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Efecto biolégico del blogueo del gen de la Catepsina L, en Triatoma
dimidiata, genotipo costa-pacifico.

Resumen

Introduccion. La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria causada por
Trypanosoma cruzi. La principal forma de transmision es la vectorial a través de
insectos de la subfamilia Triatominae. El método de control méas utilizado, es el
rociamiento intradomiciliar de insecticidas residuales, considerando las
desventajas de este método, es necesario desarrollar nuevas estrategias para el
control sostenido de estos insectos. En base a los abordajes genéticos propuestos
por otros autores se evalud el efecto de la inoculacion oral de ARNdc de
Catepsina L, una enzima intestinal, sobre el desarrollo en Triatoma dimidiata.
Metodologia. Se alimentaron ninfas de segundo estadio con el ARNdc generado
a partir del cDNA de la catepsina, un grupo de insectos control se alimenté con
ARNdc de un gen no relacionado. Un conjunto de insectos fue disectados para
aislar ARNm y determinar la expresion del gen. Otro conjunto de insectos se siguio
por 25 dias para evaluar el efecto biolégico. Se analizaron los datos con R 2.11 y
SPSS.

Resultados. Se estandarizaron las técnicas de sintesis ARN de doble cadena,
Northern dot blot y la inoculacién por via oral del ARNi de Cat-L. Se obtuvieron dos
clones con insertos de Cat-L. Se encontraron diferencias significativas en los dias
gue tardaron en mudar las chinches tratadas con ARNi comparados con los
grupos controles con valor de p<0.05. La diferencia encontrada en los dias que
tardaron las ninfas en mudar sugiere que Cat-L es un blanco de utilidad para
disefar un estrategia de control para estos insectos.

Conclusion. El bloqueo de la expresion del gen que codifica para la catepsina tipo
L en Triatoma dimidiata, retrasa la muda de las ninfas.

Palabras claves. Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, Triatoma dimidiata,

ARNI, Catepsina L, Efecto bioldgico.
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Biological effect of blocking cathepsin L gene in Triatoma dimidiata Pacific-
coast genotype.

Abstract

Chagas' disease is a parasitic disease caused by Trypanosoma cruzi. The main
transmission route is through a vector from the subfamily Triatominae. The most
used control method is indoor residual insecticide spraying. Due to the
disadvantages of this method, it is necessary to develop new strategies for
sustained control of these insects. Therefore, and based on the genetic
approaches utilized by others, the effect of the oral inoculation of Cathepsin L (an
intestinal enzyme) dsRNA on Triatoma dimidiata development was tested in this
work.

Second instar nymphs were fed dsRNA, the treatment group was fed on
Cathepsin-derived dsRNA, a control group was fed on dsRNA from a non-related
gene. A group of insects was dissected; so RNA was isolated to determine the
level of gene expression. Another group was monitored for 25 days for biological
effect assessment. Data were analyzed with R 2.11 and SPSS.

Standardized techniques for dsRNA synthesis, Northern dot blot, and oral
inoculation of RNAi were achieved. Two clones with inserts of Cat-L were obtained.
Statistical significant differences were observed in the time that bugs take to molt
between treated and control groups compared with p-value < 0.05. This difference
suggests that Cat-L is a potential useful target to design a control strategy for these
insects.

Keywords. Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Triatoma dimidiata, RNAI,

Cathepsin L, Biological effect.
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1. Introduccioén

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria, sistémica, cronica,
transmitida por vectores y causada por el protozoario Trypanosoma cruzi. Se
estima que hay 11 millones de personas infectadas y 100 millones en riesgo de
contraer la enfermedad en el continente (1). Se distribuye desde México hasta
Argentina, aunque existen vectores y reservorios incluso en el sur de los Estados
Unidos, y en la actualidad se han identificado casos en Canadé, EEUU, Australia 'y
Japén, (1).

La principal forma de transmision es la vectorial a través de triatominos,
hemipteros (chinches), de Ila subfamilia Triatominae, con alimentacion
hematéfaga, que actian como vectores biolégicos de T. cruzi, adquieren el
parasito a través de la ingesta de sangre durante la picadura de personas o
animales infectados y lo trasmiten a otras personas por medio de las deposiciones
emitidas durante la picadura. Existen otras formas de infectarse en ausencia del
vector, por ejemplo, transfusiones sanguineas, infeccion congénita, trasplantes de
organos, ingestion de carne de animales parasitados o de alimentos contaminados
con las heces de las chinches, (1).

Uno de los principales vectores es Triatoma dimidiata que es intra y peridomiciliar
(2). En Chiapas T. dimidiata se encuentra domiciliada (3).

El método mas utilizado para el control de este vector, es el rociamiento
intradomiciliar de insecticidas residuales, pero existen problemas en la
sostenibilidad de esta intervencion, por la necesidad de repetir los rociados y
también que los triatominos podrian desarrollar resistencia (4). Ademas se debe
considerar el dafio al medio ambiente u otros insectos, por lo cual es necesario
desarrollar nuevas estrategias para el control sostenido de los vectores de la
Enfermedad de Chagas.

Una de las estrategias alternas para el control de esta enfermedad son los
abordajes genéticos, y en estos insectos en particular se ha mostrado que una via
practica para la transformacion genética es el uso de los simbiontes del tracto
intestinal, estrategia conocida como paratransgénesis (5). En este sistema de

transformacion se aprovecha la dependencia de los triatominos por sus simbiontes

9
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para usarlos como vehiculos para la introduccion de genes que interfieran con el
desarrollo del parasito (6). Sin embargo esta estrategia no disminuye las
poblaciones de insectos, por ello los estudios de paratransgénesis se han
enfocado recientemente a la introduccion de genes que impidan el desarrollo de
los triatominos. Con este objetivo, una de las técnicas que podria aplicarse es la
de ARN interferente (ARNI).

El ARNi son moléculas pequefias de ARN de 20 a 25 nucledtidos que suprime la
expresion de genes especificos mediante mecanismos conocidos generalmente
como ribointerferencia o interferencia por ARN (7).

El sistema de ARNi consiste en la incorporacion a la célula de una molécula de
ARN de doble cadena llamada dsARN (Double-Stranded RNA), la cual puede ser
introducida artificialmente. La molécula de dsRNA es reconocida en el citoplasma
por las enzimas Dicer que la fragmenta en pequefias moléculas de doble cadena,
llamadas siRNA (Small Interfering RNA). Las moléculas pequefias son
incorporadas a un complejo multiproteico llamado RISC (RNAi Silencing Complex).
Este complejo separa las dos hebras de la molécula quedandose una de las
hebras incorporadas en el complejo, la cual es usada como molde para reconocer
la molécula de ARNm. Si la complementariedad con la molécula de ARNm blanco
es perfecta el complejo RISC degrada este ARNm, por el contrario, si la
complementariedad no es perfecta el complejo RISC no degrada el ARNm pero
evita la union del ribosoma, por lo tanto de una u otra manera se produce el
silenciamiento del gen complementario (8).

El silenciamiento génico post-transcripcional es un fenémeno biolégico que ha
sido observado en plantas, protozoarios, artropodos, nematodos y mamiferos.
Tiene como principal funcion silenciar genes por reconocimiento de la secuencia
nucleotidica especifica (9).

La primera aplicacion de este fenomeno fue la produccion de ARN de doble
cadena (ARNdc) para estudiar la funcion de genes mediante experimentos de
“knockdown” (10).

10
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La inyeccién de ARNdc se ha utilizado en artrépodos vectores como garrapatas,
Anopheles spp y Rhodnius prolixus para el silenciamiento génico especifico con
gran éxito (11, 12).

Recientemente ARNi ha sido utlizada en garrapatas y en R. prolixus para
identificar genes importantes para la hematofagia y la transmisién de patdgenos
(13, 14, 15, 16).

En R. prolixus, se utilizd ARNi para inhibir la expresion de una hemoproteina de
las glandulas salivales, la nitroforina. En este caso, el ARNdc se inoculd por
inyeccion intratorécica y por via oral (11).

1.1. Sistema digestivo y enzimas digestivas

El sistema digestivo de los triatominos esta formado por cuatro regiones y en cada
una existen proteinas que tienen funciones particulares. La primera regién es el
es6fago donde se encuentran enzimas de la saliva que evitan la coagulacion de la
sangre (17). Enseguida el intestino anterior (estdmago o buche) que contiene a las
enzimas B-acetylglucosaminidasa, a-galactosidasa, a-glucosidasa, a-manosidasa,
lisozima, amilasa (derivado de simbiontes), fosfatasa alcalina, fosfatasa acida,
apirasa (secretada por glandulas salivares) y aminopetidasas; en esta seccion se
lleva a cabo el almacenamiento de la sangre, eliminacion de agua,
almacenamiento intracelular de lipidos y residuos iénicos y la lisis de eritrocitos.
En la regidn del intestino medio se lleva a cabo la digestion, sintesis, secrecion y
absorcion de nutrientes y se encuentran enzimas como a-galactosidasa, a-
glucosidasa, [-glucosidasa, a-manosidasa, B-manosidasa, lisozima, amilasa
(derivado de simbiontes), fosfatasa alcalina, Catepsina D y B, aminopeptidasa,
carboxipeptidasa A y, carboxipeptidasa B. Por ultimo se encuentra el intestino
grueso o posterior (que incluye al recto), donde se lleva a cabo la absorcion de
algunos nutrientes y la recuperacion de agua y electrolitos (18).

Las enzimas lisosomales como las catepsinas las cuales son cisteinas proteasas,
se encargan de catalizar el rompimiento de enlaces peptidicos y su sitio activo
esta formado principalmente por cisteina e histidina, son enzimas cuyo pH 6ptimo

es 4cido. Las primeras enzimas descritas fueron las catepsinas B, H, L y S (19).

11
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La especificidad del sustrato se utiliza para identificar las enzimas de forma
individual, por métodos bioquimicos, por ello en el pasado, la descripcion del tipo
de catepsinas encontrado en los sistemas bioldgicos era de facil confusiéon, dado
gue mas de una catepsina puede degradar el mismo sustrato (20).

Los insectos, con su gran capacidad de adaptacion, han desarrollado sistemas
enzimaticos adecuados a los entornos ecolégicos en los que habitan, de manera
gue la cantidad y la calidad de enzimas en su tracto digestivo dependen de la

composicion quimica de la dieta ingerida (21).

1.2. Bioquimica de la digestion en los triatominos
La digestion se lleva a cabo tanto en el buche como en el intestino medio, sin
embargo se dice que en el intestino se lleva a cabo la digestion verdadera, ya que
ahi es donde se han encontrado las enzimas proteoliticas, mientras que en el
buche se da la digestion de los carbohidratos (22).
El intestino anterior (buche) es donde se almacena el alimento ingerido, se
deshidrata y dosifica. El liquido del alimento es absorbido en la hemolinfa y es
secretado por los tubos de Malpighi. El intestino medio se conecta al intestino
posterior (recto), donde se recuperan los iones y el agua (18).
La digestion de la sangre empieza con la hidrolisis de los eritrocitos en el buche
por un factor hemolitico, que libera la hemoglobina. El alimento pasa al intestino
medio donde la hemoglobina es hidrolizada (presumiblemente por las catepsinas)
hasta péptidos pequefios, los cuales atraviesan la membrana extracelular y son
digeridos por aminopeptidasas y algunas dipeptidasas y luego son absorbidos (22,
23, 24, 25).
Las enzimas caracterizadas bioquimicamente en el intestino de R. prolixus son:
una catepsina de tipo B, una carboxipeptidasa B y una aminopeptidasa (26).
En un estudio donde se realiz6 la busqueda de cisteina proteasa por amplificacion
de mensajeros, se identific6 un ADN complementario (ADNc), cuyo analisis por
comparacion de secuencias la identific6 como una Catepsina tipo L. El analisis
filogenético la colocd dentro de un grupo de catepsinas L de insectos y otros

artrépodos, claramente separado de las catepsinas B (27).
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En estudios preliminares hechos por nuestro grupo, se ha detectado la presencia
de fragmentos de ADN que amplifican con iniciadores de cisteina proteasas, lo
que sugiere que el sistema digestivo de T. dimidiata contiene proteinas con
funciones especificas, del tipo Catepsina L (Cat-L) que, presumiblemente,
participan en la digestion de la sangre, por lo que se propuso bloguear el RNA
mensajero de este gen, hipotetizando que la digestion se modificaria y eso podria
interferir con el desarrollo y longevidad del insecto. Si estos eventos biolégicos se
llevaran a cabo, la técnica podria utilizarse como base para el disefio de un

método de control para los vectores de la enfermedad de Chagas.

1.3. Justificacion
La enfermedad de Chagas es una infeccion sistémica provocada por T. cruzi, el
cual se trasmite principalmente por triatominos. Este padecimiento se encuentra
presente en 21 paises de Ameérica, con 56,000 nuevos casos anuales y 12, 000
muertes por afno.
La enfermedad se considera un severo problema de salud, en areas rurales de
México, América Central y Sudameérica. Actualmente, se reportan casos en las
ciudades de Latinoamérica, asi como de EUA, Europa y Japon, debido a la
migracion de personas.
En Chiapas hay reportes de casos de pacientes con la Enfermedad de Chagas, a
la vez que en algunas localidades de la region hay presencia del vector
T. dimidiata el cual generalmente se encuentra dentro de las casas.
Como es bien sabido el principal método de control de este vector es el uso de
insecticidas residuales, sin embargo, con el paso del tiempo se ha visto que esta
estrategia se ha vuelto ineficaz, poco sostenible y los residuos pueden ser dafiinos
para el medio ambiente y otros insectos. Por lo cual es necesario desarrollar
nuevas estrategias para el control sostenido de los vectores de la Enfermedad de
Chagas.
En la actualidad una de las estrategias alternas para el control de los vectores de
la enfermedad de Chagas son las modificaciones genéticas, como lo es, el uso de

los simbiontes del tracto intestinal, estrategia conocida como paratransgénesis,

13
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pero debido, a que esta estrategia no disminuye las poblaciones de insectos, los
estudios se han enfocado recientemente a la introduccion de genes que impidan el
desarrollo de los triatominos.

Considerando la funcion de algunas proteinas que participan en la digestion en los
triatominos, en especial la Catepsina L, se propone que al bloquear el RNA
mensajero del gen de la Catepsina L, la digestion se modificaria y eso podria
interferir con el desarrollo del insecto. Si estos eventos bioldgicos tienen lugar, la
técnica podria utilizarse como base para el disefio de un método de control para
los vectores de la enfermedad de Chagas.

Este estudio nos proporcionard informaciéon acerca de la eficiencia del
silenciamiento de genes en el desarrollo de T. dimidiata, lo que podria dar lugar al
disefio de una nueva estrategia a base ARNdc que tenga efectos sobre la

longevidad de estos insectos.

1.4. Hipotesis
“El bloqueo de la expresion del gen de la Catepsina L, afecta el tiempo de la muda

de Triatoma dimidiata (genotipo, costa pacifico).”

1.5. Objetivo general
Evaluar los efectos del bloqueo del gen de la Catepsina L del intestino en el

desarrollo de Triatoma dimidiata (genotipo costa pacifico).

Objetivos especificos
% Caracterizar el gen de Catepsina L de Triatoma dimidiata y evaluar la
metodologia para elaborar una molécula de ARN de doble cadena.

% Medir el impacto bioldgico de la inhibicion de expresion del gen de la Cat-L

en el desarrollo de T. dimidiata.

14
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2. Metodologia

2.1. Caracterizacion del gen de Cat-L de Triatoma dimidiata
Insectos: Se utilizaron insectos provenientes de la colonia de T. dimidiata que se
ha mantenido en el insectario del Centro Regional de Investigacion en Salud
Publica (CRISP), en Tapachula, Chiapas por mas de 3 afios sin introduccién de
ejemplares nuevos. La subpoblacién de insectos para este trabajo se inicié con 15
hembras y 5 machos colocados en frascos de Poli Etilén Tereftalato (PET) de 500
ml de capacidad, a una relacién de tres hembras por cada macho, en condiciones
ambientales constantes de laboratorio a 25+1°C, 65% a 70% de humedad relativa,
fotoperiodo de 10 horas luz y 14 horas de oscuridad, alimentadas cada 15 dias
con sangre de conejo (Nueva Zelanda) durante 15 minutos. Una vez que las
hembras empezaron a ovipositar los huevos eran separados en frascos nuevos
hasta eclosionar. Las ninfas fueron criadas en frascos de PET de 250ml, de boca
ancha cubierta con una malla de tul, el cual contenia un pedazo de papel en forma

de acordedn que les servia como refugio.

Aislamiento de ARN: Se disectaron chinches de 4° instar para obtener intestino,
durante las disecciones el cuerpo de los insectos se mantuvieron en solucién
salina de fosfato (PBS) para mantener los tejidos hidratados. Las muestras se
colocaron en TRIZOL® (Reagent Invitrogen) y el ARN se extrajo inmediatamente
por el método recomendado por el fabricante. El ARN se resuspendio en 50ul de
agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), se traté con ADNasa | para eliminar
el ADN como contaminante y se midieron las absorbancias a 260 y 280 nm para
determinar la concentracion en una dilucion 1:50. ElI ARN restante se almacené a
-80°C hasta el momento de usarlo. Como una manera de verificar la calidad de la
extraccion del ARN se realiz6 un corrimiento electroforético de 10ul de las
muestras extraidas en gel de agarosa al 1.5% con 2ul de bromuro de etidio
10mg/ml, a 100volts durante una hora y el gel fue observado en un trans-
iluminador de luz UV. Se cuid6 que el ARN extraido mostrara la banda tipica del
ARN ribosomal.
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RT-PCR: El ADNc de doble cadena fue construido y amplificado a partir de 2pl de
ARN total en un volumen de 50pl de reaccion, para ello se utiliz6 el sistema
SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq (Invitrogen Cat. No. 10928-
042). La reaccién incluyé a las enzimas transcriptasa reversa y Tag polimerasa,
25mM  MgCl;, 10mM de dNTP’s, 10mM de cada primer: CO-5
(5" ACAGAATTCCARGGGCARTGYGGGTCGTGYTGG3I") y CO-6
(3’ TTAAAGCTTCCARCTRTTYTTGACRATCCARTAY) que sintetizan un
fragmento de 500pb aproximadamente, correspondiente al gen de la Catepsina L
de Rhodnius prolixus (Lépez-Ordofiez et al., 2001). Las condiciones de las
reacciones: un ciclo de 30 minutos a 55°C y 2 minutos a 94°C, seguido de 30
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 44°C y 45 segundos a 68°C;
posteriormente un ciclo de 5 minutos a 68°C y conservado a 4°C . Diez pl de cada
reaccion, incluyendo un control negativo sin ADN y un marcador de peso
molecular conocido, se corrieron electroforéticamente a 100V por una hora, en gel
de agarosa al 1,5% tefiido con 2ul de bromuro de etidio 10mg/ml y se verificaron
las bandas de interés buscando un producto de aproximadamente 500pb

revelando el gel en un transilumniador de UV.

Purificacion y secuenciacion del producto de interés: El producto de la RT-
PCR fue purificado con el kit QIAquick PCR purificacion (QIAGEN), vy
posteriormente se envio a la unidad de secuenciacion del IBT de la UNAM. Con la
secuencia del fragmento en estudio se hizo un analisis de comparacion con la
base de datos del GeneBank utilizando el programa de BLASTX v.2.1.1 disponible
en el portal de internet del NCBI de los Estados Unidos

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

Clonacion: Los productos genéticos de amplificacion fueron clonados en el vector
TOPO TA Cloning® Invitrogen, PCR® 2.1, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Un clon que contenia un producto de 500pb fue purificado y
secuenciado (primer CO5 y CO6) de la manera antes mencionada y fue utilizado

para la sintesis del ARNdc.
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2.2. Elaboracion de una molécula de ARN de doble cadena
Sintesis de ARNdc in vitro: A partir de un clon positivo se extrajo el plasmido por
medio del kit PlasmidPureLinkTMQuick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones del fabricante y se prepardé un molde de ADNc que
poseia la secuencia del promotor T7 en el extremo 5°de cada cadena, el cual fue
utilizado para la sintesis de ARNdc. EI ARNdc fue sintetizado por transcripcion in
vitro utilizando el kit Megascript RNAi (Ambion, Austin, TX) tanto para el gen de la
Cat-L como para un gen no relacionado con la enzima y que se incluyé como
control de funcionalidad en el kit. La calidad del producto se verific6 con una
electroforesis al 1% agarosa en TAE 1x con agua DEPC, a 100V por 45 minutos.
Si se veia una sola banda, el ARNdc se purificaba y cuantificaba por
espectrofotometria, en placas de 274 pozos con absorbancia a 260nm, la
eficiencia del ARNdc se estimoé con la férmula:
Azs0 X 50 (Factor de dilucion) x 40=pg/mL

El ARNdc se almacen6 a -80°C hasta su uso.

2.3. Determinacion de la expresion del gen de Cat-L como
consecuencia de la interferencia del gen

Alimentacién de ninfas de 2° estadio (N2) con ARNdc: Se pesaron de manera
individual 20 ninfas (N2) por cada grupo experimental, con 20 dias de eclosion, y
se colocaron en tubo de centrifuga de 50ml con un pedazo de papel en forma de
acordedn para que pudieran moverse y a la vez utilizar como refugio. Cada grupo
fue alimentado con su respectivo tratamiento: 1) con ARNdc de Cat-L; 2) ARNdc
no relacionado (molde control en el Kit Megascript RNAI); 3) Agua DEPC. Los
individuos fueron alimentados con sangre estéril de conejo por medio de
campanas artificiales con capacidad de 500ul a 37°C, se colocaron 200ul de
sangre y se agreg6 una concentracion final de 1ug/pl de cada ARNdc o su
equivalente en agua DEPC. Una vez alimentados, cada chinche fue pesada para
determinar el volumen de sangre y la cantidad de ARNdc ingerido, para ello los
insectos fueron marcados en la parte dorsal con corrector blanco con una

numeracion del | al XX para diferenciarlos.
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Obtencion de ARN después de la alimentacidn: Las disecciones se realizaron a
las 24 horas, a los 3 y 6 dias después de la inoculacion, para cada tiempo se
disectarén 5 chinches de cada grupo, para obtener el ARN y evaluar la inhibicién
de la expresion del gen Cat-L. Por grupos fueron colocados 20 minutos a 4°C para
inmovilizarlos, luego se procedié a disectarlos con la ayuda de un estereoscopio;
colocados sobre su dorso en caja Petri y sujetadas del abdomen con pinzas.
Durante la diseccion se obtuvo el intestino de cada insecto. Los instrumentos de
diseccion fueron debidamente esterilizados antes de ser utilizados. EI ARN fue
extraido inmediatamente por el método de TRIZOL® Reagent Invitrogen, como se

describié anteriormente.

Marcado de la sonda: La sonda de ADN fue marcada con Digoxigenin-11-dUTP
(Roche) mediante PCR. Se utilizaron los mismos iniciadores que se usaron para
generar el ADNc correspondiente al sitio activo de la catepsina L. La reaccion de
PCR se produjo bajo los siguientes parametros: primer 10mM de cada uno, 10mM
dNTPs (dCTP, dGTP, y dATP, dTTP y dUTP-11-DIG), 1 unidad Taq polimerasa,
2.5.mM MgCI2, 10ul amortiguador PCR (20mM Tris-HCIl, 50mM KCI), en un
volumen final de 50ul de reaccién con 1yl de ADNc molde. La reaccion se
sometiéo a un ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 45°C y 45 segundos a 72°C por ultimo un ciclo de 10 minutos a 72°C
y a 4°C de manera infinita. El producto amplificado marcado con Digoxigenina
(sonda) fue resuelto en agarosa al 1.5%, revelado en el transilumniador de luz UV
y purificado utilizando el kit QIAquick PCR purification (QIAGEN), antes de ser

utilizado en pruebas de hibridacion.

Northern dot blot: Se depositaron 5ul de ARN del intestino de T. dimidiata en la
membrana de nylon se dejé secar y se expuso a luz UV por 10 minutos. La
membrana se pre-hibridé durante dos horas e hibridé durante una noche a 60°C
con solucién de prehibridacién y la sonda marcada con Digoxigenina. Al siguiente
dia la membrana se retird6 de la solucibn de pre-hibridacién y se lavé.

Posteriormente se realizé el bloqueo de la membrana. Se agregé una solucion con
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anticuerpos (Anti-Digoxigenina-Conjugado con AP) y se mantuvo en agitacién por
30 minutos. Se agregd6 bufer de deteccion (0.1M Tris-HCI, 0.1M NaCl, pH 9.5) y se
incubo por 20 minutos con agitacion. Se incubo la membrana en 10ml de sustrato

de color durante 16 horas y la reaccion se detuvo con agua tridestilada.

RT-PCR de Cat-L a las 24 horas: Se realiz6 una RT-PCR con ARN extraido a las
24horas post-alimentacion bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente, esto se hizo con el objetivo de verificar los resultados obtenidos por
Northern dot blot.

2.4. Impacto biologico de laingesta de ARNdc en ninfas de 2° estadio
Se pesaron y separaron 30 ninfas de segundo instar (N2) por cada grupo
experimental, con 20 dias de eclosion, peso promedio de 0.0034mg, y se
colocaron en tubo de centrifuga de 50ml con un pedazo de papel en forma de
acordeodn para que pudieran moverse y a la vez utilizar como refugio. Cada grupo
fue alimentado con su respectivo tratamiento: 1) con ARNdc de Cat-L; 2) ARNdc
no relacionado; 3) Agua DEPC. Los individuos fueron alimentados con sangre
estéril de conejo por medio de campanas artificiales con capacidad de 500ul a
37°C, se colocaron 200ul de sangre y se agreg6 una concentracion final de 1ug/pl
de cada ARNdc o su equivalente en agua DEPC. Una vez alimentados, cada
chinche fue pesado para determinar el volumen de sangre y la cantidad de ARNdc
ingerido, para diferenciar los insectos se marcaron en la parte dorsal con corrector
con una numeracion del | al XXX. Estos individuos fueron monitoreados
diariamente en relacion a la muda o mortalidad, hasta 3 semanas después de

alimentarlas. Los ensayos se hicieron por triplicado.

2.5. Analisis estadistico
Todos los datos obtenidos fueron capturados en el programa Excel (Microsoft
2010), y se analizaron utilizando el paquete estadistico SPSS 20.0 y R 2.11. Se
realizé una prueba de Mann-Whitney suma de rangos, p<0.05 para determinar la

existencia de una diferencia significativa con respecto a la cantidad de sangre
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ingerida entre los diferentes tratamientos. Los datos del experimento de efectos de
muda de N2 a N3 se analizaron mediante una prueba de Modelo lineal
generalizado con respuesta binomial para determinar la presencia de alguna
variacion significativa en relacion al retraso en la muda. Un analisis similar se
realizé para determinar la existencia de diferencia significativa en la mortalidad de
los especimenes. Para analizar el nimero de dias que tardaron los individuos en

mudar o en morir se realizé una Prueba de t student con valor de p<0.05.

3. Resultados

3.1. Analisis de secuencia: La comparacion del fragmento de 539pb
amplificado a partir de T. dimidiata con las bases de datos disponibles en el NCBI
mostro que tiene alta similitud con otras cisteinas proteasas de triatominos y de

otros insectos (Figura 1):

No. Acceso % de identidad

AAR12009.1 cathepsin B-like proteinase [Triatoma infestans] 67
AAT48984.1 cathepsin B-like proteinase [Triatoma sordida] 66
AAT48985.1 cathepsin B-like proteinase [Triatoma vitticeps] 64
XP_001842337.1 cathepsin L [Culex quinquefasciatus] 59

ENN79853.1 hypothetical protein partial [Dendroctonus ponderosae] 55

Las identidades mostradas corresponden a un fragmento de 94 aminoacidos,
resultado de la traduccion de la secuencia de nucleoétidos en uno de los 6 marcos
de lectura posibles. Las 5 homologias mas altas corresponden a enzimas
catepsinas de tres especies de triatominos diferentes, una de mosquito y una de
escarabajo. Aunque las identidades mas altas aparecen relacionadas a catepsinas
de tipo B, con la secuencia que se tiene al momento no es posible determinar si la
enzima es una catepsina L o B, ya que hacen falta los fragmentos cuya secuencia
determina la identidad de una u otra (el motivo ERFNIN, tipico de las catepsinas L,

se localiza en la region alrededor de los aminoacidos 30-40). Sin embargo, es

20



Efecto biol6gico del bloqueo del gen de la Catepsina L, en Triatoma dimidiata, (genotipo costa-pacifico)

posible localizar la cisteina 125 (numeracion de la papaina por convencién), que
forma parte del sitio activo de las enzimas catepsinas B y L, asi como las

secuencias aledafas, muy conservadas en estas enzimas.
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3.2. Clonacién de ADNc de Cat-L: Se tamizaron 10 clones de los cuales
se obtuvieron 2 con insertos de Cat-L en el pldsmido usado (Figura 2). El inserto
fue secuenciado para su validacion. Uno de estos clones fue utilizado para
preparar el molde de ADNCc, para ello se disefiaron nuevos primers que contienen
en los extremos la secuencia del promotor T7, de manera que se obtuviera un
molde de ADN que se pueda utilizar para anclar la RNA polimerasa de T7 en

ambos sentidos y éste fue utilizado para la sintesis de ARNdc.
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Figura No. 2 Plasmidos extraidos con inserto de ADNc de Cat-L de T.
dimidiata. Gel de agarosa al 1.5% en TBE tefiido con bromuro de etidio 10mg/ml.
M: Marcador de peso molecular 100pb (promega). Pozo 1 y 2: plasmidos con

insertos del ADNc de Cat-L, evidenciados por PCR con iniciadores especificos.
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3.3. Colonia sincronizada de Triatoma dimidiata: La colonia de T.
dimidiata destinada a este trabajo, se mantuvo en el insectario del CRISP por més
de un afo, observando una mayor produccién de huevos entre los meses de abril
a junio del 2012 (Figura 3). Asi mismo se encontré que el mayor porcentaje de
eclosion se encontro entre los meses de abril a diciembre de 2011 (Figura 4). De
estos ejemplares se obtuvieron las ninfas sincronizadas durante el resto del afio
con lo que se logré tener ninfas de todas las etapas de desarrollo, incluyendo las
de segundo estadio que fueron las utilizadas en el experimento.
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Ovipostura de la colonia de T. dimidiata
1200

c 2

1000

800

o = 3

d 600

(]

400

200

w o<OmC T

JUL-SEP 2011 OCT-DIC2011  ENE-MAR2012  ABR-JUN2012  JUL-SEP 2012
Trimestr

Figura No. 3 Tasa de ovipostura de la subcolonia de T. dimidiata. Se observa
la tasa de produccion de huevos de las hembras en transcurso de un afio divido
por trimestres y de donde se obtuvieron los especimenes para los diferentes

ensayos.
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% eclosion de la colonia de T. dimidiata
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Figura No. 4 Porcentaje de eclosion de la subcolonia de T. dimidiata. Muestra
el porcentaje de huevos que eclosionaron desde julio del 2011 hasta septiembre
del 2012.
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3.4. Produccién in vitro de ARNdc: El ARNdc se sintetizé in vitro usando
como molde los pldsmidos, utilizando el kit Megascript RNAi (Ambion, Austin, TX).
El cuadro 1, muestra las concentraciones y cantidades aproximadas de ARNdc
producida por reaccion, la cual oscilé entre 50-127ug para ARNdc de Cat-L y de
61-165ug para el ARNdc no relacionado. Se utilizé una dosis de 1pg/pl de ARNdc
para los experimentos. Las alicuotas fueron analizadas en un gel de agarosa al

1.5% tefiido con Bromuro de etidio, observando la banda de interés (Figura 5).

Cuadro 1.- Concentracién de ARNdc producido en cada reaccién tanto del ARNdc

de Cat-L como de ARNdc no relacionado.

Concentracién de las alicuotas de ARNdc de Cat-L y del gen control

Alicuota de ARNdc Concetracion (pg/uL) | Cantidad total (pg/40uL)
ARNdc Cat-L, 28/09/2012 1.748 69.92
ARNdc Cat-L, 05/10/2012 1.256 50.24
ARNdc Cat-L, 07/10/2012 3.193 127.72
ARNdc Control, 28/09/2012 2.274 90.96
ARNdc Control, 05/10/2012 1.531 61.24
ARNdc Control, 07/10/2012 4,138 165.52
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Figura No. 5 Sintesis de ARN de doble cadena (ARNdc) especifico del gen de
Cat-L. Gel de agarosa al 1.5% en TBE tefiido con bromuro de etidio 10mg/ml. M:
Marcador de peso molecular 100pb (promega). Pozo 1: ARN de doble cadena de

Cat-L. 2: ARN de doble cadena no relacionado.
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3.5. Induccién de ARNi mediante la inoculacion de ARNdc de Cat-L: En
el ensayo se utilizaron especimenes de segundo instar con 20 dias de haber
eclosionado y sin ser alimentadas. Para la inoculaciéon se produjo ARNdc in vitro y
se mezclé con sangre de conejo estéril, para alimentar a las ninfas. Cada individuo
ingirié un volumen aproximado de entre 10 y 12ul de sangre con 1ug/ul de ARNdc,
tanto para ARNdc de Cat-L, ARNdc no relacionado y sangre normal.

3.6. Evaluacion de la inhibicion de la expresion del gen de la Cat-L.
Como resultado de la determinacion de la presencia de ARNm en muestras de las
chinches que se alimentaron con ARNdc, se observa que hay mayor expresion del
gen de Cat-L en el grupo de insectos que fueron alimentados con sangre y ARNdc
de Cat-L, tanto a las 24 horas como a los 3 y 6 dias post-alimentacion, aunque
también podemos observar una disminucion gradual a medida que transcurre el
tiempo después de la alimentacion. Asimismo, se observa que en el grupo
alimentado con ARNdc no relacionado hay expresion del gen a las 24horas pero
no asi alos 3y 6 dias. Para el grupo de insectos que se alimentaron con sangre y
Agua DEPC (sin ARN), se aprecia que a los 3 dias hay mayor expresion en
comparacion con las 24 horas y 6 dias (Figura 6). Estos ensayos fueron realizados
por triplicado para corroborar la identidad de las muestras y la consistencia de los

resultados.

30



Efecto biolégico del bloqueo del gen de la Catepsina L, en Triatoma dimidiata, (genotipo costa-pacifico)

Figura No. 6 Deteccion de ARNm del gen de Cat-L'en eIintstino de ninfas de
T. dimidiata por Northern dot blot en membrana de nylon. Se evalué la
presencia de ARN de Cat-L en las chinches sometidas a los diferentes
tratamientos y a diferentes tiempos después de la alimentacion. C+: Control
positivo (ADNc de Cat-L). 1; ARN Cat-L 24 hrs. 2: ARN no relacionado 24hrs. 3:
Sangre normal 24 hrs. 4. ARN Cat-L 3 dias. 5: ARN no relacionado 3 dias. 6:
Sangre normal 3 dias. 7: ARN Cat-L 6 dias. 8: ARN no relacionado 6 dias. 9:

Sangre normal 6 dias.
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Amplificaciéon del ARN de Cat-L a las 24 horas: Para complementar los
resultados del ensayo de Northern dot blot, y verificar la presencia del ARNm de la
Cat-L, se corrié un ensayo de RT- PCR de las muestras de ARN extraidas a las
24horas en los diferentes tratamientos. Como resultados se tiene que
efectivamente el ARNmM esta presente en los tres grupos pero en distinta

proporcion (Figura 7), tal como se mostré por la técnica de Northern dot blot.
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b... ‘
M Cat-L Control DEPC C+

Figura No. 7 Deteccion de ARN de Cat-L por RT-PCR a las 24 horas después
de los diferentes tratamientos. M: Marcador de peso molecular 100pb
(promega). Cat-L: ARNdc del gen de la Catepsina L. Control: ARNdc no
relacionado. DEPC: ARN de chinches alimentadas con sangre normal. C+: ADNc

como control positivo.
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3.7. Analisis del efecto de la presencia de ARNdc sobre la ingesta de
sangre en los insectos.
Se trabajaron dos grupos experimentales de insectos: 1) los destinados a la
extraccion de ARN para verificar la alteracion en la expresion del gen Cat-L por
Northern dot blot y por RT-PCR; y 2) los destinados a comprobar el efecto de la
ingestion del ARNdc sobre el desarrollo del insecto.
Se determin6 la presencia de diferencias significativas entre los pesos de la
ingesta de sangre en ambos grupos experimentales. En el grupo 1, con ninfas N2
para la obtencién de ARN, los individuos ingirieron un promedio de 12.1 + 0.18 ug
(media + desviacién estandar) de sangre sin ARNdc; 11.80 + 0.17 pug de sangre
con ARNdc no relacionado y 11.78 + 0.16 pg de sangre con ARNdc Cat-L. Al
comparar los tres tratamientos, sangre sin ARNdc (n=30), ARNdc no relacionado
(n=30) y el ARNdc de Cat-L (n=30) se encontré diferencia significativa en la
cantidad de sangre ingerida (prueba de Mann-Whitney suma de rangos, p<0.05)
en los grupos tratados con ARNdc en comparacion con el grupo que no recibio
ARNdc, las comparaciones se hicieron por pares; comparando los tratamientos
(sangre sin ARNdc con ARNdc no relacionado, se obtuvo un valor de p=0.0002);
(sangre sin ARNdc con ARNdc de Cat-L valor de p=0.0004) y (ARNdc no
relacionado con ARNdc Cat-L valor de p=0.85).
Los individuos del grupo experimental 2, ingirieron un promedio de 12.05 + 0.1 ug
(media + desviacion estandar) sangre sin ARNdc; 11.90 £ 0.09 ug ARNdc no
relacionado y 11.90 + 0.19 pg ARNdc Cat-L. La ingesta de sangre de los
individuos de los tres grupos mostro diferencia significativa entre los tratamientos
de sangre sin a ARNdc con respecto a los tratamiento de sangre con ARNdc
(p<0.05). Las comparaciones se hicieron por pares; comparando los tratamientos
(sangre sin ARNdc con ARNdc no relacionado, se obtuvo un valor de p=0.0007);
(sangre sin ARNdc con ARNdc de Cat-L valor de p=0.006) y (ARNdc no
relacionado con ARNdc Cat-L valor de p=0.82).
Estos resultados muestran que la alimentacion de los individuos se ve afectada al

agregar o no ARNdc en la sangre.
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Efecto de la ingesta del ARNdc de Cat-L en el desarrollo de ninfas de 2°
instar.

Los datos estadisticos muestran que no existen diferencias entre los grupos, con
respecto al numero total de individuos que mudaron y que murieron con un valor
de p=0.39 (Modelo lineal generalizado con respuesta binomial).

Sin embargo los datos muestran diferencias significativas en el numero de dias
gue tardaron los individuos en mudar de N2 a N3, durante las tres semanas de
seguimiento. Esta diferencia ocurre al comparar el tratamiento de sangre con
ARNdc de Cat-L, con respecto a los tratamientos de sangre sin ARNdc y ARNdc
no relacionado (Prueba de t student con valor de p<0.05). Los individuos
alimentados con ARNdc Cat-L tardaron aproximadamente 15 dias para mudar en
comparacion a los que se alimentaron con ARNdc no relacionado que tardaron 11
dias, comparado con grupo alimentado que no recibi0 ARNdc, el cual tardé 10
dias. Comparando los dos grupos controles no encontramos diferencias
significativa en los dias en que mudaron (p=0.81).

Asi mismo se encontraron diferencias significativas en la mortalidad entre el grupo
tratado con ARNdc Cat-L en comparacion con los grupos controles (p<0.05).
Encontrando que los individuos del grupo alimentado con ARNdc Cat-L
empezaron a morir a los 9 dias, los individuos del grupo tratado con ARNdc no
relacionado mostraron mortalidad a los 12.67 dias y el grupo sin tratamiento a los
13 dias.

Por lo tanto, los datos sugieren que el tratamiento con ARNdc Cat-L puede tener

efectos deletéreos en el desarrollo de los insectos.
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4. Discusiodn

El control de los insectos vectores de la enfermedad de Chagas ha sido un
problema de Salud publica que afecta a la poblacion de manera constante. Por
ello este estudio se enfoc6 en los ensayos preliminares de evaluacién de una
nueva estrategia de control basada en técnicas genéticas, en este caso el objetivo
fue inducir interferencia de ARN en la expresion del gen Cat-L de Triatoma
dimidiata. Se utilizaron ninfas de segundo instar con 20 dias de eclosion y sin
alimentar, la dosis de ARNdc utilizada fue de 1ug/pL para optimizar el material
biolégico y el tiempo, ya que estudios en R. prolixus demuestran que a mayor
concentracion los insectos no se alimentan.

El ARNdc fue inoculado por via oral con la ayuda de un alimentador artificial y
como coadyuvante se utiliz6 sangre de conejo estéril (11). Los analisis se
realizaron con grupos de individuos en lugar de un solo individuo, tomando en
cuenta la baja cantidad de material disponible para medir la expresion del gen.

El proceso que conlleva aplicar la técnica de ARN interferente y la metodologia
para detectar ARNm (Northern dot-blot) no son muy complejas, sin embargo
debemos tener muchos cuidados en el manejo de todo el material a utilizar,
porque se sabe que el ARN es muy poco estable y puede ser degrado muy
facilmente, este fue uno de los aspectos que dificulté un poco en el momento de
hacer la estandarizacién de estas técnicas en el Laboratorio aunado a que era la
primera vez que se realizaban en el grupo de trabajo.

El Kit de Megascript RNAI es bastante sencillo y con la practica se obtiene mayor
cantidad de ARNdc y de mejor calidad. La técnica de Northern Dot Blot, fue
estandarizada correctamente, y con ella se pudo detectar el gen de Cat-L, a las
24hrs, y a los 3y 6 dias post alimentacion en los diferentes grupos experimentales
y lo cual fue corroborado con una RT-PCR con ARN extraido a las 24hrs después
de alimentar. Sin embargo se sugiere la necesidad de tratar el intestino con
ARNasalll para eliminar el ARNdc ingerido y poder cuantificar el ARNm. También
consideramos que la expresion de Cat-L parece estar activada en distintos
tiempos en los controles, lo cual hace pensar la existencia de alguna modulacién

de la expresion de Cat-L en respuesta a ingesta de ARNdc.
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Se logro la clonacion y caracterizacion de un fragmento de 539pb con alta similitud
con otras cisteinas proteasas de triatominos y de otros insectos. Las identidades
corresponden a un fragmento de 94 aminoacidos. Las 3 homologias con mayor
similitud corresponden a secuencias relacionadas con catepsinas B de insectos de
la misma familia y género (T. infestans, T. sordida y T. vitticeps), pero no es
posible determinar si la enzima es una catepsina L o B, ya que, tomando en
cuenta la secuencia de la catepsina L de Rhodnius prolixus, el fragmento
amplificado abarca de los aminoacidos 100 a 200 aproximadamente, mientras que
el sitio del motivo ERFNIN caracteristico de las catepsinas L, se localiza en la
posicién 30-50. Se localizo la cisteina 125, que forma parte del sitio activo de las
enzimas catepsinas B y L, asi como las secuencias aledafias, muy conservadas
en estas enzimas.

Las catepsinas son enzimas con actividades proteoliticas y que tienen funciones
diversas en el tracto digestivo principalmente en el intestino medio de los
triatominos, que presumiblemente ayudan a la digestion de la sangre y asi obtener
sus nutrientes (22), esto ayuda a que los insectos continden con su desarrollo, lo
cual hace pensar, que la diferencia de 2 en mortalidad y 5 dias para mudar,
encontrados en los individuos alimentados con ARNdc de Cat-L, es porque,
efectivamente estan sufriendo una alteracién en la produccion de la enzima que
ayuda a digerir la sangre y por ende no obtener los nutrientes necesarios para su
desarrollo de N2 a N3. Por lo tanto, los resultados sugieren que el tratamiento con
ARNdc Cat-L puede tener efectos deletéreos en el desarrollo de los individuos y
un impacto en el crecimiento de las poblaciones de estos insectos vectores de la
Enfermedad de Chagas.

Como hemos comentado anteriormente los métodos de control contra los vectores
de la enfermedad de Chagas son basados en productos quimicos, lo cual se hace
poco sostenible y con efectos adversos contra el ambiente y la posibilidad de
desarrollar resistencia. Es por ello que en base a los resultados de nuestro estudio
y tomando en cuenta el blanco molecular, consideramos que el uso de la técnica
de ARNI afectaria la expresién génica y lo cual conllevaria a la reduccion de las

colonias de insectos.
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El bloqueo de genes especificos en T. dimidiata parece ser una buena alternativa
para el control de estos insectos.

5. Conclusiones

e Se estableci6 una colonia sincronizada de Triatoma dimidiata, utilizada para
los experimentos.

e Se logré la caracterizacion y clonacion de un fragmento del gen de la Cat-L
de T. dimidiata.

e Se estandarizo la metodologia para la sintesis de ARNdc.

e Se estandarizo la técnica de Northern dot blot para la deteccion ARNm de
Cat-L.

e Se estandarizo la técnica para inducir ARNi mediante inoculacion de ARNdc
de Cat-L por via oral.

e Se observo un efecto inhibitorio en el desarrollo de las ninfas N2 de
Triatoma dimidiata, como resultado de la inoculacion de ARNdc de Cat-L

por via oral.
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