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RESUMEN
Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs endégenos de una sola hebra
con una longitud de entre 21 y 25 nucledtidos y estos regulan la traduccion de
proteinas mediante el bloqueo de la hibridacion con los RNA mensajeros. A la
fecha se ha reportado su existencia y rol fisiol6gico en organismos de todos los
reinos. Los microRNAs participan desempefiando multiples y variadas
funciones. A la fecha se han demostrado que los miARN en mosquitos juegan
importantes roles en diversos procesos bioldgicos como la digestion sanguinea,
la ovoposicion, la diferenciacion sexual, la resistencia a insecticidas y la
infeccion con patégenos. Hasta el momento se han reportado microRNAs de 33
especies de insectos dentro de la base de datos miRBase, sumando un total de
3,857 microRNAs. En el presente trabajo se describe la bateria de microRNAs
con expresion exclusiva de diversos enfoques bioldgicos que tuvieran al menos
10 lecturas de presencia y 5 escalas de diferencia. Ahora conocemos microRNAs
con expresion exclusiva en machos (10), hembras (7), adultos (45), huevos (13),
hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 (11), 48 y 72 horas. En el presente
estudio se reporta por primera vez la huella dactilar mirnémica de diversos
enfoques bioldgicos [etapas de vida (huevos y adultos), sexo (machos y hembras)
y la cronologia postprandial (0, 24, 48 y 72 horas posteriores a la alimentacién)]
de Ae. aegypti. El patrén diferencial de la expresion de los miRNAs especifico y
compartido en etapas de vida desempefia un rol critico en la fisiologia de Ae.
aegypti. Una mejor comprension de las funciones de estos miRNAs tendrd una
gran implicacion para el control efectivo de la poblacién de vectores y, por lo
tanto, para interrumpir la transmision de enfermedades provocadas por patégenos

como los virus Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro y Sepik.



ABSTRACT
The microRNAs (miRNAs) are small single-stranded endogenous RNAs with a
length between 21 and 25 nucleotides and these regulate the translation of
proteins by hybridization with messenger RNAs. To date, its existence and
physiological role have been reported in organisms of all kingdoms. The
microRNAs participate by performing multiple and varied functions. To date, it
has been shown that miRNAs in mosquitoes play important roles in various
biological processes such as blood digestion, oviposition, sexual differentiation,
resistance to insecticides and infection with pathogens. At this moment,
microRNAs from 33 insect species have been reported in the miRBase database,
with a total of 3,857 microRNAs. In this work we describe the battery of
microRNAs with exclusive expression of diverse biological approaches that had
at least 10 reads and 5 folds of presence. Now we know microRNAs with an
exclusive expression in males (10), females (7), adults (45), eggs (13), females
fed and sacrificed at 24 (11), 48 and 72 hours. In the present study we report for
the first time the mirnomic fingerprint of diverse biological approaches [life
stages (eggs and adults), sex (males and females) and the postprandial
chronology (0, 24, 48 and 72 hours after feeding)] of Ae. aegypti. The differential
expression pattern of the miRNAs specific and shared in stages of life plays a
critical role in the physiology of Ae. aegypti. A better understanding of the
functions of these miRNAs will have a great implication for the effective control
of the population of vectors and, therefore, to interrupt the transmission of
diseases caused by pathogens such as Dengue, Zika, Chikungunya, Mayaro and

Sepik viruses.



1.  INTRODUCCION

En América, hay un total de 225 especies pertenecientes a la familia Culicidae (Talaga,
Murienne et al., 2015) de los cuales aproximadamente 15% son antropofagicas, dentro
de las cuales se encuentran las especies del género Aedes. Aedes aegypti (L), es uno
de los principales mosquitos vectores de enfermedades transmitidas a humanos como
los son fiebre amarilla, el dengue, zika y chikungunya, afectando entre 50 y 100
millones de personas anualmente, asi también mas de 2,500 millones de personas viven
en zonas endémicas del vector (OMS, 2018), los patégenos trasmitidos por Ae. aegypti
como la fiebre amarilla, el Dengue, Zika y Chikungunya. Estas afecciones promueven
el estudio y ahondo en los mecanismos que orquestan la fisiologia de Ae. aegypti, por
lo cual el comprender los variados mecanismos bioquimicos que con sincronizacion
dan como resultado fenotipos especificos promulgan propuestas alternas de control;
uno de los mecanismos es la regulacion realizada por moléculas conocidas como
microRNAs que son moléculas con una extension de entre 22 y 25 nt no codificantes
que actian como reguladores postranscripcionales, estos dcidos nucleicos pueden
interactuar con multiples genes diana/blanco para desencadenar o impedir funciones
bioldgicas especificas, sin embargo, a la fecha la caracterizacion y la funcién de los
microRNAs y sus mensajeros blancos potenciales no se han determinado
completamente.

La caracterizacion de los microRNAs se ha explorado de manera parcial en insectos.
Actualmente existen reporte de microRNAs de 33 organismos de la clase Insecta, que
dan un total de 3,857 microRNAs reportados, de los cuales 155 son de Ae. Aegypti
(Feng, Zhou et al., 2018; W. Liu, Hao et al., 2017) y solo a un grupo se les ha
determinado su blanco asi como su funcién bioldgica, que esta dltima va desde la
alimentacidn, la inmunidad y el desarrollo, resistencia a insecticidas, determinacién de
sexo, etapa de vida, infeccion por patdgenos, etc. Algunos estudios sugieren que la
expresion de microRNAs en Anopheles gambiae (Biryukova, Ye et al., 2014;
HoltSubramanian et al., 2002; Winter, Edaye et al., 2007), Anopheles stephens
(Dritsou, Deligianni et al., 2014; Jain, Rana et al., 2014; Jain, Rana et al., 2015;
Valenzuela, Francischetti et al., 2003), Culex quinquefasciatus (Lei, Lv et al., 2015) y
Aedes albopictus (Puthiyakunnon, Yao et al., 2013; Yan, Zhou et al., 2014)
desempeian funciones relacionadas con el desarrollo ovdrico, la digestién sanguinea
y la inmunidad contra infecciones, sin embargo, los microRNAs se han visto

involucrados en procesos fisiologicos en Ae. aegypti como funciones intestinales
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(absorcion de azicar, digestion sanguinea y la excrecién de liquidos) (Bryant,
Macdonald et al., 2010; W. Liu, Huang et al., 2014), etapas de vida (desarrollo pupal
y maduracién de huevos) (Hu, Criscione et al., 2015; Lucas, Zhao et al., 2015; Mead
y Tu, 2008; Y. Zhang, Zhao et al., 2016), diferenciacion sexual (Hu et al., 2015; S. Li,
Mead et al., 2009; W. Liu et al., 2014; Mead y Tu, 2008), arquitectura de la anatomia
(desarrollo de intestino medio y ovdrico, cuerpo graso vitelogénico) (Bryant et al.,
2010; Hussain, Walker et al., 2013; S. Li et al., 2009; Slonchak, Hussain et al., 2014;
G. Zhang, Hussain et al., 2013), infeccién por patégenos (replicacion de arbovirus y
proliferacién de Wolbachia) (Maharaj, Widen et al., 2015; Osei-Amo, Hussain et al.,
2012). Todos estos descubrimientos han sido posibles mediante la utilizacién de
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, en el 2017 Dubey SK y
colaboradores utilizando la técnica antes mencionada descubrieron que los arbovirus
cuando se replican dentro del huésped activan la respuesta inmune innata (Dubey,
Shrinet et al., 2017), por otro lado, Mayoral JG y colaboradores en el 2014 mediante
secuenciacion de nueva generacion evidenciaron en una linea celular de mosquito de
Ae. aegypti el perfil diferencial de microRNAs consecuencia de la infeccién por
Wolbachia, evidenciando la interaccion entre huésped y patégeno (Mayoral, Etebari et
al., 2014), Hussain M en 2014 comprobaron con la utilizacién de secuenciacion de
nueva generacion que existen microRNAs de Ae. aegypti que modulan la replicacion
viral (Hussain y Asgari, 2014), y en el 2015 Wu Y y colaboradores (Wu, Xie et al.,
2015) después de un exhaustivo metaandlisis de la literatura concluyeron que la
secuenciacion de nueva generacion resulta ser una herramienta ttil para los andlisis
funcionales de los microRNAs en las insectos, y utilizando esta técnica se pueden
explorar las bases moleculares de los mosquitos mediante la deduccién de conservadas
y nuevas moléculas tipo microRNAs (Wu et al., 2015) a la fecha no existe un andlisis
global que describa los perfiles de expresion de microRNAs exclusivos de etapa da
vida, sexo, y postprandial. Por lo anterior, conocer las huellas digitales de los
microRNAs en distintos enfoques fisioldgicos del mosquito Ae. aegypti generard
informacion que apoye en comprender los mecanismos moleculares y genéticos que
determinan la variabilidad en la eficiencia de transmision y la susceptibilidad de los
insectos puede ayudar con la propuesta de nuevas estrategias de control de vectores.

El proyecto planteado aparte de generar informacion bésica esencial sobre la fisiologia
de diversos enfoques analiticos también abre posibilidades para el planteamiento de

nuevas y vanguardistas estrategias de control.



2. ANTECEDENTES

2.1. Ae. aegypti

Los artréopodos vectores de enfermedades son una problemdtica de importancia
nacional y nacional, especificamente los insectos hematéfagos tienen importancia
econdmica y médica para el humano, pues algunos de ellos transmiten enfermedades
que se traducen en pérdidas econdmicas por muertes, tratamientos médicos,
incapacidades laborales, medidas de control y una baja en el sector turistico, entre otros
impactos negativos. De entre los principales insectos hematéfagos se destacan los
mosquitos del Orden Diptera, particularmente los incluidos en las familias Culicidae,
Psychodidae, Simuliidae y Ceratopogonidae (Dantas-Torres, Cameron et al., 2014).
Los mosquitos de la familia Culicidae representan una de las principales amenazas en
salud publica, debido a la cantidad de enfermedades que transmiten al hombre
(Spielman, 1971). En América, de un total de 195 especies de esta familia,
aproximadamente el 15% son hemat6fagas con preferencia por huéspedes humanos y
de este nimero, siete especies son vectores primarios de enfermedades, tales como el
virus del Mayaro (MAYYV), el virus del dengue (DENV), el virus de Chikungunya
(CHIKYV), el virus de la fiebre amarilla (YFV), el virus de virus Sepik (SEPV) y el
virus de ZIKA (ZIKV). Estos virus son transmitidos por la picadura del mosquito Ae.
aegypti, y que actualmente se denominan en conjunto como enfermedades transmitidas
por Aedes o Aedes-borne-diseases (ABD por sus siglas en inglés), estas arbovirosis
afectan al ser humano y representan pérdidas millonarias para los sistemas de salud.
De acuerdo a la organizacion panamericana de la salud (PAHO) desde el 2014 al
presente afio se han registrado 6, 382,084 casos de enfermedades arbovirales,
Chikungunya y Zika han acumulado 925,462 y 220,693 casos respectivamente, en
Meéxico del afio 2014 al presente la secretaria de salud ha reportado 80,772 casos de
dengue, 12,503 de chikungunya y 8,600 casos de Zika. El punto clave de la
propagacion de estos tipos de virus son los mosquitos trasmisores, por lo que la
prevencién y el control de la enfermedad va dirigida hacia la bisqueda de nuevas
alternativas y la generacion de informacién acerca de la relaciéon hospedero-vector

(Dantas-Torres et al., 2014).



2.2. microRNAs

Los microRNAs son RNAs no codificantes de cadena sencilla de aproximadamente
19-25 nt de longitud que regulan de manera negativa la sintesis de proteinas, en la
mayoria de los sistemas celulares, esto a través de su interaccion con la regién posterior
a la fase de lectura abierta de los genes o 3'UTR de los RNAms (RNAs mensajeros)
claves de dicha sintesis. Los RNAs se derivan a partir de precursores de RNA de doble
cadena (dsRNA largos), conocidos como pre-microRNAs, los cuales son sintetizados
en el nicleo a través de la RNA polimerasa Il y procesados en el citoplasma por

complejos enzimdticos, dando lugar a las moléculas maduras (Biryukova et al., 2014).

2.3. Fisiologia de los microRNAs

Los microRNAs desempeiian papeles esenciales en diversos procesos fisioldgicos
tanto en eventos favorables como desfavorables, dichos procesos van desde los perfiles
mirnémicos asociados a la presencia de agentes quimicos, infeccién por
microorganismos y virus, la biologia del desarrollo, la diferenciacién sexual, respuesta
a estimulos externos, etc. Estas moléculas regulan el silenciamiento post-
transcripcional de un 60% de los genes codificantes de proteinas, convirtiendo a este
mecanismo en uno de los mas importantes de regulacién génica (S. Li et al., 2009).
Los microRNAs se han reportados en todos los filums, incluyendo en la clase Insecta
(Tabla 1) del filo animalia atribuyéndosele la participacién en diversos procesos

fisiolégicos.

2.3.1. Etapas de vida

A la fecha existen multiples reportes de microRNAs relacionados con el desarrollo
embrionario (Rosa y Brivanlou, 2017), la apoptosis, proliferacion celular (Ling,
Kokoza et al., 2017), procesos neuronales, vias de sefializacién celular y control de
transposicion, entre otros procesos (Lucas et al., 2015), por dar ejemplos se sabe que
el aae-miR-1890 (Lucas et al., 2015) participan en el desarrollo y maduracién de
huevos junto con los microRNAs aae-miR-2943 y aae-miR-2945 (Hu et al., 2015) y a
los aae-miR-275 junto con el aae-miR-bantam y aae-miR-8 se le ha atribuido

participacion durante el periodo pupal (Lucas et al., 2015).



2.3.2. Alimentacion y digestion

En 2010 se reporté y evidencié la funcién de microRNAs aae-miR-1174 en el
mosquito Ae. aegypti (W. Liu et al., 2014), especificamente regulando funciones
intestinales relacionadas con la absorcidn de azicar y la excrecién de liquidos, ademads
junto con el aae-miR-1890 (Lucas et al., 2015), el aae-miR-275 (Bryant et al., 2010) y
el aae-miR-1890 (Lucas et al., 2015) participan en la ingesta y digestion sanguinea
(Bryant et al., 2010; S. Liu, Lucas et al., 2014; W. Liu et al., 2017; Zhao, Lucas et al.,
2017).

2.3.3. Anatomia corporal

Los microRNAs aae-miR-281, aae-miR-1174 y aae-miR-1175 se han encontrado
expresados de manera especifica en intestino medio (S. Li et al., 2009), el aae-miR2-
940-5p (Slonchak et al., 2014; G. Zhang et al., 2013), los microRNAs aal-mir-8 y aal-
mir-125 se expresaron en gldndulas salivales, por otra parte los aae-mir-281-2-5p, aae-
mir-281, aae-mir-2940, aae-mir-bantam y aae-mir-263a se expresan en glandulas
salivales de mosquitos infectados con arbovirus (Maharaj et al., 2015) y los
microRNAs aae-miR-8, aae-miR 14, y aae-miR-275 se expresaron en el cuerpo graso

vitelogénico (Bryant et al., 2010; Slonchak et al., 2014).

2.3.4. Estimulos externos

Hay distintos reportes de microRNAs relacionados con estimulos externos, tales como
los relacionados con la replicacion viral (Y. Zhou, Liu et al., 2014) como los
relacionados con la inhibicion de la replicacion como el aae-miR375 (Hussain et al.,
2013); el aae-miR-12 (Osei-Amo et al., 2012) que esta relacionado con la proliferacién
de Wolbachia. También hay reportes de microRNAs de insectos relacionados con

estimulos externos como respuesta a estrés (Jain, Rana, et al., 2015) e insecticidas.

2.3.5. Diferenciacién sexual o Dimorfismo sexual

Existen reportes donde se les atribuye un rol esencial a microRNAs en los procesos de
diferenciacion sexual (Y. Zhang et al., 2016), el aae-miR-309 y el aae-miR-989
participan en el desarrollo de ovarios (Mead y Tu, 2008; Y. Zhang et al., 2016), el aae-
miR-989 (8. Li et al., 2009; Mead y Tu, 2008) se encontrd sobre expresado de manera
especifica en hembras y los aae-miR-1891(Hu et al., 2015), aae-miR-184 y aae-miR-
1000 en machos (S. Li et al., 2009).



Tabla 1. Inventario de microRNAs reportados para la clase Insecta.

Orden

Diptera

Hymenoptera

Lepidoptera

Homoptera
Orthoptera
Coleoptera

Genero
Aedes
Anopheles
Culex

Drosophila

Bactrocera
Apis
Dinoponera

Nasonia

Polistes
Biston
Bombyx
Heliconius
Manduca
Plutella
Spodoptera

Acyrthosiphon

Locusta
Tribolium

Especie

aegypti
gambiae

quinquefasciatus

ananassae
erecta
grimshawi

melanogaster

mojavensis
persimilis

pseudoobscura

sechellia
simulans
virilis
willistoni
yakuba
dorsalis
mellifera
quadriceps
giraulti
longicornis
vitripennis
canadensis
betularia
mori
melpomene
sexta
xylostella
frugiperda
pisum
migratoria
castaneum

# de microRNAs
155
130
74
76
101
82
258
71
75
210
103
148
180
77
89
80
254
102
32
28
53

487
92
98
133
122
123

342




3. JUSTIFICACION

La problemadtica de los mosquitos vectores de enfermedades es un inconveniente
creciente y las estrategias de control cada vez son menos efectivas, esto debido a la
mala implementaciéon de programas de control, el desarrollo de resistencia a
insecticidas, el impacto negativo a especies de importancia ecoldgica y la
contaminacioén ambiental, entre otras.

A la fecha, la huella mirnémica de las distintas etapas de vida de Ae. aegypti no se
conocen, y determinarla, ademds de generar informacion bioldgica esencial sobre la
fisiologia de las etapas exploradas, también esta informacién permitird proponer

estrategias de control efectivo y dirigido.



4. HIPOTESIS

Existen huellas especificas de microRNAs en las distintas etapas bioldgicas de Ae.

aegypti.



5. OBJETIVOS
5.1. General
Develar una red de interacciones de microRNAs entre distintos enfoques biolégicos

de Ae. aegypti

5.2.  Especificos
1. Determinar el perfil mirnémico en huevos, machos y hembras (0, 24, 48, 72

post alimentacion) de Ae. aegypti.

2. Minar los datos para:
A. Descubrir nuevos microRNAs de Ae. aegypti.
B. Conocer cudles son los microRNAs de Ae. aegypti conservados con

otros insectos.

C. Develar los microRNAs de Ae. aegypti conservados con otros animales
no insectos.

D. Determinar la interaccion de los microRNAs entre los enfoques

explorados.



6.  MATERIAL Y METODOS

6.1. ESTRATEGIA GENERAL

La estrategia general del proyecto consistié obtener el miRNoma de distintos enfoques
bioldgicos; para obtener el material biolégico requerido se alimentaron hembras de Ae.
aegypti de la cepa New Orleans con sangre humana para promover la ovoposicion en
papeles filtro, las papeletas con los huevos se repartieron en 2 segmentos, uno de los
segmentos de papeleta con huevos se puso a eclosionar y los bioespecimenes
emergidos se esperaron en machos y hembras, estas tltimas se separaron en 2 grupos
nuevamente, uno de los grupos se alimentd con sangre humana y se sacrificaron a las
24, 48 y 72 horas, a partir de este material bioldgico se extrajo el RNA total y se
secuencio la fraccién correspondiente microRNAs por secuenciaciéon de nueva

generacion (Figura 1).
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humana para determinar
microRNAs en
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Figura 1. Estrategia general el proyecto.

En total se tuvieron viales con material biolégico correspondiente a: huevos, machos,
hembras sin alimentar, hembras alimentadas y sacrificadas a las 24, 48 y 72 horas, de
estos bioespecimenes se extrajo el RNA total y ese se envid a secuenciar,

especificamente secuenciar la fraccién correspondiente a los microRNAs.

6.2. Bioespecimenes

Para la realizacion del proyecto se utiliz6 una cepa (New Orleans) de laboratorio de
Ae. aegypti que se ha mantenido en el insectario del Laboratorio de Entomologia
Médica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn, esta cepa tiene la particularidad de que no ha sido sometida a ningtn tipo de
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presion bioldgica. Las larvas fueron alimentadas con una solucién de higado en polvo
al 50%. Todo bajo condiciones controladas de temperatura (25 C £+ 2 C), humedad
relativa (70% £ 2%) y fotoperiodo (12:12), una vez que alcanzaron el estadio de pupas
se colocaron en jaulas para la emergencia de los adultos. Las hembras se alimentaran

una sola vez con sangre humana utilizando un alimentador de membrana artificial.

6.3. Extraccion de microRNAs

De los bioespecimenes se extrajeron los microRNAs con el estuche comercial
miRNeasy Mini siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 RNA fue tratado con
RQ1 DNAse durante 15 minutos a 37°C para eliminar trazas de DNA. La pureza y la
integridad del RNA se evaluaran utilizando métodos estdndares de espectrofotometria

y electroforesis en gel, respectivamente.

6.4. NGS
Las muestras que obtuvieron la calidad y la cantidad requerida fueron enviadas a la

empresa BGI para determinar la fraccion de los RNAs pequefios.

6.5. Bioinformatica
De los datos obtenidos por NGS producto de los tratamientos previamente
mencionados (Figura 1) fueron minados utilizando herramientas y aplicaciones

bioinformaticas que a continuacion se describen:

6.5.1. Analisis estadistico

Cada uno de los ensayos se realizo por triplicado y para el estudio de cuantificacién se
determinardn la respectiva media y la desviaciéon estdndar. Considerando
estadisticamente significativo un resultado con un valor de p<0.05 por el método t de
student. Todos los datos fueron sometidos al andlisis de varianza de una via (ANOV A),

seguido de las comparaciones por pares post hoc HSD de Tukey.

6.5.2. Mapas de calor
Los mapas de calor se realizaron con la finalidad de visualizar de manera concreta la
variabilidad de la expresion de los microRNAs en cada uno del enfoque

experiménteles.
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6.5.3. Diagrama de Venn
Para visualizar la especificidad y expresion ente enfoque experimentales se realizaron

utilizando diagramas de Venn.

6.5.4. UpSet

Con el fin de mostrar cuantos tipos de microRNAs De Novo se compartian entre
especies de la clase Insecta y que grupos de especies los compartian se realiz6 una
grafica UpSet para poder cuantificar e identificar este tipo de relaciones. Se utilizaron
los datos purificados de los microRNAs (mayores a 10 reads) para la clase Insecta y
que no hubiesen sido reportados previamente para Ae. aegypti, estos datos fueron
agrupados correspondiendo a la conservacion genética que presentaban dentro de las
especies obtenidas mediante subgrupos de una lista en R. Una vez acomodadas en una
lista que contuviese a todas las especies y sus microRNAs se prosigui6 alimentar a la

herramienta grafica de R UpSetR con los datos.

6.5.5. Red jerarquica circular

Con el propésito de presentar las interacciones entre los microRNAs predichos en la
clase Insecta de manera integral se opt6 por la formacién de una red jerdrquica circular.
Se parti6 de los datos purificados para la clase Insecta y a partir de estos datos se
formaron tres archivos: 1.- Jerarquia, donde se defini6é cada microRNA y a que especie
pertenecia, 2.- Nombres, donde se presentaron todos los elementos que componian la
interaccion, 3.- Conexiones, se presentaron las interacciones posibles para cada
microRNA. Partiendo de estos archivos se gener6 el grafico de interaccion circular,
éstos utilizando las herramientas de R (Dessau y Pipper, 2008): igraph (Csardi, Kutalik
et al., 2010; Isci, Dogan et al., 2014), ggraph, Tidyverse (Riemondy, Sheridan et al.,
2017), RcolorBrewer (Ramasamy, Ramasamy et al., 2014).

6.5.6. Dendrograma

Se recolecto la informacién taxondémica para cada especie identificada en las
predicciones anteriores promedio de la plataforma de taxonomia presente en la base
de datos de NCBI. Estos datos fueron sometidos a una matriz por medio del programa
Mesquite v.3.51 (Maddison, Swofford et al., 1997) y obtenido un dendrograma

correspondiente a las relaciones generados por la matriz.
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el

# de lecturas que alinearon con

# de microRNAs reportados previamente

Lecturas no

Lecturas alineadas

Lecturas alineadas

Muestra Total de lecturas| _ , _ ,
microRNAs reportados previamente donde alinearon las lecturas alineadas unavez mas d una vez
Machos sin alimentar 2584901 4,703/0.18% 415 SBA064% | 1166031 /45.11% | 885438 /34.25%
Hembras sin alimentar 2930220 4,382/0.15% 308 462,162/15.77% | L20LSB0/AL01% | 1266478 /43.22%
Hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 h
, , . 3,146,685 4,451/0.14% 814 336399/1705% | 1087998 /34.58% | 1,522,288 /48.38%
posteriores ala alimentacion
Hembras alimentadas y sacrificadas alas 48h
) , ., 2992370 4,155/0.14% 45 S09,149/1701% | 1110,08/37.10% | 1,373,193 /45.8%%
posteriores ala alimentacion
Hembras alimentadas y sacrificadas a las 72h
, , . 3,001,808 3,029/0.09% 3N S56718/18.18% | L173,126/3831% | 1;331.964/43.50%
posteriores ala alimentacion
Huevos 1638376 4,030/0.25% n 260291/1589% | 540656/33.00% | 837429/50.11%
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El criterio del analisis de resultados consistid en utilizar al menos microRNAs con 5

lecturas y que estuvieran al menos 5 veces diferencialmente expresados.

7.1.  Contrastes experimentales
Los microRNAs previamente publicados para la Reino Animalia (excepto la clase
Insecta) fueron buscados en nuestros resultados de secuenciacion de nueva generacién

(Figura 2).
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[

Figura 2. Enfoque analitico integral sobre microRNAs previamente reportados para Animalia con

excepcion de Insecta presentes en Ae. aegypti (huevos + macho + hembra).

Posteriormente, este ejercicio se repitid, pero ahora solo localizando los microRNAs
previamente publicados para la Clase Insecta y no para el reto del Reino Animalia

(Figura 3).

Figura 3. Enfoque analitico integral sobre microRNAs previamente reportados para Insecta presentes

en Ae. aegypti (huevos + macho + hembra).
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Una vez filtrados los resultados de secuenciacion de nueva generacion estos datos se
utilizaron para realizar distintos enfoques experimentales. En el primer enfoque se
compararon los microRNAs diferencialmente expresados entre hembras y machos

(Figura 4).

Figura 4. Contraste de la expresion diferencial de la expresiéon de los microRNAs entre machos y

hembras.

Posteriormente se compararon los microRNAs diferencialmente expresados entre

huevos y adultos (Figura 5).

‘.. s‘ . : Hembras
L NN :

+ s %0t

Figura 5. Comparacién de la firma mirnémica entre huevos y adultos.

El dltimo de los andlisis fue determinar la huella mirnémica y cronoldgica relacionada

con la ingesta y digestion de sangre humana (Figura 6).
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Figura 6. Analisis para la determinacién del patrén cronolégico de expresion correlacionado con la

ingesta y digestion de sangre.

Determinado esto se utilizaron los resultados para conocer cudles eran los microRNAs
previamente publicados y encontrados en nuestros andlisis, conocer microRNAs
previamente publicados para Ae. aegypti, previamente publicados para Insecta, pero
De Novo para Ae. aegypti, y cudles eran los microRNAs reportados para Animalia,

pero no en Insecta (Figura 7).

Aedes aegypti

[Aedes aegyp
+
Animalia

Figura 7. Categorizacion de microRNAs previamente reportados y encontrados en nuestros resultados.

Una vez categorizados los microRNAs se utilizaron para hacer los contrastes

bioldgicos y determinar las diferencias de expresion.
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7.2. Abundancia

7.2.1. Distribucion por etapa de vida

7.2.1.1.

Especificos de huevos en Ae. aegypti

En la determinacién de microRNAs especificos de huevos se encontraron 13, de los

cuales 6 microRNAs eran previamente reportados para Ae. aegypti 'y 7 reportados para

otras especies (Figura 8).

Machos

Hembras

Huevos

ame-miR-2944
aae-miR-2944b-3p
aae-miR-286a
tur-miR-263a-5p
Igi-miR-183
cqu-miR-31- Bg
aae -miR-92b- sp
dme-miR-311-5p
aga-miR-92a
dme-miR-312-3p
aae-miR-2943
aae-miR-286b
aae-miR-2944a-5p

Figura 8. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados y especificos de huevos en

el contraste hecho contra hembras y machos.

Los 13 microRNAs encontrados con expresion especifica en huevos tuvieron una

distribucién bioldgica en 7 especies distintas de diversas familias (Tabla 3).

Tabla 3. Relaciéon de microRNAs previamente reportados y exclusivos de huevos.

Organismo Nombre
aae-miR-2944b-3p
aae-miR-286a

. aae-miR-92b-5p

Aedes aegypti aae-miR-2943
aae-miR-286b
aae-miR-2944a-5p

Apis mellifera ame-miR-2944

Tetranychus urticae tur-miR-263a-5p

Lottia gigantea lgi-miR-183

Culex pipiens cqu-miR-31-3p

. dme-miR-311-5p

Drosophila melanogaster dme-mR3123p

Anopheles gambiae aga-miR-92a
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7.2.1.2.

Especificos de adultos Ae. aegypti

En la determinacién de los microRNAs con expresion exclusiva en adultos (tanto en

hembras como machos) fueron localizados 45 presentes en nuestros resultados y

ausentes en huevos (Figura 9).

CIEER CE-3

Huevos
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ek YaE

aae miR 12 3p
aae-miR-305-3p
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cha-mifl-125b-5p__ola-miR-125¢

cha-miR-100-5p

dsi-miR-932-5p__dvi-miR-932-5p__tca miR 932-5p__hme miR-932__dps mik-932-5p__mse miR- 932
api-MiR-100_nve-miR-100-5p

aae-miR-937-3p

cin-miit-31

aae-miR-278-5p
csadet-7d_cin-let-7d-5p
tca-miR-100-5p
cla-miR-7

aae-miR-9b

Igi-miR-317

Igi-miR-34

cte-miR-184b
CqU-iR-285-3p_aac-miR-285

bmo-miR-2765__mse-miR-2765__hme-miR-2765__aae-miR-2765__ tca-miR-2765-5p_ ame-miR-2765

5p

dyi-miR-088-3p__aac-miR-088-3p_dsi-miR-088-3p__dps-miR-088-3p__dme-miR-988-3p__aga-miR-088

Figura 9. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados exclusivos de adultos

(expresados entre hembras y machos).

De los 45 microRNAs 12 de ellos reportados solo para una especie y el resto con

ort6logos en multiples especies (Tabla 4).
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Tabla 4. Relacién de microRNAs previamente reportados presentes en adultos (conservados entre

hembras y huevos).

Organismo

Nombre

Aedes aegypti

aae-miR-12-3p

aae-miR-305-3p

aae-miR-932-3p

aae-miR-278-5p

aae-miR-9b

Daae-miR-988-3p

aae-mir-285

®aae-mir-2765

Tribolium castaneum

®tca—mi R-932-5p

©tca-miR-2765-5p

tca-miR-100-5p

. . o cin-miR-31
Ciona intestinalis ®
cin-let-7d-5p
L ®hme—mir—932
Heliconius melpomene ®
hme-miR-2765
L Igi-miR-317
Lottia gigantea —
Igi-miR-34

Ophiophagus hannah

®oha—mir—125b—5p

oha-mir-100-5p

Oryzias latipes

®

ola-mir-125c

ola-miR-7

Drosophila simulans

@ dsi-miR-932-5p

Ddsi-miR-988-3p

Drosophila pseudoobscura

®dps-miR-932-5p

Ddps-miR-988-3p

Drosophila virilis

@dvi-miR-932-5p

@D dvi-miR-988-3p

Bombyx mori

©bmo-miR-2765

Ciona savignyi ©csa-let-7d
Manduca sexta ®mse—mi R-2765
Oryzias latipes ola-mir-7
Capitella teleta cte-miR-184b

Danio rerio

®dre—let—7d—5p

Salmo salar

®ssa-let-7d-5p

Drosophila melanogaster

dme-miR-988-3p

Acyrthosiphon pisum @api—mir—loo
Nematostella vectensis ®nve-miR- 100-5p
Anopheles gambiae ®aga-mi r-988
Culex quinquefasciatus cq u-miR-285-3p
Ictalarus punctatus @ pu-let-7d

Apis mellifera ©ame-mi R-2765-5p
Tetraodon nigroviridis Dtni-let-7d
Paralichthys olivaceus @pol—let—7d—5p
Mihaela Zavolan Ofry-let-7d
Manduca sexta ©mse-miR-932

NOTA: 0, @, 6 ® ©® © @ y & son microRNAs ortélogos con 100% de homologia.
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7.2.2. Distribucion por sexo
7.2.2.1. Especificos de machos Ae. aegypti
Los microRNAs especificos expresados en machos fueron 10, de estos 2 microRNAs

fueron previamente reportados para Ae. aegypti y 8 reportados para otras especies

(Figura 10).

mse-miR-281

aae-miR-988-5p

aae-miR-2b

dvi-miR-994-5p
gga-miR-133c-3p__xtr-miR-133c
sko-miR-1-3p
prd-miR-1-3p__cte-miR-1__hco-miR-1

—
]

w
©
1
o
E
[}
I

Figura 10. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados y especificos de machos

en el contraste hecho contra hembras y huevos.

De los anteriores microRNAs mencionados (Figura 10), 2 de ellos (Tabla 5) estaban

reportados previamente para mas de una especie con una homologia del 100%.

Tabla 5. Relacion de microRNAs previamente reportados y exclusivos de machos.

Organismo Nombre
aae-miR-988-5p
aae-miR-2b
Manduca sexta mse-miR-281
Drosophila virilis dvi-miR-994-5p
Gallus gallus (1)gga-miR-133c¢-3p
Xenopus tropicalis (Dxtr-miR-133c
Saccoglossus kowalevskii [sko-miR-1-3p
Panagrellus redivivus (2)prd-miR-1-3p
Capitella teleta (2)cte-miR- 1
Haemonchus contortus @hco—miR— 1

NOTA: © y @ son microRNAs ortélogos con 100% de homologia.

Aedes aegypti
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7.2.2.2. Especificos de hembras Ae. aegypti
Los microRNAs especificos expresados en hembras fueron 7, de estos, 2 microRNAs

fueron previamente reportados para Ae. aegypti y 5 reportados para otras especies

(Figura 11).

cqu-miR-125-3p
aae-miR-283
odi-miR-281
bmo-miR-1b-5p
efu-miR-7c__tca-miR-7-5

4{
4{
I

aae-miR-34-3p

» ©
o 3 =
£ g o]
O ] =
© 5 7]
= T T

Figura 11. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados y especificos de hembras

en el contraste hecho contra machos y huevos.

Dos de los microRNAs fueron ort6logos con una homologia del 100% (Tabla 6) entre

2 especies.

Tabla 6. Relaciéon de microRNAs previamente reportados y exclusivos de hembras.

Organismo Nombre
aae-miR-283
aae-miR-34-3p
Culex quinquefasciatus |cqu-miR-125-3p
Oikopleura dioica odi-miR-281
Bombyx mori bmo-miR-1b-5p
Eptesicus fuscus @efu-miR-7c
Tribolium castaneum @tca-miR-7—5

Aedes aegypti

NOTA: © son microRNAs ortélogos con 100% de homologia.
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7.2.2.3. Especificos de machos y huevos de Ae. aegypti

Los microRNAs especificos expresados en machos y huevos fueron 9, todos los

microRNAs De Novo identificados para Ae. aegypti (Figura 12).

s
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£ cte-miR-750__isc-miR-750

E sko-miR-252a

® cte-miR-7

u emu-miR-9__egr-miR-9

15 sme-miR-7d-5p
api-miR-263a

’ o | aga-niR-993

&

Huevos

Figura 12. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados y conservados entre

machos y huevos en el contraste hecho contra hembras.

Dos de los microRNAs tenia ortologia del 100% con més de una especie (Tabla 7).

Tabla 7. Relacion de microRNAs previamente reportados y conservados entre machos y huevos.

Organismo

Nombre

Capitella teleta

cte-miR-7

(1)cte-miR-750

Ixodes scapularis

(1)isc-miR-750

Saccoglossus kowalev skii

sko-miR-252a

Echinococcus multilocularis

(2)emu-miR-9

Echinococcus granulosus

(2)egr-miR-9

Schmidtea mediterranea

sme-miR-7d-5p

Acyrthosiphon pisum

apt-miR-263a

Ambido_psis thaliana

aga-miR—993

NOTA: © y @ son microRNAs ortélogos con 100% de homologia.
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7.2.2.4. Especificos de hembras y huevos

Los microRNAs especificos expresados en hembras y huevos fueron 12, de los cuales

4 microRNAs estaban previamente reportados para Ae. aegypti (Figura 13), 2 de estos

eran ort6logos para Culex quinquefasciatus.

——

» cqu-miR-2941-3p_ aae-miR-2941

aae-miR-9¢-3p__cqu-miR-9-3p

aae-miR-92a-5p

efu-miR-9-5p

aae-miR-2944b-5p

Machos
Hembras
Huevos

dse-miR-311__dme-miR-311-3p__der-miR-311a__ dya-miR-311a__dsi-miR-311

Figura 13. Mapa de calor que enlista los microRNAs previamente reportados y conservados entre

hembras y huevos en el contraste hecho contra machos.

Uno de los microRNAs presento ortologia entre 5 especies distintas, todas ellas

Drosophila (Tabla 8).

Tabla 8. Relacion de microRNAs previamente reportados y conservados entre hembras y huevos.

Organismo Nombre
aae-miR-2944b-5p
: aae-miR-92a-5p
Aed t
caes acsypit (1)aae-miR-2941

@aae—miR— 9c-3p

(1)cqu-miR-2941-3p

Culex quinquefasciatus ® :
cqu-miR-9-3p

Eptesicus fuscus efu-miR-9-5p

Drosophila sechellia (3)dse-miR-311

Drosophila melanogaster |(3)dme-miR-311-3p

Drosophila erecta (3)der-miR-311a

Drosophila phylogeny (3)dya-miR-311a

Drosophila simulans (3)dsi-miR-311

NOTA: ©, @ y ® son microRNAs ortélogos con 100% de homologia.
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7.2.3. Distribucion cronoldgica de alimentaciéon
Fueron 11 los microRNAs con expresion exclusiva a las 24 horas posteriores a la
alimentacién sanguinea, 1 microRNAs pertenecientes a 32 distintas especies (Figura

14).

spu-miR-92b-3p__sko-miR-92b

efu-miR-151
ssc-miR-30d__ssa-miR-30b-5p__cfa-miR-30d__bta-miR-30d__oha-miR-30d-5p__tgu-miR-30d-5p
tgu-miR-451__bta-miR-451__gga-miR-451__oha-miR-451-77__oan-miR-451
efu-miR-106

efu-miR-486

pma-let-7c
cfa-miR-363__ipu-miR-363__ggoe-miR-363__oha-miR-363-3p__ssc-miR-363
ssa-miR-144-5p

hsa-miR-841

efu-miR-320

X72hrs
Xdabrs
X2dhrs

E
s
=

Figura 14. Mapa de calor con los microRNAs previamente reportados en el reino Animalia con

expresion exclusivos a las 24 horas posteriores a la alimentaciéon sanguinea.

De los 11 distintos microRNAs, dos de ellos habian sido previamente reportados en 5
distintas especies cada uno, otro de ellos en 6 especies y otro mds en 2 especies, los 7

restantes son especificos de especie (Tabla 9), ninguno previamente reportado para Ae.

aegypti.

Tabla 9. Relacion de microRNAs previamente reportados presentes a las 24 horas posteriores a la

alimentacién sanguinea.

Organismo Nombre
efu-miR-151
efu-miR-106
efu-miR-486

Eptesicus fuscus efu-miR-320
(4)oha-miR-363-3p
(3)oha-miR-451

Ophiophagus hannah @oha— miR-30d-5p
(3)bta-miR-451

Bos taurus (2)bta-miR-30d
(2)ssc-miR-30d

Sus scrofa @ssc—miR-363
(3)tgu-miR-451

Taeniopygia guttata (2)tgu-miR-30d-5p
(2)cfa-miR-30d

Canis familiaris (4)cfa-miR-363

Salmo salar (2)ssa-miR-30b-5p

Ictalurus punctatus (4)ipu-miR-363

Gorilla gorilla [©) ggo-miR-363

Gallus gallus (3)gga-miR-451

Ornithorhynchus anatinus |(3)oan-miR-451

Saccoglossus kowalevskii _|(1)sko-miR-92b

Strongylocentrotus purpura| @spu—miR—QZb— 3p

Homo sapiens hsa-miR-94 1

Salmo salar ssa-miR-144-5p

Petromyzon marinus pma-let-7¢

NOTA: ©, @ ® y @ son microRNAs ortologos con 100% de homologia.
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7.2.4. microRNAs humanos presentes en Ae. aegypti
En la biisqueda de microRNAs previamente reportados para el humano presente en
bases de datos de huevos, hembras y machos se encontraron 10 microRNAs (Figura

15).

hsa-let-7o-5p

hsa-miR-30d-5p

hsa-let-7i-5p

hsa-miR-214p

hsa-mR-3188

p-hsamiR-232

hsa-miR-4383-5p

hsa-miR-101-3p

hsa-miR-451a

hsa-miR-155-3p

Machos
Huevos

Hembras

Figura 15. Mapa de calor con los microRNAs previamente reportados en el reino Animalia con

expresion exclusivos a las 24 horas posteriores a la alimentacién sanguinea.

De los 10 microRNAs previamente reportados para el humano y encontrados con

expresion en las bases de datos de Ae. aegypti (Tabla 10).
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Tabla 10. Relacién de microRNAs previamente reportados y conservados entre hembras y huevos.

Organismo Nombre

hsa-let-7g-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-3188
hsa-miR-232
hsa-miR-489-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-451a
hsa-miR-155-3p

Homo sapiens

Del total de los microRNAs humanos encontrados presentes en nuestras bases, 6 de
ellos (hsa-miR-let-7g-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-let-71-5p, hsa-miR-21, hsa-miR-101 y
hsa-miR-451), tienen ortologia en diversos y variados nimeros de especies (Tabla 10)
y 4 (hsa-miR-3188, hsa-miR-232, hsa-miR-489-5p, y hsa-miR-155-3p) mads

reportados a la fecha solo para el humano (Tabla 10).
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Tabla 11. Relacién de microRNAs dada por ortologia y homologia.

Especie con paralogiay
100% de homologia

microRNA de Homo sapiens

hsa-let-7g-5p

hsa-miR-30d-5p |hsa-let-7i-5p hsa-miR-21-5p |hsa-miR-101-3p |hsa-miR-451a

Anolis carolinensis

aca-let-7g

aca-let-7i-5p
Ateles geofrogy
Bos taurus bta-let-7g
Canis familiaris cfa-let-7g
Cricetulus griseus cgr-let-7g-5p
Capra hircus chi-let-7g-5p
Danio rerio
Equus caballus eca-let-7g
Fugu rubripes
Gallus gallus
Gorilla gorilla
Ictalurus punctatus
Monodelphis domestica
Macaca mulatta mml-let-7g-5p
mmu-let-7g-5p
Macaca nemestrina

Ornithorhynchus anatinus

Ovis aries

Ophiophagus hannah oha-let-7g-5p
Pan paniscus

Pongo pygmaeus ppy-let-7g
Pan troglodytes ptr-let-7g
Rattus norvegicus rno-let-7g-5p
Salmo salar

Sus scrofa ssc-let-7g
Tupaia chinensis tch-let-7g-5p
Taeniopygia guttata tgu-let-7g-5p
Tetraodon nigroviridis

Xenopus tropicalis

27



7.3.  Riqueza biolégica
La riqueza de nuestros hallazgos fue plasmada en diagramas de Venn para poder ser

visualizada e interpretada.

7.3.1. Ae. aegypti
Un total de 78 microRNAs previamente reportados para Ae. aegypti fueron enconadas

diferencialmente expresados en nuestros resultados (Figura 16).

Fed 72h
(13)

Figura 16. Diagrama de Venn de microRNAs encontrados en nuestros resultados previamente

reportados para Ae. aegypti.

De los microRNAs previamente reportados para Ae. aegypti, solo 1 de ellos fue
encontrado de manera especifica en hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 horas,
4 especificos de huevos, 1 especifico de machos. El resto de ellos se comparten entre

enfoques experimentales abordados.
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7.3.2. Insecta
Un total de 82 microRNAs previamente reportados en distintas especies de la clase
Insecta fueron enconadas diferencialmente expresados en nuestros resultados (Figura

17).

Fed 72h
®)

Figura 17. Diagrama de Venn de microRNAs reportados previamente en Insecta (no Ae. aegypti y

encontrados en nuestros resultados.

Estos 82 microRNAs correspondian a 18 de hembra no alimentadas, 17 a hembras y
sacrificadas a las 24 horas, 16 a hembras y sacrificadas a las 48 horas y 8 a hembras y
sacrificadas a las 72 horas, 21 microRNAs mds a machos y 23 a huevos. De los
microRNAs previamente reportados para clase Insecta, solo 1 de ellos fue encontrado
de manera especifica en hembras sin alimentar, 2 en machos, 5 en huevos, 1 en
hembras alimentadas sacrificadas a las 24 horas, y 1 en hembras y sacrificadas a las
48 horas. En la interseccion de todos los enfoques experimentales se encontraron 6

microRNAs expresados de manera simultdnea.
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7.3.3. Animalia
Los microRNAs previamente reportados para el orden Animalia (no Insecta)

encontrados en nuestros resultados fueron 119 (Figura 18).

Fed 72h
(10)

Figura 18. Diagrama de Venn de microRNAs encontrados en nuestros resultados previamente

reportados para Animalia.

De los 119 microRNAs reportados previamente para Animalia (no Insecta), 1
especificamente expresado en hembras no alimentadas, 15 especificamente expresado

en hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 horas, 3 en machos y 2 en huevos.
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7.3.4. Ae. aegypti + Insecta
También se minaron nuestros resultados en busqueda de microRNAs previamente
reportados para Ae. aegypti y simultdneamente en otros insectos de la misma clase, la

bisqueda arrojo 121 moléculas (Figura 19).

Fed 48h
(24)

Fed 72h
(20)

Figura 19. Diagrama de Venn de microRNAs previamente reportados en Ae. aegypti e Insecta y

encontrados en nuestros resultados.

De los 121 microRNAs, 14 de ellos se encontraron coexpresados en todos los enfoques

experimentales analizados.
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7.3.5. Insecta + Animalia
De los microRNAs reportados previamente reportados para Insecta y Animalia (no

reportados en Ae. aegypti fueron 13(Figura 20).

Fed 48h

Fed 72h
(0)

Figura 20. Diagrama de Venn de microRNAs previamente reportados en Insecta y Animalia

encontrados en nuestros resultados.

De los 13 microRNAs previamente reportados para Insecta y Animalia, 1 fue
especifico de huevos, 2 de machos, 5 de hembras no alimentadas y 2 microRNAs en
hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 hora, y 1 microRNA mads especifico de

hembras alimentadas y sacrificadas a las 48 horas.
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7.3.6. Ae. aegypti + Insecta + Animalia
Otro de los enfoques explorados fue buscar en nuestros resultados microRNAs
previamente reportados y conservados en Ae. aegypti, Insecta y Animalia, y fueron un

total de 14 (Figura 21).

Fed 72h
(2)

Figura 21. Diagrama de Venn de microRNAs previamente reportados en Insecta y Animalia y también

en Ae. aegypti encontrados en nuestros resultados.

De los 14 microRNA encontrados expresados en los enfoques experimentales
explorados, 1 fue encontrado con expresion exclusiva en hembras alimentadas y
sacrificadas a las 72 horas posteriores la alimentacion, también se encontrd 1

microRNA con expresién simultdnea en todos los enfoques analizados.
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7.4. Interacciones

Las coexpresiones de los microRNAs previamente publicados para Insecta y De Novo
para Ae. aegypti se plasmaron en diagramas de interaccidén para poder visualizar
facilmente las intersecciones entre ellos. Dos distintos interactomas fueron realizados
donde se visualizaron las interacciones dadas segiin la cronologia relacionada con la
alimentacion, el otro interactoma correlaciona 2 distintos enfoques: 1.- coexpresion y
expresion exclusiva relacionada al sexo (Figura 22) y 2.- microRNAs exclusivos tanto

de adultos como de embriones (Figura 23).

7.4.1. microRNAs cronolégicamente expresados

Se determinaron las interacciones posibles de los microRNAs expresados a distintas
etapas postalimentacion, se categorizaron microRNAs especificos de cada una de las
etapas postprandiales (Figura 22): 11 microRNAs con expresion especifica en hembras
sin alimentar, 16 microRNAs con expresion especifica en hembras alimentadas y
sacrificadas a las 24 horas postprandiales, 2 microRNAs con expresion especifica en
hembras alimentadas y sacrificadas a las 48 horas postprandiales y 1 microRNAs con
expresion especifica en hembras alimentadas y sacrificadas a las 72 horas

postprandiales.
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Figura 22. Interactoma de coexpresion dada cronolégicamente relativa a la alimentacion.
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En las interacciones también se dedujeron 3 microRNAs interactuando de manera
especifica entre hembras no alimentadas y alimentadas y sacrificadas a las 24 horas, 1
microRNA interactuando entre hembras alimentadas y sacrificadas a las 24 y 48 horas,
I microRNA interactuando entre hembras alimentadas y sacrificadas a las 48 y 72
horas y 1 microRNA interactuando entre hembras alimentadas y sacrificadas a las 24,

48 y 72 horas.

7.4.2. microRNAs por sexo y estadio de vida

De los 120 microRNAs previamente reportados en Insecta, pero De Novo para Ae.
aegypti encontrados con expresion en los enfoques realizados de hembras, machos y
huevos se dedujo que 13 eran especificos de huevos, 5 de hembras y 7 de machos

(Figura 23).

36



dgegaz-ue 09 020HL-aEe

== |
88%:” A.gaﬁ
ogala Sepeyu-eup //
T egg-yau-elie
; jo
dE-QrreZ-H! ~ sbbB3
FOZ-HIL-SwE \l , ] A
EpB7-I-ace = ——— i
N 558# coaenes —digszauen: | i
R e e %ﬂ/Vﬂ\.@\ e b / i
| Em,»!..!l B3 h-u! == o e %.,,,:.. =
/% N SR qeerimrehe gopuesa T Tl . st ShE-Hw-de
NN b QL-H-ewd g en M@.Fuﬂiuv.nwwﬁ Ao :
N e Lo S -
//&é §§%M7 L s.__. 8-«%.;98:%
iyt N
N\ \ s ) ML WBRARS | e 58@:8
PN e e L :vxﬁ; “a
S AN\E TN
SEEBMN o -Opag -0 s \\UA \\\\\
n_h.,w.///,\,%i e 6&/:*_. 5&:@%%.\%“28 qouuese \ , /
I I-aEE a.m-c._i. 2181 \ \ <3
doray-gueus W\ A o = ; \\A‘ 4\3&_....;9; ,
[ | NSRS g e 1/ oo :i.ﬁ_é i
a66-Hw-e5E | S ARV __ /4 " dgpsieran \ ITIEUE 40 001 e
\ ﬁ _ 5Ly | W/ L \ L\ \
SEEE e - e ] 8&..5%_\ ds-zeeHIL-Ep
[ ook | D asues | | &.N/
gz o P de-gop-d-ove_— SETIBNEEE
ﬁ#mn.izbit\\\\\h\.s\_ |
—— ,,.ETgss_ H
2 —  prwess
solely ]3.«: e

37

Figura 23. Interactoma de expresion independiente dada para hembras, machos, adultos, embriones.



Entre las coexpresiones encontramos que existen 22 microRNAs de expresion
exclusiva en adultos, 6 microRNAs de expresion compartida entre huevos y hembras
y 8 microRNAs de expresion compartida entre huevos y machos. Los 49 restantes

coexpresaban en los 3 enfoques experimentales.

7.5. Paralogia y coexpresion
El diagrama de Upset permite visualizar la paralogia de los microRNAs predichos De

Novo para Ae. aegypti previamente reportados para la clase Insecta (Figura 24).

Intersections

Predicted mRNA'S

Figura 24. Diagrama UpSet que demuestra la interaccién de los microRNAs De Novo para Ae. aegypti

previamente reportado en otros organismos de la clase Insecta.

De los 5 microRNAs previamente reportados para organismos de la clase Insecta De
Novo descritos en Ae. aegypti, 18 microRNAs en una especie unica y 36 en multiples
especies, de las cuales 3 microRNAs se encontraron en al menos 2 especies, 2

microRNAs en 4 especies, 2 microRNAs en 5 especies y 2 microRNAs en 6 especies.
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En la distribucién se detectaron 18 microRNAs (aga-bantam, aga-miR-281, aga-miR-
993, dvi-miR-994-5p, tca-miR-100-5p, api-miR-100, api-miR-184b, api-miR-263a,
bmo-miR-184-3p, bmo-miR-1b-5p, cqu-miR-210-3p, cqu-miR-125-3p, cqu-miR-
2951-3p, cqu-miR-317-5p, mse-miR-281, dme-miR-312-3p, dme-miR-34-5p y dme-
miR-994-5p) previamente reportados en 7 distintas especies (An. gambiae, A.
mellifera, A. pisum, B. mori, Cx. quinquefasciatus, N. vitripennis, M. sexta, D. erecta,
D. melanogaster, D. pseudoobscura, D. sechellia, D. simulans, D. virilis, T.
castaneum) sin ortologia reportada a la fecha (Tabla 12), 6 microRNAs (dps-miR-989,
dsi-miR-989, api-miR-315, dvi-miR-315a, dme-miR-998-3p y dvi-miR-998-3p)
reportados en 5 especies de la clase Insecta (A. pisum, B. mori, Cx. quinquefasciatus,
N. vitripennis, M. sexta, D. erecta, D. melanogaster, D. pseudoobscura, D. sechellia,
D. simulans y D. virilis), 8 microRNAs (mse-miR-263a, dme-miR-263a-5p, dvi-miR-
263a-5p, tca-miR-263a-5p, ame-miR-317, nvi-miR-317, tca-miR-317-3p, ngi-miR-
317) de 16 especies (A. mellifera, A. pisum, B. mori, Cx. quinquefasciatus, N.
vitripennis, M. sexta, D. erecta, D. melanogaster, D. pseudoobscura, D. sechellia, D.
simulans, D. virilis, T. castaneum, H. melpomene, D. yakuba y N. giraulti), 10
microRNAs (ame-miR-2796, bmo-miR-2796-3p, mse-miR-2796, tca-miR-2796-3p,
hme-miR-2796, der-miR-311, dme-miR-311-3p, dse-miR-311, dsi-miR-311 y dya-
miR-311a) de 10 (A. mellifera, A. pisum, B. mori, Cx. quinquefasciatus, N. vitripennis,
M. sexta, D. erecta, D. melanogaster, D. pseudoobscura, D. sechellia, D. simulans, D.

virilis, T. castaneum, H. melpomene y D. yakuba) (Tabla 12) (Figura 25).
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Figura 25. Interacciones (lineas) que presenta cada microRNA predicho (nodos) de acuerdo a su
igualdad por su cédigo de clasificacién numérica. Cada nodo esta coloreado acorde a la especie en la

cual fue encontrado el microRNA.
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Del total de 54 microRNAs predichos, 29 pertenecieron a organismos del orden
Diptera, 11 a Lepiddptera, 6 a Coledptera, 4 a Himendptera y 4 a Homoéptera (Figura
26).
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Figura 26. Dendrograma de los organismos donde los microRNAs encontrados De Novo en Ae. aegypti

habian sido previamente reportados.
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Dentro del orden mads representativo (Diptera) se encontraron un total de 9 especies: 1
perteneciente al género Anopheles, 1 al género Culex y 7 al género Drosophila. De
estas especies las que presentaron una mayor cantidad de microRNAs fueron: Cx.
quinquefasciatus, D. virilis y D. melanogaster con una cantidad de 5, 6 y 7 microRNAs
respectivamente. Otras especies que presentaron mismas cantidades pertenecientes a
otros ordenes fueron: M. sexta y T. castaneum con 5 y 6 microRNAs predichos

respectivamente.
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8. DISCUSION

Una serie de microRNAs fueron descubiertos en el presente proyecto, estos resultados
fueron divididos en diversas baterias tales como De Novo para Ae. aegypti,
conservados entre Ae. aegypti y la Clase Insecta, estos a su vez se asociaron a diversos
enfoques bioldgicos tales como distintas etapas de vida (huevos y adultos), sexo

(machos y hembras) y la cronologia de la alimentacién (0, 24, 48 y 72h), a un grupo
de estos microRNAs se les ha reportado previamente su RNAm diana y a los que a la

fecha no se les ha reportado blanco se les predijo utilizado herramientas
bioinformaticas (Figura 27).
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Figura 27. SunBurst de los blancos (confirmados experimentalmente y predichos In Silico) de los

microRNAs encontrados tanto De Novo para Ae. aegypti como previamente reportados en organismos
de la Clase Insecta.
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8.1. microRNAs previamente analizados de manera experimental encontrados
en Ae. aegypti

Miiltiples estudios han reportado la expresién, asi como el rol metabdlico de
microRNAs (Biryukova et al., 2014) en la fisiologia de diversos enfoques
experimentales especificos de Ae. aegypti (principal vector transmisor de patogenos al
humano) (Lee, Etebari et al., 2017; W. Liu et al., 2014; Nouzova, Etebari et al., 2018;
Spielman, 1971; X. Zhang, Aksoy et al., 2017).

8.1.1. aga-miR-281

La expresion de aga-miR-281 se ha reportado en el intestino de An.
Gambiae(Biryukova et al., 2014), referente a lo anterior, en nuestros hallazgos se ha
identificado la presencia en todos los enfoques experimentales analizados (Winter et
al., 2007), por otra parte, el aae-mir-281 no fue encontrado en nuestros resultados, lo
que sugiere que el aae-mir-281 no es el ortdlogo del aga-miR-281, para llegar a tal
conclusién se procedid a realizar un alineamiento de ambos microRNAs observando
un 98.83% de homologia en su secuencia, sugiriendo una alta presién evolutiva sobre
esta region gendmica y siendo un nuevo microRNA no descrito para Ae. aegypti el

ortélogo de aae-mir-281.

8.1.2. miR-989

El miR-989 de Cx. quinquefasciatus, An. gambiae y Ae. aegypti (todos mosquitos del
Orden Diptera) (Dantas-Torres et al., 2014) no fue encontrado a las 72 horas post
alimentacion en nuestros resultados, en An. gambiae y Ae. aegypti se reportd su
expresion en intestino medio (Dennison, BenMarzouk-Hidalgo et al., 2015), expresion
en ovarios (Mead y Tu, 2008) y de manera general se reportd su expresion relacionado
con wolbachia, en el caso de Cx. quinquefasciatus la expresion se detecté mosquitos
infectados por WNV (Osei-Amo et al., 2012). La homologia de los microRNAs es del
100%, lo que nos deja deducir que son ortélogos y su funcién en al menos estos 3
organismos en esencial para la correcta fisiologia, pero especifica de especie (Lucas et

al., 2015).
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8.1.3. aae-miR-1890

El aae-miR-1890 no fue encontrado presente en nuestros resultados en hembras
alimentadas y sacrificadas a las 72 horas, este microRNA anteriormente habia sido
relacionado con la regulacion de la digestion de sangre humana (Lucas et al., 2015;
Mayoral, Hussain et al., 2014; Mead y Tu, 2008), sin embargo, inferimos que el aae-
miR-1890 tiene un rol fisioldgico distinto y variado pues en nuestros hallazgos también

lo encontramos en altos niveles en huevos, machos y hembras sin alimentar.

8.1.4. miR-2940

La expresion de miR-2940 se ha relacionado con la infeccion por WNV y replicacion
de wolbachia (Hussain, Frentiu et al., 2011; Slonchak et al., 2014; G. Zhang et al.,
2013), en nuestros resultados encontramos la presencia de este microRNA en todos los

enfoques experimentales a excepcion de hembras alimentadas a las 72 horas.

8.1.5. aae-miR-1174

El aae-miR-1174 se ha reportado que se expresada en el intestino medio, regula
funciones intestinales incluida la absorcion de azicar, la excrecion de liquidos y la
ingesta de sangre (Gu, Hu et al., 2013; S. Li et al., 2009). Este microRNA tiene como
blanco el gen Serina hidroximetiltransferasa, los fenotipos causados por el
silenciamiento del miR-1174 fueron las funciones anormales del intestino del
mosquito. La expresion de aga-miR-1174 también disminuyé en el intestino medio
después de la infeccion por P. Falciparum (Dennison et al., 2015). Este microRNA
conserva un 95.24% con sus ortologos ast-miR-1174 y aga-mir-1174 (S. Liu et al.,
2014).

8.1.6. aae-miR-375

Existen reportes donde al aae-miR-375 se le adjudican funciones relacionadas con la
alimentacién sanguinea, la replicacion de DENV-2 (Hussain et al.,, 2013) y la
expresion en intestino (Skalsky, Vanlandingham et al., 2010), y el ortélogo en An.
gambiae (aga-miR-1175) en la infeccién por P. Falciparum (Winter et al., 2007), sin
embargo, inferimos que existen otra serie de funciones bioldgicas relacionadas con
este microRNA pues en nuestros hallazgos encontramos expresion en todos los

enfoques experimentales.
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8.1.7. aae-miR-306-5p

El aae-miR-306-5p se observd apagada en Ae. aegypti en la infeccién con wolbachia
(Etebari, Asad et al., 2016; Mayoral, Hussain, et al., 2014) por otro lado el aga-miR-
306 se expres6 de manera uniforme en todo el cuerpo de An. Gambiae (Bryant et al.,

2010; Slonchak et al., 2014; Winter et al., 2007) al igual que en nuestros resultados.

8.1.8. ast-miR-14

En nuestros resultados encontramos el microRNA ast-miR-14 presente en todos los
enfoques experimentales explorados, al igual que lo previamente publicado para An.
stephensi donde se reporto sefial desde el embridn tardio al estadio adulto (Krishnan,

Kumar et al., 2015).

8.1.9. aal-miR-2946

La expresion de aal-miR-2946 (Gu et al., 2013) se detectd en embriones es coherente
con los resultados publicados para Ae. Aegypti (S. Li et al., 2009). Nosotros
encontramos la expresion de aae-miR-2946 en todos los estadios bioldgicos de

explorados.

8.1.10. miR-2943

El miR-2943 fue encontrado en huevos en nuestros resultados, esto coincide con lo
previamente publicado para Ae. Albopictus (Gu et al., 2013), Ae. Aegypti (Hu et al.,
2015), An. Stephensi (Mead y Tu, 2008) y An. Gambiae (Allam, Spillings et al., 2016).

8.1.11. ast-bantam-3p

El microRNA ast-bantam-3p de An. stephensi fue el mas abundante en las etapas pupa
tanto masculina como femenina (Mead y Tu, 2008), y ast-miR-bantam-3p fue el mds
abundantes en machos y hembras adultos, por otro lado, en Ae. aegypti el aae-bantam-
5 se reportd sobre expresado en presencia de Wolbachia, en nuestros resultados
nosotros encontramos expresion presente en todos los enfoques experimentales

abordos.
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8.1.12. aae-miR-2765
El aae-miR-2765 de Ae. aegypti (previamente reportado) incrementado en infeccidn
por Wolbachia, en nuestros hallazgos este microRNA lo encontramos presente

solamente en machos y hembras (Mayoral, Hussain, et al., 2014) sin alimentar.

8.2. microRNA sobre expresados por condicion fisiolégica
La discusion de las distintas baterias de microRNAs, tanto De Novo para Ae. aegypti
como los previamente descritos para otros organismos se realizé esquematizando la

informacién por condicion fisiolégica (embriones, adultos, sexo, alimentacion).

8.2.1. Hembras

Se infiere que interferir la transcripcidn [utilizando RNAs sintéticos de doble cadena
(dsRNAs)] de microRNAs especificos de hembras impedird el desarrollo de
caracteristicas femeninas tipicas de Ae. Aegypti (Mysore, Sun et al., 2015), por lo que
se deduce que al suprimir los microRNAs antes mencionados se expresardn genes con
un rol fisiolégico en la diferenciacion sexual masculina (Y. Zhang et al., 2016), por lo
tanto, las hembras se masculinizaras no serdn viables para la reproduccién sexual,
bajando las poblaciones de Ae. aegypti hembras y de manera indirecta reduciendo la

infeccién al humano con virus patégenos (Z. Zhou, Li et al., 2015).

8.2.2. Hembras y huevos

Se dedujo que existen microRNAs con un rol fisioldgico relacionados en la estirpe
femenina de Ae. aegypti desde la etapa embridnica. Estos microRNAs resultan ser
potencialmente candidatos a ser removidos del genoma y de esta manera se permitira
le expresion de genes no necesarios en las hembras y se infiere que al ocurrir esto la

anatomia femenina no serd viable para la viabilidad sexual (Y. Zhang et al., 2016).
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8.2.3. Embrion

Conocer los microRNAs especificos de huevos (Rosa y Brivanlou, 2017) y ausentes
en adultos (tanto en hembras como machos) nos conduce a proponer estrategias de
control basado en la inactivaciéon de microRNAs e inhibir la expresion de genes
especificos de funciones bioldgicas de la etapa adulta (o0 no embridnica) de Ae. aegypti
y por lo anterior, se promovera la expresion de genes no necesarios durante la etapa de
huevo, aumentando la carga transcripcional, agotando las reservas energéticas y por
ende haciendo el embrién infértil, entre otros impactos metabodlicos (S. Liu et al.,

2014).

8.2.4. Cronologia de alimentacion

Entre los enfoques experimentales también se exploré determinar microRNAs
relacionados con la digestiéon sanguinea a diferentes horas, esto se hizo a distintos
periodos posteriores a la alimentacion con sangre humana (0, 24, 48 y 27h). Enel 2010
(Bryant et al., 2010) se reporté y evidencio la funcién del microRNA-275 en el
mosquito Ae. Aegypti (Bryant et al., 2010), demostrando el rol fundamental que tiene
dentro del proceso de digestién sanguinea, excrecion de fluidos y el desarrollo de
huevos. Dicho lo anterior, los micro RNAs presentes en hembras alimentadas
deducidos resultan ser blancos potenciales para ser suprimidos del genoma con un
potencial impacto en la digestion sanguinea, por mencionar una (Bryant et al., 2010;

S. Liu et al., 2014; Zhao et al., 2017).

8.3.  Transcritos blancos previamente reportados de los microRNA
Los transcritos blancos de los microRNAs encontrados con expresion en nuestros

distintos enfoques experimentales explorados.

8.3.1. PLC-epsilon

En nuestros resultados fue encontrado, por primera vez para Ae. aegypti, el microRNA
ortélogo al miR-2796,previamente reportado para ame-miR-2796, bmo-miR-2796-3p,
mse-miR-2796, tca-miR-2796-3p, hme-miR-2796), la literatura describe que él ame-
miR-2796 tiene como transcrito blanco a la fosfolipasa C-epsilon (PLC-epsilon)
regulando de esta manera el desarrollo neuronal para la definicién de castas en abejas
(Greenberg, Xia et al., 2012). En Ae. aegypti este microRNA aparentemente cumple

en un rol distinto ya que no existen las castas.
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8.3.2. Tsf2

Se ha descrito en literatura que él ame-miR-317 hibrida en el gen de la transferrina 2
(Tst2) de Apis mellifera, més no se ha descrito su funcién (Qin, Wang et al., 2014). El
ortdlogo para Ae. aegypti fue encontrado De Novo en nuestros resultados, mostrando
expresion similar (folds) entre machos y hembras (en comparacién a huevos), esto da

a suponer que éste microRNA cumple un rol de silenciamiento dentro de etapa adulta.

8.3.3. ATP citrate lyase, Cameo2, cytochrome BS5, elF4A, fusilli isoform G,
glycogen synthase, NIPSNAP protein, PAP1, Phe hydroxylase, hypoxia inducible
factor 1, Ras-related protein rab-39b-like, SLY-1 homolog, syndecan, UDP-
glycosyltransferase denylate cyclase, eIF2A, GP40, isovaleryl CoA
dehydrogenase, metal transporter CNNM2 like, peripheral-type benzodiazepine
receptor, protein canopy like, synaptic vesicle protein, SSR p subunit

Se ha descrito anteriormente que mse-miR-10a (ortélogo a bmo-miR-10-3p, cqu-miR-
10-3p, mse-miR-10a, dme-miR-10-3p, dvi-miR-10-3p, tca-miR-10-3p) cumple un rol
en el metabolismo de lipidos, carbohidratos y en la cadena de transporte de electrones
dentro de M. Sexta (X. Zhang, Zheng et al., 2015), la regulacién orquestada por este
microRNA fue predicha mediente la interaccion con 23 posibles genes: ATP citrate
lyase, Cameo2, cytochrome BS5, elF4A, fusilli isoform G, glycogen synthase,
NIPSNAP protein, PAP1, Phe hydroxylase, hypoxia inducible factor 1, Ras-related
protein rab-39b-like, SLY-1 homolog, syndecan, UDP-glycosyltransferase denylate
cyclase, elF2A, GP40, isovaleryl CoA dehydrogenase, metal transporter CNNM?2 like,
peripheral-type benzodiazepine receptor, protein canopy like, synaptic vesicle protein,
SSR B subunit, Cytochrome b5. En nuestros resultados fue encontrado De Novo el
ortélogo y con expresion en todas las muestras sin una variacioén significante entre
ellos, lo cual nos permite inferir una posible funcién esencial en todas las etapas del
mosquito en los procesos metabdlicos de lipidos, carbohidratos y en la cadena de
transporte de electrones esenciales en el mosquito al igual que lo demostrado

experimentalmente en M. Sexta (X. Zhang, Zheng et al., 2012).
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8.3.4. ANKRD54, Atgd, Cactus, Draper, ECSIT, Eiger, serpin-4

En la literatura a mse-miR-263a se le ha atribuido un rol en la coordinacién de
respuestas inmunitarias de M. sexta mediante la regulacion de los genes: ANKRD54,
Atg4, Cactus, Draper, ECSIT, Eiger, serpin-4, aunado a lo anterior, también se le ha
involucrado en el metabolismo de lipidos, aminodcidos y el ciclo TCA (X. Zhang et
al., 2015). Previamente se han reportado los ortélogos de mse-miR-263* para mse-
miR-263a, dme-miR-263a-5p, dvi-miR-263a-5p, tca-miR-263a-5p, ahora predijimos
el ortélogo también para Ae. aegypti el cual mostro expresion en todos los enfoques
experimentales (Maharaj et al., 2015). Por ende, los resultados demuestran que el
microRNA puede ser un regulador de la expresion tanto de genes relacionados a la

respuesta inmune como asociados a roles metabdlicos en la vida de los mosquitos.

8.3.5. Optineurin, spitzle, MAP-kinase, Chitotriosidase-1

Los microRNAs dme-miR-998-3p y dvi-miR-998-3p son ort6logos y al localizado De
Novo en Ae. aegypti en nuestros resultados. Referente al dme-miR-998-3p la literatura
sugiere blancos relacionados a la respuesta inmune, especificamente aquellos genes
que orquestan respuestas contra la infeccion de L. monocytogenes como el optineurin,
spitzle, MAP-kinase y Chitotriosidase-1 en D. Melanogaster (Fritz, Girardin et al.,
2006). Los resultados nuestros arrojaron expresion en todas las condiciones
fisiologicas exploradas, lo que tiene coherencia al regular su sistema inmune contra

posibles infecciones por L. Monocytogenes (Ye, Woolfit et al., 2013).

8.3.6. mse-miR-281

El mse-miR-281 de M. sexta se desempefia como regulador de la respuesta inmune
silenciando los genes aPKC, Dsorl, PPBP2Se, también se infiere un rol en el
metabolismo de lipidos, en la cadena de transporte de electrones y el control hormonal
para la maduracion, especificamente con la muda (X. Zhang et al., 2015), el microRNA
inhibe la traduccién del gen que codifica par la enzima a 3-hydroecdysone-3a-
reductase que ésta inactiva hormona ecdysone promoviendo la muda, en nuestros
resultados encontramos al miR-281 ort6logo (De Novo para Ae. aegypti solo presente
en machos, de esto podemos inferir un rol fisioldgico en la promulgacién de la madures

de Ae. Aegypti (Williams, Chen et al., 1997).
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8.3.7. Meiotic 9, Thioredoxin-2 y Aconitase

El microRNA dme-miR-34-5p se ha reportado como represor de los genes Meiotic 9,
Thioredoxin-2 y Aconitase, estos genes estdn implicados en los fendmenos de
reparacion de ADN y desintoxicacion en D. Melanogaster (Chandra, Pandey et al.,
2015). Por otra parte, se ha sugerido una funcién de este mismo microRNA en procesos
transcripcionales y de oogenesis en las termitas Coptotermes formosanus 'y
Reticulitermes speratus (Guo, Su et al., 2013). Estos resultados sugieren que el
microRNA podria cumplir funciones moleculares fundamentales en Ae. aegypti. El
ortélogo del microRNA miR-34-5p se encontré De Novo en Ae. aegypti con expresion

constitutiva en todos los enfoques experimentales analizados.

8.4. Prediccion de transcritos diana de los microRNAs deducidos

A un conjunto de microRNAs diferencialmente expresados entre las condiciones
fisiol6gicas exploradas se les determino su posible RNA mensajero blanco para ser
interferido y discutido su posible rol fisiolégico de manera tedrica, para ninguno de

estos microRNAs se ha descrito experimentalmente mensajero blanco.

8.4.1. Yantar (small nuclear ribonucleoprotein 27kDa protein)

El microRNA de Ae. aegypti ortologo de mse-miR-932, dps-miR-932-5p, dsi-miR-
932-5p, dvi-miR-932-5p, tca-miR-932-5p y hme-miR-932, en nuestros resultados de
expresion se encontrd solamente expresion en adultos (machos y hembras). Al no
haber blancos reportados, tinicamente se presento el blanco predicho YANTAR (small
nuclear ribonucleoprotein 27kDa protein) como el blanco mds probable. Este gen se
ha visto involucrado en los procesos basicos de splicing en el modelo de D.
Melanogaster (Sinenko, Kim et al., 2004). Esto indica que el microRNA ortélogo
encontrado en Ae. aegypti podria desempeifiar funciones similares a las reportadas en

la mosca en la adultez.
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8.4.2. CNN (centrosomin)

En nuestros resultados se encontrd6 De Novo un microRNA ort6logo para der-miR-
311a, dme-miR-311-3p, dse-miR-311, dsi-miR-311 y dya-miR-311a. A la fecha no se
han reportados RNAs mensajeros regulados negativamente por alguno de los
anteriores microRNAs mencionados, por lo anterior, se predijo In Silico el transcrito
diana CNN (centrosomin) como mds probable (Vaizel-Ohayon y Schejter, 1999). Este
gen se ha visto implicado en el desarrollo embrionario (Feng, Wu et al., 2018) como
en la formacién de gametos sexuales masculinos. Nuestros resultados mostraron
expresion en hembras, esto concuerda con el hecho de la funcionalidad del gen para la

formacion de gametos masculinos, siendo estos silenciados en las hembras.

8.4.3. (Odd paired (zinc fingers)

En nuestros andlisis fue localizado De Novo para Ae. aegypti un microRNA ortélogo
a api-miR-315 y dvi-miR-315a. A la fecha no existe reporte de RNA mensajero blanco
a ser regulado por los anteriores microRNAs mencionados, por lo que se procedié a
predecible In Silico arrojando como resultado al odd paired (zinc fingers) como diana
a silenciar. Este gen tiene roles regulatorios en todas las fases de vida de D.
melanogaster, ya sea en el desarrollo del intestino, la segmentacién del embridn,
migracion de células germinales, etc. En nuestros resultados el microRNA presento
expresion en todos los enfoques experimentales explorados, sin diferencias
significantes entre ellas, esto sugiere que el blanco es acertado y que el microRNA

podria ser capaz de cumplir alguno(s) de estos roles en el ciclo de vida de Ae. aegypti.

8.4.4. CG31823

A la fecha no existia reportado para Ae. aegypti microRNA ortélogo a dps-miR-989 y
dsi-miR-989, para estos microRNAs no se ha reportado transcrito blanco por lo que se
procedid a predecirle uno posible, resultado el CG31823 como el mas aceptable a
silenciar. Este gen no presenta un producto de traduccién, mds se ha observado
actividad enzimdtica relacionada a la protedlisis en procesos catabdlicos en D.
Melanogaster (Kahsai y Cook, 2018). En nuestros resultados la expresion del
microRNA se encontré en todas las muestras analizadas, lo cual sugiere que este
microRNA de igual manera podria presentar un rol en la regulacion de esta enzima y
por ende un control orquestado en los procesos catabolicos de Ae. aegypti durante

todas las etapas de vida.
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8.4.5. CG43737

El microRNA ortélogo a aga-bantam resulto estar expresado en todos los enfoques
experimentales analizados, sin presentar variaciones significativas en la expresion. Sin
RNA mensajero reportado regulado por el ortélogo a aga-bantam se procedi6 inferir
In Silico uno resultando ser CG43737 el mas probable. Este gen no presenta datos
acerca de su funcion o la proteina traducible que expresa, por lo cual no se es posible

inferir una relacion con los datos realizados.

8.4.6. Cf2 (Chorion factor 2)

El microRNA aga-miR-281 y De Novo descubierto para Ae. aegypti presentd su
expresion en todos los enfoques bioldgicos analizados. El blanco predicho fue Cf2
(Chorion factor 2), el cual tiene la funcién de determinar las células foliculares y la
expresion de genes miogenicos en el embrion de D. melanogaster. Se puede atribuir
la misma funcién en Ae. aegypti ya que existe una menor expresion de este microRNA
en muestras de huevo en comparacién con lo expresado en adultos, los cual sugiere

esta ortologia funcional.

8.4.7. Pinkl (PTEN-induced putative kinase 1)

El microRNA aga-miR-993 ort6logo (De Novo) para Ae. aegypti mostro una expresion
especifica en muestras de machos y huevos, sin mostrar diferencia significante de
expresion entre estos dos. El blanco predicho para este microRNA fue Pink1 (PTEN-
induced putative kinase 1), este gen estd encargado de funciones regulatorias
metabdlicas y celulares en D. melanogaster, mds recientemente se ha descrito como
un gen susceptible a mutaciones, las cuales conducen a la esterilidad por medio de una
distribucién impar en la citocinesis en machos. Este fendmeno ha sido observado tanto
en D. melanogaster como en An. Gambie (Clark, Dodson et al., 2006). Se puede inferir
de esta manera que el rol del microRNA estd presente en el proceso de masculinizacion
silenciando la expresion del gen y por consecuente un polimorfismo en este gen puede
estar ligado a una represion deficiente por parte del microRNA y por ende una

expresion Pink1 en machos generando su infertilidad.
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8.4.8. Sur-8

El microRNA ortélogo a api-miR-100 descubierto De Novo en Ae. aegypti mostro una
expresion especifica en adultos (machos y hembras), sin mostrar diferencia
significante de expresion. El blanco predicho para este microRNA fue Sur-8, el
producto proteico de este transcrito se ha observado como efector en la activacion de
la ruta MAPK en D. melanogaster. En la literatura se ha descrita a las rutas MAPK
como aquellas que regulan procesos celulares importantes como proliferacion,
apoptosis, respuesta a estrés (Jain, Shrinet et al., 2015) y defensa inmune en
organismos eucariontes (Ling et al., 2017; Soares-Silva, Diniz et al., 2016). Los
resultados sugieren que el microRNA api-miR-100 cumple un rol en los procesos de
distribucion y proliferacion celular al momento de realizar la madures sexual en
mosquitos. Por lo tanto, la expresion del transcrito Sur-8 no es necesaria en la etapa

adulta.

8.4.9. Tudor-SN (Tudor staphylococcal nuclease)

El ortélogo de Ae. aegypti para el microRNA api-miR-184b mostro una expresion en
todas las muestras analizadas. El blanco para este microRNA fue predicho como
Tudor-SN [Tudor staphylococcal nuclease (TSN)], este transcrito se expresa en los
ovarios y testiculos de adultos, TSN se expresa y enriquece de manera ubicua en el
citoplasma de las células germinales y somdticas. Los mutantes TSN muestran un
indice mitético mds alto de espermatogonia, acumulacién de espermatocitos, defectos
en la citocinesis meidtica, disminucién del nimero de espermatidas y, eventualmente,
reduccion de la fertilidad masculina. El analisis de expresion de TSN es especifico de
la linea germinal. TSN reprime la expresion de Piwi a niveles de proteina y ARNm.
Ademads, reducir la expresion de piwi en la linea germinal rescata el fenotipo TSN
mutante de manera dependiente de la dosis, lo que demuestra que Piwi y TSN
interactian de forma antagénica en las células germinales para regular la
espermatogénesis. Sin embargo, la deficiencia de TSN tiene poco o ningiin impacto en
la biogénesis del ARNip pero muestra un efecto sinérgico con los mutantes piwi en el
silenciamiento del transposén (Ku, Gangaraju et al., 2016). Estas funciones muestran
discordancia con los resultados obtenidos en los cuales este gen estd siendo

principalmente reprimido en los adultos, lo cual sugiere una funcién diferente en Ae.

aegypti.

55



8.4.10. CG15471

Un microRNA ort6logo a api-miR-263a De Novo descubierto para Ae. aegypti mostro
una expresion especifica en muestras de machos y huevos, y estos no presentaron
diferencias en sus niveles de expresion. El blanco predicho para este microRNA fue el
transcrito CG15471 (Matthews, Dos Santos et al., 2015), a la fecha no se ha descrito
su funciéon molecular, se ha observado que su pico de expresién se encuentra en
muestras de machos en D. melanogaster, por ende, se infiere que el rol de este
microRNA como su blanco fungirdn un rol completamente diferente en el ciclo de vida

de Ae. Aegypti (Buist, Steen et al., 2008).

8.4.11. PTP-ER (Protein tyrosine phosphatase-ERK/Enhancer of Rasl)

El ortélogo en Ae. aegypti del microRNA bmo-miR-184-3p mostro expresion
especifica en adultos. El blanco predicho por bioinformatica para éste microRNA fue
PTP-ER (Protein tyrosine phosphatase-ERK/Enhancer of Rasl), Una proteinas
tirosina fosfatasa (PTP) que cataliza la desfosforilacion de los péptidos de
fosfotirosina; regulando los niveles de fosfotirosina en las vias de transduccién de
sefales, se ha observado que esta enzima regula de manera negativa la cascada de
sefializacion ERK1 y 2, su pico de expresion se ha visto unicamente en huevos de 0 a
6 hrs y una baja en su expresion en hembras, debido a que se ha observado la
infertilidad de éstas si el gen se ve expresado. Estos resultados sugieren que el
microRNA cumple un rol de silenciamiento de este gen en adultos con el fin de evitar

la infertilidad en Ae. aegypti.

8.4.12. CG15140

El 4cido nucleico de tipo microRNA ortélogo para Ae. aegypti del bmo-miR-1b-5p
mostro expresion especifica en hembras. El blanco predicho para este microRNA fue
CG15140 (Anholt y Williams, 2010), al cual no se le ha descrito funcién. A falta de
informacion acerca del funcionamiento del blanco, se sugiere que este cumpla un rol

en los procesos de masculinizacién de Ae. aegypti.
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8.4.13. Rab35

El microRNA ort6logo para cqu-miR-210-3p en Ae. aegypti mostro una expresion en
todas las muestras analizadas. El blanco predicho para este microRNA fue Rab35, el
cual se ha relacionado a procesos de transporte de vesiculas, reciclado endocitico,
citocinesis mitética y secrecion exosomal (Xie, Miao et al., 2018). Los resultados
obtenidos concuerdan con lo descrito, dejando a cqu-miR-210-3p como regulador de

los procesos antes mencionados en espacio y tiempo de la vida en Ae. aegypti.

8.4.14. Klumpfuss

El ortélogo para Ae. aegypti al microRNA cqu-miR-125-3p mostro una expresion
unica en hembras. El blanco predicho para este microRNA fue klumpfuss, este gen se
ha visto involucrado en los procesos regulatorios del desarrollo y proliferaciéon de
neuroblastos como la especificacion de neuronas leucocinergicas abdominales (X. Li,
Chen et al., 2013). Se infiere una funciéon completamente distinta en el esquema
regulatorio proporcionado por este microRNA en funcién a otro blanco que presente

una mejor relacion con una especificidad sexual en hembras.

8.4.15. zfh1 (Zn finger homeodomain 1)

El ort6logo del microRNA cqu-miR-2951-3p fue localizado De Novo en Ae. aegypti
mostrando expresion simultdnea en todas las muestras bioldgicas analizadas. El blanco
predicho para este microRNA fue zfhl (Zn finger homeodomain 1), el cual presenta
funciones variadas dentro de varios procesos a lo largo de la vida como lo son el
desarrollo embrionario, desarrollo de tejidos, diferenciacion de hemocitos, desarrollo
del sistema inmune, oviposicion, etc. (Trono, 2017). Lo anteriormente dicho
concuerda con lo obtenido, debido a que, ante la alta variedad de funciones, este gen
debe de ser silenciado dentro de ciertos tiempos y tejidos en lapsos de tiempo de la

vida del mosquito.
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8.4.16. Brummer

El microRNA de Ae. aegypti ortélogo a cqu-miR-317-5p mostro una expresion similar
en todos los enfoques analizadas. El blanco predicho para este microRNA fue
brummer, este gen cumple su funcién principal en el metabolismo de triglicéridos
como la homeostasis de lipidos en general. En relacion a lo antes dicho no se puede
relacionar una accion de represion de cqu-miR-317-5p, debido a la importancia de este

blanco dentro del metabolismo en la vida del mosquito en todo momento.

8.4.17. Cp36 (Chorion protein 36)

El microRNA de Ae. aegypti ortélogo de dme-miR-312-3p mostro una expresion tnica
en huevos. Para este microRNA se predijo In Silico el blanco Cp36 (Chorion protein
36), el gen que codifica para la proteina compone el eggshell de los huevos a oviponer
por la hembra y esta solamente se ve traducida en células foliculares ovdricas en
hembras (Velentzas, Velentzas et al., 2016). Nuestros resultados sugieren un posible
rol represivo en huevos debido a que esta proteina tinicamente se ocupa de la funcién
de generar eggshell y no cumple algin rol embrionario. Por otra parte, es
desconcertante el hecho de no haber una represion de este gen en machos, por lo que

también se infiere un posible rol sexual para estos.

8.4.18. Dop1R1 (Dopamine 1-like receptor 1)

El microRNA dme-miR-994-5p (descubierto De Novo) mostro una expresion similar
dentro de todas las muestras analizadas y sin diferencias significantes entre ellas. El
blanco predicho fue Dop1R1 (Dopamine 1-like receptor 1) con rol en la sefializacion

neuronal (Chen, Liu et al., 2012; Rauschenbach, Karpova et al., 2011).

8.4.19. CG13713

El microRNA dvi-miR-994-5p descubierto De Novo para Ae. aegypti mostro una
expresion unica en machos. El blanco predicho fue CG13713, més de este no ha sido
descrito su funcionalidad fisiol6gica. Se sugiere, a partir de los resultados obtenidos
que la funcionalidad del microRNA se ve relacionada a la diferenciacién masculina en

la etapa de desarrollo de mosquitos adultos (Gross, Guo et al., 2003).
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8.4.20. CG31190 (Down syndrome cell adhesion molecule 3)

El microRNA ort6logo en Ae. aegypti de tca-miR-100-5p mostro expresion especifica
en adultos. En la literatura a la fecha no se ha reportado transcrito regulado por el
microRNA mencionado con anterioridad por lo que se procedié a predecirle uno
utilizando herramientas bioinformaticas dando como resultado el gen CG31190
(Down syndrome cell adhesion molecule 3), en el cual su proteina se ve involucrada
en los fenémenos de adhesion de células hemofilicas y el guiamiento de axones
(Andrews, Tanglao et al., 2008). Se puede inferir por medio de ello que el rol del
microRNA presenta una funcién en el guiamiento del sistema neuronal en etapas
embrionarias en Ae. aegypti, debido a que la represion es dada en las etapas adultas de

este mismo.

8.5. Transmission vertical

Estudios previos han demostrado que la transferencia del material genético de una
especie a otra (transmision horizontal) puede modular las funciones celulares de la
especie receptora. Nachmani D y cols., demostraron que un microRNA de
citomegalovirus humano (HCMV) reprime la expresion del ligando de células Natural
Killer (NK) (Nachmani, Lankry et al., 2010; L. Zhang, Hou et al., 2012), por su parte,
Zhang L et al. 2012, determinaron que los microRNAs del arroz tiene como blanco el
gene (LDLRAP1) de humano y ratén (X. Zhang et al., 2012), a la postre, LaMonte G
et al. 2012, encontraron que la translocaciéon de microRNAs de eritrocitos inhiben la
traduccion de genes de Plasmodium falciparum, Zhou Z et al. 2015 publicaron que
mir-2911, un microRNA de madreselva tiene objetivos directos en el genoma del virus
de la Influenza tipo A (Z. Zhou et al., 2015). En la biisqueda de posible transmision
vertical de material genético humano a Ae. aegypti se explor6 el enfoque experimental
de buscar microRNAs humanos previamente reportados en los resultados de
secuenciacion del miRNoma de Ae. aegypti, especificamente en huevos, machos y
hembras (sin alimentar), el andlisis desplego 10 distintos microRNAs (hsa-let-7g-5p,
hsa-miR-30d-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-3188, hsa-miR-232, hsa-
miR-489-5p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-451a y hsa-miR-155-3p), a la fecha no se ha
reportado de la posible funcién de estos microRNAs en Ae. Aegypti (S. Li et al., 2009).
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se reporta el primer andlisis sistemdtico de la expresion de
microRNAs de Ae. aegypti durante las distintas etapas de vida (huevos y adultos), sexo
(machos y hembras) y la cronologia de la alimentacién (0, 24, 48 y 72h). Lo anterior
atendiendo los objetivos, con lo que nos permitié concluir que la hipétesis planteada
[Existen huellas especificas de microRNAs en las distintas etapas bioldgicas de Ae.
aegypti] se aceptd. Con lo anterior se abre una bateria de opciones para conocer el rol
de los microRNAs en la regulacion de las funciones fisioldgicas criticas tales como los
ciclos gonadotréfico que estdn activados intimamente por la ingesta de sangre, la
transmision de patdgenos estrechamente emparentada a ciclos repetidos de
alimentacion obligatoria de sangre y maduracion del huevo, la comprension de los
mecanismos orquestados por lo microRNAs que rigen la producciéon de huevos, el
perfil mirnémico que coordina la diferenciaciéon sexual de Ae. aegypti y los
microRNAs especificos de Ae. aegypti y los conservados con otros animales (insectos
y no insectos).

Aunado a lo anterior, ahora conocemos que existe transmision vertical de microRNAs
humanos ingeridos por hembras a los huevos ovipuestos y estos a su vez estdn
presentes en la primera generacion de machos, una vez plenamente comprendido el rol
de este material genético transferido de manera vertical se puede reestructurar el
paradigma bioldgico, por lo tanto, ahora sabemos que asi como hay una regulacién
transcriptomica por microRNAs provenientes de un reino sobre otro, ahora sabemos
que existe la regulacion transcripcional entre diferentes 6rdenes del mismo reino

manipulada por microRNAs.
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10. PERSPECTIVAS
Los hallazgos inéditos generados en el presente trabajo proporcionan informacién con
alto impacto en la propuesta y generacion de nuevas estrategias de control de Ae.

aegypti con la particularidad de ser ecolégicamente sustentables y especie dirigidas.
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