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Resumen

La malaria continta siendo un problema de salud pablica a nivel mundial,
debido a que las estrategias de control que se utilizan no han disminuido la tasa de
prevalecia y mortalidad generados. Una nueva estrategia para el control de la malaria
es tratar de conferir una respuesta inmune eficiente al mosquito A. albimanus.
Evidencias preliminares han sugerido que el sistema neuroendrocrino produce
neuropéptidos que podrian estar involucrados en la regulacién de ciertos factores de la
respuesta inmune del mosquito. Dichas evidencias mostraron que neuropéptidos
allatorreguladores (allatotropina y allatostatina-C), que regulan la biosintesis de
hormona juvenil, podrian jugar un papel pleiotrépico cuando son liberadas en la
hemolinfa del mosquito, ya que afectaron directa o indirectamente la actividad de
fenoloxidasa y la morfologia de los hemocitos, aunado a que sus niveles fueron
alterados en presencia de parasitos de malaria . En la presente tesis se investigo si los
neuropeéptidos allatorreguladores afectan la actividad de algunos de los componentes
de la respuesta inmune del mosquito A. albimanus. Particularmente, se analizé de
manera directa el papel de la allatotropina y allatostatina-C en tres componentes de
respuesta inmune humoral: en la actividad de la fenoloxidasa de la hemolinfa; en el
nivel de expresion de genes que codifican para péptidos antimicrobianos y las
concentraciones de 0xido nitrico generados por el intestino; y su efecto en la capacidad
fagocitica de una linea celular de A. albimanus. Los resultados obtenidos mostraron
que los neuropéptidos allatorreguladores no afectan la actividad de la fenoloxidasa, ya
que el analisis estadistico no mostro diferencia significativa; sin embargo, en la
determinacion de los niveles de expresion de genes que codifican para péptidos
antimicrobianos si se encontraron diferencias de aproximadamente el doble en los

estimulados con los neuropéptidos respecto a los grupos control. Asimismo, los



intestinos de mosquitos estimulados con los neuropéptidos incrementaron
aproximadamente el doble la produccion de Oxido Nitrico con respecto al control.
Finalmente, la linea celular de A. albimanus en presencia de estos neuropéptidos
presento actividad fagocitica, lo cual no ocurrié en ausencia de ellos (grupo control).
Con estos resultados podemos concluir que la estimulaciéon con los neuropéptidos no
afecta a todos los componentes de la respuesta inmune del mosquito humoral
estudiados en este trabajo. En el caso de la actividad de la fenoloxidasa el resultado
puede deberse a que la actividad de la fenoloxidasa no esta regulada por la presencia
de allatotropina o allatostatina-C en la hemolinfa del mosquito. Con respecto a la
expresion de genes que codifican para péptidos antimicrobianos, la generacion de ON'y
la capacidad fagocitica, los neuropéptidos allatorreguladores si mostraron un efecto
claro, lo cual nos estimula a continuar explorando la relacion entre estos dos sistemas
a un nivel mas detallado, por ejemplo, los receptores y las vias de sefializacién que son

afectadas.
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I. Introduccion

1.1. Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria que afecta a
diversas especies de vertebrados, incluyendo a los humanos. La malaria se ha
convertido en un problema de salud publica, no solo en México sino a nivel
mundial, debido principalmente a su prevalencia y la elevada tasa de
mortalidad generada. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la
prevalencia a nivel mundial, fluctua entre 350 y 500 millones de casos clinicos
anuales con una tasa de mortalidad anual de mas de 1.1 millones [WHO,
2010]. En México, el Boletin epidemioldgico reportd 1 774 casos provenientes
principalmente de los estados de Chiapas, Oaxaca, Chihuahua y Nayarit [DGE,
2010]. Los parasitos responsables de dicha enfermedad son protozoarios del
género Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. malariae y P. ovale) que son
transmitidos al humano mediante la picadura de mosquitos vectores. En
México, el mayor numero de casos clinicos se deriva por la infeccion con P.
vivax teniendo como vectores principales a los mosquitos Anopheles albimanus
y Anopheles pseudopunctipennis [CDC, 2010].

La malaria es el resultado de la asociacion de tres sistemas dinamicos y
complejos: el humano (huésped), el patégeno (Plasmodium) y el mosquito
(vector). Dentro de la interaccion huésped-Plasmodium se han implementado
estrategias profilacticas y terapéuticas pero estas no ha sido suficientes para el
control y/o erradicacion de la malaria. La busqueda de nuevas estrategias mas

eficientes involucra el conocimiento de la interaccion patdgeno-vector y los


http://www.google.com.mx/search?hl=es&ei=Q_wKS9eIAcHVlAf8wpGFBA&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CAYQBSgA&q=mosquito+vector+anopheles+pseudopunctipennis&spell=1

cambios fisiolégicos que se presentan en el mosquito durante la infeccién, lo
cual involucra conocer el ciclo de vida del Plasmodium dentro del vector y la
respuesta inmune generada. Actualmente el ciclo de vida del Plasmodium
dentro del vector esta bien documentado (figura 1) [Osta et al., 2004b; Blandin
y Levashina, 2004a; Gokhale et al., 2007]. Sin embargo, aun se desconocen
muchos de los mecanismos moleculares que regulan la respuesta inmune del
mosquito [Dimopoulos, 2003].

Hasta ahora se ha estudiado la respuesta inmune del mosquito vector
como un sistema independiente, en los vertebrados se sabe que el sistema
inmune no funciona de manera auténoma sino que interactua con otros dos
sistemas: el endocrino y el nervioso [Schedlowski y Benschop, 1999]; sin
embargo en los invertebrados son pocas las evidencias que sugieren una
conexién entre el sistema inmune y el neuroendocrino, por lo cual resulta
interesante y de suma importancia realizar estudios encaminados a determinar
hasta que nivel pueden estar conectados estos sistemas.

En los mosquitos Aedes aegypti y A. albimanus al igual que en otros
invertebrados, se sabe que dos neuropéptidos producidos en el cerebro
regulan la biosintesis de hormona juvenil (HJ) [Li et al., 2006; Stay, 2000].
Estos neuropéptidos conocidos como allatotropina (AT) y la allatostatina-C (AS-
C) ejercen directamente su accion en la glandula responsable de la produccion
de HJ. Como se discutira en capitulos subsecuentes, estudios en diferentes
insectos sugieren que la HJ ejerce un efecto regulador en las funciones de
varios componentes de la respuesta inmune, p.e en la actividad del sistema de
la fenoloxidasa [Rantala et al., 2003; Contreras-Garduino et al., 2009] o en la

generacion de péptidos antimicrobianos [Manetti et al., 1997; Flatt et al., 2008].
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Figura 1. Ciclo de vida del Plasmodium. La fase asexual del parasito se lleva a cabo dentro del
humano e inicia con la picadura del mosquito Anopheles que introduce al parasito en forma de
esporozoito. Estos circulan por la sangre periférica hasta llegar al higado en donde tiene lugar la fase exo-
eritrocitica (0 esquizogonia hepatica). Ahi se forman los merozoitos inmaduros que son liberados a la
circulacién sanguinea e invaden a los eritrocitos para madurar a las fases de trofozoitos y esquizontes
(merozoitos maduros). En caso de P. vivax y P. ovale, un subgrupo de esporozoitos permanecen en estado
letargico en el higado como hipnozoitos. Los merozoitos maduros rompen los eritrocitos y se liberan en la
sangre para poder invadir otros eritrocitos (esquizogonia eritrocitica). Los merozoitos de P. vivax y P.
ovale tienen predileccion por los reticulocitos, mientras que P. falciparum invade hematies de cualquier
edad. El ciclo de esquizogonia se repite varias veces y un 10% de los merozoitos se transforma en
gametocitos (formas sexuadas) que luego son ingeridos por el mosquito vector. Fase sexual o
esporogonica. La siguiente fase del desarrollo del Plasmodium tiene lugar dentro del mosquito hembra.
Al ingerir sangre del huésped infectado, el mosquito adquiere los gametocitos del parésito. En el
estomago del mosquito, los gametocitos encuentran las condiciones necesarias para transformarse en
gametos (macrogameto: forma femenina, microgameto: forma masculina). La exflagelacion del
microgameto es necesaria para la fertilizacion del macrogameto y formacion del zigoto. El zigoto se
desarrolla y forma un oocineto mdvil que atraviesa el revestimiento del intestino medio (la matriz
peritrofica, y subsecuentemente el epitelio intestinal), para finalmente albergarse entre la lamina basal y el
epitelio intestinal, ahi se transforma en ooquiste. Cada uno de los ooquistes produciran varios miles de
esporozoitos mediante mdltiples divisiones mitoticas [Vlachou y Kafatos, 2005a, Matuschewski 2006].
Los esporozoitos son liberados directamente en la hemocele del vector, mediante la circulacién de la
hemolinfa llegan a las glandulas salivales y penetran al lumen, donde se mezclan con la saliva y son
inyectados al siguiente hospedero vertebrado [Osta et al., 2004b; Blandin y Levashina, 2004a; Gokhale
et al., 2007].



Lo que sugiere que el sistema neuroendocrino puede ser capaz de
interaccionar directamente, por medio de la HJ, con el sistema inmune o por lo
menos con algun componente de la respuesta inmune. La otra opcion es que
exista una regulacion indirecta del sistema neuroendocrino hacia el sistema

inmune por efecto directo de los neuropéptidos AT y AS-C (figura 2).
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Figura 2. Esquema hipotético que muestra la regulacion del sistema nervioso hacia el
sistema endocrino y la probable interaccion con el sistema inmune. El cerebro libera allatotropina
(AT) que estimula a la corpora allata a producir hormona juvenil (HJ). Para inhibir la produccion de HJ,
el cerebro libera allatostatina-C (AS-C) a la corpora allata. La HJ liberada en la hemolinfa se ha asociado
a inhibicion de ciertos efectores del sistema inmune. De esta manera se presentaria una regulacion directa
del sistema inmune por endocrino, el cual a su vez es regulado por el sistema nervioso. Sin embargo,
datos preliminares han mostrado que estos mismos neuropéptidos del sistema nervioso podrian estar
involucrados en la regulacién de ciertos efectores del sistema inmune [Hernandez-Martinez, datos no
publicados]. + : estimulo, -: inhibicidn.




1.2. Sistema inmune

En insectos, la primera linea de defensa contra patdégenos son las
barreras fisicas o estructurales, constituidas por el exoesqueleto y las
membranas peritrofica. El exoesqueleto, es una estructura dura que protege a
los 6rganos y a la hemolinfa de los microbios presentes en el ambiente. El
revestimiento de quitina que posee la traquea protege a las células epiteliales
de microorganismos y de diversos antigenos presentes en el alimento
[Dimopoulos et al, 2001; Dimopoulos, 2003]. La membrana peritréfica (saco de
quitina, proteinas y proteoglicanos) protege al epitelio intestinal del contacto
directo con la comida y contra patdgenos. La membrana peritréfica del
estomago, presente en insectos hematéfagos, se forma solamente en
presencia de sangre. En el caso de algunos parasitos como Plasmodium, estos
pueden invadir la pared intestinal de mosquitos anofelinos vectores, debido a
que liberan quitinasas que degradan la membrana peritréfica [Osta et al.,
2004b].

Los patdégenos que logran atravesar estas primeras barreras se
enfrentaran a una segunda barrera el sistema inmune innato, que consta de
dos mecanismos de respuesta: celular y humoral.

Las reacciones inmunes dan comienzo cuando moléculas patégenas son
detectadas y reconocidas como no-propias. El reconocimiento esta mediado
por receptores de patrones de reconocimiento denominados PRRs, los cuales
se unen a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMs). Los PRRs
mas estudiados son las proteinas de reconocimiento a peptidoglicano (PGRPs)
y las proteinas de reconocimiento a bacterias Gram negativas (GNBPs) [Osta

et al.,, 2004b; Medzhitov et al., 2002; Blandin y Levashina, 2004a]. En



Drosophila melanogaster estos PRRs activan vias de sefializacién involucrados
en la respuesta humoral [Flatt et al., 2008].

Otro tipo de PRRs que tienen la funciéon de reconocer PAMs son las
opsoninas. Se han identificado por lo menos dos tipos de opsoninas que
promueven la fagocitosis en Anopheles: las que presentan dominios tio-ester
(TEPs) y las que son ricas en leucinas (LRIMs) [Dimopoulos, 2003]. En
estudios realizados en A. gambiae, se encontré que los hemocitos producen
opsoninas tipo TEP. La TEP1 se adhiere a la superficie de bacterias Gram
negativas y Gram positivas “marcandolas” para ser fagocitadas [Blandin y
Levashina, 2004b; Levashina et al.,, 2001]. La TEP1 tiene caracteristicas
similares con factores del complemento de vertebrados C3, C4 y C5 y a2-
macroglobulinas [Levashina et al., 2001]. La fijacién de las TEPs a la superficie
de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas a través del sitio tioéster
“etiqueta” a las bacterias para ser eliminadas via fagocitosis por los hemocitos
[Blandin y Levashina, 2004b]. Después del reconocimiento, se activa la

respuesta humoral y celular.

1.2.1. Respuesta inmune celular

La respuesta inmune celular se ha descrito como una de las principales
defensas en insectos para controlar una infeccion. La efectividad de la
respuesta inmune celular depende, entre otras cosas del reconocimiento de lo
no propio. Una vez que el patdégeno es reconocido, por medio de opsoninas
[Lavine et al., 2002; Blandin y Levashina, 2004b; Levashina et al., 2001], como
no propio se activan selectivamente diferentes factores inmunolégicos. Este

tipo de respuesta esta mediada por hemocitos, células especializadas que
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circulan suspendidos en la hemolinfa 0 que se encuentran ligados a los tejidos.
De acuerdo a estudios realizados en D. melanogaster, los hemocitos son
células nucleadas que presentan formas amebiodes y pleomorficas [Rizki y
Rizki, 1984]. Aunque, los hemocitos juegan un papel fundamental en los
mecanismos de defensa también participan en el transporte de lipidos,
proteinas, reparacion de heridas, formacion de tejido conectivo, secreciéon de
factores humorales [Lackie, 1988].

En mosquitos anofelinos, se sabe que los hemocitos son los
responsables de llevar a cabo los procesos de fagocitosis, nodulacion,
encapsulacion e incluso sintesis de péptidos antimicrobianos [Hernandez-
Martinez et al., 2002; Lanz-Mendoza et al., 2002; Muller et al., 1999].

Los tipos mas comunes de hemocitos de Anopheles reportados en la
literatura son: los prohemocitos, plasmatocitos y granulocitos [Hernandez-
Martinez et al., 1999; Castillo et al., 2006]. Exclusivamente, los plasmatocitos y
los granulocitos son capaces de llevar a cabo procesos de fagocitosis [Lavine
et al., 2002; Hernandez-Martinez et al., 2002]. Hillyer y colaboradores
observaron que los plasmatocitos del mosquito A. aegypti  fagocitan
esporozoitos de P. gallinaceum y bacterias E. coli inoculados en el hemocele
[Hillyer et al., 2003]. Hernandez-Martinez en el 2002, realiz6é trabajos con A.
albimanus inoculandolos con bacterias muertas y observoé que unicamente los
plasmatocitos llevaron a cabo procesos de fagocitosis [Hernandez-Martinez et
al., 2002]. La fagocitosis tiene varias etapas: el reconocimiento, la atraccién
quimiotactica, la adherencia, la ingestion y la digestion.

Posteriormente, ocurre una atraccidbn quimiotactica, en donde se

promueve la movilizacion de los hemocitos hacia los patdégenos. La adherencia
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ocurre cuando el patégeno se adhiere a la superficie de los hemocitos. En
estudios con A. gambiae se ha identificado un receptor de la familia de las
2—B—integrinas que juega un papel importante en la adhesion y fagocitosis de
E. coli [Moita et al., 2006]. Una vez adherido el hemocito al patégeno, se da el
proceso de ingestion mediante endocitosis al ser atrapados por pseuddépodos
que el hemocito genera al ser activado. La ingestion de la particula ocurre
cuando la membrana se invagina alrededor de la particula y la encierra para
formar una vacuola fagocitica. Dentro de la vacuola fagocitica se lleva a cabo la
digestion de los patdégenos o de las particulas extrafas, gracias a que se
induce la generaciéon de moléculas citotdxicas (02, OH", H,0,), hidrolasas y
enzimas lisosomales [Lavine y Strand, 2002]. La fagocitosis es un evento
importante para el control de patégenos; sin embargo, las sefalizaciones inter
e intracelulares que se llevan a cabo y que son responsables de activar este
evento aun no son del todo claras.

La nodulacion es un mecanismo de defensa en insectos que se
considera esencial en la eliminacion de altos niveles de particulas extranas
presentes en el hemocele [Lavine y Strand, 2002; Hultmark,1993]. La formacién
de nddulos es el resultado de la adhesion entre hemocitos y patdgenos
creando agregados que se adhieren a los tejidos del insecto [Lavine y Strand,
2002]. Unicamente las células granulares y los plasmatocitos estan
involucrados en la formacion de noédulos [Lavine y Strand, 2002; Hultmark,
1993] y puede ser estimulada por la inyeccidn de bacterias, virus, hongos y
protozoarios [Lavine y Strand, 2002; Brey y Hultmark, 1998; Hultmark,1993].

La encapsulacién es un mecanismo de defensa para enfrentar cuerpos

extraios o patdgenos que entran en el hemocele y son muy grandes para ser
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fagocitados por los hemocitos. Las capsulas se forman por la unién de
hemocitos (especialmente plasmatocitos y granulocitos) a la superficie de los
patdgenos grandes (p.e. nematodos) formando capas sobre él [Hernandez-
Martinez et al., 2002; Lavine y Strand, 2002].

Tanto los nddulos como el encapsulamiento se ven casi idénticos a nivel
estructural ya que en ambos casos los hemocitos activan la produccion de

melanina, lo que le da un aspecto de cascardn negro [Lavine y Strand, 2002].

1.2.2. Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune humoral se encuentra representada por factores
solubles constitutivos y los inducibles. Dentro de los factores solubles vy
constitutivos podemos mencionar a las lisozimas, lectinas, oxido nitrico,
especies reactivas de oxigeno y la actividad del sistema de la fenoloxidasa, las
cuales se encuentran en la hemolinfa o tejidos y pueden llegar a ser
amplificados después de un estimulo microbiano.

Los factores solubles inducibles son en general conocidos como
péptidos antibacterianos o antimicrobianos, los cuales se presentan en la
hemolinfa tiempo después de un estimulo inmune. Estos factores son
producidos principalmente por células del cuerpo graso; sin embargo, bajo
situaciones especificas otros tejidos como el intestino, tubulos de Malphigio,
epidermis, hemocitos también participan la produccion de estos factores. La
sintesis y liberacion de péptidos antimicrobianos es uno de los mecanismos de
defensa utilizado por los insectos contra microorganismos patégenos. Dentro
de las primeras horas después de la infeccion con bacterias, los insectos

sintetizan péptidos antibacterianos, producidos en el cuerpo graso, y que se
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acumulan en la hemolinfa [Brey y Hultmark, 1998]. En la mayoria de los casos
el mecanismo de accion de éstos péptidos se ejerce a través de un
mecanismo similar al de los detergentes, danando la integridad de la
membrana celular [Dimopoulos et al., 2001].

Entre los anti-microbianos mas notables, se encuentran las cecropinas,
una familia de péptidos de 35-39 aminoacidos (4kDa), desprovistos de cisteina.
Las cecropinas de los dipteros son una familia particularmente homogénea en
sus secuencias [Kylsten et al., 1990]. Estos péptidos a concentraciones
micromolares son capaces de matar y lisar a la mayoria de las bacterias contra
las que han sido probadas, tanto Gram positivas como Gram negativas, pero
aparentemente inactivas contra células eucariotas [Brey y Hultmark, 1998]. Las
cecropinas son moléculas anfipaticas formadas por a-hélices que interactuan
con los lipidos de las membranas bacterianas formando canales idnicos en las
bacterias de tamafo variable [Hultmark, 1993; Hoffmann, 1995; Gillespie et al.,
1997].

Estos canales o poros permiten la entrada de productos extracelulares y
conducen a la lisis de la bacteria [Vizioli et al., 2000; Cociancich et al., 1994].
En A. gambiae la cecropina 1 (CEC1) se ha asociado a una reduccién en el
numero de ooquistes de P. berghei que se forman durante la infeccion [Vizioli
et al., 2000, Dimopoulos et al., 2000]. La cecropina-2 es inducida por un
estimulo inmune por ambos tipos de bacteria Gram positivas y Gram negativas
asi como por hongos [Vizioli et al., 2000, Dimopoulos et al., 2000].

Un segundo grupo de moléculas inducibles son las defensinas.
Inicialmente fueron consideradas homdélogas a las defensinas de mamiferos,

pero las estructuras tridimensionales demostraron que son completamente
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diferentes. En insectos, se han caracterizado 20 miembros de la superfamilia
de las defensinas, los cuales son péptidos catidnicos, conformados por 34-43
aminoacidos, formados por 51 aminoacidos. Las defensinas contienen motivos
caracteristicos de seis cisteinas unidas en tres puentes disulfuro [Brey vy
Hultmark, 1998]. En los insectos las defensinas son principalmente activas
contra bacterias Gram positivas, pero también pueden afectar a bacterias Gram
negativas y hongos [Hultmark, 1993]. En cambio, las defensinas muestran
semejanzas estructurales con algunas toxinas del escorpién, como la
charibdotoxina. Al contrario de las cecropinas, las defensinas modifican la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica, provocan la pérdida del potasio
citoplasmatico, la despolarizacién de la membrana interna, un decremento del
ATP citoplasmatico y la inhibicién de la respiracion de la bacteria [Cociancich et
al., 1993; Hultmark, 1993].

Dimopoulos y colaboradores encontraron que la sintesis de defensinas
en A. gambiae se induce cuando hay una infeccion con bacterias Gram
positivas [Dimopoulos et al., 2001]. Las defensinas forman dimeros capaces de

plegarse en estructuras de conformacion . Estas estructuras forman una

especie de barril capaz de insertarse en la envoltura celular bacteriana, dando
como resultado un aumento en la permeabilidad de la membrana que conduce
a la lisis de la bacteria [Brey y Hultmark, 1998].

El tercer grupo lo forman proteinas llamadas atacinas. Constituyen la
clase principal de moléculas efectoras, y se caracteriza por la presencia de una
0 mas copias de la region G conservada [Hultmark, 1993]. En este grupo se
incluyen a las sarcotoxinas Il, diptericinas y coleoptericinas. Las atacinas

afectan la division celular de E. coli y de otras bacterias Gram negativas. En las
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abejas se han encontrado dos moléculas con alto contenido de prolinas: la
apidaecina y abaecina, que ademas presentan una gran homologia con las
diptericinas [Hultmark, 1993, Hoffmann, 1995; Gillespie et al., 1997].

En A. gambiae, se han aislado una defensina, dos cecropinas y la
gambicina (un nuevo péptido anti-microbiano). Los transcritos de estos
péptidos se han localizado en el cuerpo graso, el abdomen y el térax
[Dimopoulos et al., 2001]. La produccion de gambicina se ha observado ante
infecciones con bacterias Gram positivas, Gram negativas y por hongos y al
parecer tiene efecto en controlar la flora ingerida durante la alimentacion
[Dimopoulos et al., 2000].

Aunque la existencia de péptidos anti-microbianos ha sido demostrada
en insectos vectores, su participacion directa en la eliminacién de parasitos no
es del todo clara. No obstante, existen algunas evidencias que demuestran que
los péptidos anti-bacterianos pueden alterar la viabilidad de algunos parasitos.
De manera interesante, se ha demostrado que dos defensinas de Aeschna
cyanea y Phormia terranovae son téxicas para ooquistes de esporozoitos de
Plasmodium in vivo, pero no son efectivos contra gametocitos u oocinetos
[Shahabuddin et al., 1998]. También se demostré que la cecropina B es capaz
de inhibir la movilidad de microfilarias in vitro y de la misma manera reduce el
numero de larvas en desarrollo en A. aegypti [Chalk et al., 1995]. Sin embargo,
soélo altas concentraciones de cecropina B inyectada en A. gambiae inhibieron
la formacion de ooquistes de Plasmodium. Rodriguez y colaboradores en 1995,
observaron que el péptido sintético Shiva-3 (péptido sintético basado en la
secuencia de la cecropina B) afecta a los gametos de P. berghei, pero no a los

oocinetos. El silenciamiento de la defensina-1 en A. gambiae no aument6 el
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numero de ooquistes de P. berghei [Blandin et al., 2002], lo que indica que las
defensinas de A. gambiae no participan en la eliminacion de esta especie del
parasito.

Otro de los factores humorales que puede estar involucrado en la
destruccion de los parasitos como Plasmodium es el Oxido Nitrico (ON). El
conocimiento que se tiene sobre el ON proviene de estudios realizados en
vertebrados, en donde se ha descrito como una molécula de sefalizacion y que
también juega un papel importante como neurotransmisor, en el control de la
presion y en mecanismos de defensa celular [Boucher et al., 1999].

En vertebrados el ON presenta tres distintas funciones, dos de ellas son
constitutivas mientras que la tercera es un efector inmune. La oxido nitrico
sintetasa (NOS) cataliza la oxidacion de L-arginina produciendo No-OH-L-
arginina como molécula intermediaria y esta a su vez, se oxida para dar lugar a
la formacion de ON y L-citrulina. La produccién de NOS y de ON es inducida en
respuesta a una infeccion bacteriana, viral o por parasitos. Luckhart y
colaboradores (1998) reportaron que la sintesis de ON limita el desarrollo de
parasitos de Plasmodium en el mosquito A. stephensi. Encontraron que
mosquitos infectados que llevan una dieta rica en L-arginina (sustrato de NOS)
presentan un numero menor de parasitos mientras en los mosquitos que
tuvieron una dieta que proveia un inhibidor de NOS incrementaron el numero
de parasitos [Luckhart et al., 1998].

Recientemente, los trabajos de Hyller sobre oxido nitrico en A. gambiae
demuestran que el oxido nitrico es un componente esencial en la respuesta
inmune del mosquito. Por medio de ensayos de inmunofluorescencia

demostraron que la NOS es muy abundante en los granulocitos (subpoblacién
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de hemocitos), después de un estimulo bacteriano; y cuando inhibieron la
produccion de ON, la capacidad para controlar la infeccién con E. coli fue
alterada drasticamente. Los resultados anteriores sugieren que el ON es un
componente esencial en la respuesta inmune humoral y celular de A. gambiae
[Hillyer et al., 2010].

Los hemocitos parecen jugar un papel importe en la actividad de
fenoloxidasa ya que se ha encontrado en linea celular proveniente de
hemocitos de A. gambiae que tienen la capacidad de expresar mRNA que
codifica para la enzima pro-fenoloxidasa (proPO, precursor de la enzima
fenoloxidasa) [Muller et al., 1999, Cerenius y Soderhall, 2004]. Después de ser
liberada de los hemocitos, la proPO es modificada post-traduccionalmente y
transportada a diversas partes del cuerpo del insecto. La modificacion
proteolitica que sufre la proPO se lleva a cabo por una proteasa tipo serina
denominada enzima activadora de la profenoloxidasa (PPAE por sus siglas en
inglés) [Cerenius y Soderhall 2004]. De esta forma que la proPO pasa a su
forma activa de fenoloxidasa (PO). La PO oxida componentes fendlicos (p.e.
Tirosina, Dopamina o L-Dopa) y las transforma en quinonas. Las quinonas
fendlicas u ortoquinonas son capaces de auto polimerizarse y forman melanina
[Nappi y Christensen, 2005]. De tal forma que la melanina es el resultado de la
polimerizacion de ortoquinonas, productos de oxidacidon de monofenoles y
difenoles. La finalidad de recubrir a los patégenos con melanina es para
proteger el tejido del huésped de las especies reactivas de oxigeno y
reacciones Oxido reduccion, que se llevan a cabo para aniquilar a los
patdgenos. Estudios realizados en el mosquito A. albimanus, mostraron que

solamente una subpoblacion de hemocitos (células granulares) presentan una
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fuerte actividad de fenoloxidasa, y que al lisarse liberan su contenido
principalmente durante la formacién de capsulas contra patégenos [Hernandez-

Martinez et al., 1999; Hernandez-Martinez et al., 2002]

1.3. Sistema neuroendocrino

El sistema endocrino se encuentra intimamente ligado al sistema
nervioso, ambos sistemas segregan sustancias o factores que regulan sus
funciones. En diversos insectos, el sistema endocrino no solo ayuda a
mantener la homeostasis, sino también esta involucrado en la regulacion del
crecimiento, programacion de las actividades fisioldgicas y la coordinacion del
comportamiento (la muda, metamorfosis, la diuresis, etc) [Adamo, 2006;
Hernandez-Martinez et al., 2007; Weaver y Audsley, 2009]. En el mosquito, el
sistema endocrino esta formado por: glandulas endocrinas (glandulas
protoracicas), 6rganos neurohemales (corpora allata y corpora cardiaca),
organos internos (ovarios, testiculos, cuerpo graso y partes del intestino) y
células neurosecretoras (cerebro y corddn ventral). El cerebro y el corddn
ventral también forman parte del sistema nervioso [Stay, 2000].

Las glandulas protoracicas segregan ecdisona. La ecdisona es una
prohormona esteroide que en las células del cuerpo graso o epidermis se
transforma, por accion enzimatica, en 20-hidroxiecdisona [Flatt et al., 2005;
Flatt et al., 2008]. La ecdisona y sus homodlogos (ecdisteroides) estan
involucrados en los procesos de muda. En M. sexta se ha encontrado que la HJ
inhibe la produccidn de ecdisona, es decir, la sintesis de ecdisona esta

vinculada al sistema nervioso por el hecho de que la sintesis de HJ esta
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requlada por la presencia de dos neuropeptidos allatoreguladores:
allatotropinas (AT) y allatostatinas (AS) [Li et al., 2006].

Una de las hormonas mejor estudiadas en insectos es la hormona juvenil
(HJ), que esta involucrada en el control de la reproduccion y morfogénesis de
todos los insectos [Weaver y Audsley, 2009]. La HJ es producida en un par de
glandulas endocrinas denominadas corpora allata (CA), que en el mosquito se
encuentran entre la base del cuello y regién toracica. Se ha demostrado que
diversas células neuronales despliegan sus axones desde el cerebro hasta la
CA en donde liberara los neuropéptidos allatoreguladores directamente
[Hernandez-Martinez et al., 2005; Li et al., 2006]. Los neuropéptidos AT y AS
también son producidos por las células del cordon ventral y son liberados a la
hemolinfa en donde actuan principalmente como hormonas, regulando la
actividad de algun 6rgano (p.e. como cardioreguladores) [Hernandez-Martinez
et al., 2005]. Asimismo existen evidencias de que los neuropéptidos producidos
y liberados por el corddon ventral no parecen ejercer efecto sobre la CA
[Hernandez-Martinez, datos no publicados].

Las allatostatinas (AS) pueden ser agrupadas en tres familias, de
acuerdo a su extremo C-terminal: Allatostatinas de cucaracha o tipo A (AS-A,
YXFGL-amida); allatostatina de grillo o tipo B (AS-B, W2W9-amida) y la
allatostatina tipo C (AS-C, PISCF-amida) [Li et al., 2006, Oeh et al., 2000]. La
Allatostatina-C de Aedes, de 15 aminoacidos de largo, fue descrita con
caracteristicas comunes a todos las PISCF-allatostatinas identificadas en los
insectos. La estructura del gen de allatotatina C es similar en A. gambiae y A.

aegypti en donde un solo gen contiene tres diferentes exones [Li et al., 2006].

20



A la fecha, solamente un tipo de allatotropina ha sido identificada y esta
fue aislada originalmente de M. sexta (gusano del tabaco); y se le denomino
Mas-AT y presenta una secuencia péptidica de 13 aminoacidos
(GFKNVEMMTARGF-NH2) [Kataoka et al., 1989]. En diversos insectos se ha
observado que la AT estimula la produccion de HJ en la CA mientras que la AS
inhibe la produccién de esta hormona [Li et al., 2006; Stay, 2000].

Oeh y colaboradores demostraron que la biosintesis de HJ es inhibida
por Mas-AS cuando la CA ha sido activada previamente por Mas-AT en M.
sexta [Oeh et al., 2000]. Li y colaboradores demostraron que la AS-A no
presenta efecto sobre la sintesis de HJ en el mosquito hembra de A. aegypiti.
Por el contrario, Aedes AS-C a concentraciones fisioldgicas (10°M) si afectaron

significativamente y de manera negativa la biosintesis de la HJ [Li et al., 2006].

1.4. Interaccion entre el Sistema inmune y el
neuroendocrino

Recientemente se ha propuesto la posibilidad de que en los insectos
exista una relacidon entre el sistema inmune y el neuroendocrino. Diferentes
estudios sugieren que el funcionamiento del sistema inmune se encuentra
regido por interacciones bidireccionales que establece con el sistema nervioso
y el endocrino [Schedlowski y Benschop, 1999; Adamo, 2006; Beckage, 2008].

Las primeras evidencias sobre la regulacion bidireccional entre los tres
sistemas se establecieron por estudios realizados en mamiferos. Estudios
pioneros mostraron de manera indirecta esta interaccion, estableciendo la
asociaciéon entre el comportamiento de una especie y su impacto en la funcién

inmunitaria. Una prueba sobre la interaccion endocrina-inmune son los estudios
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en hamster infectados con cisticercos, en donde se observo que las hembras
son mas susceptibles a la infeccion en comparacion con los machos. Sin
embargo, si ambos sexos se les gonadectomizan (extraer glandulas sexuales),
ambos se vuelven igualmente susceptibles a enfermedades. Esto sugiere que
las hormonas sexuales, como la progesterona, juegan un papel importante
como efectores inmunes que ayudan a que un sujeto sea susceptible o no
[Vargas-Villavicencio 2006, Vargas-Villavicencio 2009].

En insectos este tipo de interacciones no se han estudiado del todo.
Pero realizando estudios comparativos se ha encontrado que estos manifiestan
cambios de comportamientos cuando estan ante una prueba inmunoldgica,
algunos de estos cambios suelen ser similares a los observados en
vertebrados después de un desafio inmunoldgico. Por ejemplo, los insectos
expuestos a productos bacterianos exhiben diferentes comportamientos como
anorexia inducida por la enfermedad y un decremento en la habilidad de
aprendizaje. Indicando que la actividad inmune puede alterar funciones del
sistema neuroendocrino [Weigent y Blalock, 1995; Beckage, 2008; Adamo,
2006].

Por su parte Mannetti y colaboradores [1997], sugieren la participacion
de la hormona juvenil (HJ) en la regulacion de la expresién de genes que
codifica para Ceratotoxina A (péptido antibacterial) en la mosca del
mediterraneo Ceratitis capitata. Sus estudios mostraron que las hembras C.
capitata tratadas con precocene Il (compuesto antiallatotropina) bloquean la
expresion de genes que codifican para Ceratotoxina A (péptido antibacterial).

Debido a la ausencia de allatotropina, no hay biosintesis de HJ; sin embargo, al
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tratar los insectos con metoprene (analogo HJ) se reestablece la expresion de

genes que codifican para Ceratotoxina A [Manetti et al., 1997].

Por otro lado Rantala y colaboradores [2003] encontraron que los
machos T. molitor que eran inoculados con HJ, no solo incrementaban el
atractivo de sus feromonas sino que también reprimia algunas las funciones
inmunes como la actividad de PO y el encapsulamiento.

Recientemente, algunos estudios han sido disefiados para evidenciar
que existe una interaccién directa entre el sistema nervioso e inmune. Aballay
[2009], trato de demostrar esta relacidén utilizando como modelo de trabajo
mutantes de C. elegans, que presenta una mutacion en el gen GPCR y que
confiere deficiencia en la actividad de npr-1. Los GPCRs constituyen una
familia de proteinas transmembranales que estan presentes en la superficie de
células nerviosas de todos los organismos multicelulares, las cuales estan
involucradas en la regulacion de procesos fisiolégicos como la homeostasis,
metabolismos, neurotransmisién y funciones inmunes. Se sabe que npr-1 es
parte de un circuito neuronal que integra las respuestas de comportamiento con
el oxigeno del ambiente, las bacterias y otros organismos. En el estudio se
observé que la mutacién de este receptor resulta en una respuesta inmune
ineficaz contra patdégenos. Proponiendo al circuito neural npr-1 regula, por lo
menos en parte, la respuesta inmune de C. elegans [Aballay, 2009].

Por otro lado, en A. aegypti se observo que la AT es liberada a la CA
después de que el mosquito cumple 9h de edad post-emergencia y en las
horas previas esta glandula endocrina no entra en contacto con la AT, por tanto
no hay produccion de HJ [Hernandez-Martinez et al., 2005; Hernandez-

Martinez et al., 2007]. Basado en estos resultados, estudios preliminares de
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nuestro grupo realizadas en A. albimanus y A. aegypti, indican que los
neuropéptidos allatoreguladores allatotropina y allatostatina (AT, AS
respectivamente) pudieran estar involucrados en la regulacion de algunos
procesos efectores de la respuesta inmune. En dichos estudios la cabeza de
mosquitos hembra de A. albimanus fue retirada antes de cumplir 9 h de edad,
para asegurar que la CA no tuviera contacto con los neuropéptidos
allatoreguladores (los cuales se producen en el cerebro). Los hemocitos de
estos mosquitos decapitados, que no habian estado en contacto con AT y en
consecuencia tampoco con HJ, fueron incubados in vitro por 30 minutos con AT
a una concentracion de 1X10®M. Los hemocitos en presencia de AT mostraron
cambios morfolégicos drasticos, en comparacion con los hemocitos incubados
solo con RPMI (figura 3). Ensayos similares realizados con hemocitos de A.
aegypti mostraron los mismos resultados, pero en este caso de manera
adicional se empleo AS-C, la cual no presenté efectos sobre los hemocitos
[Hernandez-Martinez, datos no publicados]. Estos resultados, sugieren que la
allatotropina puede tener un efecto directo sobre los hemocitos.

Adicionalmente Hernandez-Martinez y cols. (datos no publicados) han
observado que los niveles de AT son alterados en mosquitos que han sido
infectados con parasitos de P. berghei. En estos ensayos, la presencia de
oocinetos de P. berghei en el intestino de A. albimanus produjo un incremento
al doble de AT con respecto a las concentraciones presentes en la hemolinfa
tratados solamente con medio RPMI (medio en el cual los oocinetos fueron
puestos en el intestino, ver figura 4).

Finalmente, un dato mas que se suma a esta serie de evidencias,

también fue observado por nuestro grupo, y esta en relacién a la posible
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participacion de la HJ y su efecto sobre la actividad de PO (fenoloxidasa, un
componente importante de la respuesta inmune humoral) en el mosquito. Estas
evidencias, aun no reportadas, fueron obtenidas empleando el modelo que ya
se mencion6é de mosquitos sin cabeza (Hernandez-Martinez et al., 2007) y un
analogo de la HJ, el metopreno. Los datos muestran que los mosquitos del
control 1 (con cabeza y mantenidos sin alimentar durante el ensayo, dado que
los que no tienen cabeza ya no se alimentan) y los del control 2 (decapitados
en las primeras horas post-emergencia y por tanto no productores de HJ,
tratados solo con acetona que fue utilizada para diluir el metopreno en el grupo
experimental) presentaron valores similares de PO. Por el contrario, los
mosquitos tratados con metopreno presentaron valores de actividad de PO en
su hemolinfa por lo menos dos veces mas alto que los grupos control (Fig. 5,

datos no publicados).

PROHEMOCYTE

PLASMATOCYTE

Figura 3. Efecto de la allatotropina en hemocitos de Anopheles albimanus in vitro. Los
hemocitos de mosquitos individuales fueron obtenidos por perfusién con aproximadamente 5ul medio
RPMI. Las muestras se mantuvieron por 15 minutos en cdmara himeda. El exceso de RPMI fue removido
y se le agregaron 5ul de RPMI solo (A) o conteniendo 1X10°M AT (B). Después de 30 minutos, las
muestras fueron fijadas en una camara de vapores de paraformaldehido y teflidas con Giemsa. Se
muestran las 3 subpoblaciones de hemocitos presentes en la hemolinfa del mosquito y los cambios

producidos por la AT. Microscopia de Luz (100X).
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Figura 4. Cambios en las concentraciones de allatotropina en A. albimanus inoculados via
enema con RPMI u oocinetos malaricos. Cada grupo lo conforma la hemolinfa de 10 mosquitos después
de 24 h de ser inoculados con RPMI y con oocinetos de P. berghei. Las muestras primero fueron eluidas
usando sep pak C-18, liofilizadas y resuspendidas en acetonitrilo 80%, para después ser evaluadas por
medio de un ensayo de ELISA. En el eje de las X tenemos, sin primario: suero de conejo sin anticuerpos
contra AT, pre-inmune: suero de conejo con el antigeno AT pero sin anticuerpo contra AT, inmune: suero
de conejo con anticuerpos contra AT. Los mosquitos inoculados con oocinetos muestran una mayor

concentracion de AT

En su conjunto, las evidencia descritas sugiere de manera muy fuerte
una posible relacién entre el sistema inmune y el sistema neuroendocrino en
mosquitos y seria apremiante continuar el analisis y la busqueda de evidencias
mas solidas relacionadas a la participacion de componentes del sistema
neuroendocrino en la regulacion del sistema inmune de mosquitos,
aprovechando las herramientas inmunolégicas, los conocimientos y experiencia
en el manejo de péptidos allatorreguladores y cultivo de tejidos de mosquito de

nuestro grupo de trabajo.
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Figura 5. Actividad de fenoloxidasa (PO) en la hemolinfa de A. aegypti, sin tratamiento o
tratados con metopreno. Los mosquitos después de ser decapitados, fueron tratados con acetona o
metopreno; 24 h después la hemolinfa fue perfundida y la actividad de PO evaluada utilizando L-Dopa
como sustrato. En los mosquitos que no producen de manera enddgena hormona juvenil (HJ), el
metopreno (andlogo de la HJ) incrementa aproximadamente dos veces la actividad de PO. Barra roja:
Mosquitos control sin tratamiento, mantenidos en las mismas condiciones que los grupos experimentales
(sin alimentar). Barra azul: Mosquitos control decapitados antes de cumplir 9 horas post-emergencia
(incapaces de producir HJ), tratados solo con acetona. Barra gris: Mosquitos decapitados antes de cumplir

9 horas post-emergencia, tratados ectopicamente con metopreno disuelto en acetona.
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1.5. Justificacion

La malaria continua siendo un problema se salud publica a nivel mundial
su prevalecia fluctua entre 350 y 500 millones de casos anuales y su tasa de
mortalidad es aproximadamente de 1.1 millones de personas anualmente
[WHO, 2010]. Las estrategias de control que actualmente se utilizan no han
dado una solucion global para disminuir la tasa de prevalecia y mortalidad
debido a multiples razones; entre las que destacan la carencia de una vacuna
eficiente, resistencia por parte del parasito a los farmacos para su control y
estrategias adecuadas de control poblacional del vector.

Las propuestas de desarrollar mosquitos transgénicos resistentes a la
infeccion con Plasmodium, suenan muy atractivas, sobre todo aquellas que
proponen la manipulacion del sistema inmune del mosquito para conferir
resistencia a patégenos. Sin embargo, para alcanzar dichos objetivos es
necesario realizar estudios detallados del sistema inmune de estos insectos
principalmente en los aspectos de su regulacion, de los que aun conocemos
muy poco.

Evidenciar la existencia de una regulacidn neuroendocrina en la
respuesta inmune del mosquito A. albimanus causaria un impacto, no solo en
el conocimiento evolutivo sino también en la generacién de conocimientos
encaminados a proponer estrategias para el control de enfermedades
transmitidas por vectores (por ejemplo, al mejorar la respuesta inmune del

mosquito vector contra Plasmodium o algun otro patégeno).
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II. Hipotesis

Los péptidos allatoreguladores producidos en el cerebro del mosquitos

regulan la respuesta inmune celular y humoral de A. albimanus.

[II. Objetivo General

Investigar el efecto de los neuropéptidos allatorreguladores en la

respuesta celular y humoral del mosquito A. albimanus.

3.1. Objetivos particulares

¢ Investigar el papel de la allatotropina y allatostatina-C en la actividad de
fenoloxidasa, en la expresién de péptidos antimicrobianos y en la

produccion de Oxido Nitrico.

e Determinar el efecto de la allatotropina y allatostatina-C en la capacidad
fagocitica de la linea celular LSB-AAG695BB provenientes de A.

albimanus.
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IV. Material y métodos

4.1. Material biologico

Mosquitos: Se utilizaron hembras de A. albimanus obtenidos del
insectario del Instituto Nacional de Salud Publica. Los estadios larvales fueron
criados con una dieta a base de croquetas para gato recién nacido de
Whiskas® pulverizadas y los mosquitos adultos con una solucién de azucar al
10% en algodén humedecido. Todas las fases del mosquito fueron mantenidas
en condiciones de temperatura a 37°C, humedad relativa de 80% y un foto
periodo de 12/12.

Para eliminar la liberacidon de neuropéptidos allatoreguladores que
promueven la biosintesis de hormona juvenil [Hernandez-Martinez et al., 2007]
(seccion 1.3). En algunos experimentos los mosquitos fueron decapitados al
momento de emerger o entre las cero y dos horas post-emergencia. Este
proceso se realizé bajo un microscopio estereoscoépico utilizando una aguja de
jeringa a manera de bisturi. Los mosquitos decapitados fueron mantenidos en
camara humeda a temperatura ambiente el tiempo necesario para la
realizacion de los experimentos.

Linea celular LSB-AAG695BB: La linea celular LSB-AA695BB fue obtenida a
partir de embriones de A. albimanus, y ha sido mantenida bajo las condiciones
previamente descritas [Bello et al., 1997]. Brevemente, las células se
mantuvieron en medio de cultivo Schneider suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado 1h a 56°C (iSFB). Se realizaron subcultivos
generalmente en dilucién 1:5 cuando el cultivo celular alcanzaba 85% de

confluencia con el siguiente protocolo; las células se lavaban con medio fresco
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y se despegaban golpeando suavemente con la palma de la mano. Las células
se mantuvieron a 29°C

Microorganismos: Para los ensayos de fagocitosis en células LSB-AA695BB
se utilizaron bacterias E. coli pHrodo™ conjugadas a Rodamina (BioParticles,
Invitrogen), las cuales emiten fluorescencia cuando son fagocitadas, debido al
cambio de pH. El rango de absorcion y de emision del colorante se encuentra
alrededor de 505 nm y 560 nm respectivamente. Los viales de bacterias
liofilizadas se resuspendieron de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante.

Péptidos allatorreguladores: La allatotropina y la allatostatina-C que se
utilizaron en este trabajo fueron péptidos sintéticos donados gentilmente por el
Dr. Fernando Noriega (Department of Biological Sciences, Florida International
University). Los neuropéptidos allatotropina [Veenstra y Costes, 1999] y
allatostatina-C [Li et al., 2006] fueron previamente identificados, purificados y
secuenciados de A. aegypti. La allatostatina- C, con un Peso Molecular de
1,936 y compuesto por 15 aminoacidos (QIRYRQCYFNPISCF) fue sintetizada
por BioPeptide (San Diego, CA). La allatotropina, con un Peso Molecular de
1,718 y compuesto por 14 aminoacidos (APFRNSEMMTARGF), sintetizada por
Genemed Sintesis (San Francisco, CA). Ambos neuropéptidos fueron
entregados en forma liofilizada, y a partir del liofilizado se prepar6é un stock a
una concentracién de 10* M en agua deionizada para ambos casos. De la

solucion stock se prepararon las diferentes diluciones de trabajo.
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4.2. Actividad del sistema de la PO

Para determinar el efecto de allatotropina y allatostatina-C en la actividad
del sistema de fenoloxidasa en la hemolinfa de los mosquitos, estos
neuropéptidos fueron inoculados en el hemocele de mosquitos decapitados.
Posteriormente, la hemolinfa se extrajo por perfusibn como previamente fue
descrito por Hernandez y colaboradores [1999]. Brevemente, la estrategia fue
la siguiente:

Inoculacion: Los mosquitos decapitados fueron anestesiados en hielo e
inoculados a través de la membrana intersegmentaria localizada entre el 5° y 6°
segmentos abdominales (en la regidn ventro-lateral) [Hernandez-Martinez et
al., 2002]. La inoculacion se realiz6 con la ayuda de microagujas montadas
sobre una microjeringa Captrol Ill marca Drummond. Para cada ensayo se
formaron 5 grupos con 10 mosquitos decapitados cada uno. El grupo Testigo lo
conformaron mosquitos anestesiados con frio y sin tratamiento. El grupo
Testigo negativo (grupo PBS) fue inoculado con PBS estéril (Apéndice 9.1), en
el grupo de Levadura cada mosquito fue inoculado con aproximadamente 1000
levaduras en PBS (Apéndice 9.2), el grupo AT fue inoculado con allatotropina
[107 M] en PBS estéril, el grupo AS fue inoculado con allatostatina-C [10” M]
en PBS estéril. Los mosquitos inoculados se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 1 hora antes de la perfusion.

Perfusién: La hemolinfa fue obtenida por método de perfusion [Hernandez et
al., 1999]. Los mosquitos fueron anestesiados en hielo, una vez dormidos
fueron tomados por los apéndices con la ayuda de unas pinzas de diseccion y
la region del abdomen fue sumergida en etanol al 85%. El alcohol se dejo

evaporar por unos segundos a temperatura ambiente y una micro-aguja fue
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insertada manualmente a través de la membrana del cuello hasta la cavidad
toracica. Aproximadamente 20 pl del PBS/EDTA (1mM EDTA) fue perfundido a
través del mosquito. Las gotas de hemolinfa fueron obtenidas de una pequefa
incision que se realizd en la membrana pleural del penultimo segmento
abdominal. La hemolinfa fue recolectada en tubos eppendorf de 600 ul estériles
y se mantuvieron a -20°C.

Actividad de fenoloxidasa (PO): La actividad de la PO se determind
indirectamente por la oxidacién de la L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa, SIGMA).
La proteina de las muestras de hemolinfa se cuantificé mediante el método de
Bradford (Apéndice 9.4); 20 ug de proteina de cada muestra fue colocada en
una placa de 96 pozos y el volumen fue ajustado a 100 ul con PBS. A cada
muestra se agregaron 100 ul de L-Dopa [4 mg/ml en PBS]. La mezcla se
incubd durante 15 min a temperatura ambiente y protegidas de la luz. La
absorbancia a 490 nm fue medida cada 5 min durante 30 min.

Analisis estadistico: Se realiz6 un analisis de varianza de una sola via
(ANOVA) para detectar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Testigo, PBS, Levadura, AT y AS-C). Posterior a la prueba
ANOVA se realizé un analisis post-hoc de Fisher LSD. Esta prueba permite

determinar los tratamientos que difieren entre si.
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4.3. Expresion de genes que codifican para péptidos
antimicrobianos

Para evaluar el efecto de la allatotropina y allatostatina-C en la

produccion de péptidos antimicrobianos, se analizo la expresidn de genes que
codifican para los péptidos Gambicina, Atacina y Cecropina en los intestinos
del mosquito después de ser estimulados con los neuropéptidos. La estrategia
que se siguid para este ensayo in vitro se menciona a continuacion:
Cultivo de intestinos: La diseccion de intestinos se llevo a cabo sobre una
gota de PBS estéril suplementado con inhibidores de proteasas (Apéndice 9.3)
de Gibco BRL. Para separar el abdomen del térax se realizaron dos pequenas
incisiones laterales sobre la membrana pleural cerca del térax y se corto el
ultimo segmento del abdomen. El abdomen y el térax fueron jalados en
sentidos opuestos para obtener el intestino. Cada intestino obtenido fue lavado
en PBS estéril. Como maximo se colocaron tres intestinos por pozo en placas
estériles de 96 pozos conteniendo 200 ul de medio de cultivo MEM,
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado 1h a 56°C y antibiético-
antimicético 2X (200 ug/ml Estreptomicina, 200 U/ml Penicilina, 0.5 ug/ml de
Anfotericina) de Gibco BRL.

Para este experimento se formaron 4 grupos con 20 intestinos cada uno.
El grupo Testigo se incubd solamente con MEM suplementado, al grupo LPS
se le adiciond lipopolisacarido (2 ug/ml, SIGMA), al grupo AT se le adicion6
allatotropina (107 M), al grupo AS se le adicioné allatostatina-C (107 M). Los
cultivos de intestinos se incubaron durante 24 h a 32 °C.

Extraccion de RNA: Para la extraccién de RNA total se utilizé el Kit Mini RNA

Isolation de Zymo Research utilizando productos, soluciones e indicaciones del
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fabricante. Se retiro el medio de cultivo a los intestinos y se le agregé 100 ul de
ZR RNA Buffer, con la ayuda de un pistilo se maceraron las muestras de
inmediato. El homogenizado se transfiri6 a una columna Zymo-spin ™. Se
centrifugo a 12,000 rpm por 1 min y se continud con los pasos de lavado para
finalmente eluir el RNA con 30 ul de H,O-DEPC (Apéndice 9.5). La integridad
del RNA extraido de cada muestra fue verificada y visualizada por medio de
una electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1.5%.

Sintesis de cDNA: A partir de las muestras de RNA obtenidas se realizo la
transcripcion reversa a cDNA utilizando el kit GeneAmp® RNA PCR de Applied
Biosystems. El cDNA se sintetiz6 a partir de 5 ul de RNA total, 100ng de
oligonucledtido dT y 200U de RNasa H. La mezcla de reaccion ademas
contenia 50mM Tris-HCI pH 8.3, 756 mM KCI, 3 mM MgCI2 y 10 mM DTT. La
transcripcion reversa se llevd a cabo en el termociclador GeneAmp PCR
system 2400 de Applied Biosystem, con las siguientes condiciones de corrida:
15 min a 42°C, 5 min a 99°C y finalmente 5 min a 5°C. Los cDNA’s generados
fueron almacenados a 4°C para su posterior procesamiento.

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa en tiempo real: Para analizar en las
muestras de cDNA los niveles de expresion de los genes que codifican para los
péptidos antimicrobianos se llevo a cabo la PCR en tiempo real (Q-PCR). Los
oligonucledtidos utilizados fueron: Gambicina (AGAP008645) RT _Gam_F
(CGTGCGATGGTCAGACGAT) y RT_Gam_R (CGCCGCGTTCACAAGAA);
Atacina (AGAP005620) Atta_F (CGC TAC AAG ATG AAC GGC AAA) y Atta_R
(TGT TTC CGC TCG CAC TCT TC); Cecropina (AGAP000694) Cec3 F
(GAAATTGGCAAACGACGTGAA) y Cec3_R

(GCGATGCTAAAAGACTAAGGGC). Como control interno se amplificdé un
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fragmento de actina con los oligonucleétidos RT_ActU_R (CGA TCC AGA CCG
AGT ACT TGC) y RT_Act3.2_F (TAC GCC AAC ATT GTC ATG TCC) [Herrera-
Ortiz et al., 2011]. Para la amplificacion de los fragmentos se utilizé el
protocolo incluido en el kit SyBR Green PCR de Applied Biosystems. De cada
muestra de cDNA se colocd 1 ul en una placa de 384 pozos con 14 ul del
Master Mix (2 pl Primer Foward [1.5 mM], 2 ul Primer Reverse [1.5 mM], 7.5 pl
SuperMix 2X, 2.5 ul H,O DEPC), por triplicado. La amplificacion se llevé a cabo
utilizando un termociclador ABI Prism 7900HT (Applied Biosystems) con las
siguientes condiciones de corrida para la amplificacion: 1 ciclo de 50°C por
2min y 45 ciclos de 95°C por 10 min, 95°C 15 s, 54°C por 30 s y 72°C por 30 s
[Herrera-Ortiz, datos no publicados]. Para la cuantificacién relativa se utilizé el
método de comparacion del Ct (critical threshold cycle), o valores de “delta

delta Ct” (AACH).
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4.4. Produccion de Oxido Nitrico

La concentracion de Oxido Nitrico (ON) fue determinada en el
sobrenadante de los cultivos de intestinos de mosquito, la metodologia para
realizar el cultivo de intestinos se detalla en la seccion 4.3. Para este
experimento se formaron 5 grupos con 20 intestinos cada uno. El grupo Testigo
se incubd solamente con MEM suplementado, al grupo LPS se le adicion6
lipopolisacarido (2 ug/ml, SIGMA), nuestro Testigo positivo fue el grupo PMA
incubado con 10 ng/ml de forbol-12-miristato 13-acetato (PMA, activador
inespecifico de la respuesta inmune; SIGMA), el grupo AT fue incubado con
una concentracién 107 M de allatotropina, el grupo AS fue incubado con una
concentracién 107 M de allatostatina-C. Los cultivos de intestinos se incubaron
durante 24 h a 32 °C. Los sobrenadantes se recuperaron en tubos eppendorf
de 600 ul y se centrifugaron 3500 rpm por 5 min para eliminar restos celulares
o cualquier material suspendido en él.

Concentracion de Oxido Nitrico (NO): Las concentraciones de NO se
determinaron indirectamente mediante la cuantificacion de sus productos
estables: nitritos y nitratos (NO>/NO3’) por medio de la reaccion de Griess
[Nappi et al., 2000]. De los sobrenadantes se tomaron 50 ul y se mezclaron con
50 ul de sulfanilamida al 1% y con 50 ul de naftiletilendiamina al 0.1%
preparados en acido fosférico al 2.5%. Las muestras fueron incubadas durante
10 min a temperatura ambiente. Las lecturas de absorbancia fueron
determinadas en un lector de ELISA (Multiskan MS de Labsystems) a 540 nm.
Para calcular las concentraciones de nitritos presentes en el medio se elaboré
una curva estandar con concentraciones conocidas de nitrato de sodio, de 1 a

100 uM.
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Analisis estadistico: Se realiz6 un analisis de varianza de una sola via
(ANOVA) para detectar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos (Testigo, PMA, LPS, AT y AS). Posterior a la prueba ANOVA
se realizé un analisis post-hoc de Tukey HSD. Esta prueba permite determinar

los tratamientos que difieren entre si.
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4.5. Capacidad fagocitica en linea celular

La capacidad fagocitica de la linea celular LSB-AAG95BB de A.
albimanus fue determinada en presencia de allatotropina o allatostatina-C. Las
células fueron lavadas con medio Schneider fresco suplementado con iSFB
(seccion 4.1), despegadas y resuspendidas. En un cubreobjeto de vidrio estéril
(diametro 18mm) fueron sembradas, aproximadamente 250 000 células. Para
este experimento fueron disefados 4 grupos: el grupo testigo fue incubado con
medio Schneider fresco suplementado con iSFB, nuestro Testigo positivo fue el
grupo PMA incubado con forbol-12-miristato 13-acetato (10ng/ml) (activador
inespecifico de la respuesta inmune, SIGMA), el grupo AT fue incubado con
allatotropina (107 M), el grupo AS fue incubado con allatostatina-C (107 M).
Después de 30 min de incubacion a temperatura ambiente, el medio fue
retirado de los diferentes tratamientos cada grupo fue incubado con bacterias
E. coli pH rhodo (a una concentracién de 20 bacterias/célula) durante 30
minutos.

Los distintos grupos fueron observados bajo un microscopio de
fluorescencia (Leica DM 1000) utilizando un filtro adecuado para la emision de
la rodamina, la cual se encuentra entre 505 y 560 nm. Los resultados fueron
registrados utilizando una camara fotografica Leica modelo DFC320 y el

software Image Manager (IM50 de Leica).
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V. Resultados

5.1. Efecto de AT y AS-C en la actividad del sistema
de la PO

Para evaluar el efecto de la allatotropina y la allatostatina-C sobre el
sistema de la PO en la hemolinfa del mosquito, la actividad de la PO fue
medida indirectamente a través de la oxidacion que produce la enzima sobre la
L-Dopa. Los resultados fueron ajustados a unidades relativas de absorbancia,
siendo el valor basal (Control) igual a 1. Este ensayo se realizo por triplicado.

La figura 6 muestra las unidades relativas de absorbancia de la
oxidacion de la L-Dopa en los diferentes tratamientos. Para cumplir con los
supuestos de normalidad y homogenizacion de varianza los datos fueron
transformados a logaritmo natural antes de realizar los analisis estadisticos. La
prueba ANOVA mostro diferencias estadisticas marginalmente significativas en
el modelo de estudio (F4,10=3.079690; p=0.067890).

Dada la significancia estadistica obtenida por ANOVA se decidi6 analizar
con mas detalle las diferencias existentes entre los tratamientos, usando una
prueba post-hoc de Fisher LSD. Los resultados fueron los siguientes: se
observa que el grupo retado con Levaduras indujo 2.61 veces mas oxidacion
que el grupo Testigo (p=0.023013), mientras que el grupo AT y AS presentaron
aproximadamente los mismos niveles de oxidacion, AT con 1.11 y AS con 1.08
veces mas que el Testigo (p=0.646521, p= 0.615647; respectivamente).

Los resultados muestran que solamente el grupo estimulado con

Levadura presentd una diferencia estadistica significativa con respecto al
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Testigo; no se encontrd otro tratamiento que presentara diferencias con el
grupo Testigo como tampoco se encontré diferencia estadistica entre el grupo
AT con el grupo AS. Los que nos indica que los neuropéptidos

allatorreguladores no afectaron la actividad de PO en el mosquito.

Actividad de la Fenoloxidasa (PO)
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Figura 6. Cuantificacion de la Actividad de la fenoloxidasa en la hemolinfa de A. albimanus
retados con diferentes estimulos. La grafica muestra los niveles de oxidacién (DO) de la L-Dopa
producidos por la enzima fenoloxidasa, en cada uno de los tratamientos. El andlisis ANOVA muestra que
en el modelo de estudio existen diferencias marginalmente significativas F10=3.079690; p=0.067890,
mientras que la prueba de post-hoc de Fisher LSD mostr6 que la Unica diferencia se presentd en la

muestra con levaduras (p=0.023013) en comparacion con el Testigo.
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5.2. Efecto de AT y AS-C en la expresion de genes
que codifican para péptidos antimicrobianos

La generacion de péptidos antimicrobianos en intestinos de mosquito en
cultivo después de un reto microbiano ya ha sido reportado [Herrera-Ortiz,
2002]. En base a estos antecedentes, se realizaron ensayos para evaluar el
efecto de la AT y AS en la expresion de transcritos correspondientes a péptidos
antimicrobianos (Gambicina, Cecropina y Atacina) por PCR en tiempo real y
analizados por el método AACt. Los resultados de este ensayo son
reproducibles.

La figura 7 muestra los niveles de expresion obtenidos de la PCR en
tiempo real, los resultados muestran sobre-expresion de los genes que
codifican para péptidos antimicrobianos en los diferentes tratamientos. El grupo
Testigo no es mostrado en la grafica debido a que es el grupo de comparacion
y representa la unidad (Testigo=1 para todos los péptidos antimicrobianos
analizados). Se observa en la grafica que cuando los mosquitos fueron tratados
con LPS hay sobre-expresion en atacina y gambicina (2.098 y 1.86 veces,
respectivamente) mientras que cecropina disminuyd su expresion (0.58 veces).
Por otra parte, de manera interesante se puede notar que el tratamiento con AT
y AS inducen la generacion de transcritos de los tres péptidos antimicrobianos
(atacina: 1.74 y 1.49, respectivamente; cecropina 2.4 y 1.95; gambicina: 2.21 y
2.03, respectivamente) indicando la posible participacion de los neuropéptidos

en la regulacion de la expresion de estos marcadores de respuesta inmune.
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Expresion de transcritos que codifican para péptidos
antimicrobianos

O Attacina
97 W Cecropina
55 O Gambicina

Expresion relativa (X t/Xc)
n

LPS AT AS
Tratamientos

Figura 7. Cuantificacion de los niveles de expresion de genes que codifican péptidos
antimicrobianos en cultivo de intestinos de A. albimanus. En el eje “y” se muestran los niveles de
expresion relativa (X1/Xc), en donde X+/Xc se lee: veces de expresion (X) del tratamiento (T) entre las
veces de expresion del Testigo (C). En el grupo LPS indujo 2.09 veces mas transcritos de atacina, y 1.86
veces mas de gambicina. Los transcritos de cecropina disminuyeron bajo este tratamiento ya que
mostraron un valor de relativo de 0.58 veces. El grupo AT indujo 1.74 veces mas transcritos de atacina, y
2.4 y 2.21 veces mas cecropina y gambicina respectivamente respecto al control. En caso de la AS, se
observa que esta indujo 1.49 veces més transcritos de atacina, 1.95 y 2.03 mas cecropina y gambicina
respectivamente con respecto al control.
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5.3. Efecto de AT y AS-C sobre la generacion de
Oxido Nitrico

La generacion de ON se ha determinado en otros invertebrados como
parte de la respuesta inmune [Herrera-Ortiz et al., 2011, Hillyer y Estévez-Lao,
2010; Luckhart et al., 1998]. En este trabajo también se determin6 la
produccion de ON en los cultivos de intestino de A. albimanus por reaccion de
Griess (seccion 4.4), en la cual se cuantifica la concentracion de nitritos
encontrados en la muestra. Los datos obtenidos cumplen con los supuestos de
normalidad de los analisis paramétricos.

La prueba ANOVA mostrd diferencias estadisticas significativas en el
modelo de estudio (F56=77.435; p=0.000023). Posterior al ANOVA se realizé
una prueba post-hoc de Tukey HSD para determinar las diferencias entre los
tratamientos.

La figura 8 muestra las concentraciones obtenidas de ON obtenidos en
los ensayos, el grupo Testigo presento 12.32 + 0.35 uM, nuestro grupo testigo
positivo (grupo PMA) fue el que indujo la mayor produccion de ON de 40.54 +
7.16 uM, siendo aproximadamente 3 veces mas que el que presenta el grupo
Testigo (p=0.000251), mientras que la presencia de LPS en el cultivo no
modificd la produccién de ON (15.25 £ 3.95 uM, p=0.623565) con respecto al
Testigo. Finalmente, se puede observar que tanto 10°M de AT como 10’M de
AS fueron capaces de estimular la generacion de ON (24.50 + 4.95 uM y 27.24
1 2.49 uM, respectivamente). Presentando un incremento de mas de 2 veces

con respecto al control (AT, p=0.002567 y AS, p=0,000864).
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Produccion de Oxido Nitrico
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Figura 8. Produccion de Oxido Nitrico en cultivos de intestinos de A. albimanus. En el eje
“y” se muestran las concentraciones en uM de nitritos encontrados en el sobrenadante de los cultivos de
intestinos. En el grupo Testigo (sobrenadante de cultivo de intestinos sin ningln tratamiento) la
concentracion encontrada fue de 12.32 + 0.35 puM. En el grupo PMA (sobrenadante de cultivos de
intestinos tratados con 10ng/ml PMA) se encontrd una concentracién de nitritos de 40.54 + 7.16 pM. En
el grupo LPS (sobrenadante de cultivos de intestinos tratados con 2ug/ml de LPS) se encontrd una
concentracion de 15.25 + 3.95 puM. En el grupo AT (sobrenadante de cultivo de intestinos tratados con
107 M de AT) se encontré una concentracion de 24.50 + 4.95 M. El grupo AS (sobrenadante de cultivo
de intestinos tratados con 107 M de AS) presenté una concentracion de 27.24 + 2.49 uM. La prueba
ANOVA mostré que en el modelo existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
tratamiento Fs 6=77.435; p=0.000023.
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5.4. Efecto de AT y AS-C en la capacidad fagocitica
de una linea celular de Anopheles albimanus

La capacidad fagocitica es una de los principales efectores
inmunologicos para controlar una infeccion en los insectos [Hillyer, 2009]. El
siguiente ensayo se realizo sobre una linea celular de A. albimanus teniendo 4
grupos de estudio (Testigo, Control positivo con PMA, AT y AS). La figura 9
muestra el efecto producido por los tratamientos sobre la capacidad fagocitica
de la linea celular. En el grupo testigo en contadas ocasiones solo se observo
fluorescencia residual, lo cual resulta normal de acuerdo a las especificaciones
de uso de la E. coli pHrodo (Invitrogen). En el tratamiento con PMA (10ng/ml)
se observo una intensa fluorescencia en todas las células, lo cual indica una
fuerte induccién de actividad fagocitica. Sin embargo, también es evidente la
presencia de dafio celular ya que se observan muchos restos celulares junto
con bacterias fluorescentes fuera de células, aunado a la poca presencia de
pseudopodos en las células ahi presentes.

En el caso de los tratamientos con AT y AS (107 M), también fue posible
observar una fuerte induccion de fagocitosis en la linea celular. Con ambos
tratamientos fue evidente un cambio morfolégico en las células al compararlas
con el control, pero al contrario del PMA, las células se observaron con menos
dafio (solo en el caso de la AS-C se observaron un poco de restos celulares) y

si con abundantes pseuddpodos, incluso mas que en el control.

46



Figura 9. Efecto de los péptidos allatoreguladores en la actividad fagocitica de la linea
celular LSB-AA695BB de A. albimanus. En los diferentes grupos de estudio, la linea celular se puso a
interaccionar con su respectivo tratamiento por 30 min, después con bacterias E. coli K-12 pHrodo
durante 30 min adicionales. A, B) Grupo control (sin tratamiento alguno) en el cual es posible observar
que las células no fueron capaces de fagocitar bacterias, ya que no se observa fluorescencia. C, D)
Tratamiento con PMA (medio adicionado con 5 ng/ml de PMA) en el cual se puede apreciar una fuerte
induccion de fagocitosis y lisis celular; incluso donde no hay células (solo restos) se observan bacterias
libres fluorescentes, aunado a que las células presentes practicamente carecen de pseudépodos. E, F)
Tratamiento con AT (medio adicionado con 10'M de AT) en el que se observa intensa actividad de
fagocitosis. Las células presentan cambios morfolégicos evidentes (largos y finos pseuddpodos) y
aparentemente un buen estado. G, H) El tratamiento con AS (medio adicionado con 10'M de AS), en
términos generales, indujo el mismo efecto que la AT en esta linea celular. (A, C, E, G) Microscopia de

campo claro. (B, D, F, H) Microscopia de fluorescencia. 40X.
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VI. Discusion

Actualmente sabemos que los mosquitos, al igual que todos los
invertebrados, presentan una respuesta inmune del tipo innato y aunque no
tienen linfocitos T o B, ni generan una memoria de larga duracion, si presentan
mecanismos celulares y humorales muy eficientes para eliminar agentes
extranos. La respuesta humoral esta centrada en la produccién de péptidos
antimicrobianos y en la activacion del sistema de la fenoloxidasa (PO). Los
péptidos antimicrobianos son producidos principalmente en el cuerpo graso y
los hemocitos (células sanguineas circulantes) respectivamente, y tienen
actividad citotdxica contra bacterias e incluso parasitos. La respuesta celular
esta dada principalmente por los hemocitos circulantes que pueden fagocitar a
las particulas extranas o formar nddulos que las rodean y las neutralizan y
ademas durante su formacion se puede depositar melanina. El sistema de la
PO consiste en una cascada proteolitica que finaliza en la activacion de la
enzima fenoloxidasa, la cual utiliza catecolaminas como L-Dopa y dopamina
para producir melanina. Por otro lado, se ha observado que tejidos como el
intestino también presentan importancia inmunolégica, en donde se llegan a
producir péptidos antimicrobianos y oxido nitrico [Herrera-Ortiz et al., 2011]. Sin
embargo, es mucho lo que desconocemos en cuanto a la regulacion de estos
sistemas, y el conocer qué factores pueden regularlos y como es que lo hacen,
son preguntas esenciales para entender como en cierto momento los insectos
vectores podrian responder de manera adecuada a los patdgenos que

transmiten.
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En el presente estudio hemos mostrado evidencias que sugieren una
relacion estrecha del sistema neuroendocrino con el sistema inmune. Los
neuropéptidos sintéticos utilizados (gentiimente donados por el Dr. Fernando
Noriega, Department of Biological Sciences, Florida International University)
fueron una herramienta indispensable que nos permitid evaluar el efecto de
estos sobre diferentes componentes de las respuesta inmune de A. albimanus.
Los antecedentes previos a este trabajo son escasos, pero suficientes para
hacernos pensar que esta relacion puede existir y estimularnos a para comenzar
la exploracidon de nuestra hipotesis. En dichos antecedentes se observo que en A.
albimanus los niveles de AT se incrementan en presencia de parasitos de
malaria en el lumen intestinal, y que la AT afecta la morfologia de los hemocitos
(induciendo la formacion de filopodios y adhesion a vidrio), lo que nos indico la
posible participacion de los péptidos allatoreguladores en la regulacion del
sistema inmune en el mosquito [Hernandez Martinez et al., datos no
publicados].

Como se pudo observar en los resultados, no todos los componentes
del sistema inmune analizados fueron afectados por los neuropéptidos
utilizados. En el caso de la actividad de PO no se observaron diferencias
significativas entre los grupos control y los tratamientos con los neuropéptidos,
pero si en el tratamiento con levadura (control positivo). En el caso de las
levaduras, el resultado fue el esperado, debido a que previamente se ha
reportado que estas son rapidamente melanizadas (proceso mediado por la
actividad de la fenoloxidasa) al ser inoculadas al hemocele [Hernandez-

Martinez et al., 2002].
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El resultado puede tener varias explicaciones, y la mas cercana podria
ser que este sistema no presenta una conexion directa con los niveles de AT o
AS-C en la hemolinfa. Al revisar los componentes de la cascada proteolitica del
sistema de la PO (sistema de la fenoloxidasa) [Cerenius et al., 2004] no es
posible deducir la existencia de algun paso en el cual los neuropéptidos
pudieran tener algun efecto. Una posibilidad de regulacion, podria ser a nivel
de receptores de membrana en hemocitos, ya que se sabe que en estos se
puede encontrar compartamentalizada la PO [Nayar y Bradley, 1994;
Hernandez-Martinez et al., 1999]. Sin embargo, debido al disefio de los
experimentos, no fue posible evaluar esta opcién, ya que en el proceso de
obtencién de la hemolinfa no se tuvo la precaucion de mantener la integridad
de los hemocitos. De tal modo que la realizacion de estudios mas detallados,
separando el plasma y hemocitos intactos, seran necesarios en el futuro para
determinar de manera mas precisa si los neuropéptidos allatoreguladores
pueden regular la actividad de PO. Finalmente, si comparamos estos
resultados con los obtenidos en los estudios de Oxido nitrico, péptidos
antimicrobianos y fagocitosis, resulta positivo el hecho de que los
neuropéptidos utilizados no afectan de manera indistinta a cualquiera de los
componentes de la respuesta inmune en el mosquito.

Como se mencioné en los antecedentes, resultados preliminares
mostraron que un analogo de la HJ si podria estar afectando la actividad de PO
en la hemolinfa de mosquitos Aedes (Fig. 5). En adicién, los resultados
actuales muestran que si bien la AS-C y AT no afectan de manera directa la
actividad de PO, si podrian hacerlo indirectamente por medio de la regulacién

de la biosintesis de JH [Li et al., 2003, 2003a, 2004].
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Al igual que el sistema de la PO, los péptidos antimicrobianos juegan un
papel muy importante en la respuesta inmune humoral de los insectos
[Cociancich et al., 1993, 1994; Chalk et al., 1995; Meister et al., 1997]. Por tal
motivo decidimos realizar los ensayos que nos permitieran evaluar el efecto de
la AT y AS-C en su expresidon. Es importante mencionar que a la fecha, el
modelo de produccién de péptidos antibacterianos (AMPs) en Drosophila es el
que mejor se ha estudiado, y en el cual sabemos que la respuesta pueden
estar regulada por dos vias de transduccién de sefales: 1) la via de
sefalizacion Toll, que responde principalmente por infecciones de bacterias
Gram positivas y hongos. En Drosophila se activa con la translocacién al
nucleo de un factor llamado Dif el cual no tiene ortdlogo en Anopheles y uno de
los genes que induce es la drosomicina. 2) la via de deficiencia inmune (IMD),
que es activada por infecciones de bacterias Gram negativas. Al activarse se
da la translocacién del factor nuclear Relish, lo que resulta en la induccion de
varios AMPs, incluyendo cecropina, atacina, drosomicina y diptericina. El uso
de ambas formas de regulacion de genes que codifican para AMPs puede ser
un mecanismo eficiente para adaptar la respuesta antimicrobial produciendo
AMPs especificos para diferentes microorganismos [Tzou et al., 2002, Meister
et al., 2005].

Los datos obtenidos respecto a la produccibn de péptidos
antimicrobianos mostraron una clara induccion de trascritos en el intestino de
A. albimanus después del tratamiento con AT o AS-C (Fig. 7). Como se pudo
observar, los tratamientos con LPS sobre expresaron la produccion de
transcritos de attacina y gambicina (regulados por la via IMD y Toll

respectivamente) y no asi la de cecropina (regulada por la via IMD). Es de
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hacer notar que aun cuando la via IMD es la que se ha asociado a bacterias
Gram negativas y la Toll a positivas [Meister et al., 2005], esto no es del todo
tajante, ya que dependiendo del tipo de estimulo podrian ser activadas ambas
vias (la gambicina es regulada por la via Toll). Por otro lado, la falta de
induccidon de trascritos de Cecropina, es probable que este relacionada al
estimulo realizado con LPS, y que muy posiblemente en este caso otros
componentes de la bacteria sean requeridos para que ocurra la induccion de
produccion de cecropina.

En el caso de los intestinos tratados con AT y AS-C el resultado fue muy
similar. Ambos péptidos indujeron una sobreproduccion de transcritos para los
3 péptidos antimicrobianos analizados, siendo la cecropina y la gambicina los
mejor inducidos. Este resultado es muy interesante ya que la cecropina y
gambicina son regulados por vias diferentes, lo que sugiere que el posible sitio
blanco para estos péptidos podria estar a un nivel mas arriba de la
translocacién nuclear de Dif o Relish. Recientemente se reportd la
caracterizacion funcional y molecular de dos receptores paralogos para AS-C
en A. aegypti. La secuencia predicha de aminoacidos mostré algunas
caracteristicas presentes en receptores acoplados a proteina G (GPCRs), tales
como 7 dominios transmembranales, sitios amino de glicolacion y sitios
conservados de motivos “DRY”, los cuales estan involucrados en la activacion
de GPCRs [Mayoral et al., 2010]. En este estudio, ademas se analizd la
expresion cuantitativa de los genes de estos receptores en diferentes tejidos
del mosquito, y se encontré que uno de los que presento niveles mas elevados
de RNAm fueron los tubulos de Malpighi, los cuales forman parte del sistema

excretor del mosquito que se encuentra estrechamente ligado al intestino.
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El dato anterior es muy importante, debido a que el analisis que
realizamos en el presente trabajo con los intestinos en cultivo de A. albimanus
también tuvieron presentes los tubulos de Malpighi, y posiblemente de ellos
provienen los péptidos antimicrobianos que fueron evaluados. Lo anterior es
apoyado por estudios previos que demuestran que los tubulos de Malpighi
pueden funcionar con un érgano inmune auténomo, el cual es capaz de censar
la hemolinfa y en presencia de bacterias producir péptidos antibacterianos
[McGettigan et al., 2005].

Respecto al resultado obtenido del efecto de la AT y la AS-C sobre la
produccion de 6xido nitrico, encontramos que los neuropéptidos si inducen una
produccion significativa de este metabolito con respecto al control. EIl PMA fue
el mejor inductor de ON, este fue un resultado esperado, ya que datos previos
han demostrado que el intestino de mosquitos tiene la capacidad de producir
ON después de un estimulo [Luckhart et al., 1998; Herrera-Ortiz et al., 2004], y
las sales de forbolmiristato han sido empleadas para inducir el estallido
respiratorio en macrofagos de mamiferos [Iribarren el al., 2002]. En este
sentido, la alta inducciéon de ON producida por el PMA se debe a que este
compuesto es un potente activador inespecifico de respuesta celular y en los
ensayos nos fue muy util como control positivo. En el caso de la AT y AS-C,
aun que en menor intensidad respecto al PMA, si se observdé una clara
induccién en la produccion y liberacién de ON, la cual fue estadisticamente
significativa. A la fecha no sabemos a qué nivel estos neuropéptidos podrian
estar estimulando la produccién de ON, sin embargo McGettigan y cols. [2005]
han reportado que los tubulos de Malpighi presentan una respuesta inmune

que utiliza la via de senalizacion de ON. Lo anterior sugiere fuertemente que
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los neuropéptidos AT y AS pueden tener una participacion muy importante en
la regulacién de este tipo de respuesta. Por lo cual, se sugieren estudios
futuros en los cuales se trate de identificar el sitio blanco (a donde se unen) de
la AT y la AS-C en el intestino de A. albimanus, asimismo estudios
encaminados a bloquear pasos en la via de sintesis de ON durante la
estimulacién con los péptidos, que nos proporcionen una idea mas clara del
mecanismo molecular.

El efecto observado del LPS en la producciéon de ON, también fue el
esperado (se utiliz6 en ensayo como un control negativo). EI LPS es el
componente principal de la pared celular de bacterias Gram negativas, y
previamente se ha reportado que este tipo de bacterias no inducen la
generacion de ON en cultivos de intestino de mosquito [Herrera-Ortiz et al.,
2004].

Finalmente, los resultados de estudios de fagocitosis realizados
utilizando la linea celular LSB-AA695BB, fueron altamente estimulantes para
reforzar la idea de que la AT y la AS participan de manera importante en la
regulacion de la respuesta inmune del mosquito. Uno de los problemas mas
importantes que nos hemos enfrentado durante afos para estudiar la respuesta
celular de mosquitos (como la fagocitosis), es precisamente la dificultad para
obtener un numero adecuado de células fagociticas (hemocitos) para la
realizacion de ensayos in vitro [Hernandez et al., 1999]. La linea celular LSB-
AA695BB, originalmente obtenida de embriones de A. albimanus [Bello et al.,
1997], no tiene caracterizado de manera precisa su origen. En el presente
estudio hemos demostrado que estas células presentan una potente capacidad

fagocitica que puede ser inducida con activadores inespecificos de la respuesta
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inmune, como el PMA, o con péptidos allatoreguladores (figura 9). Por lo
anterior se proponen como un excelente modelo para el estudio de diferentes
aspectos relacionados a la respuesta inmune celular.

Algunos resultados preliminares ya habian demostrado que la AT y AS
ejercian algun efecto sobre los hemocitos de A. albimanus (figura 3) y A.
aegypti (dato no mostrado). Dicho efecto consistié en una fuerte induccion de
formacion de seuddépodos. Con la linea celular LSB-AAG695BB, encontramos
que también se presenta una “transformacion celular” aunado a la intensa
fagocitosis observada. A diferencia, en los tratamientos con PMA no se
presentd la formacion tan marcada de seudopodos, pero si fagocitosis y
marcada lisis celular. La lisis celular pudo deberse a una sobre estimulacion del
estallido respiratorio [Iribarren el al., 2002], a pesar de haber utilizado el PMA a
la concentracién recomendada por el proveedor (utilizada en leucocitos), por lo
cual se propone en el futuro la realizacion de de una cinética de concentracién
de PMA para descartar esta posibilidad. De hecho, las células bajo este
tratamiento siempre se observaron mas redondeadas que en el control o las
tratadas con AT y AS-C.

El mecanismo de accién de la AT y AS-C en la linea celular, lo
desconocemos, pero es muy probable que puedan estar actuando como
opsoninas o que existan receptores de membrana (también en hemocitos) que
reconozcan a los neuropéptidos y activen vias de sefalizacion involucradas en
el proceso de fagocitosis. Un hecho importante, es que actualmente se tiene
identificados receptores de superficie (Mayoral et al., 2010) para AS-C, los
cuales podrian tratar de ser identificados en hemocitos, y bloqueados con

anticuerpos para analizar si se previene la activacién de fagocitosis con los
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neuropéptidos. Un dato preliminar en el grupo que apoya esta idea, es que
durante estudios de conjugacion de estos péptidos (AT y AS-C) a nanocristales
fluorescentes (para identificar los sitios blanco en el mosquito), se observé que
gran cantidad de hemocitos son decorados (aparentemente en su superficie)
con estos conjugados (datos no publicados). Lo anterior se suma a toda esta
serie de evidencias que soportan la idea de que la presencia (niveles) de AT y
AS-C en la hemolinfa regulen algunas de las funciones inmunes en el
mosquito.

Los resultados generados a partir del presente trabajo tienen un gran
impacto en conocer una posible via de regulacién del sistema inmune de
insectos y abren una serie de posibilidades para realizar estudios futuros
encaminados a comprender aspectos evolutivos, fisioldgicos, celulares,
moleculares y genéticos de esta interaccion. En particular, este conocimiento
podria impactar de forma directa en el desarrollo de nuevas estrategias
encaminadas al control de vectores de enfermedades infecciosas, como es el
caso de los mosquitos Anopheles empleados en el presente estudio. Asimismo,
las caracteristicas propias del trabajo lo hacen de mayor interés al poder ser
extrapolado a otras especies de mosquitos, dado que los péptidos empleados

se encuentran altamente conservados en estos insectos [Li et al., 2006].
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VII. Conclusiones

Por primera vez se muestran datos en los cuales se demuestra que
existe una estrecha relacion entre neuropéptidos que participan en la
regulacion hormonal del mosquito y el sistema inmune.

El sistema de la PO forma parte importante del sistema inmune humoral
de los mosquitos, que a pesar de no ser afectado por los péptidos
allatoreguladores, es importante observar que no todos los parametros
inmunes evaluados son afectados por estos péptidos.

La AT y AS-C inducen la expresion de mensajeros para péptidos
antimicrobianos que son regulados por las vias IMD y Toll, y aunque aun
desconocemos el mecanismo molecular por el cual ocurre esto, el resultado es
de gran valor para la elaboracion de estudios futuros utilizando lineas celulares
inmunocompetentes de mosquito.

El oxido nitrico es otro componente que sabemos presenta una
participacion importante en la respuesta de mosquitos contra patdégenos, los
resultados presentados sugieren fuertemente la existencia de un mecanismo
de regulacion en su produccidn que puede estar mediado por péptidos
allatoreguladores en el intestinos de mosquitos.

Finalmente, podemos concluir que la linea celular LSB-AA695BB
de A. albimanus, se convierte en un excelente modelo para diferentes estudios
relacionados a la respuesta inmune celular de mosquitos. Asimismo, en
combinacion con antecedentes previos, se concluye que la AT y AS-C actuan

directamente sobre la actividad fagocitica de dicha linea celular.
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IX. Apéndices

1. PBS 1X

140 mM  NaCl

2.6 mM KCl

1.5 mM KHoPO,4
204mM  NaHPO,
pH 7.4

Se disuelven las sales en H,O destilada, se ajusta el pH y se esteriliza por

autoclave.

2. Levaduras

Se pesa 10ug de levaduras Saccharomyces cerevisiae, se agrega 2 ml
de agua miliQ y se inactivan por calor (10 minutos en bafio maria a 100°C). Se
cuentan en camara de Neubauer para obtener alicuotas correspondientes a

4000 lev/ul y se guardan a 4°C.

3. Inhibidores de proteasas

2mM fenil metil sulfonil floururo (PMSF)
0.1mM Np-p-tosyl-L-lisine clorometil cetone (TLCK)
1mM EDTA

0.1 mg/ml  Leupeptina

Las soluciones se preparan y se guardan por separado en alicuotas de 20ul a
-20°C.
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4. Metodo de Bradford

El reactivo se mezcla por agitacion antes de utilizarse. Se prepara una
curva de concentraciones conocidas de proteinas, diluyendo un Stock de
albumina sérica (BSA, por sus siglas en inglés) en agua destilada. Las
concentraciones para la curva son 1, 5, 10, 15, 25 ug/ml. En la placa de ELISA
se coloca 100 ul por pozo de blanco (agua destilada), las diluciones de BSA y
las muestras problema en una diluciéon conveniente. Se agregan 100 pl de

reactivo de Bradford a cada pozo y se mezcla. Se lee la absorbancia a 595nm.

5. Aqua- DEPC

Por cada 1000 ml de agua se agregar 1ml de 0.1% (v/v) de
dietilpirocarbonato (DEPC). Se agita toda la noche y se autoclavea al dia

siguiente.
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