Instituto
Macional de
Salud Publica

Maria Isabel Martinez Villa
Director: Humberto Lanz Mendoza
Asesores: Dr. Salvador Martinez Hernandez

Dra. Maria del Carmen Rodriguez G.

9 de Diciembre del 2011




Instituto
Nacional de
Salud Publica

Sintesis de DNA en mosquitos
Anopheles albimanus infectados

con Plasmodium berghel

Maria Isabel Martinez Villa

Director: Dr. Humberto Lanz Mendoza
Asesores: Dr. Salvador Hernandez Martinez

Dra. Maria del Carmen Rodriguez G.

DICIEMBRE-2011.

CISEI/INSP



Sintesis de DNA en mosquitos Anopheles albimanus

infectados con Plasmodium berghei

indice
PAGINA
INTRODUCCION 1
Malaria 1
Epidemiologia 2
Agente etiolégico 5
Ciclo bioldgico del parasito 5
Vector 10
Cuadro clinico 11
Diagnostico 12
Tratamiento y control 12
Respuesta inmune en mosquitos 14
Barreras fisico-quimicas 15
Sistema inmune 16
ANTECEDENTES 21
JUSTIFICACION 26
OBJETIVOS 27
MATERIAL Y METODOS 28
Mosquitos 28

Obtencidén de cultivos de oocinetos de
Plasmodium berghei (cepa ANKA 2.34) 28



Obtencion de cultivos de oocinetos de

P. berghei recombinantes que expresan

constitutivamente la proteina verde

fluorescente (GFP) 29

Alimentacién de mosquitos con oocinetos e

incorporacion de BrdU 30
Diseccion de mosquitos. 31
Inmunodeteccidén de laincorporacion de BrdU. 32
Extraccion fendlica de DNA. 33

Cuantificacion relativa de la incorporacién de BrdU por ELISA. 34

RESULTADOS 35
DISCUSION 57
CONCLUSIONES 65
PERSPECTIVAS 67
REFERENCIAS 69

APENDICES 76



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por bendecirme a cada momento y en cada instante de mi vida; por permitirme
concluir con este proyecto, llena de satisfacciones personales y profesionales.

A mi esposo, Angel Ramirez Castellanos, por estar junto a mi en cada momento, por su
apoyo incondicional y por ser el elemento mas importante en mi vida.

A mis padres, Amelia Villa y Enrique Martinez; y hermanos, Oscar y Omar Martinez, por
su apoyo y motivacién constante por ser la base de mi esencia y el pilar que me
sostiene en cada paso de mi vida. A Natalia Martinez y Lido Najera, por su entusiasmo
y apoyo incondicional.

A mis amigos y compaiferos, Minerva Zavaleta, Martha Cruz, Edgar Vergara, Juan
Carlos Catalan, por permitirme compartir momentos personales y profesionales
durante este curso, por su amistad, gracias!

A los Doctores Salvador Martinez, Humberto Lanz y Maria del Carmen Rodriguez, por
permitirme formar parte de este proyecto y sobre todo por su asesoria, ensefanza y
apoyo.



INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas transmitidas por vectores artropodos se
desarrollan cuando se presenta una interaccion, de manera exitosa y bajo
condiciones ambientales favorables, entre el agente etioldgico, el vector y el
humano.
Entre las principales enfermedades transmitidas por vectores, consideradas
como problema de salud publica en México, se encuentran la malaria,
ocasionada por protozoario Plasmodium vivax, el cual es transmitido por el
mosquito Anopheles albimanus y An. pseudopunctipenis principalmente;
enfermedad de chagas, causada por Trypanosoma cruzi y transmitida en
México por insectos del género Triatoma; fiebre por virus dengue, transmitido
por el mosquito Aedes aegypti, entre otras. (Ramos-Garcia, 2007; Rodriguez-

Gutierrez MC, 2007).

Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad parasitaria que ha afectado a
los humanos desde tiempos remotos, ya que se han encontrado registros de
casos de malaria en las escrituras chinas y los papiros egipcios (Joy et al,
2003). Sin embargo, fue hasta 1847, cuando en ltalia, Torti asigné el nombre
de Malaria a esta enfermedad, pues se creia que era causada por el “aire malo”
(en italiano, mal aria) o “miasmas” que se desprendian de las aguas
estancadas y terrenos pantanosos. Asi mismo, el nombre de Paludismo o
fiebres paludicas, fue dado debido a que las fiebres predominaban entre los
pobladores de las zonas cercanas a pantanos, cuyo nombre en italiano es

“palude” y en latin “palus” (Roncalli, 2001).



En 1880, Alphonse Laveran descubri6 que el agente etiologico del
paludismo es el protozoario Plasmodium, tal descubrimiento lo hizo acreedor al
premio Nobel en 1907 ([En linea]:
http://www.cdc.gov/malaria/about/history/laveran.html). De igual manera Ronald
Ross, descubridor del transmisor del paludismo en 1897, recibié el premio

Nobel en 1902 ([En linea: http://www.cdc.gov/malaria/about/history/ross.html).

Epidemiologia

Los registros que se han realizado sobre los casos de malaria indican
una afeccidon global entre el 40 y 55% de la poblacibn mundial afectando al
menos a 90 paises. Cada afio mas de 300 millones de personas se ven
afectadas por casos agudos, 500 millones de personas presentan la
enfermedad de malaria severa en todo el mundo y al menos un millébn de
muertes son atribuidas a esta enfermedad (Breman, 2001). En el reporte
realizado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se estimaron 225
millones de casos y 781,000 muertes por malaria en el 2009 (World Malaria
Report 2010)

A pesar de que esta enfermedad puede ser transmitida a personas de
cualquier edad, la poblacion infantil es la mas afectada, junto con las mujeres
embarazadas; lo que coloca a la malaria como primer causa de muerte en
nifilos menores de 5 afios en Africa (Greenwood et al, 2005; Rodriguez-Morales
et al, 2006; Hay et al, 2004). A su vez, la malaria causa una pérdida de 1.3%
de la economia anual en paises en desarrollo con transmision intensa, no solo

como causa de los costos del tratamiento, prevencion y control, si no por los


http://www.cdc.gov/malaria/about/history/laveran.html

gastos secundarios que se presentan cuando la poblacion productiva
econdémicamente se ve afectada.

Més del 80% de los casos y muertes de malaria se registran en areas
estables y de intensa transmision, tal es el caso de Africa. Sin embargo en
Asia, parte de Europa y América también resultan afectados.

En América, la transmisién de malaria es inestable. Esta se caracteriza
porque en las areas endémicas existen cambios moderados de temperatura,
humedad relativa y densidad vectorial, trayendo como consecuencia
endemicidad a diferentes grados; la incidencia de malaria presenta variaciones
marcadas de un lugar a otro y de un afio a otro. De los 35 paises miembros de
la organizacién Panamericana de la salud, 21 reporta areas con transmision
activa de malaria. En América Latina se reportaron 560, 298 casos de malaria
en el 2008 (Report on the situation of Malaria in the Americas, 2008).

En 1957, en México se logré una notable disminucion de casos de
malaria tras la implementacién del programa de erradicacion establecido por la
comision nacional de erradicacion del paludismo. Durante esta campafa se
iniciaron operaciones de rociado con dicloro difenil tricloroetano (DDT) en
cobertura nacional, observandose una notable reduccion de la tasa general de
mortalidad (del 65% de 1960 a 1961) (Conly 1964). Sin embargo, en 1985 se
presentd un pico endémico que encendio los focos rojos con 140,000 casos.
Tras el huracan Paulina (1998), nuevamente se presentaron 14,000 casos en el
pais, la mayoria de ellos concentrados en menos del 5% de la poblacion de
Oaxaca y un numero importante de casos fueron repetidores (recaidas y
reinfecciones (Programa de accion: enfermedades transmitidas por vector,
2001). Actualmente, los informes del sistema nacional de vigilancia

epidemioldgica reportan 1193 casos hasta la semana 52 del 2010 (Sistema



Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiolégica. 2010); respecto al
2011 se llevan reportados 552 casos de paludismo hasta la semana
epidemiologica 33. (SINAVE/DGE/SALUD 2011), los cuales se encuentran
distribuidos en Chiapas, Chihuahua, Durango, Jalisco, Nayarit, Oaxaca,
Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Tamaulipas; siendo Oaxaca el estado que

ha aportado el mayor numero de casos de la enfermedad.

Agente etioldgico

Actualmente se conocen mas de 175 especies de Plasmodium (Chavatte
et al 2007), siendo solamente cuatro especies las que tienen la capacidad de
infectar al humano y provocar la malaria (P. falciparum, P. vivax, P. malariae y
P. ovale). Plasmodium vivax es el principal responsable de los casos de
malaria en México, aunque, en afios anteriores, se han reportado algunos

casos producidos por P. falciparum.

Ciclo biol6gico del parasito

El parasito tiene dos huéspedes en su ciclo de vida: el huésped
vertebrado, donde se lleva a cabo el ciclo asexual del parasito; y el mosquito o
huésped definitivo, en el que Plasmodium desarrolla su ciclo sexual. Es un
ciclo complicado en el que los huéspedes pueden limitar la infeccion en las
diferentes fases de desarrollo del parasito ([En lineal:
http://www.dpd.cdc.gov/DPDx/html/Malaria.htm).

Cuando la hembra de Anopheles infectada y portadora de esporozoitos
de Plasmodium en sus glandulas salivares se alimenta de un sujeto

susceptible, los esporozoitos entran en la persona a través de la saliva del



mosquito. Dichos esporozoitos pueden entrar directamente a vasos sanguineos
y migrar al higado e infectar células hepaticas. En estas desarrollan una
vacuola que los protege en el citoplasma de los hepatocitos, se multiplican
rapidamente por medio de una divisibn asexual multiple o esquizogonia,
transformandose en merozoitos. Estos son liberados de las células infectadas
lisadas, lo que permite que los merozoitos entren en el torrente sanguineo
infectando a los eritrocitos. En estas células, seguira llevandose a cabo la
multiplicacion; inicialmente las células eritrociticas infectadas tendran formas
tipicamente anulares (trofozoitos). Tras una division asexual mdltiple se
producira un numero variable de merozoitos segun la especie de Plasmodium,
que provoca la ruptura del eritrocito. Algunos merozoitos se transforman en
unas células circulares relativamente grandes en comparacion con los
merozoitos, los cuales son llamados gametocitos femeninos
(macrogametocitos) y masculinos (microgametocitos), llegando a esta etapa,
los paréasitos dejan de multiplicarse (Koneman et al, 2001; Tay et al, 2002).

El resto del ciclo bioldgico, la fase sexual (figura 1), inicia cuando una
hembra del mosquito Anopheles se alimenta de un vertebrado infectado, el cual
contiene fases sexuales diferenciadas del parasito (gametocitos). La
transformacion de gametocitos a gametos maduros y funcionales se produce
en la porcidbn media del intestino de mosquito, 10 minutos después de la
ingesta de sangre. La microgametogenesis (maduracion de gametos
masculinos) es desencadenada por la disminucion de temperatura y el
aumento en el pH; ademas se presenta la exflagelacion (Carter et al, 1977). La
macrogametogenesis (maduracion de gametos femeninos) implica la salida de

gametos procedentes de los eritrocitos infectados (Sinden, 1983). Figura 1, A.



La fertilizacion y produccion del cigoto ocurre rdpidamente, en la 1 h
posterior a la ingesta de sangre (Canning et al, 1973; Koneman et al, 2001). El
desarrollo de oocinetos inmaduros a oocinetos maduros (fase moévil del
protozoo) se da en el transcurso de hasta 30 h (Vaughan et al, 1994); en este
momento, el oocineto tiene la capacidad de atravesar el epitelio intestinal esto
antes de la formacién de la membrana peritrofica; dicha membrana se forma al
momento de la ingestiébn de la sangre y se presenta como barrera fisica,
impidiendo el dafio celular por parasitos y por los procesos bioquimicos durante
la digestion de la sangre. Shahabuddin y colaboradores (1993), han descrito
que la interaccion de la quitinasa y la tripsina proteasa permiten al oocineto
atravesar la membrana peritréfica y hacer contacto con las células epiteliales
del intestino.

El parasito se establece en el espacio que existe entre la célula del
epitelio intestinal y la ldmina basal, sitio donde madura a un ooquiste. Una vez
maduro, el ooquiste volvera a dividirse por medio de una esporogonia
(reproduccién asexual multiple) generando esporozoitos que al madurar dentro
del ooquiste, y alrededor de los 15 dias posteriores a la infeccion, los
esporozoitos se liberan, y salen a la hemocele dirigiéndose a las glandulas
salivales del mosquito (Conly, 1964).

Los esporozoitos liberados en la hemocele alcanzan las glandulas
salivales aprovechando la circulacion de la hemolinfa. Esto se logra una vez
que el parasito entra al vaso dorsal, el cual lo bombea junto con la hemolinfa
hacia la parte frontal, acercando los esporozoitos a las glandulas salivales
(Hernandez-Martinez et al., dato no publicado). Una vez que el parasito ha

invadido las glandulas salivares, el ciclo biologico del parasito se puede repetir



en el momento en el que el mosquito infectado se alimenta de un nuevo
hospedero vertebrado.

En cualquier sistema vectorial, el parasito de malaria se desarrolla en
tres etapas: de gametocito a oocineto, de oocineto a ooquiste y de ooquiste a
esporozoito, el cual migrara a glandulas salivales. El parasito debe madurar en
cada fase, de manera exitosa para alcanzar la fase de esporozoito (forma
infectante); sin embargo, esto puede verse fallido debido a diferentes

mecanismos de resistencia del mosquito (Beire, 1998).
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Figura 1: Ciclo sexual de Plasmodium.

A. Maduracion de gametocitos a gametos, el microgameto exflagela; B. Fecundacion; C.
Maduracién del cigoto a oocineto y penetracién a través de la pared del intestino medio; D.
Maduracién del ooquiste; E. Liberacién de los esporozoitos tras la rotura del ooquiste maduro;
F. Inoculacién de los esporozoitos a través de picadura del Anopheles hembra, para iniciar el
ciclo asexual en el humano. (McDonald George A, Paul J, Cruickshank B. 1998. Atlas de

Hematologia. Madrid. Editorial Médica Panamericana.



Vector

La malaria humana es transmitida solamente por las hembras del género
Anopheles. De las aproximadamente 430 especies de Anopheles que se
encuentran distribuidas mundialmente, exceptuando los polos, solamente 30-40
tienen la capacidad de transmitir la malaria, lo cual depende de la region y del

ambiente (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion mundial de Anopheles

El mapa indica, segun el color, la presencia de la especie en la region. En México
predominantemente se encuentran Anopheles albimanus y pseudopunctipennis.

(http://www.cdc.gov/malaria/biology/mosquito/ Division of Parasitic Diseases National Center for

Zoonatic, Vector-Borne, and Enteric Diseases, 2008).
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Todos los mosquitos anofelinos presentan cuatro etapas en su ciclo de
vida: huevo, larva (con 4 estadios), pupa y adulto. Las primeras 3 etapas duran
de 5 a 14 dias en medio acuético, dependiendo de la especie y de la
temperatura. Las hembras del adulto pueden vivir hasta un mes en la
naturaleza (Vaughan et al, 1994).

Durante la etapa del adulto, los mosquitos copulan; y una vez alcanzada
la madurez para alimentarse, los mosquitos hembra se alimenta con sangre,
por lo que tiene la capacidad de actuar como vector de la malaria. Por su parte,
los mosquitos machos se alimentan Uunicamente del néctar de plantas y frutos.
Después de alimentarse, la hembra deposita los huevecillos en la superficie de
cuerpos de agua; este ciclo, llamado gonotrdfico, se repite varias veces durante

la vida del mosquito hembra (Carpenter et al, 1955).

Cuadro clinico

La enfermedad puede comenzar con malestar indefinido y episodios
febriles agudos, conocidos como paroxismos. Después de un lapso sin fiebre
se repite el ciclo de escalofrios, fiebre y sudores todos los dias, en dias
alternos o cada tercer dia, dependiendo de la especie de Plasmodium que este
infectando al paciente (Conly, 1964).
Las recaidas, después de periodos sin parasitemia, son frecuentes (en el caso
de las infecciones por P. vivax y P. ovale) y pueden aparecer en intervalos
irregulares durante dos y cinco afios, respectivamente. Las infecciones
paltdicas pueden persistir hasta 50 afios, con crisis febriles recurrentes (Center
for Disease Control and Prevention. Malaria Facts. USA: CDC Inc, 2007; Taylor

TE et al, 2000).



Las manifestaciones y la severidad de la enfermedad dependen de la
especie de Plasmodium, del estado inmune del hospedero humano, del estado
de salud y nutricibn y de factores genéticos, siendo P. falciparum el

responsable de la mayoria de los casos de malaria severa.

Diagndstico

En areas con potencial de transmision, se debe sospechar de casos de
malaria, a todos los pacientes que presenten episodios febriles. Siendo la
demostracion del Plasmodium en sangre periférica, el diagnéstico definitivo;
esto por su observacion mediante microscopia de preparaciones de gota
gruesa y extendidos sanguineos tefiidos con Giemsa. La identificacion de
formas anulares con uno o dos nucleos es suficiente para hacer el diagnostico

de malaria (De Haro et al, 2002; Igbal et al, 2002).

Tratamiento y control

El control de la malaria se ha basado, principalmente, en el tratamiento
de la enfermedad y en el control del vector. El tratamiento de la enfermedad se
realiza mediante el uso de drogas antimalaricas, siendo la cloroquina el
tratamiento de eleccion en zonas donde no se haya presentado resistencia a
esta droga, debido a lo cual se han implementado esfuerzos en la busqueda de
un antimalarico eficiente. Hasta el momento, el uso de la combinacion de
farmacos basados en artemisina, ha sido eficiente, sin embargo el hecho e usar
dos medicamentos tiende a la adquisicion de resistencia. En México no se ha
reportado resistencia a la cloroquina, por lo que sigue manejandose como el
tratamiento de elecciébn en combinacién con primaquina (OMS, Guidelines for

the treatment of malaria, 2006; Conly, 1964).



Las vacunas para la malaria estan en desarrollo, sin embargo, aun no se
ha encontrado una vacuna eficaz. Se han realizado trabajos para intentar
comprender los procesos inmunoldgicos que brindan proteccion después de la
inmunizacién con esporozoitos irradiados, encontrandose que el sistema
inmunoldgico crea anticuerpos contra la proteina circumesporozoitica (CSP) del
esporozoito. Ademas, los anticuerpos contra la CSP impedirian que el
esporozoito invada hepatocitos. Por lo que esta, fue elegida como la vacuna
mas prometedora contra la malaria. Actualmente, existe una gran variedad de
vacunas en estudio (Rodriguez-Lopez, 2008).

Respecto al control del vector, éste se puede llevar en diferentes etapas:

1) Por medio de la proteccion personal, prevencion de la entrada a las
casas, cerrando las ventanas y puertas, asi como la aplicacion de repelentes.
Con esto se evita que las mosquito hembras se alimenten de un sujeto
susceptible; ademas de no obtener la sangre necesaria para el desarrollo de
los huevos.

2) La eliminacion de posibles criaderos y que puedan ser usados por los
mosquitos hembra para la ovoposicion.

3) Utilizacién de larvicidas (quimicos o biologicos) o insecticidas.
Aunque, después de la exposicion prolongada a un insecticida sobre varias
generaciones, los mosquitos, pueden desarrollar la resistencia. El uso racional
de los insecticidas para el control del mosquito puede limitar el desarrollo y la
extension de la resistencia. Sin embargo, su uso en la agricultura ha estado
implicado a menudo como un factor que contribuye a la resistencia en
poblaciones del mosquito.

Otro método es el desarrollo de mosquitos resistentes a la infeccion, tal

meétodo se esta perfilando como una posible via de control de mosquitos. Los



trabajos encaminados a la creacibn de mosquitos transgénicos 0
genéticamente modificados, se basa en la hipotesis de que las poblaciones de
mosquitos silvestres susceptibles podrian ser transformadas y volverse
resistentes a la malaria. Catteruccia et al, en el Imperial College de Londres,
reportaron en el afio 2002 el primer mosquito transgénico resistente al
paludismo. El éxito de la sustitucion de las poblaciones existentes con
poblaciones genéticamente modificadas se basa en un mecanismo de
transmision de elementos genéticos que les confieran resistencia a la infeccion
por el parasito. Sin embargo, este es un tema que en la actualidad continua
desatando grandes debates, no solo en el &mbito cientifico sino también de
carécter ético.

El desarrollo y aplicaciéon de este ultimo método de control, dependera
del estudio integrado de la respuesta inmune del mosquito contra diferentes
patébgenos, pero principalmente la que se llega a presentar durante una

infeccion con parasitos de Plasmodium sp.

Respuestainmune en mosquitos

Los insectos son un grupo grande y diverso, comparado con los
vertebrados, el cual, desde los inicios, se ha tenido que adaptar a diferentes
condiciones para su supervivencia. Una de las razones de dicho éxito es su
sistema inmune.

Desafortunadamente solo se han estudiado algunos invertebrados, y
dentro de ellos principalmente los insectos, sin embargo, se reconocen
caracteristicas esenciales que comparten todos los insectos como lo es la
existencia de un sistema inmunitario de defensa innato o natural constituido por

componentes celulares y humorales (Hoffman et al, 1999).



Los mosquitos, al igual que el resto de los invertebrados, no presentan
una respuesta inmune adaptativa (expansion clonal de células y moléculas
inmunes especificas), por lo que no poseen el repertorio de reconocimiento
antigénico, que a diferencia si posee el humano (Du Pasquier et al, 1999; Vivier
et al, 2005). No obstante, poseen una respuesta inmune innata muy eficaz y
flexible que les ha permitido evolucionar hasta nuestros tiempos. Dichas
caracteristicas de este sistema nos invitan a explorar este campo, por lo que a
continuacion se describird brevemente los antecedentes que fundamentan una

innovadora propuesta para el control de la malaria.

Barreras fisico-quimicas.

Ante una infeccidn por cualquier patdgeno, éste debe ser capaz de
atravesar las barreras fisicas que presenta el mosquito, constituidas por la
matriz peritrofica, la cuticula del exoesqueleto y el revestimiento del sistema
respiratorio traqueal.

Respecto a la capacidad del oocineto de Plasmodium para penetrar la
pared intestinal y desarrollarse a ooquistes en el hemocele del lado basal del
intestino, es facilitado por la secrecion de quitinasa que disocia la quitina
presente en la membrana peritrofica. (Huber et al., 1991; Langer et al., 2000),
asi como la velocidad que posee el parasito para invadir la célula epitelial antes
de la formacién de ésta membrana. En caso contrario, el parasito quedara
artrapado en el intestino medio o en la matriz peritréfica, al menos, hasta que
fuera desechado, en ambos casos sin posibilidad de proseguir su desarrollo,
limitando la infeccion en el mosquito.

Es posible que en estas interacciones los parasitos, virus o bacterias

logren atravesar las barreras fisicas. Sin embargo, cualquier microorganismo



que sea capaz de evadirlas, despertara una respuesta en diferentes tejidos,
entre ellos el cuerpo graso, los cuales liberaran efectores inmunes al sistema
circulatorio del mosquito, la hemolinfa. Asi mismo, la interaccién con los
hemocitos desencadenara diferentes mecanismos efectores de defensa tales
como la fagocitosis, encapsulacién, la secrecion de péptidos antimicrobianos, la

formacién de nddulos, aglutinacion y melanizacion (Beckage, 2008).

Sistema inmune.

La respuesta inmune que presenta el mosquito inicia tras el
reconocimiento del parasito como elemento no propio; debido a la interaccion
de sus proteinas de superficie con los receptores de patrones de
reconocimiento (PRR) presente en tejidos y hemocitos, asi como de manera
soluble en la hemolinfa (Christophides et al, 2004). Después del
reconocimiento del elemento extrafio, la sefial es transmitida al ndcleo de la
célula respondedora para la activacion de genes efectores. Estas vias de
sefalizacion incluyen los sistemas Toll e Imd, lo que conduce a la amplificacién
de la sefial de reconocimiento, asi como la activacion de la respuesta efectora,
modulada por la cascada de la profenoloxidasa y sus inhibidores (serpinas)
(Sanders et al, 2005).

La respuesta efectora esta dada por los mecanismos de defensa
inespecificos de los invertebrados, ya sean celulares, representado por la
intervencion de los hemocitos entre los que se encuentra la fagocitosis,
formacion de nodulos y capsulas (Chen y Laurence, 1985; Gupta, 1991,
Chikilian y cols., 1994); y en los humorales, la presencia de péptidos
antibacterianos y el sistema de la profenoloxidasa (sistema parecido al

complemento via alterna) (Boman y Hultmark, 1987; Hoffmann y Hoffmann,



1990). En la hemolinfa de An. albimanus se han caracterizado tres distintos
tipos de hemocitos o células sanguineas: prohemocitos, plasmatocitos y células
granulares (Hernandez y cols., 1999), los cuales participan en la fagocitosis y
formacién de ndédulos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas,
levaduras y particulas de sephadex (Herndndez-Martinez y cols., 2002).
Mecanismos descritos a continuacion:

Fagocitosis. Es el mecanismo dado por células con capacidad fagocitica
que se conocen como hemocitos. EI comportamiento de estas células es
similar a la fagocitosis de los macréfagos de los vertebrados, ya que presentan
procesos como quimiotaxis (aproximacién al patdgeno), adherencia
(reconocimiento y contacto celular), ingestion (formacion de un fagosoma) y
digestién (activacion de hidrolasas lisosomales). En Anopheles, este proceso
esta dado por los plasmatocitos (un tipo de hemaocito) (Lavine et al, 2002).

Nédulos y Encapsulacion. Cuando se ve superada su capacidad
fagocitica, bien por encontrarse los patégenos en cantidad excesiva, o por su
excesivo tamafio (en el caso de parasitos grandes), los hemocitos rodean a los
patbgenos para impedir su diseminacién, constituyendo ndédulos o
encapsulandolos, respectivamente (Christensen BM, et al, 2005; Kumar S,
2003; Hernandez, S, 2002). En ambos casos, se forma una envoltura
multicelular que secuestra al patbgeno en su interior, con depdésitos frecuentes
de melanina. Esta melanina es generada tras la activacion de la cascada de la
profenoloxidasa, y tiene efectos tdéxicos sobre gran parte de los parasitos que
pueden afectar a los animales invertebrados, por las especies reactivas de
oxigeno que se generan en este proceso (Greenwood et al, 2005).

Entre los factores solubles, presentan sustancias producidas en su

mayoria por los hemocitos como son las opsoninas, aglutininas, sustancias con



actividad litica directa (Ramet et al., 2002; Levashina et al., 2001). En
artropodos se conocen también un gran numero de péptidos con funcion
microbicida o antifingica, como son los péptidos antimicrobianos. Otro
mecanismo importante es la melanizacion sin participacion de hemaocitos,
llevada a cabo, de igual manera, tras la activacion de la cascada de la profenol-
oxidasa, lo que culmina con la melanizacion del agente extrafio, impidiendo su
desarrollo, limitAndole el ingreso de nutrientes y liberando especies reactivas
de oxigeno, producidas durante el proceso, con lo que se logra la eliminacion
del agente extrafio (Nappi et al, 2005).

Dimopoulos, et al, identific6 al menos 200 genes inmunes que se
expresaban en Anopheles gambie, tras un reto con diferentes patogenos,
incluyendo Plasmodium. Asi mismo, observd que la expresiéon de marcadores
inmunes durante la infeccion con Plasmodium puede ser detectada en el
intestino o en el cuerpo graso (Dimopolous et al, 2002). La sobre-expresion de
genes inicia desde el momento en que los parasitos se encuentran en la luz del
intestino (Luckhart et al, 2003).

Algunos estudios demostraron que en Anopheles stephensi se limita el
desarrollo de Plasmodium berghei por produccién de oxido nitrico en el epitelio
del intestino medio del mosquito (Luckhart et al, 1998). Asi mismo se demostré
gue el intestino de An. pseudopunctipennis responde de manera similar
produciendo oxido nitrico en presencia de bacterias, levaduras o parasitos de
malaria (Herrera-Ortiz et al, 2004), y que la generacién de especies reactivas
de oxigeno (anion superoxido) por el intestino de An. albimanus es téxica para
los oocinetos de P. berghei (Lanz-Mendoza et al, 2002). Estas observaciones

se limitan a lo que ocurre a nivel del epitelio intestinal y aun carecemos de



informacion de lo que ocurre en el hemocele durante infecciones tempranas y
tardias con parasitos de malaria.

Dimopoulos y cols. (1999) han identificado marcadores moleculares de
la respuesta inmune del mosquito An. gambiae contra bacterias y P. berghei.
Ellos encontraron seis marcadores de infeccion bacteriana: AQGNBP (An.
gambiae Gram-negative binding protein), Gambif-1 (homologo al factor de
transcripcion Dorsal de Drosophila), Defensina, ISLP5 (immune related serine
protease like sequence 5), ISLP 13 (immune related serine protease like
sequence 13), IGALE 20 (infection responsive galactose lectin). Estos
marcadores son expresados cuando los mosquitos son infectados con
bacterias. Resultados similares se han obtenido con lineas celulares de An.
gambiae. Por otro lado, ISP 13, AQGNBP, defensina e IGAL 20 son inducidos
en el estbmago de mosquitos infectados con P. berghei. Estos marcadores
también se expresan cuando los esporozoitos son liberados a la hemolinfa. La
funcion biologica de los deméas marcadores es desconocida, pero su presencia
indica que los mecanismos de defensa son activados por la invasion
parasitaria. Por otro lado, Blandin y cols. (2002) usando la técnica de
interferencia de RNA bloquearon la defensina de An. gambiae y demostraron
que este péptido antibacteriano no es suficiente para eliminar al parasito de la
malaria, por lo cual podemos pensar que la eliminacion de los parasitos podria
depender de diferentes moléculas (diferentes genes) que actien de manera
sinérgica.

Pocos estudios se han realizado sobre los mecanismos de defensa
celulares de los mosquitos contra Plasmodium. Weathersby y McCall (1968)
encontraron que los gametocitos de P. gallinaceum inyectados en el hemocele

de los mosquitos Culex pipiens y Ae. aegypti fueron activamente fagocitados



por las células sanguineas, pero no observaron diferencias entre las especies
de mosquitos resistentes y susceptibles. Asimismo, Scalzo-Lichtfouse y cols.
(1990) observaron que las infecciones con Plasmodium inducen una respuesta
celular en el mosquito pero el sistema inmune no parece reconocer al parasito.
Hernandez-Martinez y cols., (2002) observaron que esporozoitos muertos de P.
vivax inoculados en el hemocele no inducen ninguna respuesta celular y Brey
(1991) reportdé que tampoco ocurre melanizacion. En nuestro laboratorio,
hemos observado que células pericardicas del vaso dorsal (corazéon) de An.
albimanus presentan capacidad de agregar numerosos esporozoitos de P.
vivax durante el curso de una infeccidbn natural (Datos no publicados).
Asimismo, se observé que las células pericardicas, cuerpo graso y epitelios
pleurales presentaron capacidad de sintesis de DNA in vitro, en presencia de
concanavalina A, o después de inocular levaduras en el hemocele; sugiriendo
que éstos tejidos pudieran tener una participacién importante en la respuesta

inmune del mosquito contra patégenos (Hernandez-Martinez y cols. 2006).



ANTECEDENTES

Como hemos mencionado, los insectos responden a una variedad muy
amplia de microorganismos y antigenos mediante procesos celulares y
humorales, pero se desconocen los mecanismos moleculares involucrados en
la sintesis de cantidades masivas de moléculas de defensa involucrados en
estas respuestas, y a la fecha, en insectos no se cuenta con evidencias que
apoyen la existencia de procesos de proliferacion celular durante una respuesta
inmune.

La participacion de todos los tejidos que participan en la respuesta
inmune de los insectos aln no ha sido establecida, pero existen evidencias de
que éstos juegan un papel determinante en la defensa contra infecciones. La
presencia de bacterias en heridas superficiales producidas en la cuticula de
larvas de B. mori, H. cecropia y D. melanogaster, induce la expresion de RNA
mensajeros de cecropinas en la epidermis (Brey et al, 1993; Tzou et al, 2002),
lo que sugiere que los epitelios de la epidermis pueden estar participando de
manera determinante en la respuesta inmune.

Hernandez-Martinez et al (2006); desarrollaron una metodologia de
cultivo primario de drganos y tejidos del mosquito An. albimanus, uno de los
principales vectores de P. vivax en México, lo que permiti6 iniciar el estudio de
la participacion de los tejidos en la respuesta a estimulos antigénicos. En estos
estudios no se logro evidenciar la presencia de fenomenos de proliferacion
celular; sin embargo el cuerpo graso, epitelio de las membranas pleurales,
tejido nervioso y vaso dorsal respondieron a la inoculacion de levaduras S.
cerevisiae mediante una intensa sintesis de DNA nuclear.

El trabajo anterior evidencio y evalud la capacidad de sintesis de DNA en

diferentes tejidos de mosquitos retados con levaduras, mediante la



incorporacion in vitro de un analogo de la timidina [5-bromo-2-deoxiuridina
(BrdU, compuesto que se incorpora al DNA durante su sintesis)] y el uso de
anticuerpos anti-BrdU. La incorporacion de BrdU en el DNA ha sido muy util en
diferentes sistemas biolégicos para determinar la cantidad y localizacion de
células que se encuentran en la fase S del ciclo celular (Lenronne et al, 2001),
sin embargo como se menciond anteriormente, durante la sintesis de DNA
inducida por un reto inmune en An. albimanus no se lograron evidenciar
procesos de proliferacion celular (Hernandez-Martinez et al, 2006).

Los hallazgos de este trabajo, sugieren de que la intensa sintesis de
DNA observada pueda ser parte de un mecanismo que aumente el nUmero de
copias de genes para la produccion masiva de moléculas de defensa ante un
reto inmune (como péptidos antibacterianos). Se ha evidenciado que células
foliculares (somaticas) de los ovarios de D. melanogaster presentan un proceso
de sintesis de DNA relacionado con la amplificacion de grupos de genes
especificos que codifican para proteinas del corion del cascarén del huevo, lo
cual sera referido en el presente trabajo como formacién de amplicones
(Claycomb et al, 2004).

La amplificacion génica ha sido ampliamente estudiada en varias
especies de insectos, sin embargo siempre en base a procesos asociados a
etapas especificas del desarrollo de tales insectos (Claycomb y Orr-Weaver,
2005).

En el caso de Drosophila, los amplicones son una estrategia empleada
para alcanzar altos niveles de expresion de genes que codifican para proteinas
del cascaron del huevo. Durante esta amplificacion de genes, las células
somaticas de los ovarios de Drosophila utilizan la maquinaria de replicacion de

la célula, armando primero los componentes del complejo de reconocimiento



del origen (ORC; por sus siglas en inglés), lo cual es esencial para la
amplificacion génica en este tejido, pero no asi para un fendbmeno similar que
se presenta en las glandulas salivales (Park y Asano, 2008).

La sintesis de DNA combinada con la formacion de cromosomas
politénicos en tejidos abdominales en el cultivo de An. albimanus, sugieren un
proceso donde las células estan metabdlicamente muy comprometidas,
posiblemente debido a la alta produccibn de moléculas inmunes para
responder ante un patdégeno, sin la necesidad de que ocurra divisiébn celular
(Hernandez-Martinez et al, 2006; Edgar y Orr-Weaver, 2001). Asi, las
evidencias muestran que los insectos presentan procesos que permiten que
sus células respondan eficientemente ante diferentes demandas metabdlicas,
sin la necesidad de multiplicarse; uno de estos procesos es conocido como
endorreplicacion.

El DNA puede presentar diferentes mecanismos de replicacién. Cada
uno de estos mecanismos cubre requerimientos especificos en diferentes
etapas del desarrollo celular. La replicacion mitética se lleva a cabo en células
que proliferan para incrementar su nimero, otro mecanismo es la amplificacién
génica localizada que se especializa en incrementar productos génicos
particulares (Claycomb y Orr-Weaver, 2005).

La endorreplicacion del DNA se lleva a cabo en células diferenciadas
que han perdido su habilidad para proliferar, y el cual se encuentra
ampliamente distribuido en vertebrados y artropodos (Edgar y Orr-Weaver,
2001; Park y Asano, 2008). Este es un mecanismo empleado por células
especializadas y altamente biosintéticas para expandir su contenido de DNA
genomico sin presentar division celular. Este mecanismo es comun en

diferentes tejidos de insectos durante la embriogénesis, estadios larvales y



tejidos diferenciados del adulto durante la oogénesis (Smith y Orr-Weaver,
1991). Adicionalmente, las células del cuerpo graso de insectos hembra adultos
responden con sintesis de DNA ante una demanda elevada para producir
vitelogenina, la cual es necesaria para el desarrollo de los huevos (Dittmann et
al, 1989).

En el trabajo de Claycomb y cols, (2004), se demostr6 que la
endorreplicacion no soOlo es utilizada para incrementar los niveles de las
proteinas estructurales que constituyen el cascarén del huevo de Drosophila,
sino que también se pueden amplificar genes cuyos productos; son enzimas
solubles que participan en la union de la vitelina ubicada entre la membrana
plasmética y el cascaron externo del oocito en desarrollo (Botchan y Levine,
2004).

Como ya se menciond, la endorreplicacion es usada como mecanismo
de replicacion en células que no presentan division celular. Su ciclo celular se
ve modificado convirtiéndose en endociclos. Los endociclos consisten en
distintas combinaciones entres las fases S y G del ciclo mitético. Los
endociclos son regulados principalmente por oscilaciones en la actividad de
Ciclina E y CDK2 (Edgar y Orr-Weaver; 2001). Durante los endociclos la
mayoria del genoma es replicado en cada fase S, mientras que en la
amplificacion de genes ciertas regiones especificas del genoma son
sobrerreplicadas generalmente resultando en un aumento del numero de
copias de los genes o regiones intergénicas de DNA (Hemingway et al, 1998).

Es probable que la endoreplicacion inducida por el reto inmune en An.
albimanus (Hernandez-Martinez et al., 2006) utilice los mismos mecanismos
moleculares ya descritos en las variantes del ciclo celular, estudiado en

Drosophila, que van desde la ausencia de la fase G1 (paso directo de M a S);



pero las particularidades de este fendmeno durante la respuesta contra

patégenos requerird de mayor investigacion.



JUSTIFICACION

La respuesta inmune en mosquitos es fundamental para la eliminacion
de patdgenos, incluidos los parasitos que pueden llegar a transmitir. Sin
embargo, son muchos los aspectos moleculares de esta respuesta que aun
desconocemos, tanto en su parte efectora como en la regulatoria.

En la actualidad se cuenta con los genomas completos de mosquitos
vectores de enfermedades infecciosas (An. gambiae, Ae. aegypti, Culex
quinquefasciatus) (Lawson et al, 2008) y con técnicas que permiten introducir
genes, lo que abre la posibilidad de modificar su respuesta inmune para
transformar insectos vectores de parasitos en no-vectores. No obstante, esta
posibilidad no seré factible si carecemos de un conocimiento sélido del sistema
inmune de los insectos.

Actualmente, en nuestro grupo contamos con evidencia de la capacidad
de sintesis de DNA en An. albimanus después de un reto inmune y con una
base de datos de su transcriptoma. Lo anterior nos estimula para continuar
analizando con mayor detalle los procesos que regulan este fendmeno, lo que
podria en un futuro permitirnos elegir las estrategias mas adecuadas para la
manipulacion genética de mosquitos vectores de enfermedades infecciosas.
Dichas estrategias se vuelven mas atractivas debido a la continua aparicion de
cepas resistentes, tanto en los insectos a los insecticidas como en los parasitos
a las drogas empleadas para su control.

En el presente trabajo la eleccion del mosquito An. albimanus se debi6 a
gue es uno de los principales vectores de malaria causada por P. vivax en

México.



OBJETIVOS

Objetivo general
Investigar la sintesis de DNA en los diferentes tejidos de Anopheles albimanus

alimentados con sangre infectada con Plasmodium berghei.

Objetivos particulares

* Investigar la sintesis de DNA en mosquitos a diferentes tiempos post-
alimentacion con sangre infectada con P. berghei.

* Investigar las diferencias cualitativas y cuantitativas en la sintesis de DNA en
los tejidos de An. albimanus durante la interaccion con P. berghei.

« Comparar las diferencias en la sintesis de DNA en una cepa susceptible y

una resistente de An. albimanus a la infeccion con P. berghei.



MATERIAL Y METODOS
Mosquitos.

En el presente estudio se utilizaron mosquitos hembra de la especie An.
albimanus colonizados originalmente en el insectario del Centro Regional
Investigacion en Salud Publica de Tapachula Chis., México (cepa Tapachula).
Actualmente la colonia se encuentra establecida en el insectario del Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP), de donde fueron obtenidos. Posteriormente,
para ensayos de infeccion se utilizaron mosquitos An. albimanus de cepas
susceptibles y resistentes a la infeccion de P. berghei, las cuales fueron
obtenidas en el transcurso de este trabajo (Herndndez-Martinez et al. datos no
publicados). Las larvas fueron criadas con una dieta a base de croquetas para
raton (Purina) pulverizadas y los mosquitos (adultos) con un algoddn
humedecido en una solucion de azucar al 3%. Todas las fases del mosquito
fueron mantenidas en un fotoperiodo de 12/12 h de oscuridad/luz a 28°C y los
adultos en condiciones de humedad relativa de 80%. La edad de los mosquitos

fue de 0-1 6 de 3 dias post-emergencia.

Obtencion de cultivos de oocinetos de Plasmodium berghei (cepa ANKA
2.34).

Las fases exoeritrociticas de P. berghei se cultivaron y los oocinetos se
enriquecieron de acuerdo a métodos previamente reportados (Rodriguez et al.,
2000). Los parasitos P. berghei ANKA 2.34 (cepa productora de gametocitos) y
P. berghei- GFP (parasitos que expresan constitutivamente la proteina verde
fluorescente, fueron originalmente obtenidos a través de una colaboracién de la

Dra. Ma. Del Carmen Rodriguez.



Brevemente, se inoculan ratones Balb/c con fenilhidracina (0.20 ml a una
concentracion de 6 mg/ml diluido en PBS 1X). Al tercer dia, los ratones fueron
inoculados con aprox. 1X10° parésitos de la cepa ANKA de P. berghei (a quién
denominamos simplemente P. berghei para diferenciarla de la cepa
recombinante de P. berghei-GFP). A tres dias post-infeccion, la sangre de los
ratones que presentaron parasitemia alta fue obtenida por puncion cardiaca,
utilizando heparina y se filtr6 en columnas de celulosa CFIll (para eliminar la
mayoria de leucocitos), adicionando aprox. 6.5 ml de medio de cultivo RPMI
para oocinetos suplementado con 20 % de suero fetal bovino
(descomplementado por calor). La mezcla de parasitos y de medio de cultivo se
agitoé y se incub6 durante 24 horas a 20-21 C, para la obtencién de oocinetos
maduros.

El cultivo de 24 horas conteniendo a los oocinetos se centrifugd a 2500
rpm una vez por 10 min a 19°C y se descart6 el sobrenadante. El boton fue
resuspendido a un 40% de hematocrito con suero fetal bovino
(descomplementado por calor) (Rodriguez et al, 2002). Esta muestra fue
utilizada inmediatamente para alimentar a los mosquitos, utilizando una

memebrana artificial, metodologia descrita posteriormente.

Obtencién de cultivos de oocinetos de P. berghei recombinantes que
expresan constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP).

El procedimiento realizado fue igual al descrito anteriormente solo que
en este caso se empleo la cepa ANKA de P. berghei que tiene integrado a su
genoma el plasmido PbGFP con el cual permite la expresion de la proteina
verde fluorescente (GFP) (Franke-Fayard et al, 2004). La proteina verde

fluorescente se encuentra integrada en el genoma en la unidad génica del RNA



ribosomal ¢ (c-rRNA) el cual no es esencial para el desarrollo del parasito. Esta
cepa de Plasmodium expresa constitutivamente la proteina verde fluorescente
y se encuentra bajo el control de un promotor fuerte proveniente del factor de
alargamiento 1a (Franke-Fayard et al, 2004).

Igualmente, los oocinetos fueron resuspendidos al 40% de hematocrito

con suero fetal bovino (descomplementado por calor)

Alimentacién de mosquitos con oocinetos e incorporaciéon de BrdU.

Para estos ensayos, grupos de 250 mosquitos fueron alimentados ad
libitum en un algodon humedecido con una solucién al 3% de azucar
conteniendo 100 pg/ml de BrdU desde su nacimiento, incluso después de la
alimentacion con sangre infectada con Plasmodium, hasta el final del
experimento. El algodén fue cambiado cada 24 h. Los mosquitos adultos fueron
mantenidos en un fotoperiodo de 12/12 h de oscuridad/luz en condiciones de
humedad relativa de 80% y a 28 °C hasta antes de la alimentacién con sangre
infectada. Inmediatamente después de la alimentacion con los oocinetos, los
mosquitos fueron mantenidos bajo las mismas condiciones, a excepciéon gue la
temperatura se cambio a 22°C (requisito necesario para el desarrollo de P.
berghei) (Doolan et al. 2002).

La alimentacion de los mosquitos con sangre infectada con P. berghei,
P. berghei-GFP o con sangre no infectada (control) fueron realizadas de
manera similar. Al momento de la alimentacién la sangre fue adicionada con
5mM de ATP. La alimentacién fue realizada en una membrana artificial
elaborada con parafilm y utilizando un alimentador artificial el cual mantuvo la

sangre a 37 °C utilizando un sistema circulatorio de agua.



En el caso de las infecciones con P. berghei, como primer paso para
evidenciar la induccién de sintesis de DNA, los mosquitos fueron disecados a
3, 5y 9 dias post- alimentacion en grupos de 20 para la obtencién de su
carcasa (abdomen sin intestino). La carcasa fue procesada para detectar
incorporacion de BrdU mediante ensayos de inmunoflorescencia. Lo mismo se
realizé con sus respectivos controles.

En el caso de los mosquitos alimentados con sangre infectada con P.
berghei-GFP (cepa susceptible y resistente), estos fueron disecados en grupos
de 20 diariamente durante 15 dias (colectando solo 5 para ensayos de
inmunofluorescencia y 10 para extraccion fenolica de DNA). Las carcasas y los
intestinos fueron separados y se mantuvieron en una camara humeda en medio
RPMI para verificar la infeccion o no infeccion en el intestino (cepa susceptible
y resistente respectivamente) antes de proceder a la fijacion o colecta en un
amortiguador de lisis (inmuno-deteccion y obtenciéon de DNA respectivamente).
Cuando se present6 un mosquito no infectado en la cepa susceptible o uno

infectado en la cepa resistente, estos fueron descartados.

Diseccion de mosquitos.

Los mosquitos fueron inmovilizados en hielo (4 °C) para facilitar su
manipulacion. Estos fueron disecados en una gota de amortiguador de fosfatos
(PBS, 140 mM NaCl, 2.6 mM KCI, 1.5 mM KH2PO4, 20.4 mM Na2HPO4, pH
7.2), conteniendo inhibidores de proteasas (2 mM fenilmetil-sulfonilfluorida, 0.1
mM Na-p-tosil-L-lisinacloro-metil cetona, 1 mM EDTA y 0.1 mg/ml leupeptina).
Se realiz0 un pequefio corte en ambos lados de la membrana pleural, entre el
térax y el abdomen. El abdomen sin visceras se corté a lo largo de la

membrana pleural, usando una aguja hipodérmica. Como se menciono



anteriormente y con la finalidad de obtener una cinética de incorporacion de
BrdU, los mosquitos fueron disecados a diferentes tiempos (cada 24 h post-
alimentacion), obteniendo abdomen e intestino. El intestino se colocé en una
gota de medio RPMI sobre un porta objetos que se mantuvo en una camara
himeda hasta su observacién en el microscopio. Por su parte, los abdomenes
se colocaron en los pozos de una placa de ELISA con 50 ul de RPMI para
mantenerlos viables hasta corroborar su infeccibn (en su intestino
correspondiente).

La identificacion se realiz6 mediante la observacion de oocinetos u
ooquistes verde fluorescentes en el intestino del mosquito, utilizando un

microscopio de epifluorescencia.

Inmunodeteccién de laincorporacion de BrdU.

Después de haber sido alimentados con BrdU, los mosquitos fueron
disecados y los tejidos fijados en formaldehido al 4% en PBS por 2 h a
temperatura ambiente (RT). Posteriormente se retir6 el exceso de fijador y los
tejidos se lavaron 3 veces con PBS por 10 minutos cada cambio. Las muestras
fueron permeabilizadas con metanol absoluto (a -20°C) durante 10 minutos.
Posteriormente, las muestras fueron lavadas con PBS-Triton X-100 al 1%
durante 10 minutos a RT. Las muestras fueron hidrolizadas con HCI 2M,
durante 1 h a RT, lo anterior para hacer que el DNA de los tejidos se vuelva de
cadena sencilla (requisito indispensable para que el anticuerpo pueda detectar
al BrdU). El exceso de acido fue retirado, y el resto neutralizado con 3 6 4
cambios de soluciébn de Hank, 10 minutos cada uno. Las muestras fueron
lavadas 3 veces con Tween-20 al 0.1% en PBS, 10 minutos cada cambio a RT.

El bloqueo de sitios inespecificos se realiz6 con albumina sérica bovina al 2%



en PBS (PBS-A) durante 1h a RT. El exceso de solucién bloqueadora fue
removido y se agregd anticuerpo anti-BrdU conjugado a FITC (Fluoresceina-5-
isotiocianato, Roche) en PBS-A a una concentracion de 1:100. Las muestras se
incubaron 2h a RT, o toda la noche a 4 °C (siempre protegidas de la luz).
Después de retirar el exceso de anticuerpo, los tejidos fueron lavados 3 veces
con Tween-20 al 1% en PBS. Finalmente los tejidos fueron incluidos en glicerol

al 80% en PBS para ser observados en un microscopio de epifluorescencia.

Extraccién fenolica de DNA.

Los intestinos y abddémenes colectados para este propdésito, fueron
homogenizados por separado en tubos eppendorf de 1 ml, en 250 ul de
amortiguador de lisis (apéndice 1). Las muestras se incubaron a 56 °C toda la
noche. Realizada la digestion se agregaron 250 ul de fenol—cloroformo-alcohol
isoamilico (Gibco, BRL). Se mezcl6o en el vortex y se centrifugd durante 10
minutos a 13000-14000 rpm. La parte acuosa fue recuperada y se agrego el
mismo volumen (250 pl) de cloroformo para eliminar las trazas de fenol. Se
mezcl6 en el vortex y se centrifugé a 14,000 rpm durante 10 minutos. La parte
acuosa fue recuperada y se agregaron 2.5 volimenes de etanol absoluto frio a
-20 °C (625 ul). Inmediatamente se agreg6 un décimo del volumen original (25
pl) de acetato de sodio 3M, pH 5.25 estéril. Se mezcldé perfectamente y se
incub6 por 30 minutos a -80 °C. Una vez terminada la incubacion se centrifugo
10 minutos a 4 °C a 14,000 rpm y la pastilla fue resuspendida en 50 pl de PBS.
Finalmente se agregd RNAsa a una concentracién final de 0.2 mg/ml y se
incubé durante dos horas a 37 °C (Sambrook y Russell; 2001). La

concentracion de DNA se determin6 a 230/260 nm en un Nanodrop.



Cuantificacion relativa de la incorporacion de BrdU por ELISA.

Una placa de ELISA de 96 pozos, fue cubierta con una solucion de poli-
L-lisina en amortiguador de carbonatos (apéndice 2) a una concentracion 10
pg/ml. A cado pozo se afnadieron 50 ul, y la placa fue cubierta con papel
parafilm dejando incubar un minimo de 2 horas a RT o toda la noche a 4 °C.
Antes de utilizarse, la placa se lavé al menos tres veces con agua destilada.

Las muestras de DNA (10 ug/ml en PBS) fueron desnaturalizadas (se
calent6 por 3 minutos en agua hirviendo y rapidamente se colocé en hielo y se
colocaron 50 ul por pozo, incubando por 30 minutos a RT. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con la solucion de ELISA-wash 1X (apéndice 3) para
remover el DNA que no se pegdé a la placa. Para el bloqueo de lugares
inespecificos se afiadieron 100 pl de albumina sérica bovina al 1% en PBS
(PBS-A) y se incub6 a 37 °C por 1 h. La placa se lavo 3 veces con ELISA-wash
y se agregaron 50 ul por pozo de un anticuerpo anti-BrdU conjugado a
peroxidasa dilucion 1:100 en PBS-A) y se incub6é a 4°C toda la noche.
Después de la incubacion se realizaron 3 lavados con ELISA-wash y se
agregaron 100 pl de ortofenildiamina (apéndice 4) con una nueva incubacion
por 30 minutos a RT (manteniendo la placa protegida de la luz). La reaccién se
detuvo con &cido sulfarico 2.5 N, agregando 50 pl por pozo. Las lecturas se

realizaron en el lector para placas de ELISA a 450 nm.



RESULTADOS

Los mosquitos alimentados con oocinetos, mostraron el abdomen
distendido y de color rojo, por lo que resultd relativamente sencillo discernir
entre los mosquitos alimentados y los que no tomaron sangre. Los mosquitos
no alimentados se separaron y se descartaron.

Los mosquitos que se alimentaron en los diferentes grupos, fueron
suficientes y sobrevivieron hasta el final de los experimentos planteados en la

metodologia (15 dias), alimentandose con azlcar conteniendo BrdU.

Induccion de sintesis de DNA en mosquitos alimentados con sangre infectada
con P. berghei

Estos primeros ensayos fueron realizados con el propdsito de conocer si
el fendbmeno de sintesis de DNA observado ante un reto con levaduras
(Hernandez-Martinez et al., 2006) también se presentaba durante la interaccion
de parasitos de P. berghei con An. albimanus. En la figura 3 se puede apreciar
que efectivamente, la alimentacién de los mosquitos con sangre infectada con
P. berghei induce la incorporacion de BrdU a los nueve dias. Sin embargo, esta
incorporacion fue claramente observada en células del cuerpo graso y ovarios
de menos del 10% de los mosquitos. A los 3 dias no se logré detectar sefal y a
los 5 dias se llegd o observar algo pero muy tenue (datos no mostrados). En
los controles Unicamente se observo sefial en células de los ovarios (datos no
mostrados). Con este dato, se procedid a realizar los experimentos en las
cepas de mosquitos susceptibles y resistentes a la infecciéon utilizando P.

berghei-GFP.



Figura 3. Inmunodeteccion de BrdU incorporado en células del

cuerpo graso abdominal de An. abimanus durante la interaccion con P.
berghei. Mosquitos hembra An. albimanus (cepa Tapachula) fueron
alimentados con sangre infectada con P. berghei (clona 2.34 ANKA) y
mantenidos con sacarosa adicionada con BrdU. A los 9 dias post-alimentacion,
en algunos de los mosquitos, fue posible observar sefial intensa en el nucleo
(flechas) de células del cuerpo graso, lo que se interpreta como una induccion

de sintesis de DNA. Microscopia de epifluorescencia. 40X.



Identificacion de mosquitos infectados con P. berghei-GFP

Con el fin de poder realizar la asociacion de mosquitos infectados o no
infectados con la sintesis de DNA, como primer paso fue necesario verificar la
presencia o ausencia de parasitos a lo largo de los experimentos (15 dias).
Como se mencion6 en la metodologia, se utilizd una cepa susceptible y otra
resistente de An. albimanus a la infeccion con P. berghei. Dichas cepas fueron
generadas en el grupo de malaria del INSP, mediante infecciones realizadas en
la cepa Tapachula (Herndndez-Martinez et al., datos no publicados). De la
primera infeccibn se separd la descendencia de aquellos mosquitos que se
infectaron y los que no permitieron la infeccion. Estos grupos, una vez que
fueron adultos, fueron nuevamente infectados, pero ahora en cada grupo se
descarté la descendencia de los que no se infectaron en la cepa susceptible y
de los que se infectaron en la cepa resistente. Esto se repitié por varias
generaciones hasta lograr una susceptibilidad del 95 % y una resistencia casi
del 100 % respectivamente en las cepas (Hernandez-Martinez et al., datos no
publicados).

En la figura 4 se muestra la presencia de parasitos de P.berghei-GFP en
el intestino medio de ambas cepas. La presencia de oocinetos se logré
observar incluso 48 h post-alimentacion con la sangre infectada en ambas
cepas de mosquitos (Fig. 4 A, B). Sin embargo la formacion de abundantes
ooquistes jovenes solo se observo en la cepa susceptible de las 48 h en
adelante (Fig. 4 C). En la cepa resistente, raramente se llegd a observar a este
tiempo la formacién de ooquistes jovenes con fluoresencia (sefial de que el
parasito estaba vivo), y en el mayor de los casos después de las 48 h ya no se
observo la presencia de parasitos en los intestinos (Fig. 4 D). En algunos casos

de la cepa resistente, se llegé a observar la presencia de ooquistes jovenes,



pero fluoresciendo de un color muy diferente (amarillo-naranja) al producido por
la GFP, lo que nos hizo suponer que se encontraban muertos (datos no
mostrados).

La presencia de paréasitos en la cepa susceptible siempre fue confirmada
antes de realizar el procesamiento de muestras a lo largo de los experimentos

(15 dias).



Figura 4. Paréasitos de P. berghei expresando la proteina verde

fluorescente (GFP) en el intestino de An. albimanus. A) Oocinetos de P.
berghei (sefialados con las flechas) con su forma caracteristica de media luna,
fueron observados en el lumen del intestino del mosquito durante las primeras
24 h post-alimentacion, tanto en la cepa susceptible como en la resistente. B)
Magnificaciéon de “A”, donde se aprecia con mas detalle la forma ovalada de los
oocinetos y una cierta polaridad en su morfologia. C) Intestino con ooquistes en
mosquitos susceptibles a la infeccion. Pasadas 48 h, los parasitos se presentan
en forma de ooquiste joven, el cual continla expresando la GFP. D) Intestinos
de mosquitos resistentes a la infeccion. A pesar de haber sido alimentados con
oocinetos de P. berghei, el parasito generalmente ya no es observado después
de 48 h de interaccion. A) 10X, B-D) 40X. Microscopia de fluorescencia.



Sintesis de DNA en abdomen

Cuantificacion relativa de la incorporacion de BrdU

El DNA de intestino y del abdomen de los tres grupos de mosquitos
(susceptibles, resistentes y control) reveld (mediante el ensayo de ELISA) la
incorporacion del BrdU en ambos tejidos, pero con distinta intensidad con
respecto al grupo y a los dias post alimentacion con sangre con oocinetos (Fig.

12-15).

En los mosquitos control se presentd una incorporacién evidente de
BrdU a partir del tercer dia post-alimentacion con sangre no infectada
(absorbancia promedio de 0.290), manteniéndose en el intervalo durante el
resto de la cinética (Fig. 5). Este primer valor en la absorbancia para este grupo
fue utilizado de referencia (asignandole un valor de 1) para ajustar las
densidades Opticas de los tres grupos de mosquitos a valores relativos de

incorporacion de BrdU.

Los mosquitos alimentados con sangre infectada presentaron un
comportamiento similar a los mosquitos control, en cuanto a la intensidad de la
incorporacion de BrdU en sus nucleos. La figura 6 muestra como a partir del
segundo dia se incrementa la incorporacion de BrdU en abdomen (densidad

optica 0.150).

El grupo de mosquitos resistentes reveld la incorporacion de BrdU en abdomen
a partir del segundo dia post alimentacién con oocinetos (densidad Optica
0.150) similar al control y a los mosquitos susceptibles, pero a partir del
séptimo dia la incorporacion de BrdU se ve incrementada (densidad Optica

0.910) en comparaciéon con los dos grupos de mosquitos anteriormente



mencionados( P= 0.0005 y 0.004, respectivamente) y en el dia trece la cinética
expone un nuevo incremento alcanzando una densidad 6ptica de 1.230 (Figura

7).
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Figura 5: Deteccion de incorporacion de BrdU en abdomenes de An.
albimanus alimentados con sangre normal. Los abdémenes de los
mosquitos control no presentaron incorporacién de BrdU los dos primeros dias
posteriores a su alimentacién con sangre, sin embargo, al tercer dia su
incorporacion alcanzé una densidad optica de 0.290. El resto de la cinética se
conservo en valores similares siendo el mas alto el del decimo dia con una

densidad Optica de 0.41.
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Figura 6. Incorporacion de BrdU en abdomen de moscos del grupo
susceptible. La grafica muestra comportamientos distintos a los del grupo
control, observandose incorporacién de BrdU a partir del dia dos posterior a su
alimentaciéon con sangre y oocinetos, pero en el dia 8 y 12 se aprecia un

marcado incremento de dicha incorporacion.



Incorporacion de BrdU en abdomen
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Figura 7. Incorporacion de BrdU en abdomen de moscos del grupo
resistente. Se muestra una mayor incorporacion de BrdU en abdomen de
MOSCOoS resistentes pero con un comportamiento similar al grupo susceptible
con incrementos marcados en el séptimo dia y doceavo dia post alimentacién

con oocinetos.



En el intestino de los mosquitos control la incorporacion es notoria a
partir del dia tres post alimentacion con sangre no infectada (densidad éptica
0.030), y a diferencia del control de incorporacién de BrdU en abdomen, la
cinética muestra un ligero incremento en el dia seis e inicia un decremento,
pero en el dia nueve se puede apreciar un pequefio incremento (Figura 8). El
valor inicial, fue el valor de referencia para ajustar los datos a valores relativos

de incorporacién de BrdU en los intestinos de los mosquitos.

La figura 10 muestra la incorporacion de BrdU en intestinos de
mosquitos susceptibles a partir del tercer dia post alimentacion con oocinetos
(densidad Optica 0.010). De manera interesante esta cinética tiene un
comportamiento similar a los controles pues para el dia seis presentan un
incremento y tras un decremento para el dia doce post alimentacion inicia

nuevamente el incremento de incorporacion de BrdU.

En los intestinos de los mosquitos resistentes se registrd incorporacion a
partir del tercer dia post alimentacién con oocinetos, pues durante los dos
primeros dias resultaba dificil discriminar entre mosquitos infectados y no
infectados. Sin embargo, en la figura 10 se muestra una incorporacién de BrdU
de manera elevada, con respecto a la incorporaciéon de los mosquitos
susceptibles y los del grupo control en el cuarto dia de la cinética (P=
0.000000002 y 0.00000001, respectivamente), alcanzando una densidad 6ptica
0.480. Para el dia ocho alcanza su incorporacion maxima con una densidad

Optica de 0.900, el resto de la cinética se mantiene en valores similares.



Incorporacion de BrdU en intestinoss
de mosquitos CONTROL

Incorporacion relativa de BrdU
[y
(=]

.;.;i'iilt
3 4 5 6 7 8 9 10
a

Di

Figura 8: Incorporacion de BrdU en intestino de moscos del grupo
control. Los intestinos control no presentaron incorporacién de BrdU los dos
primeros dias posteriores a su alimentacion con sangre de cordero, sin
embargo, al tercer dia alcanzaron una densidad Optica de 0.030; y para el
sexto dia post alimentacion la cinética sufre un incremento con un punto

maximo de 0.270.
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Figura 9. Incorporacién de BrdU en intestino de moscos del grupo
susceptible. La grafica indica incorporaciéon de BrdU desde el tercer dia
posterior a la alimentacién con oocinetos, pero con un claro incremento en el
sexto dia de la cinética, alcanzando una densidad éptica de 0.450 , la cinetica
deciende e inicia su incremento nuevamente para el dia doce post alimentacion

con oocinetos.



Incorporacion de BrdU en intestinos
de mosquitos RESISITENTES
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Figura 10. Incorporacién de BrdU en intestino de moscos del grupo
resistente. La grafica muestra incorporacion desde el tercer dia con
intensidades superiores a los grupos control y susceptible. El incremento de la
incorporacion se ve reflejado a partir del cuarto dia post alimentacion con
oocinetos con una densisdad Optica de 0.140, y un nuevo incremento para el

octavo dia.



Sintesis de DNA en tejidos abdominales

Los mosquitos control fueron observados al microscopio de
fluorescencia, bajo las mismas condiciones. Solo para corroborar la ausencia
de fluorescencia provocada por los ooquistes, en el intestino (aun cuando se
presentd infeccion, los parasitos GFP dejan de emitir fluorescencia después del
proceso para inmuno deteccion de BrdU).

De ambos grupos y de los controles, se eligieron 5 abdémenes para
realizar el ensayo de inmunofluorescencia y el resto se coloc6 en un tubo y se
metié en congelacién para su conservacion y posterior extracciéon de DNA. De
igual manera se realizé con los intestinos.

La incorporacién de BrdU evidenci6 la sintesis de DNA en cuerpo graso
y en intestino de los mosquitos. A pesar de que los mosquitos control también
incorporaron BrdU, los mosquitos que se alimentaron con sangre con oocinetos
evidenciaron una mayor incorporacién de BrdU en los mismos tejidos.

La cinética de incorporacion estudiada, mediante la inmunohistoquimica,
en el grupo de mosquitos susceptibles a la infeccion por P. berghei no mostré
incorporacion en el intestino durante los primeros dias, siendo hasta el dia
cinco post-alimentacion con sangre con oocinetos que se observaron varios
nacleos marcados (Figura 11 A-C). En el cuerpo graso, de este mismo grupo
de mosquitos, este marcaje fue observado desde el tercer dia post-
alimentacion, aunque como lo muestra la figura 11-E, solo en muy pocos
nacleos se logro apreciar dicha incorporacion; sin embargo, para el dia 5 la
fluorescencia, emitida por los ndcleos que incorporaron el BrdU, se observo

incrementada (Figura 11-F).



De manera concordante con las graficas de incorporacion del grupo
susceptible, la sefial de BrdU incorporado en intestino fue mas intensa en el
séptimo dia post-alimentacion. Para el dia nueve, puede apreciarse un
decremento y hacia el onceavo dia la incorporacién es mucho mas discreta en
los nucleos de este tejido (Figura 12 A-C). En el cuerpo graso, de igual manera
el séptimo dia es en el que se muestra mayor incorporacion de BrdU y el resto
de los dias, ésta va disminuyendo gradualmente, hasta ser apenas detectable
(figura 12 D-F). La sefal se mantiene similar desde el dia 11 hasta el dia 15 en

la cepa susceptible.
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Figura 11. Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en
mosquitos susceptibles a la infeccion con parasitos de P. berghei-GFP.
En los primeros dias post-alimentaciéon con sangre infectada, en términos
generales la sefal fue baja y solo hasta el dia 5 se comenzaron a observar
muchos nucleos marcados, principalmente en el cuerpo graso. A-C) Intestinos
mostrando el patron de incorporacion de BrdU en nucleos celulares a los 5 dias
post-alimentacion (10X). D-F) cuerpo graso de los mosquitos con la sefial de
BrdU en el nucleo de sus células (20X), en algunos casos fue posible observar
algunos nucleos con sefial a los 3 dias, pero la sefial fue mas evidente a los 5
dias post-alimentacion. A y D) Grupo control de mosquitos alimentados con

BrdU y con sangre normal (sin parasitos).



Figura 12. Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en

mosquitos susceptibles a la infeccion con paréasitos P. berghei-GFP. La
sefal de BrdU incorporado fue mas evidente e intensa entre el 7° y 9° dia post-
alimentacion en la cepa susceptible, posteriormente se observa una sefial mas
discreta en los nucleos celulares. A-C) Intestinos mostrando el patron de
incorporacion de BrdU en nucleos celulares (10X), donde se observa una
intensa incorporacion a partir del dia 7 post-alimentacion, la cual aun es posible
detectar hasta el dia 11. D-F) Cuerpo graso donde se observa la sefial de BrdU
en el ndcleo de sus células (20X), en los que se aprecia una buena intensidad
aun en el dia 7, posteriormente la sefial es mas discreta y apenas detectable.
Cada par de tejidos (intestino y carcasa) corresponde al dia post alimentacion

en las que fue hecha la inmunohistoquimica.



La inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en mosquitos
resistentes a P. berghei, como se puede observar en la figura 13, es muy
intensa a partir de los primeros dias. Este hecho sucede en ambos tejidos
estudiados, intestinos y cuerpo graso. En el primero, la incorporaciéon se puede
observar desde el tercer dia post-alimentacion (figura 13 A-C) y hasta el
séptimo dia, ya que para el dia nueve u once, la incorporacién apenas es
detectable (figura 14 A-C), el resto de los dias de la cinética, no se detectd
sefal. En el caso del cuerpo graso de este grupo de mosquitos, sucedié de
manera similar, observandose una incorporacion intensa desde el tercer y
hasta el séptimo dia; pero para finales de la cinética la fluorescencia era
apenas perceptible, pues eran escasos nucleos los que emitian dicha

fluorescencia.
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Figura 13. Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en
mosquitos resistentes a la infeccién con parasitos P. berghei-GFP. A-C)
Intestinos de mosquitos resistentes a la infeccion, en los cuales se puede
apreciar una intensa incorporacion de BrdU desde el tercer dia post-
alimentacion. D-F) Cuerpo graso de mosquitos en los que se observa gran
namero de nucleos que incorporaron BrdU desde el tercer dia post-
alimentacion. A y D) grupo control, mosquitos alimentados con BrdU y sangre
no infectada. A-C) 10X; D-F) 20X.



Figura 14. Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en

mosquitos resistentes a la infeccién con parasitos P. berghei-GFP. A-C)
Intestinos de mosquitos resistentes, en los cuales se puede apreciar la sefial de
incorporacion de BrdU muy intensa en los nucleos celulares hasta los 7 dias
post-alimentacion, posteriormente la sefal disminuye hasta ser practicamente
nula (B, C). D-F) Cuerpo graso de mosquitos en los que se observa una seial
de incorporacion de BrdU en sus ndcleos celulares muy evidente aun en el dia
9. Posterior al dia 9, la sefial ya no fue detectada. A-C) 10X; D-F) 20X.



Resulta interesante el hecho que en el grupo susceptible la
incorporacion mas intensa fue a partir del séptimo dia aunque sufrid
decrementos a los pocos dias; y en el grupo de mosquitos resistentes se
mostrdé una marcada incorporacién en los primeros dias de la cinética, la cual
decrecio en los ultimos dias.

La tabla 1 nos permite apreciar de manera resumida la incorporacion de
BrdU observada por fluorescencia entre la cepa resistente y susceptible. De
manera cualitativa se asignaron 3 cruces a las muestras que presentaron
mayor cantidad de BrdU y una cruz a aquellas en las que solo presentaron
algunos nucleos marcados. Los ovarios fueron tomados como control positivo
en estos ensayos, ya que siempre presentaron fluorescencia. La mayor
cantidad de incorporacién ocurrié en los mosquitos resistentes durante los
primeros dias de la cinética, siendo el intestino el que present6 una mayor
cantidad de nudcleos con sefial en comparacion con el resto de los tejidos.
Asimismo, los intestinos en los mosquitos resistentes mantuvieron la sefial
hasta el quinto y séptimo dia post-alimentacién. Para el ultimo dia de la
cinética, ya no fue posible detectar incorporacion de BrdU en ninguno de los
tejidos estudiados.

De manera contraria, en el grupo de mosquitos susceptibles el numero
de nucleos con sefial fue muy limitado durante los primeros dias, y solo al final
de la cinética se comenzd a observar una mayor cantidad de nucleos con

sefal, principalmente en membranas pleurales y en el cuerpo graso.



Tabla 1. Incorporacion de BrdU en mosquitos infectados con P. berghei

Cepa/dia Células Membrana Intestino Cuerpo graso  Ovarios

pericirdicas pleural

Resistente/S + + +++ + -+
Susceptible/S — — — _ it

Resistente/9 — + + + -t
Susceptible/9 + + — + -t

Resistente/15 — — — — 4+
Susceptible/15

+
-+
+
-+
|

-+
+
+
-+




DISCUSION

La malaria continta siendo un problema de salud mundial a pesar de las
medidas de control y programas de erradicacion que se han implementado, asi
como de las nuevas estrategias en el desarrollo de farmacos y vacunas
(Gonzélez, 2005; Rodriguez-Lépez, 2008; Beier, 2008). México mantiene la
vigilancia epidemiolégica de la enfermedad y a pesar de estar practicamente
controlada y localizada (Herndndez-Avila, 2006) no se descarta que ante los
fendmenos naturales resurja la infeccion con mayor impacto como sucedi6 con
anterioridad.

En la busqueda de la erradicacion de la malaria, y considerando que su
distribucion dependera en gran medida del vector Anopheles, actualmente se
estan investigando estrategias alternativas para el control de la enfermedad y
una de las més atractivas se basa en la produccién de mosquitos refractores a
la infeccion por el parésito de la malaria, lo cual limitaria el desarrollo de éste
en el vector, y evitaria o disminuiria la transmision de la enfermedad. Este
trabajo contribuye al conocimiento de la inmunidad del mosquito, estudio
indispensable para el proyecto de mosquitos refractarios a la infeccion.

En un primer ensayo, utilizando la cepa Tapachula a la cual se le
alimento con sangre infectada con oocinetos de la cepa ANKA (cepa que no
tiene la GFP), se observd el fendmeno de sintesis de DNA; sin embargo, un
hecho interesante fue la intensidad en la fluorescencia que presentaron los
tejidos de los mosquitos, ya que entre estos variaba de manera considerable
(dato no mostrado). Esto nos indicé que ante la infeccidon con el parasito de
Plasmodium se presenta el fendmeno de endorreplicacién en los mosquitos,

pero al parecer existen subpoblaciones de mosquitos en la cepa Tapachula, ya



que solo un nimero bajo de mosquitos llega a infectarse (aproximadamente el
10%, Dr. Salvador Hernandez, comunicacion personal).

Estas observaciones nos permitieron decidir separar la poblacién de mosquitos
susceptibles de los resistentes, y finalmente contar con un modelo que nos
permitiera desarrollar los estudios de incorporacion de BrdU en respuesta a la
infeccién con parasitos de malaria. Como se describié en la metodologia, un
primer grupo de mosquitos fue alimentado con sangre infectada con oocinetos
de P. berghei GFP, lo cual nos permitid seguir la infeccion en el mosquito.
Cada mosquito se mantuvo aislado y una vez que depositaron sus huevos, los
mosquitos fueron disecados y analizados para ver la presencia de parasitos
vivos (fluoresciendo) en el intestino. Los huevos se fueron clasificando como
pertenecientes a la cepa susceptible y en caso de no presentar parasitos vivos,
se clasificaron como cepa resistente. Los huevos se pusieron a eclosionar y se
realiz6 la misma operacion por al menos 10 generaciones. Es importante
mencionar que para la purificacion de ambas cepas, en la susceptible siempre
se eliminaron los huevos de aquellos mosquitos que resultaron negativos a la
infeccién y de igual manera, para la cepa resistente se eliminaron los huevos
de los mosquitos que llegaron a presentar parasitos vivos. Al final se lograron
aislar las dos cepas en donde la susceptible, presentd una prevalencia de
infeccion mayor al 95% y el parasito desarrollé hasta la fase de esporozoito
después de 15 dias post-infeccion (Hernandez-Martinez, et al, dato no
publicado). Este modelo se convierte en una herramienta muy importante para
estudios futuros, donde la interaccion vector-parasito, podria arrojar las
diferencias fisioldgicas y moleculares entre los mosquitos que se infectan con el
parasito y los que son resistentes a la infeccion. Los ensayos realizados en el

presente trabajo, con la cepa susceptible y resistente alimentadas con sangre



infectada con oocinetos P. berghei GFP, nos permitieron observar las
diferencias que muestran ambas cepas respecto a la incorporacién de BrdU en
los nucleos celulares de los diferentes tejidos del mosquito. La cepa resistente
a la infeccibn con P. berghei mostr6 una incorporacion de BrdU intensa,
principalmente en el intestino medio y el cuerpo graso abdominal. Pero como
se observa en la figura 5, que hace referencia a la incorporacion en abdomen,
en los dias 7 y 12 pareciera incrementar subitamente esta incorporacion,
aunque en las imagenes de las figuras 13 y 14 solo se aprecia un marcado
incremento en la intensidad de incorporacion de BrdU en el dia 7 post-
alimentacion, mientras que en los ultimos dias de la cinética la fluorescencia
pareciera disminuir. Sin embargo en el intestino, como lo muestra la imagen 7,
se aprecia una intensa incorporacion a partir del tercer dia, con incrementos
constantes durante todo el ensayo, sin embargo (figura 14), la fluorescencia
pareciera disminuir en los ultimos dias de la cinética.

La cepa susceptible mostré diferencias marcadas respecto a la cepa
resistente, y de manera interesante en abdomen, como lo muestra la figura 4, a
partir del segundo dia post-alimentacion inicia una ligera incorporacion de BrdU
que se mantiene hasta el dia 8, momento en el cual se presenta un incremento
manteniéndose en intervalos similares durante el resto de la cinética. Sin
embargo, puede apreciarse un ligero descenso en los dias 10 y 11. Respecto a
los intestinos, en donde la sefial se registra a partir del segundo dia post-
alimentacion, sufren un notorio incremento en el dia 6-7 y a continuacion
desciende para incrementarse nuevamente hasta el dia 14. Las imagenes
muestran la incorporacién creciente en intestino y abdomen, reflejando un

incremento para los dltimos dias de la cinética. Sin embargo respecto a la



incorporacion que se lleva a cabo en la cepa resistente, podria considerarse
como una incorporacion limitada en la cepa susceptible.

Las diferencias en el patron de la incorporacién de BrdU entre las cepas
de mosquitos, puede estar relacionada directamente a la capacidad de
respuesta de ambas contra el parasito. Los resultados obtenidos son
relevantes en el entendimiento de la interaccion vector-parasito y de los
mecanismos de resistencia que pudieran ser relevantes en la eliminacion de
parasitos de malaria en el mosquito An. albimanus.

A favor de lo observado en la cepa susceptible, donde existen
limitaciones en la sintesis de DNA, definitivamente este hecho no estd dado
porque esta cepa susceptible a la infeccion con Plasmodium sea incapaz de
responder por medio de la endorreplicacion; ya que en el trabajo realizado por
Barradas-Bautista (2011), se compar6 la sintesis de DNA en ambas cepas,
resistente y susceptible, utilizando diferentes microorganismos, entre ellos
bacterias Gram positivas, Gram negativas y levaduras, y en ninguno de los
retos se demostré que existiesen diferencias en la capacidad de respuesta de
ambas cepas (medida por incorporacion de BrdU).

En base a los resultados anteriores, podemos sugerir que la sintesis de
DNA esta asociada a la resistencia 0 susceptibilidad del mosquito,
considerando que en la cepa resistente de An. albimanus a la infeccién con P.
berghei, se observé que el parasito es eliminado en los primeros dias post-
alimentacion con la sangre infectada, y al tercer dia ya no es posible observar
la fluorescencia producida por la GFP de estos parasitos (lo cual ocurre cuando
estan vivos). De hecho, en muchos casos es posible observar una
autoflorescencia remanente, de color amarillento, en quistes jovenes que

lograron llegar a la lamina basal del intestino, y donde su desarrollo se vio



blogueado, probablemente por un mecanismo inmune como resultado de esta
sintesis de DNA (Hernandez-Martinez et al, 2006). En el caso de la cepa
susceptible de An. albimanus, se ha observado que P. berghei logra su
desarrollo hasta quiste maduro, incluso libera las fases de esporozoito al
hemocele (todo visto por la expresion de la GFP), faltando solo la invasion de
glandulas salivales para poder ser transmitido al hospedero vertebrado
(Hernandez-Martinez et al, Datos no publicados). Los resultados presentes,
muestran que esta cepa de mosquito es capaz de responder por medio de una
sintesis de DNA, sin embargo durante la infeccion con P. berghei a pesar de
que la sintesis de DNA se presenta, esta parece ser un poco tarde (mayor
intensidad en el dia 6 y 7 post-alimentacién), cuando el parasito ya se ha
establecido.

La diferencia temporal de la incorporacién de BrdU entre las cepas
puede deberse principalmente a la prontitud con que las cepas pueden
reconocer al pardsito, siendo la cepa resistente la que reconoce al parasito en
cuanto entra al lumen del intestino. El mecanismo por medio del cual esto esta
ocurriendo, aun lo desconocemos. Una vez en el lumen del intestino, el
oocineto encuentra barreras fisicas dentro del mosquito la primera es la
membrana peritréfica que se forma para aislar el bolo alimenticio de sangre del
contacto directo con el epitelio intestinal. EI oocineto es capaz de cruzar esa
membrana y entrar en contacto con las células intestinales para iniciar el
proceso de invasion y provocar un dafio fisico, el cual activa sefales de alarma
dentro del mosquito (Han et al., 2000). El sistema inmune de la cepa resistente
podria estar detectando al parasito antes de que empiece el proceso de
invasion o mientras el proceso de invasion esta ocurriendo. Si las células del

epitelio intestinal son capaces de censar el principio del proceso de la invasion,



con la cual se induce una sintesis de DNA (lo que permitiria un aumento el
namero de moléculas inmunes en su interior, Hernandez-Martinez et al, 2006)
cuando el pardsito esta en el proceso de invasion; este encontrarqd un medio
muy hostil dentro de la célula. Por otro lado, si el parasito resiste y logra
volverse ooquiste, al seguir en contacto con este medio hostil y por el
intercambio que deberia tener para obtener nutrientes, el ooquiste se veria
afectado, y en cualquier caso la infeccion es detenida.

En el caso de la cepa susceptible, el desarrollo del parésito llega muy
bien hasta la formacion de ooquistes. Después de cierto tiempo cuando el
ooquiste ha madurado, libera a la hemolinfa esporozoitos, los esporozoitos que
son otra fase movil del Plasmodium entran a la hemolinfa, pero hasta el
momento no se ha observado que invadan glandulas salivales (Dr. Salvador
Hernandez, comunicacién personal). En la cepa susceptible la incorporacion
mas intensa de BrdU correspondi6 a los dias 8y 9, y 12 y 13 post-alimentacion,
en este intervalo de tiempo es cuando el ooquiste madura y libera los
esporozoitos al hemocele. Los esporozoitos que se liberan a la hemolinfa
podrian ser censados y atacados por lo que podria ser una combinacién de
fagocitosis, encapsulacién y produccién de moléculas inmunes. Las células que
son capaces de producir moléculas inmunes, se encontrarian con una
demanda metabodlica alta para contender con la infeccion de miles de
esporozoitos. Los érganos, como el cuerpo graso, podrian tener una capacidad
de respuesta aumentada con genes inmunes que estuvieran amplificandose
con sintesis de DNA. Aun después en el dia 15 fue posible detectar la
incorporacion de BrdU. Lo anterior podria estar indicando la duracion de la
respuesta quiza en caso de que hubiera una re-infeccion, no pasar por todo el

proceso de sintesis una vez mas.



Los hechos antes mencionados, nos hacen sugerir que el fenémeno de
sintesis de DNA esta directamente relacionado a la capacidad de las cepas
para limitar la infeccion por Plasmodium. Dicha resistencia podria estar
dependiendo de la capacidad del mosquito para detectar al parasito y montar a
tiempo una respuesta de sintesis de DNA, fendmeno que a su vez podria estar
involucrado en la produccion de moléculas efectoras de la respuesta inmune
del mosquito.

Previamente, en un estudio in vitro, se reportdé que el mosquito es capaz
de entrar en sintesis de DNA ante un reto microbiano (Hernandez-Martinez et
al 2006); en asociacion con el presente trabajo, el parasito podria funcionar
como un reto que despierta una respuesta inmune solo en la cepa de
mosquitos resistentes.

En diversos trabajos (Meister et al., 1997; Brey et al., 1993; Dimopoulos
et al., 2002; Richman et al., 1997; Bulet et al., 1999) se ha descrito la
produccién de cantidades micromolares de péptidos antimicrobianos durante
un reto con patdégenos. Sin embargo, a la fecha, no se ha logrado explicar cuél
es el mecanismo que utilizan los insectos para amplificar ésta respuesta
inmune durante un reto microbiano. Por otro lado, se sabe que en
invertebrados no existe una memoria inmune, ni linfocitos que pudieran
amplificar clonas especificas contra determinado patégeno (Du Pasquier,
Flajnik, 1999). Sin embargo, también sabemos que existen mecanismos de
amplificacion genética como puede ser la formacion de cromosomas politénicos
de glandulas salivares de Drosophila o politenia en células del cuerpo graso,
mecanismos que sirven para amplificar genes especificos ante una alta
demanda de moléculas especificas. Con nuestros resultados podemos sugerir

gue la diferencia observada entre ambas cepas durante la infecciéon con P.



berghei, podria ser explicada por un mecanismo similar en estos mosquitos,
presentandose un fendbmeno de endorreplicacién para la produccion en masa
de moléculas inmunes capaces de limitar la infeccion del parasito.

Nuestros resultados muestran que la sintesis de DNA puede ayudarnos
a explicar la resistencia de los mosquitos a la infeccion con P. berghei, sin
embargo a la fecha no contamos con evidencias que nos confirmen que la
induccion de sintesis de DNA sea exclusiva para moléculas inmunes. Por otro
lado, esta sintesis de DNA podria reflejar la sintesis de moléculas que
degradan algin componente necesario para el desarrollo del parasito, lo cual
de igual manera limitaria la infeccién en el mosquito. En un estudio preliminar,
utilizando una estrategia denominada “macroarreglo” en An. albimanus retados
con diferentes microorganismos, se logré evidenciar la amplificacion de
algunos genes que codifican para moléculas inmunes que podrian participar en

el reconocimiento o eleiminacion del paréasito (Barradas-Bautista, 2011).



CONCLUSIONES.

1) Cepa resistente y susceptible.

En colaboracion con la Dra. Rodriguez, el Dr. Herndndez-Martinez, se
diferenci6 y aislaron cepas de An. albimanus resistentes y susceptibles a la
infeccion por P. berghei. Esto nos permiti6 determinar claras diferencias
respecto a la incorporaciéon de BrdU en distintos tejidos del mosquito de ambas
cepas. Lo cual da pie a diversas investigaciones con la finalidad de entender el
comportamiento fisiolégico de dicha resistencia que presenta una de las cepas
a la infeccién por el parasito que bien, pueden ayudar a establecer parametros

en la basqueda del mosquito transgénico.

2) Sitos de incorporacion de BrDU.

Este trabajo demostré6 que el mosquito An. Albimanus incorpora BrdU en
cuerpo graso e intestino ante un reto con P. berghei; de igual modo que lo hace
ante retos bacterianos y micoticos, como lo mostré el Dr. Hernandez-Martinez.
Sin embargo, en el trabajo realizado por Hernandez-Martinez en el 2002, se
demostré que la sintesis de DNA, evidenciada por la incorporacion de BrdU, se
presentaba en tejidos relacionados con una respuesta inmune, tales como
células pericardicas y cuerpo graso, entre otros, este Ultimo coincide con el
tejido que presentd incorporacién de BrdU ante la infeccion con el parasito; no
asi el intestino, el cual juega un papel fundamental en el desarrollo del parasito,
esto nos permite suponer que, de alguna manera, puede intervenir en la
respuesta inmune que se monta contra el parasito en las primera etapas de su

desarrollo en dicho tejido.



3) Comparacion entre resistente y susceptible.

La incorporacion de BrdU que presenté cada grupo, susceptible y
resistente, fue diferente, con significancia estadistica, uno con respecto al otro;
ya que dicha incorporacion resulta mas intensa en mosquitos resistentes a la
infeccion por P. berghei. Esto nos permite suponer que esta incorporacion de
BrdU esta intimamente ligada a una fuerte respuesta inmune que desarrolla el

mosquito para evitar la infeccion por el parasito.



PERSPECTIVAS

Con los resultados mostrados como antecedente seria interesante realizar
investigaciones acerca de los mecanismos de sefializacion que induce esta
sintesis, asi como las moléculas que participan durante su activaciéon con la
finalidad de determinar el mecanismo preciso que conlleva a esta sintesis de

DNA.

Mediante el transcriptoma, proteoma o péptidoma, se podrian investigar las
moléculas que se estan amplificando en este fendmeno de endorreplicacion
ante distintos retos microbianos, entre ellos, por supuesto, el parasito de

Plasmodium.

El contar cepas susceptibles y resistentes de An. albimanus a P. berghei nos
permitird por un lado, determinar la o las moléculas responsables de la
susceptibilidad al parasito y el papel de la endoreplicacién en la eliminacion del
parasito, asi como analizar lo los genes amplificados durante este fenédmeno

bioldgico.
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APENDICES.

1. Buffer de lisis.

La mezcla de los reactivos para el amortiguador se prepara a

temperatura ambiente en agua destilada se ajusta el pH a 8.0 con NaOH IN a

las siguientes concentraciones:

10 mM Tris-HCI, pH 8.0, stock 2M en agua destilada
25 mM EDTA, stock 100 mM en agua destilada

100 mM NacCl, stock 5M en agua destilada

0.5% de SDS, stock 10% disuelto en agua destilada

Esta mezcla se conserva a temperatura ambiente. Afladir en hielo y sélo antes

de usarse 1 mg/ml proteinasa K.

2. Amortiguador de carbonatos 0.1 M

Disolver en 80 ml de agua destilada lo siguiente
- 0.136 gr de carbonato de sodio

- 0.735 gr bicarbonato de sodio

Ajuste el pH a 9.2 con HCI o con NaOH

Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada adicional

3. ELISA Wash 20X
La solucion ELISA Wash 1X es preparada a partir de este stock.

Disolver en 80 ml de agua destilada lo siguiente
- 0.5125 gr de NaH2PO4

- 2.3125 gr de Na2HPO4

Anadir al final 17.525 gr y 1ml de Tween 20
Checar el pH 7.2-7.4

Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada adicional



4. Preparacion de Orto-Fenil-Diamina (OPD) para el ensayo de

ELISA

Se agregan 6 mg de OPD en 12 ml de amortiguador de citratos, o en
caso de presentarse en tabletas afadir 1 tableta a mismo volumen del

amortiguador de citratos.

Antes de usarse afiadir 120 ul de H,O, al 3% para tener una concentracion final

del 0.03%. Mantener protegido de la luz.



