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Aportaciones de la estudiante y la investigadora independientes en la
genética y la biologia molecular

Resumen:

Se explora en este breve ensayo la contribucién de un grupo de trabajo muy extenso y
dinamico que ha ido cambiando y evolucionando en el tiempo, que seguira funcionando de

una manera activa en el campo de la investigacion dirigido por mi durante 26 afios. Al inicio,
nuestras investigaciones se dirigieron al estudio de la patogenicidad del parasito Entamoeba
histolytica, dando un giro radical posteriormente enfocandonos al estudios del virus dengue;
sabiendo que ambos patdgenos se presentan en una alta frecuencia afectando la salud de
muchas poblaciones humanas en el mundo incluyendo a la poblacion Mexicana. Finalmente

y en paralelo continuamos con investigaciones muy importantes en el area de la genética de
poblaciones, que incluye al mosquito Aedes aegypti que es el mejor transmisor del virus dengue
en América; y de poblaciones humanas prehispanicas y contemporaneas. Ademas, los estudios
genéticos en poblaciones humanas ayudaran a entender el movimiento y la susceptibilidad

o resistencia a varias enfermedades y a determina marcadores genéticos de susceptibilidad

o resistencia que nos permitan predecir tempranamente desordenes genéticos que puedan

ser benéficos para la sociedad y la prevencion del desarrollo de sintomas que resultara en la
asistencia medica temprana. Todos estos estudios relativamente recientes en el laboratorio

a mi cargo sobre el virus del dengue, el mosquito Aedes aegypti y las poblaciones humanas
contemporaneas y prehispanicas contribuiran significativamente a la solucién de problemas de

salud en México.
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Contributions of the independent student and researcher in genetics
and molecular biology

Abstract:

These short essays explores the contribution of a very large and active research group that
has been changing and evolving over the time and that will be functioning in a dynamic manner
following lines of investigation conducted under my direction for 26 years. We started our
research with the study of the pathogenesis of the parasite Entamoeba histolytica, later we
made a radical turn focusing our studies in dengue virus; both pathogens affect many human
population’s health in the world including those from Mexico with a high frequency. Finally, and

in parallel our investigations have continued with very important research areas in population
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genetics that includes the mosquito Aedes aegypti the best vector for dengue virus transmission
in America; and the prehispanic and contemporary human populations. The genetic studies

in human populations will help to understand population movements and susceptibility or
resistance to various human diseases and to determine genetic markers to predict early genetic
disorders that can be beneficial to the society; so we may prevent symptom development with
early medical assistance. All these studies on dengue virus, Aedes aegypti mosquitoes and

the human contemporary and prehispanic populations will contribute to the solution of health
problems in Mexico.

Key words:
Dengue, Aedes aegypti, genetics, populations, human, contemporary, prehispanic.

Introduccion

Quiero iniciar este texto hablando sobre las contribuciones de otras mujeres cientificas en la
antigledad, ya que en esos tiempos, a pesar de las restricciones que existian, hubo mujeres
que de manera importante aportaron conocimientos a la ciencia y que no se les reconoce
en el presente. De esta manera podremos entender mas la contribucion que actualmente
hacemos las mujeres cientificas donde de manera definitiva ya tenemos una mayor libertad
para estudiar y desarrollarnos en el campo de la investigacion cientifica. Sera importante que
en el futuro sigamos incrementando nuestra influencia en otras ramas como la politica y la
administracion. Para mi es muy claro que ese futuro también esta influenciado por nosotras
mismas, ya que incluso en nuestro ambito existen mujeres que apoyan a los hombres o
a interés personales. De los nombres que puedo recordar de estas mujeres cientificas de la
antigledad, se encuentran Hypatia de Alexandria y Miriam the Jewess, las cuales crean en ese
momento la dicotomia entre los estereotipos femenino y cientifico. Mujeres que han participado
activamente en el desarrollo de la ciencia y su divulgacion, existen desde las civilizaciones
egipcia, mesopotamica, griega y judia, asi como en otras que no abordaremos en este trabajo,
pero que pueden ser revisadas en el trabajo escrito por Mufoz-Paez en el afio de 1996.

En este trabajo hablaremos de las contribuciones muy importantes que he hecho de manera corta
en el inicio como estudiante de posgrado y posteriormente como investigadora independiente.
Puedo decir que el éxito obtenido se debe también a la contribucién y la colaboracion de
colegas investigadoras e investigadores, asi como de una gran cantidad de estudiantes que
han obtenido su grado de licenciatura, maestria o doctorado en mi grupo de investigacion.
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La investigadora como estudiante de posgrado

El tema inicial con el que trabajé como estudiante de posgrado fue con el parasito Entamoeba
histolytica que en esos anos asi como en el presente, era de suma importancia su estudio, ya
que infecta alrededor de 50 millones de personas en el mundo, incluyendo la poblacién mexicana,
produciendo gastroenteritis en su inicios e infecciones en cualquier otro tejido u 6rgano en los casos
mas graves (WHO, 1997). Colaborando con el Dr. Marcos Rojkind, quien desafortunadamente
fenecid el sabado pasado 10 de septiembre de este afo, realizamos todos los estudios de la
colagenasa, que es una enzima que le permite a la amiba invadir cualquier tejido del hospedero
humano, debido a que todos los tejidos estan constituidos por esta proteina, que es el sustrato
de la enzima (Munoz et al., 1982a, 1982b, 1984). En la figura 1 podemos observar la digestién de
un gel de colagena nativa tipo |, tefiido con rojo de sirio. Después de 30 minutos de incubacion
se pueden observar las amibas en el centro del gel digiriendo la colagena. Después de 16 horas
ya se ve practicamente toda la colagena digerida y finalmente después de 24 horas se pueden
observar los trofozoitos interaccionando con unas cuantas fibras de esta proteina.

COLAGENA

0.5h 16 h 24 h

Figura 1. Digestion de un gel de colagena tipo 1 tefiido con rojo de sirio

por Trofozoitos de Entamoeba Histolytica.

De manera sorprendente también descubrimos que cuando los trofozoitos de este parasito
interaccionan con la colagena y el calcio, se induce la formacién de unos granulos electrodensos
(EDG por sus siglas en ingles, electron-dense granules) que contienen la actividad de colagenasa
y guardan una relacion con la virulencia del parasito (Muhoz et al., 1984). Asimismo, durante
la maestria descubrimos, trabajando con el Dr. Jesus Calderon, el “caping” que forma este
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parasito cuando interacciona con anticuerpos especificos (figura 2), que sugerimos podria estar
participando en la evasion de la respuesta inmune por los trofozoitos de E. histolytica (Mufioz et
al., 1978; Calderon et al., 1980). Esto apoyandonos en el hecho de que los trofozoitos después de
cierto tiempo liberan al medio extracelular los “caps”, llevando consigo los anticuerpos (figura 3).
Como estudiante posdoctoral en el laboratorio del Dr. Eugene Weinbach en el NIH, mi trabajo
experimental se enfoco al parasito protozoario Giardia lamblia en la deteccién de la proteina
reguladora calmodulina dependiente de calcio (Mufoz et al., 1987) y el transporte de calcio y
catabolismo del adenosin trifosfato (Mufioz et al., 1988). Estos estudios me permitieron realizar
analisis de regulacion de la calmodulina en E. histolytica ya como investigadora independiente y
en colaboracién con el Dr. Eugene Weinbach.

Figura 2. Caps en Trofozoitos de Entamoeba.
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Figura 3. Liberacion de los CAPs de los Trofozoitos de Enramoeba.
La investigadora independiente

Ya como investigadora independiente continuamos nuestros estudios sobre los mecanismos
de regulacion del proceso del desenquistamiento de Giardia lamblia (Bernal et al., 1998) y los
mecanismos de patogénesis de los trofozoitos de E. histolytica trabajando con la regulacion
de la secrecion de los EDG (figura 4) que contienen a la colagenasa por la calmodulina y el
papel de la clatrina (Mufoz et al. 1991, 1992; Arias-Negrete et al., 1999; Sanchez-Lopez et al.,
2007; Tovar et al., 2000), asi como la caracterizacion de estos (Leon et al. 1997) y su posible
papel en su patogénesis (Mufoz et al., 1990; Mufioz et al., 1991). También determinamos la
actividad de la colagenasa en cultivo monoxénico del parasito (Magos et al., 1992) esto ultimo
en colaboracién con la Quimica Margarita de la Torre, reconocida como la investigadora que
contribuy6 significativamente al campo de la investigacién en la amibiasis. En la regulacion
de la secrecion de los EDG también demostramos la participacion del citoesqueleto mediante
estudios de microscopia electrénica y confocal de fluorescencia (Mufioz et al., 1997b, 2001) y la
transduccién de senales (Prez tal 1996 Perez et al., 1998)

Figura 4. Microscopia electronica de los granulos electrodensos de Entamoeba

Histolytica
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También demostramos la secrecidon de proteasas inducidas por la interaccién de la amiba con
la colagena tipo | y calcio y demostramos que una mutante con la virulencia alterada tenia una
menor actividad de colagenasa con la consecuente disminucién de los EDG al medio extracelular
(Serrano et al., 1994; Serrano et al., 1996). La participacion de estudiantes de Licenciatura,
Maestria, Doctorado y la QFB Rosalinda Tovar fue esencial durante el desarrollo de este proyecto.

De estos estudios se derivo la obtencion de anticuerpos monoclonales anti-EDG para el diagnéstico
de los trofozoitos patdégenos de E. histolytica (Arias-Negrete et al., 2001) lo que permitio la
obtencion de una patente para el diagndstico de este parasito (Muioz, 1997a).

Genética de Poblaciones Humanas Prehispanicas y Contemporaneas

Los estudios de genética de poblaciones parece algo muy complicado, sin embargo, si lo vemos
desde el punto de vista de la informacién que nos puede proporcionar el ocuparnos de este tema,
nos daremos cuenta de que es altamente importante e interesante. La primera pregunta que nos
podemos hacer es ¢y qué informacion me dara este tipo de estudios? La respuesta es que me
permitira determinar la migracion y la dispersidén de las poblaciones humanas o de cualquier otro
ser vivo sobre la faz de la tierra. En el caso de los estudios en poblaciones humanas, ademas
nos permitira determinar marcadores genéticos de susceptibilidad o resistencia a diversas
enfermedades, incluyendo por ejemplo la diabetes, la hipertension, el envejecimiento, el dengue,
entre otras, y como hablaremos posteriormente también nos permitira saber como se dispersan
las enfermedades virales, tales como el dengue a través de su mosquito vector transmisor,
ya que este también tiene diferentes susceptibilidades a la infeccion por éste y otros virus.

Las investigaciones sobre poblaciones humanas incluyen aquellas que son contemporaneas
o0 las que existieron antes de la llegada de los espanoles o prehispanicas en América.
Por lo tanto nuestras investigaciones en genética de poblaciones humanas son de
suma importancia dentro del contexto histérico y de la herencia a la susceptibilidad
o resistencia a las diversas enfermedades que nos aquejan como seres humanos.

Realizar estudios de genética de poblaciones humanas incluye la extraccion del DNA tanto nuclear
como el de las mitocondrias (figura 5) a partir de muestras de saliva, de sangre, de cabello,
etcétera, de individuos pertenecientes a diversas poblaciones contemporaneas (indigenas,
africanas, europeas y todas aquellas que surgen de la mezcla de éstas), lo que es relativamente
sencillo, ya que la extraccion del DNA se facilita por encontrase integro.
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Figura 5. Localizacién de los polimorfismos que determinan los cuatro Haplogroupos Amerindios

Sin embargo, cuando queremos extraer DNA de muestras de poblaciones prehispanicas, se
complica su extraccion debido a que éste se encuentra degradado. Y de ahi que practicamente
en todos los estudios que existen de muestras antiguas se prefiere realizar las investigaciones
con el DNA mitocondrial (mtDNA), ya que éste se encuentra en multiples copias dentro de cada
célula y es circular, lo que lo protege mas de la degradacion, incrementando la posibilidad de
estudiarlo mediante técnicas de biologia molecular. Adicionalmente, el mtDNA no recombina y se
hereda exclusivamente por la via materna (figura 6), lo que se conoce como herencia matrilineal.
Esto quiere decir que las mujeres son las unicas que heredan de manera integra su genoma del
mtDNA a toda su descendencia. En la figura 6 podemos seguir la linea materna por los circulos
que representa a la mama y los cuadros que representan a los padres masculinos podemos ver
que no heredan a su descendencia su DNA mitocondrial. Heredan solamente el genoma del
cromosoma Y, que seria la manera de darle seguimiento a la herencia por via paterna. Este hecho
también nos permite seguir la migracion de las poblaciones desde el origen de la humanidad
hasta nuestros tiempos (Behar, et al., 2007; Pereira et al., 2009). Actualmente apoyados en los
estudios de genética de poblaciones, es aceptado que los humanos modernos comparten un
ancestro que vivié en Africa hace aproximadamente 60,000 afios (Ingman et al., 2000)
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*Los circulos de colores representan los individuos femeninos, cada circulo representa un
haplotipo mitocondrial {secuencia especifica) que se va heredando de un individuo
femenino al siguiente y asi sucesivamente. Cuando el DNA mitocondrial es heredado a un
individuo masculino entonces se pierde ese haplotipo.

Figura 6. Herencia del DNA mitocondrial

En América, por las secuencias especificas del mtDNA de cada grupo poblacional, se han
descrito cuatro haplogrupos principales, que son el A, B, C, y D. Existe un quinto haplogrupo
llamado X, pero que se encuentra en una freguncia muy baja. Estos haplogrupos nos
permiten separar a las poblaciones amerindias y han permitido determinar que el origen de las
poblaciones indigenas es de Asia (http://www.scs.illinois.edu/~mcdonald/worldmtdnamap.pdf ).

Los estudios de genética de mi grupo de investigacion han contemplado a las poblaciones
prehispanicas de Monte Alban, Teotihuacan, Tenochtitlan, Palenque, Bonampac, Toluquilla,
Sierra Gorda en Altamira (Munoz et al., 2010), entre otras (figura 7). Todos estos estudios se han
realizado en colaboracion con investigadores en antropologia, arqueologia, clinica y genética.

1. TARAHUMARA
2. SIERRA GORDA

CUEWA DEL TECOLOTE
(PRECERAMIC)

TEPERPaN (PRECERAMIC)
TEXCAL (PRECERAMIC)
AZTAHUACAN (PRECERAMIC)
TEOTIHUACAN

MEXICA {TEMPLO MAYOR)
ZAPOTECA (MONTE ALB AN
10, MayYa (BONAMPAK)
11, Maya (PALENQUE)
12, Maya (CEMOTE)

wor

oomosmon R

Figura 7. Poblaciones prehispanicas en estudio
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Dentro de las muestras estudiadas se incluyen restos 0seos preceramicos cuya edad es mayor
a los 10,000 afios. La extraccion del DNA total se hace en condiciones de esterilidad y usando
cubreboca y guantes para maniular las muestras (Figura 8) con el objetivo de no contaminarlas
con nuestro propio DNA. Dentro de los encuentros importantes que hemos hecho esta el haber
determinado que el hombre de Tepexpan es una mujer (Martinez-Meza et al., 2005). También
hicimos estudios en algunos restos de momias distribuidas a lo largo de la Republica Mexicana y
una muy especial llamada Pepita encontrada en una cueva en la Sierra Gorda Queretana por la
Dra. Elizabeth Mejia y que tiene una antigiedad de aproximadamente 2,000 afios (Bustos-Rios
et al., 2008; Herrera-Salazar et al., 2008; Lépez-Armenta et al., 2008). En este momento es la
momia mas antigua encontrada en México.

*Las fotografias fueron tomadas del laboratoria 1 del Departamentco de Genética y Biclogia
Molecular por Lépez-Armenta Mauro.

Figura 8. Purificacion del DNA de muestras prehispanicas

Con las secuencias que hemos obtenido estamos haciendo los analiss de filogenia y redes para
la caracterizacion de las poblaciones y la determinacién de los haplotipos ya desaparecidos.
Un ejemplo de este analisis lo podemos ver en la figura 9. Cada rama del arbol representa un
haplotipo y cada grupo de muestras dentro de una rama mayor representa un haplogrupo. En
este arbol tenemos separada cada rama mayor con un color para distinguir los haplogrupos
amerindios A, B, C, D. Las muestras prehispanicas dentro del arbol filogenético en verde es
del Barrio de Monte Alban en Teotihuacan y la que esta en azul es de Monte Alban. Aqui lo que
podemos observar es que los individuos pertenecientes a las muestras de Teotihucan del Barrio
de Oaxaca tienen haplogrupo D (figura 9). Dentro de este analisis incluimos las secuencias de
individuos pertenecientes a poblaciones contemporaneas indicados en la misma figura 9, asi
como secuencias representativas de cada haplogrupo reportadas en el GenBank del NCBI (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/ ).
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Figura 9. Arbol filogenético de individuos amerindios, incluyendo dos individuos prehispanicos

La importancia de estudiar la secuencia del mtDNA radica en el hecho de que cuando existen
mutaciones o delesiones dentro de su secuencia, se manifiestan diversas enfermedades que
son muy graves, ya que esto provoca el mal funcionamiento de las mitocondrias que son las
responsables de proveer a las células de la energia necesaria para su buen funcionamiento. Por
esto el otro objetivo de nuestro trabajo en este momento es determinar mutaciones especificasenlas
poblaciones mexicanas contemporaneas y prehispanicas para determinar su frecuencia en ambas
poblaciones y hacer estudios de asociacién con enfermedades que aquejan alos mexicanos, como
lo es la diabetes (proyecto apoyado por el Instituto de Ciencia y Tecnologia de la Ciudad de México).

Recientemente y en colaboracién con la Dra. Rocio Gémez, que es la experta en el analisis de
estructuracion de poblaciones, analizamos poblaciones contemporaneas mestizas mediante el
uso de marcadores STR (Noris et al., 2011). Este proyecto fue apoyado por el Instituto de Ciencia
y Tecnologia de la Ciudad de México.

Genética de Poblaciones de los mosquitos Aedes aegypti

Los mosquitos Ae. aegypti son los transmisores de flavivirus, dentro de los cuales se encuentra
el dengue y la fiebre amarilla (Gubler, 2011). En los setenta se hizo una campafia en México para
erradicar al mosquito y con esto las epidemias de la fiebre amarilla. Sin embargo, conforme pasé
el tiempo, el mosquito nuevamente se propag6 debido a la ausencia de camparfas de control
del mosquito y a que el mosquito no fue erradicado en otros paises del continente Americano

(Tapia-Conyer et al., 2009), de ahi surgio el incremento paulatino de la enfermedad del dengue.
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Esto quiere decir que si nosotros eliminamos al moquito vector, entonces seremos capaces
de eliminar no sélo a la enfermedad del dengue, sino también a otras enfermedades. De ahi
surgio la idea de estudiar al mosquito y determinar cuantas diferentes poblaciones de mosquitos
existian en México y como era la competencia vectorial (CV) del mosquito para transmitir al virus.
Entendiéndose como competencia vectorial a la permisividad del artrépodo vector a infectarse,
replicarse y transmitir al virus (Hardy 1988, Woodring et al. 1996). La transmisién de los virus
dengue (DENYV) involucra la interacciéon de éste (serotipos 1-4) con el mosquito Ae. aegypti que
es el mas prevalente en el ciclo humano-mosquito (figura 10).

Figura 10. Ciclo del DENV en el humano y en el mosquito Aedes aegypti

Cuando este mosquito ingesta sangre virémica, el virus tiene que pasar varias barreras antes de
que pueda ser transmitido al nuevo hospedero vertebrado. Primero el virus encuentra la barrera
del intestino medio (MIB) del mosquito que debe de ser sobrepasada para que el virus infecte
exitosamente las células del epitelio del intestino medio. Si la infeccidon del intestino medio (Ml) es
establecida, entonces ahora el virus debe de ser capaz de escapar de las células epiteliales para
esparcirse al resto de los tejidos del mosquito para establecer la infeccién diseminada (DI). Si el
virus no puede escapar del intestino medio del mosquito entonces este tiene la barrera de escape
en el intestino medio (MEB). Finalmente, el virus debe de infectar a las glandulas salivales y ser
liberado en la saliva para que ocurra la transmision al siguiente hospedero (Black et al., 2002).

La genética de la CV para flavivirus ha sido estudiada extensivamente en Ae. aegypti
seleccionando cepas con diferente susceptibilidad y resistencia a la infecciéon o diseminacién
del virus (Bennet et al., 2002; Gomez-Machorro et al., 2004). La determinacion de la viremia
se hace después de catorce dias de que el mosquito toma la sangre virémica, para lo cual
los mosquitos son congelados. Se determina la infeccién en la cabezas de los mosquitos por
inmunofluorescencia con anticuerpos anti-dengue (Bennett et al., 2002); si la reaccion es positiva
entonces nos indica ID. Cuando el antigeno viral no se detecta en el tejido de la cabeza, entonces
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se busca al virus en los abddémenes correspondientes. La deteccidén del virus en el abdomen
revela MI. Mediante este procedimiento se obtuvieron las cepas de Ae. aegypti con diferente
susceptibilidad a la infeccién por dengue, DS3 (altamente susceptible a la infeccion), DMEB
(barrera de escape), y Ae. aegypti formosus que fue resistente a la infeccion (Bennett et al., 2005).

Los estudios de genética de poblaciones se desarrollaron en colaboracion con los doctores Barry
Beaty, William Black y Ken Olson de la Universidad de Colorado en Forth Colins, con el apoyo
muy importante de un donativo otorgado por el NIH (National Institute of Health), la participacion
substancial del Dr. lldefonso Fernandes de la UANL y un gran numero de estudiantes. Las
investigaciones se hicieron mediante la amplificacién, secuenciacién y alineamiento de una
region de 387-pb de la NADH 4 (Adenine Dinucleotide Deshidrogenasa subunidad 4), que es
una enzima codificada por el mtDNA de los mosquitos (Gorrochotegui-Escalante et al., 2000;
Gorrochotegui-Escalante et al., 2002; Garcia-Franco et al., 2002). Después de colectar larvas
de este mosquito en toda la Republica Mexicana y llevarlas a adultos, determinamos que en
México existen al menos 21 diferentes haplotipos. Asimismo, encontramos que los mosquitos
colectados tienen diferente susceptibilidad a ser infectados por los virus, esto es, tienen diferente
competencia vectorial. Por ejemplo los mosquitos colectados en Moloacan, Veracruz, tienen una
baja competencia vectorial comparados con por ejemplo los de Monterrey (Bennet et al., 2002).
Esto dio como resultado la generacion de nuevos estudios en el area geografica de Moloacan,
Veracruz, que han sido publicados recientemente para determinar la susceptibilidad de los
mosquitos Ae. aegypti a ser infectados en esa region; observamos que en esa area geografica
existe un gradiente de susceptibilidad de los mosquitos a ser infectados por el virus (Lozano
Fuentes et al., 2009).

El Dengue

El Dengue es una enfermedad producida por el virus dengue (DENV), que es un flavivirus
de RNA de cadena sencilla de polaridad positiva que codifica para una poliproteina
constituida por tres proteinas estructurales y 7 no-estructurales (Whitehorn et al., 2011).
Las proteinas estructurales forman la particula viral, mientras que las proteinas no
estructurales participan en la replicacion del genoma de RNA, ensamblaje del virién y la
evasion de la respuesta inmune innata (Noble et al.,, 2010; Rodenhuis-Zybert et al., 2010).

Por ser un virus de RNA, éste evoluciona muy rapidamente y esta constituido por cuatro serotipos
y cada serotipo se forma por diversos genotipos (tabla 1). Cuando una persona es infectada por
un serotipo y posteriormente por otro, esta bajo el riesgo de sufrir lo que se conoce como fiebre
hemorragica y cuando el paciente no es atendido puede inclusive llegar a la muerte por el shock

de dengue. La enfermedad febril, conocida como dengue clasico, en muchas ocaciones puede
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confundirse con otras enfermedades con sintomas similares y de ahi la importancia del desarrollo
de métodos de diagndstico. La otra causa del dengue hemorragico es cuando una persona es
infectada por el DENV-2, genotipo asiatico, ya que se sabe que en América se empezaron a
presentar los casos de dengue hemorragico cuando se introdujo el DENV-2 genotipo asiatico.

DENV-1 DENV-2 DENV-3 | DENV-4
Asiatico |
I Asiatico Il | |
Genoti i Asiatico/Americano Il ]
OO0 Cosmopolita i ]
I :
Y, Americano v v
Selvatico

|

Tabla 1. Serotipos y genotipos del virus Dengue

EI DENV, para entrar a la célula e infectarla, necesita primero interaccionar con las proteinas de la
superficiedeésta, paraposteriormenteinternalizarseyreplicarsedentrodeésta.Porlocualrequierede
receptoresespecificos,loscualesyahansidodescritosencélulasdevertebrados(Guzmanetal.,2010).

En el caso de la desregulacidén de la respuesta inmune originada por células T, la cascada de
reacciones inicia con la infeccion por DENV de células dendriticas inmaduras, cuyo receptor
putativo y blanco inicial es la molécula de adhesion DC-SIGN (Tassaneetrithep et al., 2003). En el
caso de los mosquitos en el laboratorio hemos determinado que el intestino medio de éstos tiene
un receptor principal con un peso molecular de aproximadamente 67 kDa, ya que anticuerpos
especificos por esta proteina bloquean la infeccién de las células de mosquitos C6/36 (Mercado-
Curiel et al., 2006).

En los ultimos afos, muchos otros receptores candidatos para unirse a DENV han sido identificados
no sélo en células del hospedero humano (Guzman et al, 2010; Moreno-Altamirano et al., 2002),
sino también en el mosquito vector Ae. aegypti (Muhoz et al., 1998; Mercado-Curiel et al., 2006,
2008). En la figura 11 se puede observar el reconocimiento de los anticuerpos anti la proteina de
67 kDa (panel superior) y anti la proteina E del DENV (panel inferior) hacia las células del intestino
medio de los mosquitos de las diferentes cepas con diferente susceptibilidad mencionadas en
el parrafo anterior. Es muy clara la ausencia de fluorescencia en la cepa de mosquitos con
resistencia a la infeccién por el virus, asi como el bajo reconocimiento del receptor putativo al
DENV. Lo anterior hace pensar que el DENV puede utilizar diversas moléculas para ingresar a la
célula (Rodenhuis-Zybert et al., 2010). Mufioz et al. (1998) encontraron dos polipéptidos de 67 y
80 kDa que interactian con DENV-2 en un estudio realizado en células C6/36 de Ae. albopictus.
Enseguida Moreno-Altamirano et al. (2002) en la linea celular de monocitos U-937 determinaron
dos receptores putativos a DENV-2 con masa molecular de 45 y 67 kDa, respectivamente.
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Asimismo, Mercado-Curiel et al. (2006) confirmaron que todos los serotipos del DENV interactuan
con las proteinas de 67 y 80k kDa descritas previamente por Muioz et al (1998). Mientras que
Mercado-Curiel et al. (2008) encontraron que la proteina de 67/64 kDa podria incluso ser usada
como marcador de competencia vectorial.

e-RECEPTOR &7

3
- -
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Figura 11. Inmunofluorescencia confocal de intestinos medios de mosquitos AE. Aegypti

infectados con DENV-2 e incubados con anticuerpos anti-proteina-67 o anti-proteina E de DENV.

Estudios de genética de los diferentes aislados de las epidemias de dengue del 2000-2001
(Cisneros-Solano et al., 2004) nos permitieron determinar que éstos tienen aminoacidos
especificos caracteristicos en los virus que pueden servir como marcadores de genotipo, asi como
determinar como el virus va evolucionando en cada regidén geografica, en este caso especifico en
Oaxaca y Veracruz, México (Cisneros et al., 2006; Gardella-Garcia et al., 2006). En estos trabajos
determinamos cémo aislados de la epidemia del 2005-2006 de Oaxaca y Veracruz presentaron
un DENV-2 que se separ6 en una rama diferente a la de la epidemia del 2000-2001 (figura 12).
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Figura 12. Filogenia de genes C-PrM del dengue serotipo 2

Otro fendmeno importante que ocurre en los virus de RNA es la recombinacion, que es un
proceso que resulta en la produccién de un nuevo genoma, derivado de dos genomas parentales.
Para el caso de los virus la recombinacion ocurre cuando una célula es infectada con dos
virus relacionados. El nuevo virus derivado de esta manera es llamado virus recombinante. La
recombinacion genética que involucra el intercambio de secuencias entre dos RNAs genémicos
no segmentados, fue descrito por primera vez para el poliovirus en la década de 1960. Tanto
en los virus de DNA como de RNA puede llevarse a cabo la recombinacion. La primeras
evidencias de recombinacion se mostraron con el virus de la influenza por Burnet y Lind (1951).

Se han reportado casos de recombinacién en virus de RNA, tales como el virus de la
Hepatitis (Belalov et al., 2011), la rubeola (Adams et al., 2002), la poliomielitis (Korsun,
et al., 2009) entre otros. Para el caso del DENV, uno de los primeros reportes de
recombinacion fue hecho por Worobey et al. (1999). En dicho reporte se desarrolld un
analisis “in silico” para la deteccion de recombinantes naturales en secuencias publicadas

de todos los serotipos del DENV, utilizando principalmente los genes C, prM, E y NS1.

En México, Perez-Ramirez et al. (2009) reportaron por primera vez recombinantes en el DENV-2

en aislados de pacientes del estado de Oaxaca, pertenecientes al brote de dengue del 2005-
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2006. En dicho trabajo se encontraron dos aislados recombinantes conteniendo uno y dos
puntos de rompimiento en las regiones que codifican para las proteinas estructurales prM y E,
respectivamente. Ademas, se encontraron secuencias virales parentales y recombinantes de la
proteina E en un solo individuo, siendo ésta la primera observacion en un caso proveniente
de sueros de pacientes infectados con DENV. El estudio de la recombinacion en virus es muy
importante, no solamente para quienes estudian su evolucion, sino también en el desarrollo de
vacunas, ya que la recombinacién de una cepa vacunal atenuada puede dar como resultado
una cepa infectiva por su recombinacion con una cepa silvestre infectiva que se encuentre en la
naturaleza. Esto ya se ha documentado por ejemplo en los poliovirus que producen la poliomielitis,
donde se han reportado casos de nifios que después de haber sido vacunados han presentado la
enfermedad y donde se ha encontrado que esto se debié a la recombinacion de la cepa vacunal
con una cepa silvestre (Korsun et al., 2009).

Conclusiones

Hemos contribuido a diferentes ramas de la investigacion, incluyendo patégenos como la
Entamoeba histolytica y las virales como el Dengue y a la genética de poblaciones humanas
prehispanicas y contemporaneas. Asimismo, se ha hecho una contribuciénimportante ala genética
de poblaciones del mosquito Ae. aegypti y a la susceptibilidad que tiene para ser infectado y
para transmitir el virus del dengue. En el caso del virus del dengue, ademas de estudiar la parte
molecular en cuanto al reconocimiento del receptor especifico en el intestino medio del mosquito,
también hemos estudiado su genética para determinar marcadores de genotipo y su relacién
con el incremento en los casos de dengue hemorragico. Es muy importante mencionar que en la
actualidad los estudios de genética molecular estan y resolveran muchas preguntas que se tienen
acerca de las enfermedades que nos aquejan como poblaciéon humana y en otros organismos que
favoreceran la salud en el mundo.
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