematéfaga, 2) el virus es ingerido junto a la sangre al
intestino medio donde se replica en las células epiteliales. 3) Se disemina a la hemolinfa e infecta
tejidos secundarios, 4) hasta llegar a la glandula salival donde se replica 5) y es expulsado con la
saliva durante su siguiente alimentacion hematéfaga. El virus enfrenta barreras tisulares que son: la
barrera de infeccién en el intestino medio (BIM), la barrera de escape del intestino medio (BEM), la
barrera de infeccion en la glandula salival (BIGS) y finalmente la barrera de escape de la glandula
salival (BEGS). Adaptado de Ruckert et al., 2019.

El tiempo que transcurre desde la alimentacion hematéfaga hasta la posible transmision
de un arbovirus se conoce como periodo de incubacién extrinseca (PIE) y dura

aproximadamente entre 3 a 14 dias (Quintero et al., 2010; Espinoza et al., 2017). La
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duraciéon del PIE varia significativamente entre arbovirus y/o especie del mosquito
(Cheng et al., 2015). Ademas, la temperatura ambiental es otro factor que modula el
PIE: en este sentido los mosquitos Ae aegypti infectados con DENV a una temperatura
de 35°C, presentan un PIE méas corto en comparacion con una temperatura de 21°C
(Palomares et al., 2018).

Durante los procesos de replicacion y diseminacién en el IM y la GS, el virus pasa por
estas barreras tisulares que impiden la replicacion del patdgeno infectante y el virus
sufre varios cuellos de botella, que son reducciones estocéasticas en el tamafio de la
poblacion viral lo cual ocasiona una reduccion en la diversidad genética del virus
(Raquin et al., 2017 y Cheng et al., 2015). Estas barreras estan formadas por la
respuesta inmune del mosquito y son activadas al ser infectados por bacterias, hongos

y virus.

1.6.1.- Sistema inmune del mosquito

Cuando un mosquito se infecta con un virus se activa la respuesta inmune humoral y
celular, que estan reguladas por la activacion de cuatro vias de sefalizacion: la via de
Toll, la via de inmunodeficiencia (IMD), la via de ARN de interferencia (ARNi), la via
JAK-STAT (Shuzhen et al., 2014), que se encargan de limitar la propagacion viral
(Figura 10).

En la via de Toll es importante en la defensa contra bacterias, hongos y virus (Cheng G
et al., 2015). La via inicia con el reconocimiento de ligandos moleculares asociados a
patdgenos, se da por receptores de reconocimiento de patrones (RRP) como PGRP-SA
y SD, que activan a la citosina Saetzle, la cual se une al receptor de Toll y se
desencadena la sefalizacion intracelular a través de las proteinas Myd88, Tube y Pelle,
gue resulta en la fosforilacion y degradacién de Cactus, un regulador negativo del FT-
Rello Relish, que activan la transcripcion de genes regulados por la via de Toll
(Palomares et al., 2018; Sim et al., 2014).

La via de IMD se activa mediante la union de los ligandos PGRP-LC y —LE, esto
desencadena la sefializacion a través de IMD- FADD, lo que conduce a la division de
esta via. Una parte desencadena la sefalizacion de JNK para activar el factor de

transcripcion AP1, mientras que la otra da como resultado la fosforilizacion del factor
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Rel2 y su translocacion al nacleo (Sim et al., 2014) e induce la transcripcion péptidos
antimicrobianos que son efectores de la respuesta inmune (Cheng et al., 2015). En
mosquitos, la via de IMD es importante en la defensa contra bacterias y parasitos como
Plasmodium, ademas de ser eficiente en las infecciones con DENV (Sim et al., 2014).
La via JAK-STAT se activa por la union del ligando no emparejada (Upd) al receptor
(Dome), un receptor de citosinas tipo | en vertebrados, que activa las quinasas Hop
Janus (JAK) asociadas al receptor que se autofosforilan, posteriormente reclutan y
fosforilan el factor de transcripcion STAT. Los STAT fosforilados dimerizan y se
translocan al nucleo para activar la transcripcion regulada por JAK-STAT. Su activacion
conduce a la generacion de diversos péptidos antimicrobianos como gambicina,
cecropina y defensina. Ademas, durante las infecciones por arbovirus en las células
Aag-2 derivadas de Ae aegypti, se ha observado que aumenta la expresion del factor
de transcripcion STAT, con lo cual se inhibe la replicacion de arbovirus como DENV vy el
virus del Nilo occidental (Palomares et al., 2018). Por otro lado se conoce que la
cooperacion entre la via de Toll y la via de JAK- STAT mejoran la resistencia a la
infeccion de ZIKV en Ae aegypti (Palomares et al., 2018).

Finalmente, la via de los ARN pequefios no codificantes que comprenden a los de
interferencia (ARNi), micro ARN (miARN) y ARN que interactia con piwi (ARNpi), son
importantes en la respuesta contra virus. Principalmente, la via de ARNi limita la
replicacion viral en el IM de Aedes (Cheng et al., 2015), en la célula del mosquito los
ARNIp virales, se generan desde un ARNdc, que es el intermediario replicativo en virus
de RNA. Posteriormente, Dicer-2 y R2D2 reconocen ARNdc, quienes se encargan del
procesamiento del ARNdc para originar los ARNip de cadena sencilla de un tamafio
entre 20 y 23nt. Después, los ARNi se incorporan al complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC) que los dirige a su ARN blanco viral, induciendo la inhibicion
de la traduccién o la degradacion del ARN viral, con los cual se limita la replicacion viral
(Cheng et al., 2015).

Ademas de las vias de respuesta inmune a patdbgenos antes mencionados, la
microbiota intestinal que esta constituida por bacterias, hongos y protozoos, puede
modula la respuesta inmune del mosquito e influir en la CV ante patdégenos (Dennison

et al., 2014; Hegde et al., 2015). Sin embargo, la composicion de la microbiota intestinal
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de los mosquitos varia ampliamente segun la especie del mosquito, el origen
geogréfico, el nicho ecologico y la fuente de alimento (Dennison et al., 2014; Hegde et
al., 2015). Por ejemplo, Wolbachia una bacteria (Familia Rickettsiaceae) intracelular
Gram negativa presente en los mosquitos Ae aegypti, confiere resistencia a las
infecciones por algunos arbovirus como el DENV, CHIKV y virus de fiebre amarilla
(Cheng et al., 2015; Hegde et al., 2015). La microbiota llega a controlar las infecciones
por patégenos mediante la activacion de las vias de Toll e IMD (Dennison et al., 2014).
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Figura 10.- Sistema inmune del mosquito. Los mosquitos han desarrollado estrategias antivirales
para restringir la replicacion viral. Los mecanismos antivirales como la ARNi, la via de Toll, IMD y JAK-
STAT trabajan en conjunto para evitar la replicacion viral e incluso degradarlo. La microbiota intestinal
del mosquito, esta implicada en conjunto a estas vias de sefializacién para restringir las infecciones
virales.

Una vez que un mosquito se infecta con un arbovirus, el mosquito permanece infectado
y puede transmitir el virus durante toda su vida (Cheng et al., 2015). Ademas de la

respuesta inmune que activa el mosquito frente a la infeccion, la temperatura y la
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humedad son variables que influyen en el ciclo de vida del mosquito e incluso en la
infeccién con virus, lo que hace que sea un factor fundamental en la transmisiéon de
algun patogeno, en una regién determinada (Helmerson et al., 2014; Méarquez et al.,
2018).

Sin embargo, las infecciones por arbovirus pueden producir cambios a nivel fisiol6gico y
de comportamiento en el mosquito vector (Palomares et al., 2018). Por ejemplo, Ae
aegypti infectados con DENV-2 muestran cambios en su comportamiento, como es el
aumento en la frecuencia de ingesta sanguinea (Neufeldt et al., 2018).

1.7.- Capacidad vectorial y competencia vectorial

La transmisién de los arbovirus es compleja, esta determinada por las interacciones
entre el virus, vector y el huésped. La capacidad vectorial esta definida como la
capacidad de una poblacion de mosquitos para transmitir un patégeno a un hospedero
(Lozano et al., 2019) y esta determinada por factores: intrinsecos y extrinsecos (Figura
11). Los factores extrinsecos mas importantes son la temperatura, la humedad, el
desarrollo del mosquito, la transmision del patdgeno, asi como la interaccion con el
huésped vertebrado (Anderson and Rico-Hesse., 2006).

Los factores intrinsecos al mosquito se conocen como la competencia vectorial (CV) y
representa la capacidad del mosquito para infectarse, replicar y transmitir un patégeno
(interaccidn virus-vector) (Quintero et al., 2010). La CV de los arbovirus se ve afectada
por factores genéticos, la respuesta inmune del vector, las barreras tisulares, asi como
la interaccion con el patdgeno y la microbiota (Franz et al., 2015; Souza- Neto et al
2019) (Figura 11). Es importante mencionar que la CV hace parte de la capacidad
vectorial del mosquito para transmitir un patégeno.

Los factores genéticos pueden variar ampliamente entre especie y poblaciones de
mosquitos, ademas los arbovirus se adaptan constantemente para superar las barreras
de infeccion y de escape en los tejidos del mosquito vector, con lo cual se mantienen en
constante co-evolucionando (Franz et al., 2015). Para que un mosquito sea considerado
un vector efectivo, debe tener una alta competencia vectorial y una elevada capacidad

vectorial (Quintero et al., 2010).
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EXTRINSIC FACTORS

INTRINSIC FACTORS

Figura 11.- Factores que influyen en la competencia vectorial de los mosquitos Aedes. La
competencia vectorial comprende la interaccién entre el virus y el vector, sin embargo, esta
determinada ampliamente por factores extrinsecos e intrinsecos. Entre los factores extrinsecos, la
temperatura, la humedad y la alimentacion, influye en la capacidad de adquirir y transmitir algin
patégeno, mientras que en los factores intrinsecos se encuentran las barreras inmunes y tisulares, los
cuales podrian impedir la replicacion y diseminacién del virus.
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2.- Antecedentes

Existen pocos estudios donde se ha evaluado la CV de los mosquitos Ae aegypti y Ae
albopictus en México. Recientemente, se ha reportado que los mosquitos Ae aegypti
provenientes de distintas regiones de nuestro pais presentan una CV mayor para
transmitir ZIKV que los Ae albopictus de las mismas regiones, debido a que se han
observado diferencias en el porcentaje de infeccién a nivel de la GS (BIGS) (Lozano et
al., 2018; Garcia-Luna et al., 2018). También, se ha demostrado que la CV para DENV
varia dependiendo del area geogréfica, se ha observado que los mosquitos Ae aegypti
de México infectados con DENV presentan mayor CV en comparaciéon con los Aedes de
EUA (Benette et al., 2002). En este sentido, se ha publicado que existe una mayor CV
en los mosquitos Aedes colectados en el sur de México comparados con las regiones
del norte del pais (Garcia-Luna et al., 2018).

La variacion en la CV de las diferentes poblaciones de mosquitos, pone en evidencia
gue la CV tiene un comportamiento complejo, debido a que depende de la interaccion
con el vector, el patégeno y las barreras de infeccion (Souza-Neto et al., 2019).

Por ejemplo, los mosquitos Ae aegypti de Poza Rica, son capaces de transmitir las
cepas Americana, Africana y Asiatica de ZIKV, aunque mostraron una mayor CV para el
linaje Africano (Weger-Lucarelli et al., 2016). Existe evidencia de que Ae aegypti es
capaz de adquirir simultdneamente CHIKV y ZIKV, al realizar dos alimentaciones en un
mosquito, la primera con CHIKV y después con ZIKV se observa que mejora la
infeccion y transmision de ZIKV (Magalhaes et al. 2018). La co infeccion en un mosquito
podria causar algun cambio en la infeccion y la transmision de alguno de los virus
(Souza-Neto et al., 2019).

En nuestro laboratorio, estandarizamos las condiciones de infeccion para realizar
estudios de CV en Ae aegypti (F1) de Acapulco, Guerrero con el virus ZIKV y usando
como control a una poblacion Ae aegypti cepa Rockefeller (cepa de mosquitos
adaptados a condiciones de laboratorio). Encontramos que la cepa Rockefeller tiene
una CV de 96.2% similar a la reportada por otros autores y que la cepa Acapulco
presenta una CV de 92% (Sanchez et al., 2019). Ademas, en Ae aegypti de
Guadalajara, Jalisco infectados con ZIKV presenta una CV del 93.1% (Elizondo et al.,
2019).
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En resumen, hace falta mayor investigacién sobre la CV en los mosquitos del género
Aedes provenientes de distintas regiones de México, esto es importante para contar con
un mapa de riesgo entomolégico de transmision de los diferentes arbovirus a nivel
nacional y posteriormente establecer medidas de control de la poblacién del mosquito

vector y por lo tanto disminuir la transmision de estos arbovirus.
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3.- Justificacion

México es considerado un pais endémico para DENV, ZIKV y CHIKV. Sin embargo, en
el estado de Morelos, la secretaria de salud (DGE, 2019) reportdé un aumento en el
namero de casos por DENV (con 1,344) y ZIKV (con 544) en el 2019. Los municipios
mas afectados son Cuernavaca, Cuautla, Yautepec, Puente de Ixtla, Jojutla y
Zacatepec.

Dado que la competencia vectorial para cada arbovirus no es especifica y ademas varia
de acuerdo al origen geogréfico del mosquito, en este trabajo, se propone el estudio de
la competencia vectorial para transmitir DENV y ZIKV en el mosquito Ae aegypti
proveniente de Puente de Ixtla, Morelos.

Al comparar la CV de DENV y ZIKV en un estado donde no se ha evaluado la CV,
podria proporcionar informacion sobre la capacidad de los mosquitos de Morelos para

transmitir estos virus.

4.- Hipoétesis

La competencia vectorial de los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos, es
diferente para DENV y ZIKV.
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5.- Objetivo
Evaluar la competencia vectorial de los mosquitos Ae aegypti provenientes de Puente
de Ixtla para transmitir DENV y ZIKV de manera individual.

5.1.- Objetivos especificos

e Determinar la carga viral en el intestino medio y la glandula salival de los
mosquitos infectados con DENV.

e Determinar la carga viral en el intestino medio y la glandula salival de los
mosquitos infectados con ZIKV.

e Comparar la competencia vectorial del mosquito Ae aegypti de Puente de Ixtla
para la transmision del DENV y ZIKV.
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6.- Materiales y métodos

6.1.- Propagacion de DENV y ZIKV

El DENV serotipo 2 se propagd en células C6/36 (células del intestino de Ae
albopictus), las cuales se mantuvieron en medio L-15 suplementado con 10% de
triptosa, 8% de SFB y 20 pg/pl de ciprofloxacino. La propagacién se realiz6 en un
cultivo de C6/36 al 80% de confluencia en cajas de cultivo 25 cm? y se mantuvieron en
incubacién a 28°C por 5 dias. Posteriormente se colectd el cultivo de células infectadas
y se centrifug6 a 1000 rpm, para clarificar el sobrenadante. En el caso de ZIKV, se
utilizaron sueros de pacientes infectados con el virus en México de los cuales se aisl6
ZIKV en cultivos de células VERO.

6.2.- Titulacion viral de DENV y ZIKV
La titulacion de DENV y ZIKV se realiz6 en la linea celular VERO (células epiteliales del
rifdbn de un mono verde africano Chlorocepus aethiops), se mantuvieron en medio
DMEM suplementado con 10% de SFB, 20 ug/pl de ciprofloxacino y 2 mM de L-
Glutamina. Se mantuvieron a una temperatura de 37°C con 5% de COa..
La titulacion viral se realizd por el método de placas liticas, para eso se sembraron
80,000 ceélulas VERO por pozo en una placa de 24 pozos y se incubaron a una
temperatura de 37°C con un 5% de CO: por 24 horas. Posteriormente se realizaron
diluciones del virus en base 10° usando medio DMEM sin suplementos (450 ul de medio
DMEM vy 50 ul de ZIKV).
Para iniciar la infeccion de las células se retir6 el medio de crecimiento en el que se
encontraban las células, se realizaron dos lavados con PBS y en cada pozo de la placa
se agreg06 250 pl de las diluciones realizadas con el virus, se incubo la placa infectada
con ZIKV/DENV durante 90 minutos a una temperatura de 37°C, tiempo donde se lleva
a cabo la absorcion viral, se retiré el inoculo viral, se realizaron dos lavados con PBS y
se agregaron 500 pl de DMEM con 3% de carboximetil-celulosa y se incubaron a una
temperatura de 37°C por 6 dias.
Después de los 6 dias de incubacion, se retird la carboximetil-celulosa y se realizaron
varios lavados con PBS para retirar la carboximetil-celulosa de cada pozo. Después, se

fijaron las células con 100% de metanol por 60 min en agitacion. Se realizaron dos
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lavados con PBS y se tifieron con 1% de cristal violeta por 60 min. Finalmente, se retiro
el exceso de cristal violeta con agua y se contaron las placas para conocer el titulo viral.
El resultado se expresa como unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro.

UFP= NUmero de placas observadas

Factor de dilucion

6.3.- Crecimiento y mantenimiento de los mosquitos Ae aegypti de Puente
de Ixtla
Los huevos de los mosquitos Ae aegypti provenientes de Puente de Ixtla, Morelos
fueron proporcionados por el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades del municipio de Jojutla, Morelos (CENAPRECE), los cuales fueron
obtenidos por medio de ovitrampas.
Se inicio la colonia de Ae aegypti (Puente de Ixtla) en el insectario del CISEI-INSP. La
eclosion de los huevecillos se realizdé con agua corriente, previamente calentada por 5
minutos a una temperatura de 27°C, se colocaron las tiras con los huevos de los
mosquitos y después de las 24 horas aproximadamente, se obtuvieron las primeras
larvas.
Las larvas se mantuvieron en tinas con agua corriente a una temperatura de 27° C y se
alimentaron con una combinacién de 100 gr de extracto de levadura, 100 gr de
albumina y 100 gr de croqueta para conejo, mezclada con 100 ml de H.O vy
posteriormente esterilizada. El agua donde se encontraban las larvas se cambio todos
los dias y se agregd de 1 a 2 ml de alimento dependiendo del tamafio de las larvas. Al
obtener las pupas, estas fueron colectadas y colocadas en recipientes con mosquitero
para la emergencia de los adultos.
Los mosquitos adultos son alimentados con una solucién estéril de sacarosa al 10% y
se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad a una temperatura de

27°Cy 60% de humedad (Figura 12), hasta la alimentacion con sangre.
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200 pupas Humedad : 60%
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__________________________ >
Huevo Estadio de larva Estadio de pupa Mosquito adulto

Puente de Ixtla
Huevos: 6590
Colecta: 10/08/2021

Figura 12.- Crecimiento de la colonia Ae aegypti (F1) de Puente de Ixtla. La eclosion de huevos se
realiz6 con agua a una temperatura de 27°C. Las larvas se mantuvieron en tinas con agua y se
alimentaron con 1 a 1.5 ml segun el tamafio de la larva. Las pupas se colectaron y fueron colocadas
en recipiente con mosquitero hasta su emergencia a adulto.

A partir de las papeletas con aproximadamente 6590 huevos, se obtuvieron 500
ejemplares, de los cuales se obtuvieron los mosquitos adultos y posteriormente se

realizaron las infecciones con los virus.

6.4.- Infeccion de mosquitos hembras con DENV y ZIKV
La infeccion de los mosquitos adultos con el virus DENV y ZIKV se realizé por medio de
la alimentacion con sangre (Figura 13). La alimentacion de las hembras se realizé a los
7 vy 8 dias pos-emergencia, se realizd una mezcla de 1:1 con sangre y virus (1X10)
con un alimentador artificial de vidrio estéril y cubierto con parafilm, se conectd por
medio de mangueras a un alimentador artificial, el cual cuenta con un circuito de agua
gue mantiene la sangre a una temperatura de 37°C, la alimentacion duro entre 45 a 50

minutos. Una vez terminada la alimentacién y contando con un gran numero de
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mosquitos alimentados, se dividié en dos grupos diferenciando los alimentados con

DENV y con ZIKV. Se dejaron con un algodon con sacarosa al 10%.

Alimentacion de los Sangre + Virus a5 .. N
mosquitos adultos a . .

] e

Mosquitos hembra

Alimentacion a los 8 dias alimertadas

post-emergencia T
1 >
DENV-2 ZIKV Temperatura: 27°C

X Humedad: 60%
Temperatura a 37°C Fotoperiodo 12/12

Figura 13.- Infeccién de los mosquitos hembra con DENV y ZIKV. Las infecciones de realizaron a
los 7 a 8 dias después de la emergencia a adultos. Se utilizé un alimentador de vidrio (estéril), se
colocé parfilm en la parte de abajo y se agreg6 la sangre con el virus. El alimentador artificial mantuvo
la sangre a 37°C por medio de la circulacion de agua a esa temperatura. Las hembras que si se
alimentaron se mantuvieron con sacarosa al 10% hasta su uso experimental.

6.5.- Extraccion del intestino medio y la glandula salival.
A las hembras alimentadas con DENV y ZIKV, se les realizo las disecciones del IM y la
GS a los 4, 7 y 14 dias post-infeccion (dpi). Los mosquitos fueron anestesiados a una
temperatura de 4°C y posteriormente se extrajo el IM y la GS con la ayuda de un
microscopio estereoscopico. Los tejidos se colocaron en tubos eppendorf (de 0.6 pl)
con 150 pl de ADN/RNA latter y fueron almacenados a una temperatura de 4°C hasta
su andlisis. En la figura 14, se muestran el IM y la GS que se extrajeron de los

mosquitos infectados.
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De las disecciones, se obtuvo un aproximado de 85 mosquitos hembra que se
alimentaron con sangre mezclada con el virus de los cuales, se obtuvieron 30
mosquitos infectados con DENV y 55 mosquitos con ZIKV. Posteriormente los tejidos

fueron homogeneizados de manera individual con un Bio-vortex (Daigger) y se realizé la

extraccion del ARN viral.

ORI R

Figura 14.- Diseccion de tejidos de los mosquitos Ae aegypti infectados con DENV y ZIKV. A) Se
observa el Microscopio estereoscépico con el cual se realizaron las disecciones de IM y GS de Ae
aegypti infectados con DENV y ZIKV. B) Intestino medio. C) Glandula salivales, obtenidos a los 4 dpi,
7 dpi y 14 dpi.

6.6.- Extraccion de ARN viral
La extraccion del ARN viral se realizd con el kit de QlAamp Viral RNA Mini Kit,
siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad y pureza del ARN se determiné
usando el NanoDrop 1000 (Thermo Scientific NanoDrop Lite). Para analizar la CV en los
tejidos de los mosquitos se realizaron pools con el ARN extraido. Los pools se
realizaron con 2 muestras para DENV y 3 muestras para ZIKV, de esta manera se

optimizaron los reactivos y se disminuy6 el nUmero de muestras a analizar.

6.7.- Reaccion de retro-transcriptasa (RT)
La sintesis de cDNA se realizé con el kit de Thermo Scientific Revert Aid H Minus First
strand cDNA Synthesis Kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacciéon de RT
se llevo acabo con 2 pl de RNA, 0.5 pyl de Random hexamer primer (100 uM), ajustando

a un volumen final de 12 pl con H>O libre de nucleasas. Después se realizaron
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incubaciones a diferentes temperaturas con ayuda de un Termo-block. Las
incubaciones fueron 5 min a 65°C, 60 min a 42°C y a 70°C por 5 min para detener la
reaccion de RT. Las muestras se almacenaron a una temperatura de -20°C hasta su

uso.

6.8.- Deteccion de DENV y ZIKV mediante RT-PCR
La reaccion de qPCR para la deteccién de DENV y ZIKV se realiz6 en el termociclador
Rotor- Gene Q (QIAGEN), utilizando SYBR Green Supermix de la marca Bio-Rad iTaq
Universal y oligonucledtidos especificos para DENV y ZIKV (Tabla 1) y el cDNA de cada
muestra a analizar en un volumen final de reaccion de 20 .
Tabla 1. Oligonucleotidos especificos para S7, DENV y ZIKV. Para realizar el RT PCR se utilizaron

oligos especificos para S7, DENV y ZIKV para detectar la presencia de estos virus en los tejidos de los
mosquitos a analizar.

Nombre | Secuencia 5'- 3" (10 p/mol) longitud | Regién

S7 Rv- TCG TGG ACG CTT CTG CT- 17pb | S7
Rw — ACA AAT CGG CCA G- 13 pb

DENV | Rv-TGC TGT TGG TGG GAT TGT TA 20 pb | NS5
Fw- CAA TAT GCT GAA ACG CGA GAG AA 23 pb

ZIKV F- CAG CTG GCATCA TGA AGA AYG 21 pb | NS4B
R- CACYTG TCC CATCTTYTTCTCC 22 pb

Tabla 2. Condiciones para RT-PCR de S7, DENV y ZIKV. Se utilizaron diferentes condiciones para
realizar el gPCR, seqgun el virus.

S7

DENV

ZIKV

Hold: 95°C x 10 min.
Cycling: 95°C x 10 seg.
70°C x 40 seg

72°C x 50 seq.

Hold: 95°C x 10 min

Cycling: 95°C x 15 seg
61°C x 30 seg
72°C x 30 seg

Hold: 95°C x 10 min

Cycling: 95°C x 15 seg
55°C x 30 seg
72°C x 30 seg

Melt: 62°C x 90 seg.
95°C x 5 seg.

Melt: 72°C x 90 seg
95°C x 5 seg

40 ciclos

45 ciclos

45 ciclos
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6.9.- Curva estandar para la cuantificacion de DENV y ZIKV
Se realizé una curva estandar con el gen enddgeno S7, ya que no presenta cambio en
su expresion a lo largo del tiempo de la infeccién (Figura 15). La cuantificacion de
DENV y ZIKV se realizé de manera relativa con respecto a S7 de Aedes, para ello, se
realiz6 una curva estandar utilizando diluciones 1:4 con cDNA para los 4, 7 y 14 dias.
En la corrida de estandarizacién se incluyé un control de no templado (NTC) y un
control positivo. EI mix de reaccién consistié en SYBR Green, oligonucleétidos de S7 y
H20. El RT-PCR se corri6 por duplicado con las condiciones antes mencionadas (Tabla
2) en un volumen final de 20 pl por muestra. En la figura 15 se observa que se recorre
el CT de las muestras de manera dependiente de la dilucién y la curva Melt nos permite

observar que tenemos un solo producto de amplificacién.

N
/

»

Figura 15. Ciclos de amplificacién en la qPCR (S7). En el eje “X* se muestran los ciclos de
amplificacion (Ct) y la temperatura, y en el eje “Y” representa la concentracion de amplificacion. A)
Analisis de Cycling A. Green (Threshold= 0.0788) y B) el andlisis de la curva Melt.
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Los resultados obtenidos de las mediciones de cada dilucion de S7 fueron utilizados
para el disefio de una curva estandar. Posteriormente, con ayuda del equipo se calculo
la férmula de la curva relativa (Figura 16) que se import6 a las gPCRs de DENV y ZIKV
para su cuantificacion relativa. Esta curva estandar presenta una eficiencia de 0.92 y
una R? de 0.97024 (Threshold= 0.0788). La curva estandar de S7 nos permitié conocer

la cuantificacion relativa de DENV y ZIKV en los tejidos del mosquito.

Cycling A.Green (Page 1)
R=0.98501
R"2=0.97024
M=-3.535
B=27.64%
Efficiency=0.92

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

___________________________________________________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________________________________________________

a0 1 ad® 18 1™ 1d 10" 1
Concentration

Figura 16. Curva estandar (S7): Resultados obtenidos del RT-PCR, en el gje X representa en niumero
de copias de cada concentracion obtenida de las diluciones. En el eje Y es la CT, obteniendo una R
0.98 y una Eficiencia de 0.92.

6.10.- Analisis estadisticos

La tasa de infeccion se calculé con el nUmero de mosquitos positivos en el intestino
medio entre el nimero total de mosquitos analizados. La tasa de transmision se
determina como el numero de mosquitos positivos en la glandula salival entre el nimero
total de mosquitos analizados.

Se utilizé el programa de GraphPad Prism 7 para realizar el analisis estadistico y la
construccion de las graficas. Todos los andlisis se realizaron con 2way ANOVA, los
datos se procesaron con un intervalo de confianza del 95% y los valores con una

P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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7.- Resultados

7.1.- Los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos presentan
infecciones con DENV y ZIKV a partir de los 4 dpi
Los Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos (F1) fueron infectados con DENV y ZIKV
despues de los 8 dias post-emergencia; la infeccion y transmision de DENV y ZIKV se
analizé mediante RT-gPCR en el IMy la GS a los 4,7 y 14 dias. Se observo que los Ae
aegypti infectados con DENV (Figura 17) mostraron un pico maximo de infeccién a los 4
dpi en IM y GS, posteriormente se observd una disminucién de DENV a los 7 dpi y a los
14 dpi, siendo estadisticamente significativa la carga viral entre los 4 y 7 dpi (P<0.0001),
asi como entre los 4 dpi y 14 (P<0.0001). Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre los 7 y 14 dpi (P=0.4785). Lo anterior sugiere que DENV es capaz
de diseminarse e infectar las GSs de Ae aegypti de Puente de Ixtla en un tiempo corto.
Aunque a los 14 dpi se observan bajas concentraciones del virus no indica que el
mosquito ya no pueda transmitir el virus ya que un mosquito una vez infectado con

algun arbovirus sera portador por todo su ciclo de vida (Cheng et al, 2015).

DENV
0.254 1
K kKK KAk N ® 4 dpi
0.20- o ' ' m 7 dpi
G A 14 dpi
% 0.15+ 1
S
5010 %
= Tt
..
0.05 - 51. =
@
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0.00—4—&—1—@

IM GS

Figura 17. DENV presenta infecciones a partir de los 4 dpi en Ae aegypti de Puente de Ixtla. En
la grafica se observa la cuantificacion relativa con DENV en el IMy GS a los 4, 7 y 14 dpi.
Observando un pico méximo de infeccién a partir de los 4 dpi y una disminucion de la carga viral a los
7y 14 dpi (P<0.0001). La grafica muestra los datos de tres experimentos independientes y el andlisis
de 3 poles de mosquitos infectados. Analisis 2way ANOVA. Eje X, IM (intestino medio), GS (glandula
salival), eje Y, valor de concentracién.
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En cambio, la infeccion de los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla con ZIVK
(Figura 18) es baja en comparacion con DENV (Figura 17). La presencia de ZIKV en el
IM y la GS se observa desde los 4 dpi aunque con baja carga viral respecto a la
infeccion con DENV (Figura 17). En el IM el pico de replicacion ocurre a los 7 dpi, en
comparacién con la GS que se observa a los 4 dpi. Sin embargo, no se presentan una
diferencia significativa (P=0.5405), al realizar multiples comparaciones no se
observaron diferencias significativas entre los dias analizados y entre los tejidos. La
diferencia en la infeccion entre ZIKV y DENV podria sugerir una dificultad de ZIKV en

atravesar las barreras tisulares; por lo cual se requiere mayor investigacion al respecto.

ZIKV
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Figura 18.- ZIKV en los mosquitos de Puente de Ixtla presenta su pico maximo de infeccién a
los 7 dpi. De la cuantificacién relativa con ZIKV en el IMy GS alos 4, 7 y 14 dpi. Se observa un pico
maximo de infeccién a los 7 dpi en el IM, sin embargo, en la GS se observa a los 4 dpi. En los analisis
estadisticos no presenta diferencias significativas (ns). A los 4 dpi y 7 dpi se tiene una P=0.8234, entre
los 4 dpi y 14 dpi se tiene una P= 0.7881 y entre los 7 dpi y 14 dpi una P= 0.9977. Analisis 2way
ANOVA.

En las figuras 17 y 18, se muestran infecciones con ambos virus en Ae aegypti de
Puente de Ixtla, Morelos a partir de los 4 dpi, también, se observa una clara disminucion

de la carga viral a los 14 dpi con DENV y ZIKV. La posibilidad de la presencia de las
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barreras tisulares en Ae aegypti de Puente de Ixtla son evidentes y se presenta en las
infecciones para ZIKV. En cuanto al PIE en mosquitos depende del virus, en algunos
datos muestra que las infecciones en la GS con DENV son desde los 4 dpi, mientras
que para ZIKV es a los 14 dpi, tiempo para una transmisioén exitosa a un huésped
humano (Palomares et al., 2018).

7.2.- Los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos presentan una
mayor competencia vectorial para DENV
Se determiné la tasa de infeccién en el IM y la tasa potencial de transmision en la GS
segun indica en M&M. Los resultados muestran una CV del 100% para DENV y el 73%
para ZIKV (Tabla 4), indicando que los mosquitos Ae aegypti de Puente de Ixtla,
Morelos son altamente competentes para DENV y también son capaces de infectarse y

transmitir ZIKV aungque en menor grado.

Tabla 3. DENV presenta una CV superior comparada con ZIKV. La CV de Ae aegypti de Puente de
Ixtla con DENV es del 100%, siendo superior a ZIKV con un 73%.

Tasa de infeccidn Tasa potencial de
Flavivirus (Intestino medio) transmision Total CV
(Glandula salival)
DENV n=14 n=14 100%
14/14= 100% 14/14=100%
ZIKV N=15 N=15 73%
11/15=73% 11/15=73%

Los datos anteriores, sugieren que las barreras tisulares (BIM, BEIM, BIGS y la BEGS)
no son capaces de anular las infecciones para DENV, aunque los mosquitos Ae aegypti
de Puente de Ixtla presentan una cierta barrera en el IM y la GS para diseminar y
transmitir el ZIKV. Por lo cual, se realizaran a futuro estudios en nuestro grupo de
trabajo para determinar la contribucion de las barreras tisulares en la infeccion con

DENV y ZIKV en los mosquitos Ae aegypti.
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7.3.- En Ae aegypti de Puente de Ixtla, DENV presenta mayor infeccion en el
IMy la GS comparado con ZIKV
Al comparar las infecciones de ambos virus (Figura 19) en los tejidos analizados,
observamos que DENV presenta una carga viral mayor que ZIKV en los mosquitos Ae
aegypti de Puente de Ixtla, tanto en IM como en la GS. A los 4 dpi, se obtuvo
diferencias significativas (P<0.0001) en la infeccion en el IM respecto a la GS, sin
embargo entre los 7 y 14 dpi no se muestran diferencias (P=0.7242).
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Figura 19. Ae aegypti de Puente de Ixtla infectados con DENV es mas competente comparado
con ZIKV. La comparacion en ambos virus es muy vista, siendo que DENV presenta mayor infeccion
alos 4, 7y 14 dpi en ambos tejidos, en cambio con ZIKV las titulaciones virales son bajas en los dias
analizados y tejidos. Presentando una variacion significativa en el IM (P<0.0002) y en la GS
(P<0.0001).
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En este estudio, se observd que el periodo de incubacién de DENV es a los 4 dpi,
mientras en ZIKV es a los 7 dpi, esto significa que el PIE de DENV en los mosquitos de
Puente de Ixtla es de menor duracién comparado con ZIKV. A pesar que los mosquitos
se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales se observa una diferencia
significativa entre la infeccién con DENV y ZIKV en los mosquitos Ae aegypti de Puente
de Ixtla. En la literatura se ha reportado que la duracion del PIE varia significativamente
entre cada arbovirus e incluso en la especie del mosquito (Cheng et al., 2015). Lo
anterior explica las diferencias observadas entre la infeccién con DENV y ZIKV en la

misma especie de mosquito.

8.- DISCUSION

La competencia vectorial de los mosquitos Ae aegypti es especifica para cada virus y
cambia de acuerdo al origen geografico de los mosquitos (Souza-Neto et al., 2019). En
el presente estudio, se comparé la CV de los Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos
para transmitir de manera independiente el DENV y el ZIKV. Se observo que los Ae
aegypti de Puente de Ixtla, infectados con DENV presentan un mayor nivel de infeccion
en el IMyla GS a los 4 dias, en comparacion con las infecciones con ZIKV en los
mismos tejidos, en ZIKV se observa un pico maximo de infeccién a los 7 dpi.

Ademas, nuestros resultados muestran que la CV entre DENV y ZIKV es diferente, aun
siendo de la misma zona geogréfica. Previamente, se ha publicado que los mosquitos
Ae aegypti silvestres de distintas regiones de México infectados con ZIKV muestran una
mayor carga viral a los 7 dpi y una disminucién de la misma a los 14 dpi, ademas de
gue la CV varia entre las poblaciones aun siendo mosquitos de la misma especie
(Garcia-Luna et al., 2018). Pocos estudios han evaluado infecciones en tiempos cortos
después de la ingesta de sangre infecciosa, sin embargo, en un estudio realizado en
mosquitos silvestres obtenidos de Acapulco, Guerrero infectados con ZIKV, se muestra
la presencia del virus a partir de los 4 dpi, con una infeccibn maxima a los 7 dpi y una
disminucién a los 14 dpi (Sanchez et al., 2019). En las infecciones con DENV en Ae
aegypti no se observa un aumento en la carga viral a los 2 dpi, en cambio a los 3 dpi
hay un pequefio aumento y un pico maximo a los 7 dpi (Raquin et al., 2017). Existe

variabilidad en la susceptibilidad a las infecciones por arbovirus en poblaciones
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geogréficas de mosquitos e inclusive para la misma poblacion, esta variabilidad se debe
al hecho de que la CV es un fenotipo complejo y en evolucion, ademas depende de la
interaccion del vector y el virus (Souza-Neto et al., 2018).

DENV y ZIKV son virus endémicos de México y se encuentra ampliamente distribuido
en todo el pais, sin embargo se ha demostrado que la CV varia segun la especie del
mosquito y la region geogréfica (Garcia-Luna et al., 2018; Benette et al., 2002).
Ademas, Ae aegypti es capaz de transmitir DENV y ZIKV pero depende de la cepa del
mosquito y la capacidad de poder replicarlo y de transmitir el virus (Musso et al., 2016).
Los factores ambientales y genéticos tanto del mosquito como del patégeno interactian
para influir en la CV, por ejemplo, la temperatura influye en el PIE y la supervivencia del
mosquito vector (Souza-Neto et al., 2019; Méarquez et al., 2018). En el caso de la
infeccion con DENV en los mosquitos Ae aegypti a temperaturas de 35°C resulta un PIE
mas corto mientras que a temperaturas de 21°C causa un PIE mas largo (Palomares et
al.,, 2018), sin embargo, los mosquitos de Puente de Ixtla se mantuvieron a
temperaturas iguales (28°C) y se observa una diferencia en la CV entre DENV y ZIKV
mostrando infecciones a partir de los 4 dpi.

Se ha demostrado que la temperatura es un factor que ejerce una considerable
influencia en el ciclo de vida del mosquito ya que puede afectar o beneficiar el ciclo
biologico del mosquito y las respuestas a la interaccion con el virus. A temperaturas
mayores de 31°C acelera su ciclo biolégico por lo que acorta su tiempo de vida,
mientras que a temperaturas entre los 21°C el desarrollo y tiempo de vida son mas
largos teniendo la oportunidad de infectarse con algun arbovirus y poder transmitirlo.
(Méarquez et al., 2018). Actualmente, el cambio climéatico es un factor preponderante que
podria afectar o beneficiar en al mosquito vector, sin embargo, al aumento en la
temperatura minima (mas de 10°C) se asocia con un aumento en la actividad de la
ovoposicion y por lo tanto al aumento de la poblacién. Se ha descrito que hay poca
actividad de ovoposicion de Ae aegypti durante el invierno seco, mientras que la mayor
actividad es durante la temporada de lluvias, ademas que los casos de infecciones
aumentan en esta temporada.

La diversidad genética de Ae Aegypti afecta la infeccién de los Flavivirus y la CV como

se ha demostrado en varios estudios de las poblaciones de estos vectores (Souza-Neto
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et al., 2019). Ademas, los mosquitos han desarrollado estrategias inmunes para
restringir la replicacion viral, mientras que el virus ha desarrollado estrategias de
evasion de la respuesta inmune para poder infectar una célula huésped y dependen de
su estricta capacidad de interactuar y manipular la maquinaria de la célula para
propagarse y poder evitar las respuesta antivirales tanto de la célula huésped como de
las barreras del mosquito presentes en los distintos tejidos (Neufeldt et al., 2018).

En condiciones de laboratorio, las cepas de Ae aegypti son altamente competentes para
transmitir diferentes arbovirus, sin embargo podria variar entre la cepa del mosquito que
se estd analizando. Ademas, en los mosquitos que se encuentran en condiciones
naturales la CV y el PIE son variables comparado con los mosquitos de laboratorio, por
lo cual las tasas de infeccion son distintas (Palomares et al., 2018). La rapida
adaptacion de los mosquitos Ae aegypti a las diferentes condiciones climaticas y
habitats lo hace un importante vector que influye en la distribucion de estos arbovirus en
lugares no endémicos e incluso sin reportes de infecciones por estos arbovirus
(Marquez et al., 2018).

Los programas quimicos para el control de vectores son muy eficaces para reducir la
poblacién de mosquitos vectores y las transmisiones por arbovirus. Sin embargo se
obstaculizan por los recursos financieros disponibles, asi como por los desafios
constantes de la resistencia a insecticidas que se genera y por el cambio evolutivo de
estos arbovirus (Golding et al., 2015). Aunque todavia no se cuente con alguna vacuna
0 un tratamiento especifico para la mayoria de las enfermedades transmitidas por
arbovirus, por lo tanto que las emergencias y las epidemias aumenten, depende del
control de vectores y la proteccion personal (Carneiro et al., 2017). La distribucion
geografica de la CV en Ae aegypti es el primer paso para determinar el potencial de
transmision para DENV, ZIKV, entre otros virus, y asi establecer medidas de control de

vectores basado en evidencia cientifica.
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9.- Conclusién

e La CV de DENV y ZIKV son variables en los mosquitos Ae aegypti de Puente de
Ixtla.

e Ae aegypti de Puente de Ixtla, Morelos presenta una CV mayor en DENV
comparado con ZIKV.

e Los mosquitos de Puente de Ixtla pueden replicar y transmitir DENV y ZIKV.

9.1.-Perspectivas

e Realizar la cuantificacion absoluta del virus en los mosquitos de Puente de Ixtla,
Morelos infectados con DENV y ZIKV.

e Analizar la CV en Ae aegypti de diferentes regiones de México, estos datos
serian la clave para el control de mosquitos vectores y las infecciones

provocadas por arbovirus.
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