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Resumen

La conexion entre los insectos y los virus es fascinante y compleja. La infeccion por el virus
del dengue (DENV) en Ae. Aegypti parece ser inocua y el virus es transmitido de forma
horizontal y vertical. En esta tesis se analizaron los costos reproductivos en mosquitos que
fueron retados con virus del dengue serotipo 2 irradiado con luz UV (DENV2-UV) y en
mosquitos que fueron retados con un virus activo (DENV?2). El objetivo del presente trabajo
fue evaluar si la alimentacién con virus irradiado tiene costos reproductivos en las hembras
y analizar si son distintos de los costos que se produce después de una infeccién con virus
activo. ElI modelo de estudio que se utilizd en esta tesis fue Aedes aegypti-DENV2. La
infeccion con DENV?2 redujo la fertilidad de las madres. La tasa de oviposicion de las hijas
F1-DENV?2 fue menor que la de las hijas F1-Control. En contraste, las hembras que fueron
retadas con DENV2-UV ovipositaron més huevos y ademas tuvieron mayor éxito en la
eclosion. Esta comparacion es importante porque los trabajos del efecto del virus sobre
pardmetros de adecuacion en el mosquito solamente han evaluado el efecto en las madres y

no en las generaciones subsiguientes.



1. INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad infecciosa causada por el virus del dengue, el cual es
transmitido por el mosquito Aedes aegypti. El virus no se transmite de persona a persona,
sino a traves de la picadura del mosquito durante su alimentacion con sangre de una persona

enferma de dengue, y posteriormente con la picadura a otras personas. (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de infeccién del virus dengue en humanos y mosquitos. El mosquito sano adquiere el virus cuando se alimenta
de una persona enferma durante lafasevirémicadelainfeccidn. En el mosquito, el virus dengue infectalas células del intestino
medio vy otros tejidos antes de llegar a las gldndulas salivales y por ende a la saliva. Cuando vuelva a alimentarse el mosquito
infectado transmite el virus a otra persona sana donde después de 43 7 dias

apareceran los sintomas, durante | a etapa febril esta persona puede transmitir el virus a otro mosquito.

Fuente: http://cerrillosmunicipiosaludable.blogspot.com/2010/10/campanaprevenciony-



Virus del Dengue

El virus dengue (DENV) pertenece al género flavivirus, familia flaviviridaea, el cero-
complejo de este grupo de virus estd formado por cuatro serotipos denominados DENV1 a
DENV4. Estos serotipos son los responsables de causar la enfermedad del dengue en los
seres humanos. Esta formado por una doble membrana lipidica, en la cual se encuentran
embebidas la proteina de membrana (M) y la glicoproteina de envoltura (E). En su interior,
se encuentra la capside, una estructura proteica formada por el ensamblaje de la proteina de

la cépside (C), y que contiene el genoma viral (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la particula delvirus dengue. Envuelto, esférico, de unos 50 nm de diametro. Las
proteinas dela superficie estan dispuestas enunasimetria de tipoicosaédrico. Philippele Mercier, P,
Flavivirus™~ViralZone. [enlinea] viralzone.expasy.org. Disponible en: <https://viralzone expasy. org/24-
[Consultadoel 14de noviembre de 2021].



El genoma del DENV esta formado por RNA de cadena sencilla de polaridad positiva

con un tamafio aproximado de 11 kb. Este ARN se traduce en una sola poliproteina que

codifica tres proteinas estructurales, la capside (C), la premembrana (prM),

la envoltura (E)

y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS4A, NS4B y NS5). (Figura 3).
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Figura 3. a) Esquema de laorganizacidon del genoma del virus dengue. Es un ARN de cadena sencillaconundnico
marco abierto de lectura que comienza hacia el extremo S'notraducidoy que contiene los genes estructuralesy no

estructurales.

b) Esquema de |a poliproteina sintetizada que muestra la organizacion de las proteinas estructurales (C, priy E) v

las no estructurales (NS1, NS24, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NSS)

La capside se une y estabiliza el RNA viral, el péptido Pr funciona como una tapa que

protege el péptido de fusidn en E, evitando asi la fusion prematura, M forma

un canal i6nico.

E tiene como funcidn el reconocimiento y union a la célula hospedero, y participa en la fusion
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de las membranas viral y endosomal. La proteina no estructural NS1 tiene como funcion la
replicacion viral del ARN, la defensa viral a través de la inhibicion de la activacion del
complemento, NS2 actla en la replicacion y ensamble viral, NS2B es cofactor de la proteasa
NS3, NS3 es una serina proteasa y escinde la poliproteina viral, esta presente en la replicacion
con su actividad de ARN helicasa y RTPasa/NTPasa-ARN viral, introduce la apoptosis en
celulas infectadas, NS4A induce alteraciones de la membrana y autofagia para mejorar la
replicacion del virus, NS4B interactta con la replicacion viral NS3, bloquea la transduccion
de sefiales inducidas por IFN-o/B y ayuda al virus a escapar de la respuesta inmunitaria innata
del hospedero, NS5 tiene un dominio metiltransferasa y ARN polimerasa dependiente de
ARN. En el humano, el DENV infecta tanto células de origen mieloide, como monocitos,
macrofagos, células dendriticas y células de origen no mieloide como células hepaéticas,

pulmonares, cardiacas, renales y esplénicas.

Transmision del virus del dengue

Los mosquitos tienen un papel importante en la transmision de diferentes patdgenos
causantes de enfermedades porque son vectores bioldgicos. Un vector biol6gico es un
organismo vivo que transporta patdgenos que pueden multiplicarse dentro de ellos y que se
transmiten a nuevos hospedadores. Diversos mosquitos de los géneros Aedes, Anopheles y
Culex son vectores que transmiten virus o parasitos a los humanos al momento de la picadura.
La importancia del mosquito Aedes aegypti como vector, ha sido reconocida por su capacidad
para transmitir virus causantes de enfermedades como el virus del dengue (DENV, por sus

siglas en inglés; Dengue virus), el virus del Zika (ZIKV), el virus del Chikungunya (CHIKV),
11



el virus de la Fiebre amarilla (YFV), el virus de Mayaro (MAYYV), el virus de la Encefalitis
Equina del Este (EEEV), el virus de la Encefalitis del Valle de San Luis (SLEV) y el virus

del Nilo Occidental (WNV).

La replicacion del virus en los mosquitos ocurre en diferentes drganos y
temporalidades. Una vez ya establecida la infeccion inicial en el intestino (48 horas), esta se
disemina a érganos secundarios: traqueas (positivas a DENV a los 3 dias), cuerpo graso (5
dias), cabeza (5 dias), sistema nervioso (10-14 dias), tubos de Malphigio (15 dias) para
finalmente llegar a las glandulas salivales (7 a 10 dias) donde el virus se replica (Figura 4) y
el mosquito puede picar e infectar a un humano. Posterior a esto, pasan entre 7 y 14 dias antes
de que los mosquitos puedan transmitir el virus a un nuevo hospedero vertebrado (Alto B.W.,
et al 2008). La tasa de replicacion viral del DENV es de aproximadamente 18 a 24 h, con un

aumento asociado a la cantidad de virus en el cuerpo.
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Figura 4. Ciclo de replicacion del virus dengue. Se observan los diferentes pasos del ciclo de replicacion delvirus dengue, desdela
unidnalacélulahospederahastalaliberacion del virus.

La transmision de un agente infeccioso puede darse de distintas maneras: (a) de
manera vertical (o transovérica, de una madre infectada a su progenie), (b) de manera
horizontal (por ejemplo, via oral) (Weaver S et al 2010), o (c) tanto de manera vertical como
horizontal cuando el parasito utiliza algun vector u hospedero intermedio para ser transmitido
a su hospedero final (Figura 1). Se ha reportado que los patdgenos que se transmiten
horizontalmente suelen tener una mayor virulencia que aquéllos que se transmiten de manera

vertical (Vautrin E. et al 2008, Magalon H. et al 2010), por lo que se cree que los patdgenos
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transmitidos de una madre a su progenie deberian causar el menor dafio posible ya que ellos

también se beneficiarian de un aumento en las poblaciones de hospederos.

El mecanismo de transmision vertical promueve la persistencia de los virus que se
transmiten en los periodos entre epidemias o en condiciones ambientales dificiles, y convierte
a las formas inmaduras de Ae. aegypti en reservorios virales. Los virus se pueden transmitir
vertical u horizontalmente, pero los costos o beneficios de la infeccion vertical para el
hospedero son aln controversiales. Tal parece que existe una tendencia al establecimiento de
un beneficio mutuo en la transmisién vertical. En cambio, en la transmision horizontal, el
hospedador o agente patdgeno obtiene un mayor beneficio mientras que el otro sufre un

mayor costo. (Vautrin, et al. 2008).
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Mosquito Aedes aegypti

Después de la alimentacion, las hembras depositan sus huevos durante los proximos 3 dias y
estos eclosionan de 1 a 3 dias més tarde. Las larvas pasan por cuatro estadios de desarrollo
alimentandose de microorganismos y particulas de materia organica (o comida para peces).
Cuando las larvas adquieren suficiente energia y tamafio se convierten en pupas estas ya no
se alimentan y al paso de 1 o 3 dias pasan a ser adultos. El ciclo de vida del mosquito Ae.
Aegypti dura de 8-10 dias a temperatura ambiente, pueden vivir de uno a dos meses en
condiciones naturales y por lo menos un mes en condiciones de laboratorio (CDC, 2013)

(figura 5).
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Figura 5. Imagenilustrativa del ciclo de vida de dedes aegypti

Figura 6. Huevecillos de Aedes
aegypti. Fotografia tomada 3 dias posteriores
a la oviposicion de huevos, se tomé en las
instalaciones del CISEI.
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Figura 6. Larva de Aedes aegypti. La
fotografia muestra larvas en estadio 3.
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Figura 7. Imagen ilustrativa del estado pupal de Aedes aegypti.

Figura 8. Foto de un mosquito Aedes aegypti hembra adulto
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Respuesta inmune de Aedes aegypti

Los insectos, al igual que otros organismos, tienen sistemas inmunologicos que les permiten
defenderse contra infecciones y patdgenos. Sin embargo, el sistema inmunoldgico de los
insectos difiere en muchos aspectos del sistema inmunoldgico de los mamiferos y otros
vertebrados. El sistema inmunoldgico de los insectos se compone de la inmunidad innata y
se basa en respuestas inmediatas y generales a patdgenos, en contraste con la inmunidad
adaptativa de los vertebrados que implica respuestas especificas y que desarrollan
especificidad con el tiempo. El sistema inmunoldgico de los insectos consiste en respuestas
celulares y humorales interconectadas que identifican y destruyen o inmovilizan rapidamente
a los patogenos invasores. (Ratcliffe NA 1985) (Vilmos P. et al 1998). Los hemocitos de
insectos muestran similitudes estructurales y funcionales con las células fagociticas de los
mamiferos (por ejemplo, neutréfilos, macréfagos) en el sentido de que ambas pueden
fagocitar, producir superoxido y desgranular (Browne et al 2013). La cascada del
complemento de los mamiferos también posee varias similitudes con la melanizacion en los
insectos (Goto et al 2001) (Loof TG et al 2011). La melanizacion en los insectos implica una
serie de cascadas que deben regularse cuidadosamente debido a la produccién de

intermediarios toxicos y reactivos que pueden ser perjudiciales para el hospedero.

Los insectos no presentan una respuesta adaptativa, pero estan preparados para lidiar
de manera efectiva a una gran diversidad de agentes infecciosos, esto los llevo a generar un
tipo de memoria inmunoldgica conocida como priming inmune. Es importante tener en

cuenta que la inmunidad en insectos es muy diferente a la de los mamiferos, y su respuesta
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inmunoldgica no involucra componentes como anticuerpos o linfocitos T y B, que son

fundamentales en la inmunidad adaptativa de los vertebrados.

El priming inmune en insectos tiene la ventaja de brindar proteccion contra una
infeccion posterior, pero es costoso de mantener y puede provocar la muerte en ausencia de
alimentacion. Si bien el priming inmune tiene claros beneficios para un insecto y puede
permitirle resistir una infeccion letal posterior, conlleva un costo biolégico (Moret Y. et al
2000). En este sentido, la respuesta inmunitaria es costosa en términos de fisiologia,
desarrollo y reproduccién, lo que implica un equilibrio entre la respuesta inmune y otras

caracteristicas como la supervivencia y la reproduccion.

Los diferentes virus que son transmitidos por Aedes aegypti causan una infeccion
sistematica y persistente sin causar patologia aparente en el vector. En las Gltimas décadas se
han sumado evidencias sobre como Aedes aegypti ha desarrollado mecanismos para tolerar
la infeccion y establecer una respuesta antiviral que restringe la replicacion del patégeno a

niveles no patolégicos (Cheng et al 2016).

Comportamiento de oviposicion

El comportamiento de oviposicion es uno de los pasos finales en la reproduccion de los
insectos. Implica la deposicion del 6vulo maduro fuera del cuerpo de la hembra e incluye una
serie de eventos fisiologicos y de comportamiento que comienzan con el movimiento del

ovulo a través del oviducto y terminan con la colocacion del évulo sobre un sustrato que

20



apoyara el desarrollo. Los huevos de insectos se desarrollan dentro de los ovarios, las
estructuras reproductivas de la hembra que se componen de unidades afiladas llamadas
ovariolas (Figura 9). Las células foliculares estan involucradas en el transporte de sustancias
desde la hemolinfa hacia el citoplasma del ovocito que se almacenan para su uso posterior
durante la embriogénesis. Cuando las células del foliculo ya no se encuentran en el exterior
del 6vulo, el dvulo puede salir libremente de la ovariolay entrar en el oviducto, bajo el impetu
de las contracciones de los musculos de las paredes del oviducto. Este movimiento del 6vulo
hacia el exterior de la ovariola se denomina ovulacion. La ovulacion del évulo debe ocurrir

antes de que pueda tener lugar la oviposicion.

Las contracciones musculares de la ovariola y el oviducto que impulsan al 6vulo a
través del tracto reproductivo estan coordinadas por hormonas llamadas miotropinas. Incluso
varias experiencias copulatorias cortas que no logran transferir esperma pueden iniciar la

ovulacion si su duracion total es tan larga como una sola copula exitosa.

La diversidad del comportamiento de oviposicién de los mosquitos proporciona
algunos de los ejemplos mas interesantes de adaptacion en el mundo natural. Estrategias y
adaptaciones que incluyen: (1) saltar la oviposicién, donde las hembras dispersan un lote de
huevos entre diferentes sitios de oviposicion; (2) la adaptacion morfoldgica, donde un
estrechamiento del térax permite a las hembras acceder a los sitios de oviposicién a través de

orificios extremadamente pequefios; y (3) la crianza de huevos, donde las hembras cuidan y
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protegen sus huevos. Los anteriores son factores que aseguran el desarrollo de larvas de

mosquitos en habitats favorables. (Curtin, et al. 1961).

Figura 9. Ovariolas extraidas de mosquitos hembra después de ser
alimentadas con sangre

Oviposicion

Después de la ovulacién y la fertilizacion, los évulos generalmente se depositan fuera del
cuerpo de la hembra durante la oviposicion. Las glandulas dérmicas modificadas conocidas
como glandulas accesorias femeninas también pueden estar presentes en el oviducto comun.
Estas glandulas producen una especie de cemento que permite que los huevos depositados se

peguen entre si o se adhieran al sustrato.
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Las espermatecas se utilizan para el almacenamiento de esperma en la hembra
inseminada. También de origen ectodérmico, la espermateca generalmente se abre hacia el
oviducto comun y libera esperma a medida que pasa el 6vulo completamente formado. La
bursa copulatrix es una bolsa adicional dentro de la cdmara que esta presente en algunos
insectos en la que primero se puede depositar el esperma después del apareamiento. También
puede secretar sefiales quimicas en la hemolinfa cuando esta llena de esperma para indicarle
a la hembra que se ha producido el apareamiento. Antes de depositar sus huevos, la hembra
debe participar en comportamientos que la llevaran a un entorno adecuado para el desarrollo

de las larvas.

Los mosquitos depositan dos tipos basicos de huevos: eclosion rapida y eclosion
retardada. Los huevos de eclosion rapida se depositan directamente en el agua, en la
superficie del agua o en un sustrato cerca del agua y, por lo general, eclosionan dentro de las
48 h. Los huevos de eclosion retardada se ponen individualmente, en pequefios grupos o en
balsas que contienen hasta varios cientos de huevos. Los huevos de eclosion retardada son
resistentes a la sequia, sobreviven durante largos periodos fuera del agua, eclosionan poco
después de volver a mojarse y, a veces, entran en una diapausa inducida por el fotoperiodo

para sobrevivir a los inviernos templados y articos; (Day et al. 2016).
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2. MARCO TEORICO

2.1 Priming inmune

Priming es el término con el que se define el fendbmeno de la memoria en la respuesta inmune
innata. Algunos insectos muestran un proceso conocido como priming inmune en el que la
exposicién previa a una dosis subletal de un patégeno, o material derivado del patégeno,
conduce a una elevacion en la respuesta inmune que hace que el insecto sea resistente a una
infeccion letal posterior poco tiempo después. Este proceso es mediado por un aumento de
la densidad de los hemocitos circulantes y una mayor produccién de péptidos
antimicrobianos. El priming inmune es una estrategia de supervivencia importante para
ciertos insectos, mientras que otros insectos que no muestran esta respuesta pueden tener

comportamientos a nivel de colonia que pueden servir para limitar el éxito de los patégenos.

Se ha identificado una forma de memoria inmunoldgica en insectos que se conoce
como Priming Inmune Transgeneracional (TgIP). La TgIP implica la transmision de un efecto
protector del insecto padre a su descendencia (Moret Y. et al 2006). La TglIP puede ser un
mecanismo de proteccion duradera, pero hay una cuestion no resuelta relacionada con el
numero de generaciones en las que persiste este efecto similar a la memoria. La polilla de la
harina de la India, Plodia interpunctella, desafiada con el virus de la granulosis de Plodia
interpunctella, demostro una proteccion hereditaria en el virus de la harina F2, pero no en la
F3 generacion (Tidbury HJ et al 2011) mientras que el cebado de Tenebrio molitor con LPS

de Escherichia coli se llevd a cabo durante dos generaciones. (Moret Y. et al 2006).
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Se ha sugerido que el priming inmune en mosquitos representa un campo muy
importante para el desarrollo de nuevas estrategias para controlar las enfermedades
transmitidas por vectores. Es un nuevo paradigma de la inmunidad innata, en vertebrados se
conoce como inmunidad aumentada, capaz de inducir una mejor proteccién del hospedero en
términos de una respuesta inmune, eliminando o reduciendo los patgenos, a su vez, aumenta
la supervivencia del hospedero después de una segunda exposicion al patdégeno, que puede

ocurrir dentro y entre generaciones.

Dependiendo de sus circunstancias ecologicas y fisiologicas, la memoria inmune
puede convertirse en un costo para algunas especies, favoreciendo otro tipo de respuesta
inmune, como una respuesta sostenida, de tolerancia o barreras no inmunolégicas. Se sugiere
gue una respuesta sinérgica entre la combinacion de moléculas de reconocimiento con
efectores inmunes en un desafio inmune especifico podria mejorar la diversidad para
combatir patégenos durante la inmunizacion. Mosquitos de la especie Ae. aegypti expuestos
en estadio larval a virus del dengue inactivo da como resultado mosquitos adultos con una
respuesta antiviral-inmune mejorada, una reduccién en la carga y replicacion del ARN del
virus del dengue y una disminucion en la produccion de particulas virales infecciosas. Una
vez que se ha producido el priming inmune, el sistema inmunolégico esta mejor equipado
para reconocer y responder rapidamente a futuras exposiciones al mismo agente. Esta
capacidad de respuesta aumentada se debe a la memoria inmune, una caracteristica clave del

sistema inmune que permite una respuesta mas rapiday efectiva a una infeccién o vacunacién
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previa. Esta es la razén por la que el priming inmune podria ser considerado como una

interesante estrategia para el control de enfermedades transmitidas por vectores.

La capacidad del sistema inmune adaptativo de los vertebrados para retener la
memoria de infecciones pasadas promueve el desarrollo de una respuesta bifésica tras el
reencuentro con patdgenos, la Unica investigacion registrada sobre la existencia de la
respuesta bifasica en el sistema inmune de invertebrados fue realizada por Contreras-
Garduiio et al (2015) utilizando Anopheles albimanus (Contreras-Garduiio et al 2015). Este
estudio encontrd que después del priming inmune en A. albimanus con Plasmodium berghei,
una segunda exposicién mostré que el nivel de los péptidos antimicrobianos gambicina,
attacina y cecropina estaba elevado en comparacion con la exposicion inicial, a pesar de dejar
tiempo suficiente para que los hemocitos y los AMP volvieran a los niveles basales con
eliminacién de patdgenos después de la primera exposicion. En la célula eucariota, hnt, una
proteina de dedos de zinc, es un componente clave que facilita Notch en el cambio del ciclo
celular de la mitosis al endociclo. Hubo un aumento de +8,1 veces en hnt en los mosquitos
cebados con ookinetes vivos. Estos niveles elevados implican que las células del intestino
medio de los mosquitos con priming inmune tienen un mayor nimero de copias de genes que
facilitan la rapida produccion de transcripciones efectoras y proteinas, lo que respalda una
mayor preparacion para la infeccién que luego permite una respuesta rapida y efectiva a

través de esta respuesta adaptativa (Sun J et al 2007).
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El priming inmune se caracteriza por un aumento en la densidad de hemocitos
circulantes y la abundancia de elevada de AMP en la hemolinfa del insecto (Fallon Jp et all
2015). El aumento de la densidad de hemocitos surge de la activacion de los hemocitos sésiles,
que normalmente estan adheridos a la superficie interna de la cuticula en lugar de la sintesis
de Novo, y una mayor densidad de hemocitos circulantes se ha correlacionado con la

proteccion contra la infeccion (Martha V et all 2010) (Morton DB et al 1987).

2.2 Costos inmunes

El preparamiento inmune es metabdlicamente costoso de inducir y mantener, por lo tanto, es
posible que ciertos insectos no lo necesiten si la proteccion inmunitaria se logra mediante la
vida dentro de una colonia donde la proteccion inmunitaria a nivel de colonia esta activa. Se
demostrd una reduccion en la expresion de arilphorina y lipoproteina en Bombyx mori cuando
se aplico una restriccion cal6rica a la dieta del insecto (Li JY et al 2009). Por el contrario,
Tribolium casteneum privado de alimentos demostr6 una mayor expresion de microARN
especificos de factores estresantes seleccionados de una manera especifica para cada género,
lo que sugiere que los diferentes tipos de insectos reaccionan de manera diferente a la

privacion de nutrientes (Freitak D et al 2012).

La temperatura y el nivel de nutricion tienen un costo en el desarrollo de las larvas de
Ae. aegypti. (Gilpin, et al. 1979-2000). La multiplicacién de patdégenos durante el desarrollo
de la infeccion implica el consumo de recursos nutricionales, de biomacromoléculas y

metabolitos del hospedero, por lo que los patdgenos que pueden transmitirse vertical y/u
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horizontalmente, pueden representar costos o beneficios para el hospedero, aunque solo se

han probado mayoritariamente despues de la transmision horizontal.

La mayoria de los estudios sobre transmision de patégenos se han centrado en la
supervivencia y el numero de huevos después de la transmision horizontal (Grunnill, et al
2016), y este es el mismo escenario en mosquitos infectados con el virus DENV (Lambrechts,
et al, 2009). En el trabajo de Ruiz-Guzmaén et al (2010), los resultados mostraron que en
comparacion con las madres de grupos control, las madres infectadas con DENV pusieron
mas huevos y la proporcion de sexos de la descendencia estaba sesgada hacia los machos.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la supervivencia y el nimero de
adultos (machos y hembras). En contraste, las hijas de madres retadas con DENV tuvieron
un tiempo de supervivencia mas corto en comparacién con las hijas del grupo control, pero
no hubo diferencias significativas en el namero de huevos y la proporcion de sexos de la

descendencia.

Maciel-de-Freitas et al. (2011) encontro lo contrario en Ae. aegypti, su muestra estaba
sesgada hacia hembras de pequefio tamafio, y los organismos mas pequefios podrian ser de
menor calidad que los de mayor tamafo, tal vez por haber estado expuestos a un ambiente
estresante durante el crecimiento. Moutailler (2010) reporta nuevamente un efecto negativo
en la fecundidad de las hembras A. aegypti infectadas con DENV. Sin embargo, en la edad
adulta no hubo diferencias significativas. Esto puede deberse a que en un entorno estresante

(es decir, con exposicion a la infeccion por DENV), las hembras tienden a sesgar sus recursos
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hacia el numero de huevos a expensas de la calidad y, en consecuencia, menos insectos

alcanzan la edad adulta.

Variables como la cepa de virus, la carga viral y la via de infeccion son determinantes
del éxito de infeccion y de las repercusiones en la sobrevivencia (fitness) de mosquitos
infectados. La produccion de huevos es costosa y sugiere que podria impactar en el sexo méas
costoso de producir; las hembras. En varias especies, el sexo mas grande es mas costoso de

producir (Trivers, et al 1973) y en Ae. aegypti las hembras son mas grandes que los machos.

Si bien el priming inmune tiene claros beneficios para un insecto y puede permitirle
resistir una infeccion letal posterior (Moret Y, et al 2000), no conocemos si representa un

beneficio adicional para la descendencia.

2.3 Transmision vertical y horizontal del virus del dengue en Aedes

aegypti

El trabajo de la Bidl. Gloria Imelda Ruiz Guzman (2013) sefiala lo siguiente:
En la interaccion paréasito-hospedero, el parasito no siempre afecta
negativamente a su hospedero. En la transmisién vertical, un escenario en el
cual el parasito favorece su propia adecuacion maximizando a su vez la
adecuacion de su hospedero, conllevaria a una relacion simbidtica positiva mas

que a una relacién parasitica. Un escenario alternativo es que el hospedero no
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obtenga beneficios, pero tampoco costos elevados. Sin embargo, para evaluar
estas posibilidades se debe registrar la transmision horizontal y al menos una
generacion de transmision vertical. Los costos o beneficios de la infeccion por
DENV han sido evaluados generalmente en una generacion, es decir, en las
madres que se infectan via oral o por inoculacién intratoracica, formas de
infeccion consideradas como transmision horizontal. Sin embargo, no se ha
evaluado el efecto de la infeccion y el priming por DENV en las madres Ae.

aegypti y su progenie, o si la proporcién sexual esté sesgada.

Asi, en la transmisién horizontal uno de los dos interactuantes obtiene méas costos que
beneficios mientras que en la transmision vertical ambos pueden obtener beneficios. Cuando
la transmision horizontal y vertical ocurre en el mismo sistema, se esperaria que los costos o
beneficios para ambos organismos estén balanceados, esto podria suceder porque el parasito
no depende Unicamente de uno u otro modo de transmisién sino de ambos. Los costos y
beneficios no se han evaluado en un sistema gque tenga transmision vertical y horizontal al

mismo tiempo.
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3. JUSTIFICACION

Los mosquitos tienen un papel importante en la transmision de diferentes patdgenos
causantes de enfermedades porque son vectores biolégicos, transmiten virus o paréasitos al
humano al momento de la picadura e ingesta de sangre la cual es esencial para su ciclo vital.
El comportamiento epidemioldgico de los casos de dengue se caracteriza por la presencia de
picos elevados de infectados por un periodo de tiempo variable y posteriormente una
disminucion de casos, sin que se conozcan los determinantes de este patron y la contribucion

real de la transmisiéon vertical en la preservacion de casos positivos.

Trabajos previos han reportado que la infeccion por el virus del dengue tiene un
impacto negativo en la sobrevivencia de A. aegypti, reduce el nimero de huevos ovipositados

y su éxito de eclosion (Sylvestre, Gandini and Maciel-de-Freitas, 2013).

Otros estudios indican que el priming inmune en mosquitos tiene costos que reduce
el éxito de eclosion de huevos (Contreras-Gardufio, et al. 2014), sin embargo falta
informacion sobre los costos reproductivos de la infeccion en relacion a la inmunizacién a

través de diferentes generaciones.

En este trabajo planteamos que la inmunizacion con DENV2-UV en hembras A.

aegypti reduce los costos reproductivos a lo largo de tres generaciones.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Hipotesis:
La inmunizacion con DENV2-UV en hembras A. aegypti reduce los costos reproductivos a

lo largo de tres generaciones.

OBJETIVOS:
Objetivo general:

e Evaluar el costo reproductivo de la inmunizacion con DENV2-UV en

hembras A. aegypti a lo largo de tres generaciones.

Objetivos particulares:

e Evaluar el costo de la inmunizacién con DENV2-UV en el nimero de huevos

ovipositados por hembras A. aegypti.

e Evaluar el costo de la inmunizacion con DENV2-UV en el éxito de eclosion

de huevos ovipositados por A. aegypti.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Mosquitos y Virus

Mosquitos de la especie Aedes aegypti, utilizados en este trabajo fueron criados en el
insectario del Instituto Nacional de Salud Publica bajo control de temperatura (27°C),

humedad (70%) y fotoperiodo de 12h luz y 12h oscuridad (Figura 10 y 11).

Figura 10. Palanganas con larvas en crecimiento Figura 11. Bote con mosquitos para trabajar
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5.2 Virus

Con el fin de obtener un stock viral para realizar los ensayos de infeccion en este proyecto,
se propago el virus serotipo 2 en células Vero, se trabajo a una confluencia del 80% a una
temperatura de 37° C en una incubadora con intercambio de 5% de CO2, se dejaron
infectadas durante 7 dias hasta que se observo un efecto citopatico y posterior a eso las células

se cosecharon y se obtuvieron stocks virales para la infeccion de mosquitos.

¥ g A .
Figura 12. Cajas de cultivo de 25 cm2 con células VERO donde se realiz6 la propagacion
viral.
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Figura 13. Stocks con DENV-2 obtenidos después del cultivo y la
propagacion viral en células VERO
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4.2 Disefio experimental

En este trabajo se realizaron dos experimentos independientes en los se analizaron los costos
reproductivos transgeneracionales a través del conteo de huevos ovipositados y su éxito de

eclosion.

El primer experimento se realiz6 con DENV2-UV irradiado durante 30 minutos. Se
establecieron dos grupos de hembras de Ae. Aegypti en edad reproductiva y previamente
apareadas (entre 4-5 dias post emergencia). El grupo sin manipulacion fue denominado como
“Control”, mientras que el grupo experimental fue denominado “Experimento Priming
DENV2-UV”. El grupo control fue alimentado con 2 mL de sangre de conejo. El grupo
DENV2-UV fue alimentado con una suspension de 1 mL de sangre de conejo 'y 1 mL de
DENV2-UV para mantener una proporcion 1:1 en volumen final de alimento. Para aumentar
el éxito de alimentacion en los mosquitos, las hembras fueron privadas de alimento un dia

antes.
La alimentacion de ambos grupos se llevd a cabo mediante alimentadores artificiales

a 37° C, al mismo tiempo y durante 30 minutos para asegurar que todas las hembras se

alimentaron.
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El segundo experimento se realizé el reto con DENV?2 sin irradiar. Se establecieron
dos grupos de hembras de Ae. Aegypti en edad reproductiva (entre 4-5 dias post emergencia).
El primero se denomind “Control” y el segundo “Experimento Reto DENV2”. El grupo
control fue alimentado con 2 mL de sangre de conejo. El grupo Reto DENV2 fue alimentado
con una suspension de 1 mL de sangre de conejo y 1 mL de DENV2 para mantener una
proporcion 1:1 en volumen final de alimento. Para aumentar el éxito de alimentacion en los

mosquitos, las hembras fueron privadas de alimento un dia antes.

Figura 14. Material utilizado para la alimentacion con sangre infectada con DENV2 y sangre sin infectar
(mock). Se empled un recirculador de agua a 37°C, alimentadores artificiales de vidrio, membranas de
parafilm, guantes, pipeta, puntas nuevas con filtro, sangre de conejo fresca (3ml) y el stock viral de DENV2 (1
ml).

Posterior a la alimentacion, las hembras con signos fisicos de alimentacion (abdomen lleno

de sangre) fueron seleccionadas y separadas (aproximadamente 250 hembras por grupo) en

botes especiales que contenian charolas con papel para su oviposicion.
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Figura 15. Seleccion de mosquitos con evidencia fisica de hemo-alimentacion

Figura 16. Hembras seleccionadas para continuar el
experimento.
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Las hembras fueron alimentadas diariamente con algodones humedecidos con agua

azucarada al 10% (Figura 17).

Figura 17. Alimentacion con solucién azucarada en torundas de algodon.
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Las hembras depositaron huevos entre el dia 1 y 3 después de colocarlas en los botes

(Figura 18).

Figura 18. Tira de huevos del primer experimento, con
los grupos DENV2-UV y el grupo Control.

Se extrajo el papel y se le tomo foto a las tiras de los huevos y fueron contados

cuidadosamente mediante un programa llamado Imagej (Figura 19).
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4 IMG_20230327_103128772.jpg (15.9%)
B120x4160 pixels; RGB; 50MB

IMG_20230327_103141771.jpg (15.9%)
3120x4160 pixels; RGB; 50MB

Figura 19. Fotografia de huevos después de ser contabilizados.
El conteo se realizé con el software Imagej

Las tiras de huevos fueron colocadas en agua a temperatura ambiente para iniciar su eclosion
y registrar el namero de huevos eclosionados y hacer el seguimiento de familias de cada
grupo. Al cumplir 5 dias de edad las hembras fueron alimentadas nuevamente para conformar

ahora los grupos Control y DENV correspondientes a las hijas.
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6. RESULTADOS

En este trabajo se realiz6 un reto inmune con DENV2-UV y una infeccion con DENV2 en
hembras A. aegypti para evaluar los costos reproductivos transgeneracionales a través del

conteo de huevos ovipositados y su éxito de eclosion (Figura 20, 21, Disefio experimental)

Figura 20. Disefio experimetal
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Figura 21. Disefio experimental 2
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La evaluacion de los costos reproductivos se determind en las generaciones FO, F1y F2 en

dos experimentos independientes (Figura 22, Experimento 1 y Experimento 2, figura 23)

Numero de huevos

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

= Control ® DENV2-UV

4295

T

2200

250250

Figura 22. Numero de huevos por grupo. En FO y F2, las madres alimentadas con sangre infectada
con DENV2-UV pusieron mas huevos que las madres alimentadas con sangre no infectada (control).

Al quinto dia después de la alimentacion, el namero de huevos por hembra en cada grupo fue
registrado. Observacion en la F2 los huevos del grupo control no eclosionaron

44



5000 EXPERIMENTO 2

4500

4505

H Control = DENV2

4000 =
13500 3091 =
3000 = —
v = 2400 —
2500 = =145
2000 Je70 =
1500 = =
1000 =—
500 130130 100100 B5
0 _— 8] —
2 o & el &
R (8] 20 < 20
‘; N ‘;\(bb -\oofb Q.\‘\z‘, 05}0 ‘\oofb
49@ oi‘Qo & 3§ &
¢QI €p" Qog, Q:\O‘, 40"
< (9
¥ X X X

Figura 23. Numero de huevos ovipositados y eclosionados por cada grupo. Se
observa una diferencia bastante significativa entre ambos grupos, superando
por mucho las del grupo control a las hembras infectadas.
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Tabla 1. Andlisis de resultados

Priming | Infeccion
DENV2-UV| DENV2
Numero inicial de hembras 250 130
Hemoalimentacion + DENV2 = o
Fo Relacion de huevos ovipositados 134 0.60
(experimental / control) ' '
Relaci()n de huevos eclosionados 234 0.50
(experimental / control)
Numero de Hijas 94 94
Hemoalimentacion + +
F1
Relacion de huevos ovipositados 0.76 0.97
(experimental / control) ' '
Relacion de huevos eclosionados
(experimental / control) 0LES i
Numero de Hijas 100 100
Hemoalimentacion + +
F2
Relacién de huevos ovipositados 174 0.48
(experimental / control) ' '
Relacion de huevos eclosionados 0.00 0.48
(experimental / control) ) '

La tabla muestra la relacion entre los grupos experimentales y controles .
Para obtener estos resultados se dividieron los valores de los grupos experimentales (priming-
DENV2-UV y DENV?2) entre los valores de los respectivos grupos control.
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Costo intergeneracional del priming (DENV2-UV) y la infeccion por

DENV2 en el nimero de huevos ovipositados por A. aegypti.

El numero de huevos ovipositados por el grupo de hembras hemoalimentadas con DENV2-
UV fue 1.34 veces mayor, mientras que en las hembras hemoalimentadas con DENV2 fue
0.6 veces menor en relacion al grupo de hembras control. Estos resultados muestran que las
hembras A. aegypti ponen mas huevos (1.34 veces) si son expuestas oralmente a un virus
UV-irradiado, y ponen menos huevos (0.6 veces) si son expuestas al virus del dengue activo,
por lo que el priming podria representar una ventaja para las hembras, favoreciendo la puesta
de un mayor nimero de huevos. En contraste, la infeccion por DENV2 representa un costo
para las hembras, reduciendo el nimero de huevos puestos (ver fila FO, relacion de huevos

ovipositados).

En el caso de las hijas F1, ambos grupos expuestos al virus ovipositaron un menor
namero de huevos en comparacién con las madres. EI nimero de huevos ovipositados por el
grupo alimentado con DENV2-UV fue 0.76 veces menor, mientras el nimero de huevos
ovipositados por las hijas alimentadas con DENV2 aumento 0.97 veces (ver fila F1, relacion

de huevos ovipositados).

Interesantemente, en las hijas F2 el numero de huevos puestos por el grupo
alimentado con DENV2-UV aumento 1.74 veces y disminuyo 0.48 veces para el grupo

alimentado con DENV2. Los resultados nos muestran que las hijas de la F2 alimentadas con
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DENV2-UV obtuvieron un beneficio después de realizarles la inmunizacién pues el nimero
de huevos ovipositados fue mayor (1.74 veces), mientras que en el caso del grupo DENV?2 si
se le impuso un costo y el numero de huevos ovipositados fue menor (0.48 veces) (ver fila

F2, relacion de huevos ovipositados).

En todas las generaciones de mosquitos evaluadas que fueron retados con DENV2
pusieron menos huevos, lo que significa que si existe un costo en términos reproductivos.

Cuando son expuestos a DENV2-UV obtienen un beneficio.

Costo intergeneracional del priming (DENV2-UV) y la infeccion por

DENV2 en el éxito de eclosion de huevos.

El éxito de eclosion de los huevos puestos por el grupo FO de hembras hemoalimentadas con
DENV2-UV fue 2.34 veces mayor en comparacion con el grupo de hembras infectadas con
DENV2. En contraste, el éxito de eclosion de los huevos puestos por las hembras
hemoalimentadas con DENV?2 fue 0.5 veces menor en relacion al grupo de hembras control.
Estos resultados muestran que los huevos de las hembras A. aegypti son mas exitosos en la
eclosion (2.34 veces) si sus madres fueron expuestas oralmente a un virus UV-irradiado, y
los huevos de hembras expuestas al virus del dengue activo son menos exitosos en su eclosion
(0.5 veces). Este resultado indica que el priming representa una ventaja para la poblacion de

mosquitos, favoreciendo un mayor namero de descendientes (mayor numero de huevos con
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mayor éxito de eclosion). Por su parte, la infeccion por DENV?2 representa un costo para la
poblacién de mosquitos, reduciendo el nimero de descendientes (menor nimero de huevos

puestos y menor éxito de eclosion) (ver fila FO, relacion de huevos eclosionados).

En el caso de las hijas F1 el namero de huevos eclosionados por el grupo alimentado
con DENV2-UV fue 0.65 veces menor en comparacion con las hijas alimentadas con DENV2

en este caso aumento 0.83 veces (ver fila F1, relacion huevos eclosionados).

En las hijas F2 en el caso de las que fueron alimentadas con DENV2-UV ningun
huevo fue eclosionado por lo tanto el grupo alimentado con DENV2 tuvo un éxito de eclosién
de 0.48 veces mayor (mismo numero de huevos ovipositados) (ver fila F2, relacién de huevos

eclosionados).
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Tabla 2. Resultados obtenidos para ambos experimentos

Experimento 1

Experimento 2

Grupo Control DENV2 Control DENV2
Numero inicial de
hembras 250 (100%) 250 (100%) 130 (100%) 130 (100%)
Hemoalimentacién _ Priming . teto
Fo DENV2 DENV2-UV DENV2
N 2,489 3,337 3,091 1,870
Huevos ovipositados (9.96/mosquito) | (13.4/mosquito) | (23.8/mosquito) | (14.4/mosquito)
Huevos eclosionados 706 (28.4%) 1,650 (49.5%) 2,400 (77.6%) | 1,200 (64.2%)
Nimero de Hijas 94 (100%) 94 (100%) 94 (100%) 94 (100%)
Hemoalimentacion + + + +
F1
. 2,813 2,138 3,322 3,230
Huevos ovipositados (29.9/mosquito) | (22.7/mosquito) | (35.3/mosquito) | (34.4/mosquito)
Huevos eclosionados | 1,578 (56.10%) | 1.025 (47.94%) | 2,400 (72.25%) | 2,000 (61.92%)
Numero de Hijas 100 (100%) 100 (100%) 100 (100%) 100 (100%)
Hemoalimentacion + + + +
F2
N 2,463 4,295 4,505 2,145
Huevos ovipositados (24.6/mosquito) | (42.9/mosquito) | (45.1/mosquito) | (21.5/mosquito)
Huevos eclosionados 0 2,200 (51.22%) | 2,500 (55.49%) | 1,200 (55.94%)

50



7. DISCUSION

El estudio de los costos reproductivos en mosquitos infectados con el virus del dengue es de
gran importancia para entender la dindmica de transmision del virus. Los mosquitos que
portan el virus del dengue tienen una capacidad reducida para reproducirse en comparacion

con los mosquitos no infectados.

Esto se debe en gran parte a que los mosquitos infectados invierten una gran cantidad
de energia en la replicacion del virus, lo que reduce su capacidad para el desarrollo de huevos
y la reproduccion. Ademas, la infeccion por el virus también puede afectar negativamente la

calidad del huevo y la supervivencia larval.

Los costos reproductivos tienen un importante impacto en la transmisién del virus del
dengue, ya que reducen la capacidad de los mosquitos infectados para transmitir el virus a
través de su descendencia. Ademas, los mosquitos infectados también pueden presentar
cambios en su comportamiento, como la busqueda de hospedadores humanos adicionales, lo

que aumenta la posibilidad de que el virus se transmita a los humanos.

El estudio de los costos reproductivos en mosquitos infectados con el virus del dengue
es importante para la implementacion de estrategias de control del vector. La mayoria de los

estudios sobre transmision parasitaria se han centrado en la supervivencia y el nimero de
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huevos después de la transmision horizontal (Lambrechts et al; 2009), y este es el mismo

escenario en mosquitos infectados con el virus DENV-2 (Lambrechts et al; 2009)

En los resultados experimentales se puede observar que para las hembras alimentadas
con sangre infectada con DENV2 si implica un costo al momento poner huevos pues ponen
una menor cantidad respecto a las hembras alimentadas solo con sangre y los huevos

ovipositados son de menor calidad puesto que no todos eclosionan.

En todas las generaciones las hembras retadas con DENV2 ponen menos huevos y
eclosionan menos. En F1, hay una tendencia a que las madres retadas con DENV2 pongan
menos huevos y eclosionen menos. Lo anterior sugiere que los huevos puestos por el grupo

infectado son de menor calidad respecto a los del grupo control pues no todos eclosionan.

Maciel-de-Freitas et al. (2011) encontrd en Aedes aegypti, su muestra estaba sesgada
hacia hembras de menor tamafio, los organismos mas pequefios podrian ser de menor calidad
que los individuos de mayor tamafio, esto ocurre por haber estado expuestos a un ambiente
estresante durante su crecimiento, que concuerda con lo observado en este trabajo. Moutailler
et al. 82010) encontrd lo contrario, tanto en mosquitos susceptibles a la infeccién como en
mosquitos resistentes, los mosquitos hembra infectadas con DENV pusieron méas huevos que

las que no estaban infectadas.
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Para la generacion F2 del Experimento Priming DENV2-UV la informacién de
eclosion de huevos se perdio, sin embargo se toma en cuenta que el comportamiento de los
datos del grupo priming sugiere que también se pudo haber obtenido un beneficio pues

eclosionan exitosamente 2200 huevos de los 4295 ovipositados (51.22%)

El estudio de los costos reproductivos en mosquitos infectados con el virus del dengue
es fundamental para entender la dindamica de la transmision del virus y para desarrollar
estrategias efectivas de control del vector. Los costos reproductivos reducen la capacidad de
los mosquitos infectados para transmitir el virus a través de su descendencia y pueden tener
un impacto significativo en la salud humana. Una infeccion con DENV-2 si implica un costo
en la reproduccion de los mosquitos, pues se confirm6 que las hembras infectadas pusieron

menos huevos que las hembras no infectadas.

Los mosquitos infectados con el virus dengue tienden a alimentarse con mayor
frecuencia y durante periodos mas largos que los no infectados, lo que podria aumentar el

riesgo de transmision del virus a los seres humanos.

En cuanto a los costos energéticos de la infeccidn, algunos estudios indican que los
mosquitos infectados con el virus dengue requieren de una mayor cantidad de recursos
energéticos para sobrevivir y continuar su ciclo de vida, lo que podria tener efectos negativos

en su longevidad y capacidad de reproduccion.
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Finalmente y mas importante, el reto oral con DENV2-UV representa un beneficio
reproductivo tanto para las madres como para su descendencia, por lo cual es crucial futura

investigacion que aborde los posibles mecanismos que subyacen a este fenémeno.
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8. CONCLUSIONES
Se concluye que:

® L os mosquitos infectados con el virus dengue experimentan costos reproductivos en
términos de proporcion de huevos ovipositados, lo que se traduce en una reduccion
del tamafio de la descendencia.

e Esta disminucion en el éxito reproductivo puede estar relacionada con la interferencia
causada por la infeccion en procesos como la ingesta de sangre, la reproduccion y el

desarrollo de los 6rganos reproductivos.

En general, se puede concluir que la infeccion con el virus dengue tiene un impacto
negativo en la capacidad reproductiva de los mosquitos, lo que podria tener importantes
implicaciones en la transmision y control de la enfermedad. Los mosquitos infectados con
dengue experimentan un aumento en los costos reproductivos debido a una disminucion en
la supervivencia, una disminucién en la produccién de huevos y una disminucion en la
fertilidad. Esto puede tener un impacto en la transmision del virus del dengue, ya que los

mosquitos infectados pueden no ser tan efectivos para propagar la enfermedad.
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