





Nz I, =«
=203 Ie7n

P
%G‘g@haaw ﬁ)L

B ESG=6EYS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS
CENTRO DE INVESTIGACION EN DINAMICA CELULAR

“BlUsqueday expresion de un receptor hipotético de la
hormona adipocinética en Anopheles albimanus”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA
BIOL. GRECIA GABRIELA HERNANDEZ DIAZ

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Cuauhtémoc Juan Humberto Lanz Mendoza

CUERNAVACA, MORELOS ENERO, 2020






Jurado revisor de tesis

Presidente: Dr. Alejandro Alvarado Delgado. CISEI-INSP

Secretario: Dra.: Verénica Mercedes Narvaez Padilla. CIDC-UAEM

Vocal: Dra. Maria Angélica Santana Calderéon. CIDC-UAEM

Suplente: Dr. Cuauhtémoc Juan Humberto Lanz Mendoza. CISEI-INSP

Suplente: Dr. Rodrigo Said Razo Hernandez. CIDC-UAEM



RESUMEN

Los insectos han sobrevivido en coexistencia con microorganismos, algunos
potencialmente patdgenos, logrando desarrollar diversas estrategias de defensa.
Se ha descrito, que algunas de estas estrategias, involucran la liberacién de
neuropéptidos, los cuales podrian estar actuando como moduladores de la
actividad inmune. Las hormonas adipocinéticas se han asociado a la regulacion de
la respuesta inmune, de manera indirecta, a través de la activacion de hemocitos
circulantes (Wiesner, A. et al; 1997), o directa, potenciando la actividad de la
fenoloxidasa (Goldsworthy, G. et al; 2002), sin embargo, la expresion de los
receptores de estas hormonas, no ha sido, ampliamente investigada. Datos
generados en nuestro grupo de trabajo, muestran una sobreexpresion de la AKH I
(hormona adipocinética 1) en cerebros de mosquitos Anopheles albimanus,
infectados con el parasito de la malaria Plasmodium berghei, asi como un posible
potenciamiento en la expresion de péptidos antimicrobianos, por AKH en intestino
medio. Por lo tanto, el interés de identificar un receptor de AKH y conocer su
patron de expresion en diversos érganos y estadios del mosquito es de gran
importancia para continuar elucidando las probables funciones diversas de estas

moléculas.

De tal forma que, el presente trabajo se centré en realizar la busqueda In silico de
una secuencia con caracteristicas basicas descritas para un receptor de AKH y
analizar su expresion a través de PCR Tiempo Real, en abdomen e intestino
medio, asi como en toda la ontogenia del mosquito Anopheles albimanus.
Obteniendo como resultados la identificacion de la secuencia AALB008204 como
receptor hipotético de AKH en An. albimanus, asi como la validacién del transcrito
en abdomen e intestino medio y durante el desarrollo larval de An. albimanus.
Ademas, se analizé la expresion de AKHR hipotético en larva etapa 4 de An.
albimanus, durante un reto con Micrococcus luteus, Escherichia coli y zymosan.
Interesantemente la expresiéon de AKHR hipotético disminuyd después de un reto

con E.coli a las 6 horas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del género Anopheles.

El género Anopheles esta formado por organismos comunmente llamados
mosquitos y pertenece al orden Diptera y a la familia Culicidae asi como al Filo
Artrépoda. Destaca el orden Diptera como un grupo constituido por una amplia
variedad de insectos que son considerados de interés para la salud de la
poblacion humana. EIl nimero de especies clasificadas dentro de la familia
Culicidae, es de 3500 aproximadamente, a su vez son clasificados dentro de tres

subfamilias: Toxorhynchites, Anophelinae y Culicinae. (Clements, A. 1992).

Los mosquitos son organismos que se encuentran en casi todos los habitats.
Alrededor de tres cuartas partes de las especies se distribuyen en zonas humedas
tropicales o subtropicales, el cual es un clima ideal donde se lleva a cabo su ciclo
biolégico (Clements, A.1992). Es importante destacar el ciclo biolégico de los
mosquitos (figura 1), caracterizado por tener cuatro etapas de desarrollo, el huevo,
la larva, pupa y el adulto. El ciclo inicia con la oviposicion, accion que se refiere al
depdsito de huevecillos por la hembra, en la orilla de una zona acuatica y los
cuales después de dos 0 mas dias eclosionan a la siguiente etapa del desarrollo,
la larva. Este estadio del desarrollo se distingue por tener cuatro fases que van
desde larva fase 1 hasta larva fase 4, correspondientes al numero de mudas y
crecimiento de la larva. Su alimentacion incluye a microorganismos que crecen en
el agua, las microalgas como diatomeas y protozoarios, entre ellos, dinoflagelados
y Paramecium. Después de la ultima fase larval, los apéndices son consolidados
en forma de un cefalotérax y toma una postura encorvada, este estadio del
desarrollo se denomina pupa. Posteriormente, la pupa inicia el proceso de
metamorfosis, proceso en donde se lleva acabo el desarrollo del cuerpo del
mosquito, el cual emergera después de uno a dos dias. (Clements, A. 1992;
Gullan, P. & Cranston, P. 2010).



En el momento que el mosquito va a emerger, comienza a ingerir aire lo que
provoca la expansion y apertura de la cuticula que formaba a la pupa, a la vez que
el mosquito expande sus alas para emprender el vuelo (Clements, A. 1992;
Gullan, P. & Cranston, P. 2010).

“‘?f-' 4 Hembra j‘:

adulta

Hembra __ Huevo

Larva Larva 11 =

‘,l'

Larva2 >
: ’{. { Etapas

-

\ acuaticas

Figura 1. Ciclo de vida de los mosquitos. El ciclo comienza cuando la hembra deposita los
huevecillos en el agua y estos se desarrollan a larvas (L1, L2, L3 y L4). El tercer estadio de
desarrollo es la pupa y después de uno o dos dias, la cuticula de quitina que protege a la pupa se
rompe y emerge el imago. Cada cambio de estadio significa un cambio de muda.

Es necesario mencionar que el ciclo de vida que llevan a cabo las especies
Anophelinas y de los mosquitos en general, tiene una durabilidad corta a parte que
le otorga la ventaja de desarrollarse en cualquier ambiente acuoso, mientras las

condiciones climéticas sean las adecuadas.



En cuanto a la alimentacion de los Anopheles machos y hembras, se conoce que
son capaces de succionar y obtener néctar de plantas, siendo los carbohidratos el
ingrediente principal, ya que son utilizados como fuente de energia, sobre todo
para ejercer la actividad de vuelo. No obstante para poder desarrollar sus
huevecillos, la hembra necesita una segunda fuente de nutrientes de la que toma
proteinas necesarias para este proceso. Esta fuente alterna de nutrientes es la
sangre de individuos mamiferos, que obtiene utilizando su proboscide capaz de
perforar y entrar a través de los poros de la epidermis (Clements, A. 1992). Es por
eso que las hembras de las subfamilias Anophelinae y Culicinae se caracterizan
por ser hematofagas y a través de la penetracion de la proboscide se inyecta
saliva puede transmitir organismos infecciosos como parasitos del género
Plasmodium (Clements, A. 1992).

1.1.2 Morfologia y anatomia de los Anophelinos

De acuerdo con su desarrollo los Anofelinos se consideran insectos
holometdbolos, ya que presentan una metamorfosis completa, cambiando de

morfologia en cada etapa de su desarrollo (Triplehorn, C. & Johnson, N. 2005).

Las principales caracteristicas de los adultos y las etapas larvales son:
= Anopheles adulto. Morfologicamente los Anophelinos adultos presentan
un cuerpo pequefio de entre 5 a 15 mm de longitud, dividido en tres
secciones 0 tagmas visibles y reconocibles: cabeza, térax y abdomen
(figura 2). En el area que pertenece a la cabeza, se aloja un par de ojos
compuestos, las antenas y la proboscide; los apéndices bucales del macho
son mas cortos a comparacion de la hembra, la cual posee estos apéndices
largos en forma de aguja para penetrar el tejido epidermal. Los palpos
maxilares son largos en ambos sexos pero en el mosquito macho son
usualmente redondeados a diferencia de los palpos maxilares de la
hembra. Las antenas en los machos poseen mayor abundancia de plumas

gue en las hembras, facilitando su clasificacion por sexos (Gallego, J. 2006;



Triplehorn, C. & Johnson, N. 2005). En el Torax, se localizan las alas
mesotoracicas, formadas por venas longitudinales de gran importancia
taxondmica. Por ultimo el abdomen constituido de 7 a 8 segmentos bien

definidos y visualmente identificables (Gallego, J. 2006).
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Figura 2. Morfologia externa de la etapa adulta del género Anopheles. Se observan los tres
tagmas del cuerpo de un mosco hembra Anopheles albimanus; la cabeza, el térax y el abdomen,
asi mismo, las estructuras que presenta en cada uno. Fuente Ruppert, E., et al. 2004.

e Etapa Larval. El desarrollo larvario de los Anophelinos, se lleva a cabo en
un ambiente acuatico, del cual tomaran los nutrientes necesarios para
crecer y mudar durante cuatro etapas larvales. Morfoloégicamente, en la
larva se distinguen tres tagmas al igual que la etapa adulta de Anopheles,
por lo cual se logra visualizar la cabeza, térax y el abdomen (figura 3).
Estas tres secciones estan abastecidas de una gran cantidad de pelos 6
setas, los cuales son de gran interés taxonomico. En el area de la cabeza,

se localizan las antenas y los apéndices bucales provistos de tufos de



pelos. El térax, se describe como un segmento globuloso, insegmentado y
mas ancho que la cabeza. Finalmente, el abdomen se caracteriza por estar
seccionado en nueve segmentos: el penultimo, portador de los espiraculos,
necesarios para conectar el sistema respiratorio de la larva con el exterior,
e implantados en el extremo de un sifén respiratorio; el siguiente y ultimo
segmento, esta formado por cuatro papilas anales para el desecho de
productos de la digestion (Géllego, J. 2006).
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j . Espiriculos y
Sifon.

Figura 3. Morfologia externa de la larva del género Anopheles. Se observan los tres tagmas del
cuerpo: cabeza, térax y abdomen y érganos que estan presentes en cada segmento. Obtenida y
modificada de CDC Public Health Image Library, Harry Weinburgh.

1.1.3 El género Anopheles como modelo de estudio

El género Anopheles destaca por la capacidad que poseen sus miembros
para transmitir microorganismos patdégenos, clasificandolos como organismos
vectores de enfermedades infecciosas en particular de la malaria o paludismo. En
los individuos que presentan esta enfermedad se observa: fiebres altas, cefaleas y

vomitos, como consecuencia de la invasion y dispersion de parasitos en el higado



y eritrocitos (WHO, 2018). Sin embargo, soOlo determinadas especies de
Anopheles son capaces de transmitir el agente causal del paludismo en humanos,
por la dependencia de multiples factores del parasito y del vector, entre estos, la
capacidad vectorial, la presencia de barreras naturales a la infeccidon, barreras
inmunologicas por parte del vector, asi como la presencia de receptores

especificos para el parasito (Bown, D. & Nelson, M., 1993).

En México hay reportadas tres especies del género Anopheles capaces de
transmitir Plasmodium y propagar el paludismo: Anopheles albimanus
Wiedemann, 1820; distribuida en las zonas costeras de <100 m sobre el nivel del
mar (figura 4), Anopheles pseudopunctipennis Theobald, 1901; distribuida en
zonas elevadas en un rango de 200 y 2000 m sobre el nivel del mar y Anopheles
vestitipennis Dyar & Knab 1906; la cual se localiza en la selva Lacandona y el sur
de Chiapas (Casas, M., y Bonilla, A., 2006).

A nivel nacional los casos de paludismo, a partir del afio 2010 al 2015, se han
reducido significativamente, colocando al pais en situacion cercana de
erradicacion de la enfermedad. Sin embargo, el uUltimo reporte de la Otganizacion
Mundial de la Salud, en México, registré 736 casos durante el 2017, obteniendo un
aumento de +185 casos de los reportados en el 2016. Por lo tanto, las medidas
de prevencion y control entomolégico de Anopheles son importantes para
mantener controlados el nUmero de casos de paludismo, asi como la investigacion
cientifica para el desarrollo de nuevas herramientas para el control del vector
(WHO, 2018).



Figura 4. Prediccion de la distribucion de Anopheles albimanus en la Republica Mexicana.
Los circulos en el mapa corresponden a las colectas realizadas para determinar los nichos
ecoldgicos de la especie. Tomada de Casas Martinez, M., A. Orozco Bonilla y J. G. Bond
Compean. 2012.

Conocer la fisiologia y anatomia general de los mosquitos, es importante para
entender el funcionamiento interno de todo el organismo y a su vez, los cambios y
el estado fisiolégico generado por la interaccion parasito-vector, en el caso de
Anopheles. Son importantes para entender el desarrollo y funcionamiento de las
herramientas utilizadas para el control entomoldgico, como son los insecticidas y
Su accion en el sistema nervioso. Por lo anterior, es necesario explorar nuevas
lineas de investigacion que en un futuro brinden aportaciones importantes para
limitar el desarrollo de organismos vectores de enfermedades, como los

mosquitos.

1.2 Fisiologia y anatomia del sistema digestivo de los Culicidos.

Los Culicidos consumen una variedad de alimento dependiendo de la etapa
de desarrollo. Las larvas, las cuales estdn en un ambiente acuatico consumen

protozoarios, entre algunos Paramecium. El mosco en etapa adulta, tiene la

7



capacidad de nutrirse a partir del consumo del néctar de plantas, y la hembra de la
sangre de mamiferos, pues es esencial para el desarrollo de huevecillos (Gullan,
P. & Cranston, P; 2010; Ruppert, E., et al. 2004).

El sistema digestivo de los Culicidos se divide en tres regiones (figura 5): el
intestino anterior, que interviene en la digestion, trituracion y en el transporte del
alimento; se subdivide en faringe, eso6fago y un area para reserva de alimento
denominada “crop”. El intestino medio donde hay producciéon de enzimas y
absorcion de los productos de la digestion; tiene dos areas principales: el
ventriculo tubular y los diverticulos laterales llamados “ceca”. Las células del
intestino medio posen microvellosidades que cubren la superficie interna. El
intestino posterior, lugar donde ocurre la absorcibn de sales y agua y
posteriormente la formacion heces. El intestino estd recubierto de una capa de
células de gran espesor, llamada epitelio intestinal, que descansa sobre una
membrana basal, rodeada por una capa muscular y se caracteriza por tener la
funcibn de secretar una membrana permeable conocida como membrana
peritréfica, que protege a las paredes internas del intestino medio del bolo
alimenticio. La capa mas externa del intestino medio corresponde a un
revestimiento cuticular que solo esta presente en el intestino anterior y en el
posterior, el cual funciona como una barrera fisica de proteccién contra patégenos.
(Gullan, P. & Cranston, P; 2010; Ruppert, E., et al. 2004).

Las glandulas salivales son 6rganos que también forman parte del sistema
digestivo, varian en tamafo y forma. Pueden ser tubos elongados o estructuras
ramificadas mas complejas. Existen varios tipos de células de secrecion en las
glandulas salivales y la secrecion generada por ellas es transportada y vertida en
la parte ventral de la cavidad preoral (Gullan, P. & Cranston, P; 2010; Ruppert, E.,
et al. 2004).



Intestino anterior Intestino medio Intestino posterior

Tubulos de
Intestino Malpighi
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Figura 5. Sistema digestivo de los Culicidos. Tomada y modificada de Ruppert, E., et al. 2004.

La localizacion del alimento y su accion dependen del estado fisiologico del
individuo, asi como los factores sensitivos necesarios para sentirse atraidos por el
alimento. En la inanicion, los insectos son mas sensibles a los olores y sabores y
por ende son capaces de encontrar su alimento. En algunos insectos, mientras la
hembra lleva los huevecillos no se siente atraia por el consumo de alimento. Por
otra parte, no es necesaria la ingesta de comida en algunas etapas del desarrollo
de los dipteros, por ejemplo, en el huevo (embrién) y la pupa, asi mismo en la
diapausa, la cual se caracteriza por ser un estado de baja actividad metabdlica
(Gillott, C. 2005.)

La ingesta de alimento en todos los artrépodos, no es un proceso que se lleve a
cabo de forma aislada de los demas sistemas, es una accion coordinada por el
sistema digestivo y el sistema nervioso, como resultado de la inervacion del
sistema nervioso central y el sistema nervioso estomatogastrico sobre los
apeéndices bucales y el intestino, encargandose de iniciar el proceso de absorcion,

trituracion y almacenaje de nutrientes (Verlinden,H., et al. 2014).



1.3 Sistema nervioso central en insectos.

El sistema nervioso de los insectos, se caracteriza por ser un sistema
simple y formado por ganglios Unicos o fusionados, interconectados a traves de
nervios sensoriales o motores. De acuerdo con su estructura y funciéon el sistema
nervioso se divide en sistema nervioso central y sistema nervioso periférico. El
sistema nervioso central (figura 6), esta formado por el cerebro y el corddn
nervioso ventral; se sitla en la parte dorsal de la cabeza y es el resultado de la
fusion de seis ganglios, en él se distinguen tres regiones: el protocerebro, que es
la region posterior del cerebro, y es el primer par de ganglios fusionados, en él se
controlan aspectos de la vision del insecto; el deuterocerebro, es el segundo par
de ganglios, donde se localiza el centro de integracion de las sefiales captadas por
las antenas; y el tritocerebro que se localiza cerca del intestino anterior e integra
los estimulos sensoriales del protocerebro y deuterocerebro. El cordén nervioso
ventral esta constituido por pares de ganglios segmentados, que se encuentran a
lo largo de toda la linea media ventral del térax y el abdomen, los ganglios estan
vinculados por un nervio corto situado en la parte media, llamado comisura
transversal (Meyer, J., 2006; Ruppert, E., et al. 2004).
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Figura 6. Sistema nervioso central en insectos. Se observan cada una de las partes que lo
forman, comenzando por la parte anterior, donde se localiza el cerebro (protocerebro,
deuterocerebro vy tritocerebro) y dos pares de las principales glandulas que forman parte del
sistema enddcrino. Posteriormente se localiza el cordén nervioso ventral, divido en glangios que se
encuentran en la zona del térax y por tltimo los ganglios abdominales (G1:G5).

El sistema nervioso periférico (SNP) esta constituido por nervios segmentales que
conectan a los 6rganos sensoriales con el sistema nervioso central y los nervios
gue forman parte del SNP son formados por los axones de neuronas sensoriales y
motoras. Las interneuronas son las responsables de mediar interacciones entre
neuronas sensoriales y motoras y estan restringidas en el sistema nervioso

central. Existe otro sistema que ayuda al sistema nervioso somatico a mediar
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interacciones del ambiente exterior, el cual es el sistema nervioso
estomatogastrico y esta formado por una asociacion de ganglios y nervios que
inervan 6rganos viscerales, ademas de estar conectado con el cerebro y el
sistema enddcrino. La funcidn del sistema estomatogastrico es regular la
absorcion y el transporte de alimentos en los érganos viscerales. (Meyer, J., 2006;
Ruppert, E., et al. 2004; Verlinden,H., et al. 2014).

Actividades fisioldgicas como la homeostasis, el comportamiento, la coordinacion
del desarrollo, la modulacion neuronal, la actividad de vuelo en los Culicidos, entre
otras, son procesos regulados, importantemente por neuropéptidos, entre otras
moléculas y son producidos en células neurosecretoras dentro del sistema

nervioso y que forman parte del sistema neuroendocrino (Nassel, D. 2002).

1.4 Sistema neurosecretor en insectos.

Las células, en un organismo multicelular, se logran comunicar a través de
mecanismos de sefializacion, los cuales pueden ser intercelulares o sefiales que
son liberadas sistémicamente en el espacio extracelular, difundiendo a grandes
distancias y a su vez afectando objetivos muy alejados del origen de la sefial. En
todos los organismos donde hay un sistema nervioso, existe una comunicacion
con un sistema neurosecretor o endocrino. En una comunicacién endocrina la
sefial viaja y llega a células lejanas, un ejemplo son las neurohormonas, las cuales
se producen dentro de células neurosecretoras del sistema nervioso central y son
secretadas fuera de su sitio de sintesis para viajar a través del hemocele, en el
caso de los insectos, hasta llegar a su célula blanco. En la célula blanco la sefal
sera reconocida por receptores, generando una cascada de sefalizacion
intracelular (Alberts, B., et al. 2008; Hertenstein, V. 2006).
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El sistema neurosecretor en los insectos (figura 7), se constituye por varias
asociaciones de células neurosecretoras (CNSs), ubicadas en el cerebro y el
cordon nervioso ventral. Ademds, de la presencia de glandulas enddcrinas
periféricas de gran importancia, donde se encuentra otro grupo de CNS vy
asimismo por las cuales a traviesan los axones de las CNS provenientes del
cerebro (Hertenstein, V. 2006).

1. Cerebro. En este 6rgano se distinguen cinco zonas formadas por grupos de
CNS: Las CNS anteriores, las cuales inervan hasta y a partir del tercer ganglio
abdominal. Las CNS mediales, de las cuales sus axones llegan a 6rganos
endocrinos, toracicos, organos neurohemales y a los ganglios. Las CNS
intermédiales o intercerebrales (PI), que constituyen la tercer zona y grupo de
células que inervan desde las glandulas endocrinas y a partir del octavo ganglio
abdominal. Las CNS laterales (PL), que se localizan cerca del borde
posterolateral del Protocerebro. El ultimo grupo esta formado por las CNS
ventrales y el destino de sus axones es aun desconocido. (Clements, A. 1992;
Hertenstein, V. 2006).

Los principales y abundantes grupos de CNS en el cerebro, estan formados por
las células neurosecretoras Pl y las PL. Esté par de CNS secretan una gran
variedad de péptidos, los cuales actian como reguladores de procesos
fisiologicos. Entre los péptidos que se producen en las Pl y PL estan los
péptidos similares a la insulina, péptidos similares a las FMRFamidas, la
hormona diurética, la hormona dispersante de pigmento, alatostatina,

miododulina, corazonina, entre otros (Nassel, D. 2002).

2. Corpora Cardiaca (CC). Esta formada por un par de glandulas, situadas en la
parte frontal del térax. Estan conectadas al cerebro y a otro érgano endocrino
llamado Corpora Allata (CA). Las células que forman a la CC, son células
neurosecretoras homologas a las células que se encuentran en el cerebro. En

Culicidos como Aedes aegypti, cada CC estda formada por seis células
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neurosecretoras. Los axones de las células de la CC pasan por la CA y se
mezclan, lo que hace mas dificil localizar hasta donde llegan los axones de las
células neurosecretoras intrinsecas. La CC produce sus propias
neurohormonas como las adipocinéticas, factores glucémicos, factores de
aceleracion cardiaca y el factor inductor de melanina. Las hormonas
adipocinéticas (por sus siglas en inglés AKH, adipokinetic hormone), es el
principal neuropéptido producido, ya que es de gran importancia, porque son
reguladores del metabolismo y ayudan a generar energia para la actividad de
vuelo en Culicidos. (Clements, A., 1992.; Gullan, P., & Cranston, P., 2010;
Hertenstein, V. 2006).

Corpora Allata (CA). Esta formada por otro par de glandulas derivas del
epitelio. Es pequefia y en algunos insectos esta fusionada para formar una sola
glandula. Se localiza debajo de la CC, cerca del intestino anterior y su funcion
es secretar la hormona juvenil la cual regula procesos como el crecimiento
larvario, la metamorfosis, la ovogénesis y la reproduccion (Clements, A., 1992).
La hormona juvenil es un derivado de acidos grasos y se ha identificado que su
liberacién de la CA puede ser inhibida por la allatostatina (Veelaert D., et al.
1998).

Glandula protoracica (GPT). En la mayoria de los insectos, esta situada en los
segmentos protoracicos. En los dipteros, son células glandulares de gran
tamafo formando dos grupos bilaterales. En la GPT se produce el precursor de
la principal hormona de muda 20-hidroxiecdisona. La funcién de la ecdisona es
regular procesos en el desarrollo, como la transicion de larva a pupa y la fase

de metamorfosis (Veelaert D., et al. 1998).
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Figura 7. Sistema enddcrino o neurosecretor en insectos. En la imagen se observa la ubicacion
espacial de todos los elementos del sistema neurosecretor, principalmente, el cerebro y las dos
principales glandulas periféricas: la Corpora Cardiaca y la Corpora Alata. Imagen tomada y
modificada de Hartenstein, V. 2006.

Como se ha mencionado, el sistema neurosecretor en insectos es el encargado de
sintetizar una variedad de neuropéptidos, que actian como reguladores para
mantener la homeostasis en equilibrio. Con base a la informacion de la revision de
Altstein, M. en el 2010, en los genomas de especies como Drosophila
melanogaster, Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Bombyx mori y Apis mellifera,
se conoce que hay en cada especie, alrededor de 30 a 40 genes que codifican
para precursores de neuropéptidos y un poco mas que codifican para receptores
acoplados a proteina G (Altstein, M., & Nassel, D., 2010).
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Una amplia gama de neuropéptidos se han identificado y aislado por ensayos

clasicos de actividad bioldgica, por lo que han recibido nombres que soélo reflejan

una sola accion o su funcion clasica. La tabla 1 muestra diferentes neuropéptidos

y las funciones reportadas.

Tabla 1. Neuropeéptidos y sus funciones

Neuropéptido

Allatostatinas y allatotropina

Bursicona

Péptido cardioactivo de crustaceos
(CCAP)

Hormona de la activacion de pre-ecdisis
(PETH)

Hormona de la ecdisis (ETH)

Hormona de eclosiéon (EH)

Hormona prototoracica

Hormonas adipocinéticas (AKH’s)

Funcién clasica

Regulan e inducen la produccion de la
hormona juvenil (Gullan, P., & Cranston,
P., 2010).

Regulacion de la cuticula y el proceso de
muda. (Gullan, P., & Cranston, P., 2010)

Actia en interneuronas Yy neuronas
motoras para producir contracciones
musculares involucradas en el

comportamiento durante la ecdisis asi
como en el ritmo cardiaco (Gade, G., &
Hoffmann, K. 2005.; Nassel, D., 2002).

Estimula el comportamiento pre-ecdisis
(Gullan, P., & Cranston, P., 2010)

Inicia los eventos del proceso de ecdisis
(Gullan, P., & Cranston, P., 2010)

Regula eventos de la ecdisis (Gullan, P., &
Cranston, P., 2010)

Induce la liberacibn de ecdisteroides
(Gullan, P., & Cranston, P., 2010)

Involucrada en la movilizacion de lipidos y
carbohidratos como la trehalosa, para
abastecer de fuentes de energia a los
musculos alares para el vuelo (Gade, G.
1990).
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Hormona hiperglucémica /
hipotrealocémica

Hormona hipoglucémica /
hipotrealocémica

Péptido antidiurético (ADP)
Hormona diurética

Corazonina

Leucoquininas y miosupresionas

Proctolina

Péptidos parecidos a la insulina (ILP’s)

FMRFamidas

SlFamidas

Liberacion de carbohidratos del
graso.

cuerpo

Absorcion de carbohidratos

Suprime la excrecion de agua (Gullan, P.,
& Cranston, P., 2010)

Balance de agua e iones (Altstein, M., &
Nassel, D., 2010).

Involucrada en el proceso de muda y en la
pigmentaciéon oscura. (Altstein, M., &
Nassel, D., 2010).

Involucradas en procesos miotropicos.
(Gullan, P., & Cranston, P., 2010).
Contracciones intestinales, peristasis.
(Gullan, P., & Cranston, P., 2010).

Involucrados en el crecimiento,
metabolismo y supresion de la respuesta
inmune (Altstein, M., & Nassel, D., 2010,;
Pietri, J. et al., 2015)

Modulacion del sistema nervioso central
(Nassel, D., 2002).

Involucrados en la reproducciéon (Gullan,
P., & Cranston, P., 2010).

Tabla tomada y modificada de Hernandez, G. 2017.

En fecha reciente se ha demostrado que los neuropéptidos son capaces de

regular mas de un proceso fisiolégico. Por lo anterior, las investigaciones recientes

para el control entomolégico se han centrado en los neuropéptidos como

moléculas blanco, asi como de sus receptores para poder desarrollar insecticidas

de nueva generacion.
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1.4.1 Receptores acoplados a proteina G y su funcion

Los receptores acoplados a proteina G (por sus siglas en inglés: GPCRs, G
protein-coupled receptors) forman una de las familias mas extensas de proteinas
de membrana. Guzman y Garcia en su revision de “Receptores acoplados a
proteinas G y sus multiples facetas” del 2018, hacen referencia a los GPCRs
como: “sensores del medio externo (luz, olores, sabores) y del interno (iones,
hormonas, neurotransmisores, factores de crecimiento). Participan en el
mantenimiento de la homeostasis asi como en la génesis y desarrollo de diversas
enfermedades. Ademas son el blanco del 20-30% de los farmacos de uso
cotidiano” (Guzméan, A. & Garcia, J. 2018). Sin embargo, los GPCR’S se han
estudiado mayoritariamente en vertebrados o especificamente en mamiferos. A
pesar de esto, hay estudios que demuestran que neuropéptidos y aminas
biogénicas en insectos, controlan funciones en la reproduccion, el metabolismo y

el comportamiento, sefializando a través de GPCRs (Verlinden, H. et al. 2014).

Conviene subrayar que, los GPCRs se han vuelto un blanco muy atractivo en
insectos para la elaboracién de productos novedosos para el control entomoldgico.
La inhibicion o sobre activacion de los GPCRs pueden alterar vias de transduccion
de sefales vitales que conduzcan a la muerte del insecto. (Verlinden, H. et al.
2014).

Los receptores acoplados a proteina G (figura 8), tienen una estructura
conservada y uniforme. En su estructura presentan siete regiones a-hélice
transmembrana y las cuales se conectan mediante bucles alternos intracelulares
(ICL1, ICL2 e ICL3) y extracelulares (ECL1, ECL2 y ECL3), el extremo amino
terminal ubicado en el lado extracelular y el carboxilo terminal en el lado
intracelular. Los bucles ECL pueden poseer sitios de glicosilacion y junto con las
regiones transmembrana formar un sitio de union a ligando hacia el espacio
extracelular. EI extremo carboxilo terminal y las ICL en general, presentan sitios de
fosforilacion asi como de union a la proteina G y otras efectoras (Guzman, A. &
Garcia, J. 2018; Verlinden, H. et al. 2014).
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Figura 8. Estructura clasica de un receptor acoplado a proteina G (GPCR). En la figura se
muestras las siete cadenas a-hélice transmembrana (H1-H7), los bucles externos (E1-E3) y los
bucles internos (11-13) asi como el extremo amino terminal y el extremo carboxilo terminal donde se
une la proteina G, la cual esta formada por sus tres subunidades (Ga,GB y Gy). Al recibir un
estimulo por un ligando, se activa el GPCR, generando la disociacion de la proteina G en Ga y
Gy, las cuales activan a sus respectivas moléculas efectoras, entre ellas la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa-C. Imagen tomada y modificada de Verlinden, H. et al. 2014.

De acuerdo con Fredriksson, R. et al. 2003, en los metazoas los GPCRs se
dividen en cinco grupos principales, con base en su estructura proteica y las
propiedades de su ligando. El grupo mas extenso y que forma la “familia A” son los
llamados “GPCRs relacionados a rodopsina”. La “Familia B’ conformada por
“‘GPCRs relacionados a secretina”. Tercer grupo, la “Familia C” “GPCRs
metabotropicos relacionados a glutamato”. El cuarto grupo formado por “GPCRs
del desarrollo”, activados por ligandos relacionos a Wnt y a hedgehog y por ultimo

un grupo miscelaneo atipico de GPCRs (Fredriksson, R. et al. 2003).

Con respecto a los neuropéptidos de insectos, varios de ellos sefalizan a través
de GPCRs, como la hormona diurética y el factor dispersante de pigmento, los
cuales son reconocidos por GPCRs relacionados a secretina, mientras que la

mayoria de los neuropéptidos interacttan con GPCRs que pertenecen a la
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“Familia A”, los relacionados a rodopsina. Sin embargo hay otros neuropéptidos,
como la hormona de eclosion (EH) y los péptidos parecidos a la insulina (ILPs)

que sefializan a través de receptores tirosina-cinasa.

De acuerdo con Nassel, D. en el 2002, el numero de neuropéptidos en insectos es
numeroso, tanto que pueden formar 23 familias, a la vez, que presentan multiples
isoformas y las cuales su funcién podria ser redundante. Caers, J. et al. 2012,
subraya que desde veinte afios atrds se habia logrado caracterizar el primer
receptor del neuropéptido en Drosophila: el receptor de taquikinina. No obstante,
la investigacion quedd detenida, hasta que en el afio 2000 se publicé el genoma
de Drosophila y se retomdé. También menciona que, gracias a los genomas
disponibles de otras especies de insectos, es posible extrapolar informacién y
tratar de entender el funcionamiento de vias de sefalizacion. A pesar de todas
estas herramientas, la informacion sigue siendo escasa o casi nula acerca del
funcionamiento de los receptores de neuropéptidos en insectos, por lo que
probablemente, existe una enorme cantidad de receptores que pueden ser

caracterizados (Caers, J. et al. 2012).

Por mencionar ejemplos de funciones y descripciones que se han realizado de
receptores de neuropéptidos en insectos, encontramos que en Drosophila, se ha
localizado el receptor para el péptido sexual (SPR), involucrado en la reproduccién
(Yapici, N. et al. 2008). El receptor de ILPs (péptidos relacionados a la insulina) se
ha reportado en los ovarios de hembras Aedes aegypti (Riehle, M. & Brown, N.
1999). En lepidopteros como Bombix mori, se ha caracterizado el receptor de
allatotropina, del cual proponen que es capaz de regular la produccioén y liberacion
de sNPF (Yamanaka, N. et al. 2008). También ya ha sido caracterizado en M.
sexta, T. castaneum, y A. aegypti (Nouzova, M. et al. 2012). Asi como el receptor
de la hormona diurética, ha sido clonado en A. aegypti y B. morix y del cual se ha
realizado una prediccion en A. gambiae (Ha, S. et al. 2000). Y para finalizar, el
receptor de la hormona adipocinética (AKHR), se ha reportado y clonado en D.
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melanogaster, B. mori y A. gambiae, involucrado en la regulacién del metabolismo
(Park, Y. et al, 2002).

1.4.2 Hormonas adipocinéticas y su receptor acoplado a proteina G

La familia de las hormonas adipocinéticas (AKHS), es una de las mas
estudiadas y extensas de neuropéptidos en insectos. La alta demanda de energia
durante las contracciones de los musculos, que ejercen los insectos durante el
vuelo, se provee de moléculas energéticas, las cuales provienen de la oxidacion
de carbohidratos, lipidos y de aminoacidos como la prolina. Las AKHs son las
hormonas responsables de aumentar la movilizacién de trehalosa y diacilglicerol
en el cuerpo graso, para abastecer de esa energia requerida en actividades que
impliquen un desgaste energético. Por lo tanto, las AKHs son denominadas por
sus funciones como hormonas hipertrealosémicas, hipotrealosémicas o
hiperlipémicas. En cuanto a su estructura, estrictamente son péptidos de una
longitud de 8 a 10 aminoacidos y los cuales tienen el extremo amino terminal
bloqueado por un piroglutamato y un extremo carboxilo-amida terminal. La
estructura genuina de AKH, esta caracterizada por presentar una fenilalanina (F)
en la posicién 4 y triptéfano (W) en la posicion 8 y una glicina (G) en la posicion 9
(Bogerd, J. et al. 1995). Por otra parte, las AKHs comparten una significante
similitud con la hormona concentradora de pigmento rojo (RPCHS) de crustaceos,
por lo que se agrupan en la familia AKH/RPCHs. (Gade, G. & Auerswald, L. 2003;
Van der Horst, D. 2003).

Las AKHs corresponden a una de las familias de neuropéptidos mas
caracterizadas con aproximadamente 40 isoformas identificadas. Sin embargo
todavia no esté claro si todas las isoformas tienen actividad redundante. En cuanto
a la estructura del gen de AKH, presenta un péptido sefal e intrones entre la
secuencia codificante para AKH y una secuencia que codifica para un péptido
llamado péptido relacionado al precursor de AKH (Figura 9) (Hekimi, S. & O’shea,
M. 1989; Kaufmann, C., et al. 2009).
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Figura 9. Estructura del gel de AKH-I de Anopheles gambiae. En la figura se observa la
organizacion de las partes que corresponden al gen de AKH-I. Tomada y modificada de Kaufmann,
C., etal. 2009.

Por otra parte, las AKHs provienen de un largo precursor proteico llamado
prepropéptido, en el cual pueden estar incluidos otros péptidos como APRP. Las
AKH pasan por una protedlisis realizada por endoproteasas, en sitios pares de
aminoécidos como lisina y arginina. Posteriormente tienen modificaciones post-
traducciones, como el piroglutamato del amino terminal y la amidacién del
carboxilo terminal. En Schistocerca gregaria las células neurosecretoras expresan
dos precursores generados por dos transcritos (AKH 1y AKH 1I), los cuales son
traducidos en dos pre-prohormonas. Subsecuentemente el péptido sefial y APRP
son retirados, dejando Unicamente el péptido correspondiente a AKH (Rayne, R.,
& O'shea, M. 1994).

Con relacioén a la funcién clasica reportada para las hormonas adipocinéticas, se
han generado datos en Periplaneta americana, Locusta migratori y Schistocerca
gregaria que permitieron construir un modelo de su mecanismo de accién. No
obstante, la cascada de sefalizacion y las moléculas participantes no se han
podido dilucidar en su totalidad (Gade, G. & Auerswald, L. 2003).

El desencadenamiento de la sefalizacion para la movilizacion de trealosa,
comienza por la union de la AKH con su receptor acoplado a proteina G. A su vez,
provoca la activacion de PLC (Fosfolipasa C) y produciendo segundos
mensajeros: el IP3 (Inositol trifosfato) y DAG (Diacilglicerol) (figura 10). IP3 se une
especificamente a receptores en el RE (reticulo endoplasmico) provocando la
liberacion de Ca2+ hacia el citosol. DAG en conjunto con el Ca2+ liberado activan

PKC (Proteina Cinasa C). Se han reportado dos formas de PKC, una de ellas se
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activa especificamente por fosforilacion por la cinasa-b y consecuentemente
estimula la activacion de la fosforilasa-a y la produccion de glucosa-1-fosfato (G-1-
P). Otra PKC es activada especificamente por PLA2 (fosfolipasa-A2) resultando en
la produccion de acidos grasos saturados libres, los cuales son necesarios para la

sintesis de trehalosa (Gade, G. and Auerswald, L., 2003).

Ademas de ejercer una actividad hipertrealosémica, la sefalizacion por AKH
también aumenta la produccidén de precursores lipidicos asi como la movilizacion
de prolina en el cuerpo graso. La transduccion de sefial ha sido estudiada en el
escarabajo Pyrota sinuata y en la cual se propone que la union de AKH endogena
a su receptor estimula un cambio conformacional de la proteina G, la cual
posteriormente activara la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de cAMP.
Esté incremento logra activar la movilizacion de la triacilglicerol lipasa necesaria
para iniciar con la 3-oxidacion y finalizar con la produccion de prolina (Gade, G. &
Auerswald, L., 2003).

23



AKH

. C 2+
\l/ Espacio extracelular a Trehalosa
| A
GPCR I
Adenilato <——— | Proteina-G | ——> | Fosfolipasa-C Lk
ciclasa PIP, | RE *) Ca?",
/ .
§ Trehalosa
W
CaZ+ A
Diacilglicerol 9
AMP A =
F / \\A /A
PKC, PKC, Eicosanoides
,/ AN 7
/// 2 x
. d FLP-A
Citosol ¥ e o A
Fosforilasa-b “~ /- Y,
l Fosfolipidos Acidos grasos libres
|
Glucogeno v
/ fosforilasa Produccion de energia
Glucosa-6-fosfato
Glucogenp — o __» —_—
Glucosa-1-fosfato Trehalosa-6-fosfato

Figura 10. Traduccion de sefial por AKH para la funcién hipertrehalosémica. El esquema de la
cascada de sefializacion efectuada por AKH, es propuesto por Gade, G. & Auerswald, L., 2003.
Las moléculas participantes se han reportado a través de estudios realizados en Periplaneta
americana, Locusta migratoria y Schistocerca gregaria. PIP, corresponde a Fosfatidilinositol
bifosfato; IPs (Inositol trifosfato); cAMP (Adenosin Monofosfato ciclico); PKC (Proteina Cinasa C) y
FLP-A (Fosfolipasa-A). Tomada y modificada de Géade, G. & Auerswald, L., 2003.
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Figura 11. Transduccién de sefal para la actividad hiperlipémica de AKH. El modelo se
construyé a partir de estudios realizados en Locusta, polillas y escarabajos. Abreviaturas: AC
(Adenilato Ciclasa); GPCR (Receptor acoplado a Proteina G); RE (Reticulo Endoplasmico); cAMP

(Adenosin Monofosfato ciclico);

PKA (Proteina Cinasa A);

IP; (Inositol Trifosfato); TAG

(Triacilglicerol) y AGL (Acidos Grasos Libres). Tomada y modificada de Gade, G. & Auerswald, L.,

2003.
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El inicio de la transduccion de sefial generada por AKH, requiere de la activacion
de su receptor acoplado a proteina-G. El primer receptor de AKH (AKHR) fue
identificado en Manduca sexta (Ziegler, R. et al. 1995) y posteriormente el receptor
de Drosophila (Park, Y. et al. 2002). Asi mismo, se ha identificado en Periplaneta
americana, Anopheles gambiae (Caers, J. et al 2012), Bombyx mori (Shi, Y. et al.
2011), también a través del analisis predictivo de secuencias, se han identificado

dos variantes de AKHR en Aedes aegypti (Kaufmann, C. et al. 2009).

La organizacion gendmica de las regiones codificantes de los genes AKHRs
comprende de 5 a 7 exones y de 4 a 6 intrones; por ejemplo en Drosophila
melanogaster el gen de AKHR presenta 5 exones y 4 intrones, mientras que en
Anopheles gambiae posee de 7 exones y 6 intrones (figura 12) (Shizhong, L., et
al., 2016).

Drosophila melanogaster m
naphetsgampie ———— [ PAFIP-CFACD-- OO

Figura 12. Estructura del gen AKHR. En la imagen se observa la estructura génica de AKHR de
Droshophila melanogaster y Anopheles gambiae, los rectangulos corresponden a los exones y los
nameros a los intrones mientras que las lineas paralelas azules representan a las regiones
transmembranales del receptor. Tomada y modificada de Shizhong, L., et al., 2016.

Interesantemente, un estudio de gendémica evolutiva, propone que la sefalizacion
por AKH/AKHR emergié en organismos Lophotrochozoa y esta relacionada con la
sefalizacion realizada por los miembros de la super familia de receptores de la
hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH), en deuterostomados (figura 13).
Por lo tanto, se propone una relacion evolutiva entre los ligandos GnRH, AKH y
ACP (Peéptidos relacionados a AKH y Corazonina) (Li, S., et al., 2016). Los ACP
son péptidos que recientemente se han identificado, sin embargo todavia no se

conoce con exactitud su funcién, no obstante, se han identificado receptores para
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estos péptidos y que parecen tener gran importancia a nivel evolutivo ya que se

consideran estructuralmente

intermediarios entre

los neuropéptidos AKH,

Corazonina (CRZ) y sus receptores. Al parecer el GPCR ancestral tuvo varios

eventos de duplicacion seguido de mutaciones ocasionadas por la presion de

selecciéon, lo que ocasiono la divergencia de cinco receptores: AKHR, ACPR,

CRZR, CRZR/GnRHR y GnRHR (Li, S, et al., 2016).
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Figura 13. Analisis filogenético del receptor de AKH. En el arbol se observa la divergencia de
los receptores AKHR (receptor de AKH), ACPR (receptor de ACP), CRZR (receptor de corazonina),
GnRHR (receptor de la hormona liberadora de gonadotropina) y CRZR/GnRHR. Tomada de Li, S.,

etal., 2016.
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Sumado a la identificacion molecular de AKHR y a los andlisis evolutivos, se ha
mencionado que la sefializacion por AKH/AKHR no solamente esta implicada en la
locomocion sino también una gran variedad de procesos fisiolégicos como la
reproduccion, el crecimiento larval, el comportamiento alimenticio, pero resulta
importante su participacion en la respuesta inmune. En las interacciones
inmunoendocrinas que pudieran estar ocurriendo a través de AKH/AKHR en los
procesos infecciosos, particularmente en mosquitos. De manera que se

mencionaran caracteristicas generales de la respuesta inmune en insectos.

1.5 Respuesta inmune en insectos.

La respuesta inmunitaria de los mosquitos estad dividida en respuesta
inmune celular y la respuesta inmune humoral (Figura 14), pero antes de activarse
existen otras barreras que los protegen. Estructuralmente los mosquitos, al igual
que todos los artrépodos poseen un exoesqueleto de quitina que evita que los
organos tengan contacto con el ambiente y una membrana peritréfica que impide y
brinda proteccién al intestino medio de interacciones con organismos patégenos,
estas estructuras construye una primera linea de defensa, y son las barreras

fisicas (Dimopoulos, G. 2003).

Cuando las barreras fisicas son evadidas o atravesadas por patdgenos da inicio la
respuesta celular. Los mecanismos de defensa que la caracterizan son la
fagocitosis, la encapsulacién y la coagulacién. Los hemocitos son las células que
llevan a cabo la respuesta celular, y son analogos a los leucocitos en vertebrados.
En Anopheles albimanus se han descrito tres tipos de hemocitos: prohemocitos,
plasmatocitos, granulocitos (Hernandez et al 1999). Cada poblacion de hemocitos
contribuye con una tarea o actividad diferente, el mecanismo de fagocitosis la
llevan a cabo los plasmatocitos, los granulocitos se caracterizan por tener una
mayor produccion de la proteina Fenoloxidasa (PO) y por ultimo los prohemocitos

son células progenitoras que daran lugar a hemocitos maduros (Hernandez-
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Martinez. et al. 2002).

La respuesta inmune innata en insectos es eficiente ya que su activacion es rapida
después de haber estado en contacto con un patégeno. Los insectos tienen y
receptores que les permite reconocerlo propio de lo extrafio. Los Pattern
Recognition Receptors (PRRs, por sus siglas en inglés) y los Patrones
Moleculares Asociados a Patdogenos (PAMPs, por sus siglas en inglés Pathogen
Associated Molecular Patterns) son los responsables de la especificidad que
existe en la respuesta inmune innata de insectos, ya que son capaces de
reconocerse Yy unirse oligo-especificamente. Este reconocimiento puede
desencadenar diversos eventos para eliminar al patégeno. Uno de ellos es la
fagocitosis y otro importante es la activacion indirecta de las vias de sefalizacion
inmunes que regulan la transcripcion de péptidos antimicrobianos (AMP’s, por sus
siglas en inglés Antimicrobial Peptides) y genes efectores que eliminan a los
patégenos (Dimopoulos, G. 2003.; Rolff, J., & Reynolds, S., 2009).
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Figura 14. Mapa conceptual de larespuesta inmune en mosquitos.

2. ANTECEDENTES

La participacion de AKH en la respuesta inmune se ha propuesto a partir de
datos generados por Wiesner A. y colaboradores en 1997, al observar una
actividad antibacterial en la hemolinfa en larvas de Galleria melonela, a través de
la inyeccion intrahemocelica de apoLp-111 y AKH (Wiesner, A. et al, 1997). Por
otro lado, Goldsworthy y colaboradores en el 2012, demuestran que, mediante
ensayos de actividad enzimatica, AKH | y Il de Locusta migratoria estan
involucradas en la activacion de la cascada de la profenoloxidasa (Goldsworthy,
G., et al, 2002). Es importante mencionar, que en la elaboracién de estos

experimentos fue necesario el estimulo con LPS (lipopolisacarido), para que
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conjuntamente administrado con AKH, se observara un efecto sinérgico en la

actividad de la enzima (figura 15).
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Figura 15. Gréfica de la actividad de la Fenoloxidasa en Locusta migratoria. En la grafica
derecha se muestra la actividad de la fenoloxidasa, obtenida mediante ensayos enzimaticos. El
experimento se realiz6 inoculando adultos machos de Locusta migratoria con 100 ug de las
diferentes preparaciones de LPS. El eje de las ordenadas representa la actividad enzimatica 3 h
después de la inoculacion del LPS con (barras sombreadas) o sin (barras blancas) 20 pmol de
Lom-AKH-I. Tomado de Goldsworthy, G., Opoku-Ware, K., & Mullen, L, 2002.

Recientemente, nuestro grupo se ha interesado en el estudio de la respuesta
inmune de  mosquitos  Anopheles albimanus con un  enfoque
neuroinmunoendocrino. Los primeros resultados generados, han contribuido en el
desarrollo del neuropeptidoma putativo en mosquitos hembra Anopheles
albimanus, obteniendo 18 transcritos que potencialmente codifican para 44
biopéptidos producidos en el cerebro. Ensayos de expresion de transcritos de
neuropéptidos, en cerebros infectados con Plasmodium berghei, involucran la
sobreexpresion de AKH Il y por lo cual existe la posibilidad de que pueda estar
involucrada en la regulacién de la respuesta inmune en Anopheles albimanus
(Alvarado, A.et al. 2016) (figura 16).
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Figura 16. Expresion de neuropéptidos en cerebros de Anopheles albimanus. En la gréfica se
observa la expresion de transcritos de neuropéptidos en mosquitos hembra, durante la infecciéon
con Plasmodium berghei. Tres transcritos correspondientes a AKH II, pirokinina y corazonina, se
sobreexpresaron 24 horas post-infeccion. Tomada de Alvarado, A y colaboradores; 2016.

Aunado a estos resultados obtenidos, datos del efecto de las hormonas
adipocinéticas | y Il en la expresion de antimicrobianos como atacina y cecropina
en intestino medio de mosquitos Anopheles albimanus se han analizado (figura
17). Sin embargo estos andlisis no muestran diferencias estadisticamente
significativas de estos PAMs, pero si inducen la expresion de transcritos. Estos
datos generan mayor interés en el analisis de este tipo de hormonas y sus
receptores. Incluir un reto inmune en nuestras investigaciones y buscar e
identificar el receptor(es) putativo(s) para AKH Il en el intestino medio permitiran
ampliar el panorama de conocimiento y entender las funciones de AKH en un

estado fisiolégico comprometido.

Finalmente, Bill, M. y colaboradores en el 2016, midieron la expresion de
transcritos del receptor de la hormona adipocinética en diferentes tejidos de la
mosca de la carne Sarcophaga crassipalpis, y observaron su expresion en el
intestino medio asi como en otros 6rganos (figura 18), lo que demuestra que

existen receptores para estas hormonas no solo en el SNC o en cuerpo graso, lo
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que favorece las hipotesis que asocia a estas hormonas a funciones diversas en
distintos contextos fisiolégicos (Bill, M. et al.2016).
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Figura 17. Expresion de péptidos antimicrobianos en intestino medio de Anopheles
albimanus. En la figura se observan cuatro graficas que corresponden a la expresion relativa de
transcritos de atacina y cecropina, en cultivo in vitro de intestinos, incubados con AKH I, o AKH Il, o
un activador de la respuesta inmune (LPS) durante 1 y 24 horas.
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Figura 18. Distribucidon tisular de la expresion del receptor de AKH en Sarcofaga
crassipalpis. Las moscas se alimentaron con extracto de higado o azlcar y de las cuales se
colectaron siete tejidos para la medicidon por PCR tiempo real de transcritos de AKHR. Los tejidos
extraidos fueron: cerebro, cuerpo graso, intestino anterior, intestino posterior, intestino medio,
tubulos de Malpighi y ovarios (Bil, M, et al. 2016).
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3. JUSTIFICACION

La investigacion cientifica es crucial para conocer la fisiologia de
organismos vectores y posteriormente desarrollar nuevas estrategias que ayuden
a controlar su poblacién y la transmision de enfermedades. Reyes, G. y Sanchez,
R., en el Manual Técnico de Entomologia para el Programa de Paludismo 2014,
mencionan que: “La efectividad de las medidas de control no es estatica debido a
los cambios ecoldgicos, asi como también al desarrollo de resistencia del vector a
los insecticidas y del parasito a las drogas “. Por lo tanto, se deben disenar y

evaluar nuevas alternativas posibles para él control entomoldgico.

Entre las posibles alternativas, diferentes investigaciones se han enfocado en
estudiar la fisiologia del sistema neuroendocrino de organismos vectores, ya que
moléculas como los neuropéptidos y sus receptores, son un blanco para el
desarrollo de insecticidas para el control de plagas y vectores. Nuestro grupo de
trabajo ha extendido sus estudios en inmunologia de vectores como Anopheles
albimanus, con investigaciones que logren generar conocimiento acerca de
neuropéptidos y receptores capaces de regular positiva 0 negativamente la
respuesta inmune del vector. Iniciamos con la identificacién del neuropeptidoma
de Anopheles albimanus y del cual han resultado datos interesantes como la
sobre-expresion de AKH Il en cerebros durante la infeccion con Plasmodium
berghei. Posteriormente se analiz6 el efecto de AKH | y AKH Il en intestino medio
de An. albimanus sobre la expresiébn de antimicrobianos y como resultado
decidimos enfocar el presente trabajo en la busqueda, amplificacion y andlisis de
AKHR en la etapa larval y adulta de An. albimanus.
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4. HIPOTESIS

El receptor de la hormona adipocinética se expresa durante el desarrollo larval y

en intestino medio de Anopheles albimanus.

5. OBJETIVO GENERAL

Identificar In silico y validar experimentalmente, una secuencia hipotética para el

receptor de la hormona adipocinética en Anopheles albimanus.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar la basqueda In silico y validar la presencia de una secuencia hipotética

para el receptor de AKH, en intestino medio y abdomen de Anopheles albimanus.

Analizar la expresion del receptor hipotético de AKH durante el desarrollo larval de

Anopheles albimanus.

Analizar la expresion relativa del receptor hipotético de AKH en la etapa larval 4 de

Anopheles albimanus, después de un reto con M. luteus o E. coli o Zymosan.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Busqueda y andlisis In silico de una secuencia putativa de AKHR en el
genoma de Anopheles albimanus.

Para la identificacion de una secuencia putativa del receptor de AKH en An.
albimanus, se utiliz6 como herramienta de busqueda la base de datos VectorBase

(https://www.vectorbase.org/) y la secuencia AGAP002156, la cual corresponde al

receptor hipotético de la hormona adipocinética de Anopheles gambiae. Con La
secuencia AGAP002156, se realizo un alineamiento tipo BlastN contra el genoma
de An. albimanus, utilizando los parametros “defoul” (Maximum e-value = 10). A
partir de la secuencia 2156 se identificé la secuencia ortéloga en An. albimanus,
con el ID AALB008204. Presentado un porcentaje de similitud del 82.20 % y una
cobertura nucleotidica de 97.38. (En el apartado de resultados, la tabla 2, detalla

la comparacién y caracteristicas de ambas secuencias).

El disefio de los oligonucledtidos se realizo sobre la secuencia completa 8204, los
cuales se nombraron: AKHRECEP-FW 5'- GTC GTG TGA TGG CGT TCT TC -3'y
AKHRECEP-RV 5- GGT GAA CCT TCA AAG GCT GC -3', ambos con una
longitud de 20 bases, una temperatura de fusién (Tm) de 62°C y un porcentaje de
guanina y citosina (GC) de 55. El tamafio del fragmento/amplicon correspondia a
111 pares de bases (pb). Posteriormente, se estandarizaron las condiciones de
amplificacion por PCR punto final. Modificando concentraciones de cDNA molde,
concentracion de oligonucledtido y diferentes temperaturas de alineamiento.

6.1.1 Crianza de Anopheles albimanus y obtencién de material biolégico

Para realizar los experimentos, se utilizaron mosquitos hembra de
Anopheles albimanus, cepa Tapachula, los cuales fueron criados en el insectario
No. 1 del bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica. Las condiciones
establecidas para la crianza de las etapas larvales y mosquitos adultos fueron las
siguientes: temperatura ambiental de 28°C, humedad relativa del 80% vy
fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Los mosquitos se alimentaron
con solucion de sacarosa al 8%.
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6.1.2 Amplificacion de AKHR por punto final en abdémenes e intestinos de
Anopheles albimanus.

Para la amplificacion del fragmento correspondiente a un segmento de
AKHR hipotético (AALB008204), se formaron tres grupos de mosquitos hembra, el
testigo, mosquitos alimentados con sacarosa al 8% y dos grupos en ayuno
prolongado de 18 horas, con la finalidad de potenciar la expresion de AKHR

hipotético (Figura 19).

Moscos alimentados con Moscos en ayuno prolongado
sacarosa al 8% de 18 horas.
(A) (B)
Diseccion de \\ Diseccién de
Diseccion de Abdomen \\ intestinos
Abdomen
\
A
b b %

Figura 19. Esquema general de la agrupaciéon de Anopheles albimanus para la diseccion de
abdomen e intestino medio. Previo a la selecciéon de grupos, los mosquitos se mantuvieron en
crianza con torundas de algodén humedecidas con solucién de sacarosa al 8% durante cinco dias,
después de emerger de la pupa. En el sexto dia se dividieron en dos grupos (panel A y B),
retirando la torunda de algodén al grupo B durante 18 horas. Transcurrido el tiempo de ayuno, se
continud con la diseccion de abdémenes (n=20) e intestinos (n=20).

6.1.3 Diseccion de abdomen e intestino.

La diseccion de tejidos para todos los experimentos se realizO en un
microscopio estereoscopico, utilizando portaobjetos, jeringas y pinzas de diseccion

estériles. Se utiliz6 como solucién de diseccién, una mezcla de buffer fosfato
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salino al 1X con una mezcla de antibidticos PSN (penicilina, estreptomicina y
neomicina) y gentamicina. Antes de iniciar la diseccion, los mosquitos se
incubaron a una temperatura de -20°C, por tres a cinco minutos para
anestesiarlos. Los mosquitos se colocaron inmediatamente en un contenedor con

hielo (4°C) para mantenerlos inmoviles y e iniciar la diseccion.

La técnica de diseccion de intestinos se realizé de la siguiente manera: Sobre un
portaobjeto y sosteniendo la jeringa, se colocé una gota de la mezcla de solucién
de diseccion, el mosco se tomé cuidadosamente con la punta de las pinzas de
diseccion (preferentemente por las patas), y se coloc6 dorsalmente sobre el
portaobjeto, a manera de que la parte ventral quedara expuesta, el mosquito se
sostuvo suavemente de las alas y el térax. Con la aguja de la jeringa se identificd
el antepenultimo segmento del abdomen, el cual se presiond y se halo para
producir una incision para extraer el intestino y los tibulos de Malpighi, los cuales
se cortaron y eliminaron para colectar Unicamente el intestino medio. Para obtener
el abdomen, se realiz6 el mismo procedimiento, sin embargo para obtener este
organo el corte se produjo entre la union del térax y el abdomen. El tejido obtenido

se almaceno en 250 uL de TRIzol® para la extraccion de RNA.

Posteriormente a la diseccion de abdémenes e intestinos, se realizé la extraccion
de RNA por el método de TRIzol®, confirmando la integridad de las muestras en
un gel de agarosa al 2%. Continuando con el protocolo para la sintesis de DNA
complementario (cDNA), el RNA total extraido de todas las muestras se ajusto a la
misma cantidad en un volumen de 10 uL. Las reacciones se incubaron con DNase
| (RNase-free), Thermo Scientific® durante 30 minutos a 37°C, seguido de 10
minutos de incubacién a 70°C con 1 pL de EDTA (50 mM). Para sintetizar y
enriquecer soélo el RNA mensajero se agrego oligo DT y se incubd por 10 minutos
a 70°C. Para finalizar con la sintesis cDNA, las reacciones se incubaron con un
coctel de dNTP’s (0.4 uM), 0.25 pL de RiboLock RNAse Inhibitor (40 U/uL), 0.5 uL
de enzima transcriptasa reversa (RT 200U/uL) y buffer de la RT a 5X. Todos los
reactivos empleados fueron de la marca Thermo Fisher Scientific®. La reaccidon se

incub6 durante una hora y treinta minutos a 42°C. Posteriormente se incubo a
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70°C por 10 minutos para la desactivacion de la enzima RT por calor. Para la
validacion de las muestras de cDNA fue necesario amplificar transcritos del gen
S7 que codifica para una proteina de la subunidad 40s del ribosoma, amplificando

un producto de 147 pb.

La amplificacién de un fragmento del receptor de la hormona adipocinética (AKHR)
se realizd en las condiciones Optimas estandarizadas que fueron las siguientes.
Los volumenes de reaccion de PCR fueron de 12 pL con 2 uL de cDNA, y
concentraciones finales de los siguientes reactivos: dNTP’s (0.2 mM), Oligo
AKHRECEP-FW (0.4 pmol) y AKHRECEP-RV (0.2 pmol), Dream Taq Polymerase
Thermo™ (1.5 U) y DreamTaq™ Green Buffer (1 X) el cual contiene KCI and
(NH4)2S0, asi como MgCl, a 20 mM. Las condiciones de sintesis para la reaccion
fueron las siguientes: desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos, alineamiento 64°C

por 30 segundos, y extension a 72°C durante 1 minuto (por 35 ciclos).

El producto amplificado se purific6 para su secuenciacion y comprobar si
correspondia a la secuencia seleccionada para AKHR de la base de datos

VectorBase para An. albimanus.

6.2 Amplificacion de AKHR hipotético durante el desarrollo larval de
Anopheles albimanus.

El mantenimiento y desarrollo de las etapas larvales se llevé a cabo en
recipientes redondos con capacidad para 4 litros de agua y una profundidad de
veinte centimetros a 28°C. Las larvas se alimentaron con croquetas pulverizadas

para gato (Whiskas®).
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Para identificar y evidenciar la presencia de transcritos del receptor de AKH en
larvas, se criaron y colectaron ejemplares de las 4 etapas: Larva 1 (L1), larva 2
(L2), larva 3 (L3), larva 4 (L4) y pupa (n=30 por estadio larval). Para clasificar
correctamente cada ejemplar y tener una muestra homogénea, se tomaron

mediciones de las diferentes larvas (figura 20).

! | \ .
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Figura 20. Etapas larvales de Anopheles albimanus. Se observan las cuatro etapas larvales de
Anopheles albimanus y las mediciones correspondientes a la longitud de los individuos.

El cDNA de cada muestra, se utilizé para amplificar el receptor de AKH. Ademas,
se realizé la cuantificacion de la expresion del transcrito por analisis tipo AACT
después de la amplificacion por PCR tiempo real, con las mismas condiciones de

amplificacion mencionadas en el apartado 6.5.

6.3 Analizar la expresién relativa del receptor hipotético de AKHR en la etapa
larval 4 de Anopheles albimanus, después de un reto con M.luteus o E.coli o
zymosan.

Para generar informacion acerca de participacion del receptor hipotético de
AKH en la respuesta inmune del mosquito Anopheles albimanus, se realizaron
experimentos de retos bacterianos. Se inocularon larvas de An. albimanus en
etapa 4 con Micrococcus luteus, E.coli, 0 zymosan, o agua inyectable PiSA®,
como vehiculo y control de dafio fisico. Posteriormente, las muestras se tomaron a
1 hora, 2 horas, 6 horas y 24 horas para observar el cambio en la expresion a

tiempos cortos y prolongados por el reto (la figura 21 muestra el disefo
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experimental).
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Figura 21. Esquema del disefio experimental del reto en larva 4 de Anopheles albimanus.
Partiendo de cinco recipientes con 80 larvas en estadio 4 de An. albimanus, se tomaron 15 larvas
para inocularlas con tres activadores de la respuesta inmune: M. luteus (5000 céulas en 0.2 uL) o
E.coli ( 0.2 uL de un stock de 1 x 10" células) o Zymosan (0.2 pl de 4 ug de equivalentes de
glucosa/mL); asi como el vehiculo utilizado, agua inyectable PiISA® (0.2 uL de agua estéril libre de
pirégenos). Los tiempos de incubacion para posteriormente tomar la muestra fueron 1 hora, 2
horas, 6 horas y 24 horas. Asi mismo como testigo se tomaron 15 larvas An. albimanus, sin retar.

Para la inoculacion, se utilizd un microcapilar de 100 pL, y un microscopio
estereoscopico. Se usaron portaobjetos como base para la colocacion de las
larvas, a cada larva se le quito el exceso de agua empleando papel absorbente y
asi inmovilizarlas y manipularlas de manera eficiente. Las larvas se colocaron en
contenedores circulares con capacidad para 0.15 L de agua a temperatura
ambiente, de 6 cm de profundidad y se mantuvieron ahi hasta completar los
tiempos de incubacion. Después del tiempo de incubacion, se colectaron 15 larvas
por grupo y se almacenaron en 500 pyL de TRIzol para la extraccidon de RNA. Al
igual que la metodologia de obtencién de RNA, la sintesis de cDNA y los analisis

de expresion se realizaron como ya se describié previamente.
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7. RESULTADOS

7.1 Busqueda y analisis In silico de una secuencia putativa de AKHR en el
genoma de Anopheles albimanus.

La busqueda In silico del receptor de AKH en Anopheles albimanus,
empleando una secuencia ortéloga ya identificada y caracterizada como lo es el
receptor de AKH en Anopheles gambiae, el mosquito vector de la malaria de
origen africano, resultd en la identificacion, por alineamiento, de la secuencia
AALBO008204, la cual se analizé para detectar caracteristicas similares a la
secuencia AGAP002156, la tabla 2 muestra la comparacion de las dos
secuencias, Y la tabla 3 describe los dominios conservados que tiene cada una de
estas moléculas.

Tabla 2. Comparacion de secuencias de AKHR de Anopheles gambiae y Anopheles

albimanus. Caracteristicas compartidas entre la secuencia AGAP002156 de An. gambiae y
AALBO008204 de An. albimanus.

Caracteristicas AGAP002156 AALB008204
Descripcion Putative gonadotrophin

releasing hormone receptor

1
Localizacion CromosomaZ2R: Cromosoma2R:

Ortélogos
Paralogos

No. Transcritos

16,572,378-16,574,313
forward strand.

44
5

1

30,846,436-30,848,053
forward strand.

44
5

1

Longitud en pares de bases
No. Exones
Biotipo

Longitud de la proteina en
aminoacidos

No. Dominios y caracteristicas

AGAP002156-RA

1467
7

Codificante para proteina

354

27

AALB008204-RA

1215
6

Codificante para proteina

404

24
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Tabla 3. Dominios compartidos entre AGAP002156 (AKHR) y AALB008204 (AKHR
hipotético).

Dominios AGAP002156-RA AALB008204-RA
Prints G protein-coupledreceptor, G protein-coupled receptor,
rhodopsin-like rhodopsin-like

PROSITE patterns
G protein-coupled receptor, G protein-coupled receptor,
rhodopsin-like rhodopsin-like

PROSITE profiles GPCR, rhodopsin-like,

™ GPCR, rhodopsin-like,

7™

Prints Vasopressin receptor

La busqueda de dominios en la secuencia de aminoacidos AALB008204
proporcion6 una caracteristica importante, la secuencia corresponde a un receptor
acoplado a proteina G de la familia tipo I. Para confirmar el resultado y la identidad
de esta molécula, se realizé un andlisis para la prediccibn de topologias de
proteinas de membrana, esté analisis confirmo la estructura de un GPCR (por sus
siglas en inglés, G protein-coupled receptors).empleando el software TMHMM 2.0,

Los resultados del analisis se observan en la figura 22.

TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE

08

06

04

\h
0 L

100 150 200 400

probability

transmembrane

inside outside

Figura 22. Andlisis tipo TMHMM para la prediccion de hélices transmembrana en secuencias
proteicas. El eje de las ordenadas (Y) corresponde a la probabilidad de que el fragmento de la
proteina se encuentre a travesando la membrana, en el interior o en el exterior. El andlisis se hizo
con la proteina putativa de la secuencia AALB008204. La molécula tiene siete hélices
transmembrana y corresponde con la estructura de un GPCR.
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En la tabla 4 se observan los intervalos de aminoacidos que corresponden a cada

dominio hélice transmembrana.

Tabla 4. Posiciones de aminoéacidos de cada dominio hélice transmembrana.

AGAP002156-RA AALB008204-RA
l—iz:lprc;c(iZn'stica Inicio Final car:cptc;r?setica Inicio Final
Seg 331 342 Seg 254 262
TMHMM 51 73 TMHMM 73 95
TMHMM 85 107 TMHMM 116 138
TMHMM 122 144 TMHMM 153 175
TMHMM 161 183 TMHMM 187 209
TMHMM 210 232 TMHMM 260 282
TMHMM 271 203 TMHMM 321 343
TMHMM 308 327 TMHMM 358 377

Posteriormente del analisis In silico de la secuencia AALBO0O82004, decidimos
comenzar la busqueda experimental de un fragmento transcripcional en abdomen

e intestinos de mosquitos, para demostrar su presencia en Anopheles albimanus.

Como complemento, un segundo alineamiento, entre la secuencia aminoacidica
codificante a partir de la secuencia 8204 de An. albimanus y 2156 de An. gambiae,
se realiz6 con la herramienta jalview. Para la identificacion de aminoacidos
conservados entre 15 receptores identificados asi como otros hipotéticos para

AKH en otras especies de insectos (Anexo 1).

7.1.2 Amplificacion de AKHR por punto final en abdémenes e intestinos de
Anopheles albimanus.

Para validar la presencia de la secuencia AALB008204 en mosquitos
Anopheles albimanus, se disectaron abdémenes (debido a que el érgano diana de

la hormona adipocinética es el cuerpo graso y éste se encuentra en el abdomen).
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Un fragmento de 111 pares de bases se amplific6 de moscos alimentados con
solucién de sacarosa al 8% y moscos con privacion del alimento por 18 horas
como se muestra en la figura 23. Interesantemente el fragmento también se
observé en intestinos de moscos en ayuno, 6rgano que no se considera diana de

la hormona adipocinética por la funcion que se ha descrito para esta hormona

Abdomen Control Abdomen Ayuno

[ V[ \
MPM 2 3 4 5 6 7 8 9

AALB008204

100 pp —— (AKHR hipotético)

(figura 24).

Figura 23. Amplificacién de AKHR hipotético en abdomen. Gel de agarosa al 2%, en él se
observan las bandas de amplificacién correspondientes a un fragmento del transcrito de la
secuencia putativa para AKHR (111 pb) en abdémenes de mosquitos hembra Anopheles
albimanus, previo a la purificacién de las bandas para su secuenciacion.

Intestinos
(Mosquitos en ayuno)

|
[ |

MPM 2 3 4 5 6 ()

AALB008204

100 pb— (AKHR hipotético)

Figura 24. Amplificacion de AKHR hipotético en intestinos. Gel de agarosa al 2%, se observa
la amplificacion del fragmento de la secuencia AALB008204 en intestino medio de mosquitos
hembra en ayuno. La reaccién se realiz6 en un gradiente de temperatura de alineamiento, carril 2:
58°C, carril 3: 60°C, Carril 4: 62°C, Carril 5: 63°C y Carril 6: 64°C, el carril 7 muestra el control
negativo.
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Para comprobar el resultado de la amplificacion, el fragmento de 111 pb en

abdomenes fue secuenciado, el andlisis de la secuencia confirmé que

corresponde a un segmento de AKHR de An. albimanus, figura 25.
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Figura 25. Electroferograma de la secuenciacion de AKHR hipotético. La imagen muestra un
fragmento del electroferograma que contiene parte de la secuencia de ALB008204 (AKHR). En
amarillo y verde se muestra las secuencias de los oligos AKHRECEP-FW 5'- GTC GTG TGA TGG
CGT TCT TC -3'y AKHRECEP-RV 5'- GGT GAA CCT TCA AAG GCT GC -3, identificados en la
secuencia obtenida de la secuenciacion del fragmento del receptor hipotético de la hormona
adipocinética, asi como las bases totales secuenciadas que empalman con la secuencia de la base

de datos.

7.2 Amplificacion de AKHR hipotético durante el desarrollo larval de

Anopheles albimanus

Para demostrar la presencia de AKHR (AALB008204) en las etapas larvales

y pupas de An. albimanus, se amplifico y analizdé su expresion (figura 26 y 27).

Estos resultados confirmaron la presencia de AKHR en larvas de An. albimanus.
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Figura 26. Amplificacion de AKHR hipotético en larvas de Anopheles albimanus. Se observa
la amplificacién de AKHR hipotético en un gel de agarosa al 2% (8 uL de producto de PCR por
pozo) en los cuatro estadios larvales y pupa de Anopheles albimanus.

Expresion de AKHR durante el desarrollo larval de An.albimanus

8-

Expresion relativa AAct
4

Etapa Larval

Figura 27. Expresion relativa (AAct) de AKHR hipotético durante el desarrollo larval. La
gréfica muestra la media obtenida de la expresién de AKHR hipotético (AALB008204); L1 X=
5.985, L2 X= 6.125, L3 X= 5.63, L4 X= 6.19 y Pupa X= 5.32, obteniendo de la prueba de anova de
una via el resultado de F = 1.511, P > 0.05 = 0.3267. Por lo tanto la expresién se mantiene
constante sin variacion significativa.
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7.3 Expresion relativa del receptor hipotético de AKHR en la etapa larval 4 de
Anopheles albimanus, después de un reto con M.luteus, E.coli o zymosan.

Como consecuencia de la evidencia del receptor hipotético de la hormona

adipocinética en larvas. Se realizd un analisis de expresion de este receptor en
larvas L4 después de un reto con M. luteus o E. coli o Zymosan (figura 28). La
tabla 5 muestra las medias obtenidas de la expresion relativa de AKHR
(AALB008204) durante los retos en una cinética de tiempo (1 hora, 2 horas, 6
horas y 24 horas).
En las larvas inoculadas con agua PiSA®, la expresion tuvo un pequefio aumento
a 1 hora post-reto (X= 1.355), sin embargo a las 2 horas y 6 horas los datos
fluctuaron sin llegar a ser un cambio exacerbado. Con M. luteus, las medias se
presentaron constantes, sin cambio en la expresién (1 hora X= 0.665, 2 horas X=
0.33, 6 horas X= 0.5 y 24 horas X= 0.505). En zymosan, a las 24 horas se
presenté un minimo aumento (X= 1.235) considerando un posible efecto en
tiempos prolongados. Por dltimo, en E.coli las medias obtenidas exhibieron una
aparente disminucion de la expresion, en tiempos cortos (1 hora X= 1.95, 2 horas
X= 0.975 y 6 horas X= 0.095), no obstante a las 24 horas la expresién se
recuperd. Sin embargo, con base en el analisis estadistico, Unicamente a las 6
horas post-reto, mostraba diferencias significativas (anova de una via, F = 6.849,
P < 005 = 0.0291, R?> = 0.8457, IC = 95%). Aplicando un andlisis de
comparaciones multiples con la prueba de Tukey (P <0.05 = 0.0398, IC = 95%), se
logré identificar el grupo de larvas inoculadas con E.coli a las 6 horas post-reto,
como el grupo que presentd una disminucion significativa en la expresion de
AKHR (AALB008204) respecto al control.
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Tabla 5. Medias de la expresion relativa de AKHR hipotético
después un reto en L4.

Media de la expresion relativa de AKHR hipotético durante un reto en larva 4.

Tiempo post- Tratamiento Tiempo post-  Tratamiento
reto reto
Larva 4 1.000 Larva 4 1.000
(blanco) (blanco)
Pisa 1.355 Pisa 0.385
1h M. Luteus 0.665 2h M. Luteus 0.33
Zimosan 0.935 Zimosan 0.46
E coli 1.95 E coli 0.975
Larva 4 1.000 Larva 4 1.000
(blanco) (blanco)
Pisa 0.905 Pisa 0.84
6 h M. Luteus 0.5 24 h M. Luteus 0.505
Zimosan 0.39 Zimosan 1.235
E coli 0.095 E coli 0.25

) Expresion de AKHR en larva 4 de An.albimanus
A

»
2

[ ]
2

—_—
2

Expresion relativa 2*-(AAct)

1 hora post-reto
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B) Expresion de AKHR en larva 4 de An.albimanus

1.54

0.5+

Expresion relativa 2*-(AAct)

0.0

2 horas post-reto

C) Expresion de AKHR en larva 4 de An.albimanus

1.5+

1.04

0.5+

Expresion relativa 2”*-(AAct)

0.0

§ §
o~

6 horas post-reto
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D) Expresion de AKHR en larva 4 de An.albimanus
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Figura 28. Graficas de la expresién relativa (ZA'AA“) de larvas en etapa 4 durante un reto. El

eje de las ordenadas corresponde al cambio en el nimero de veces que aumentd o disminuyé la
expresion y el eje de las abscisas corresponde al los diferentes estimulos inoculados para inducir
la respuesta inmune; L4 (Larvas control en etapa 4), PiSA (vehiculo), M.luteus y E.coli. En la
gréfica A), se observa la expresion de AKHR hipotético (AALB002804) a 1 hora post-reto; en B) 2
horas post-reto; grafica C) 6 horas post-reto y en la grafica D) 24 horas post-reto. En la gréafica C)
Unicamente en el grupo de larvas inoculadas con E.coli, la expresiéon de AKHR hipotético
disminuye significativamente.
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8. DISCUSION

La biologia de los organismos vectores de enfermedades, en general ha
sido ampliamente estudiada, preferentemente en aquellos que tienen un gran
impacto en la salud de la poblaciébn y por ende presentan altas tasas de
mortalidad. Los mosquitos, un grupo diverso por su numero de especies, han
captado la atencién a nivel mundial, por su gran capacidad vectorial para transmitir
una diversidad de especies patdgenas al humano. Anopheles albimanus es uno de
los vectores del paludismo o malaria que se encuentra en América y en México,
por lo tanto, nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a generar conocimiento para

continuar comprendiendo el funcionamiento del vector.

Recientemente, decidimos incursionar en una nueva linea de investigacion, con la
cual pretendemos conocer la relacion del sistema endocrino y el sistema inmune
en mosquitos. Alvarado, A. y colaboradores (2016), observaron una
sobreexpresion de neuropéptidos en cerebros de moscos Anopheles albimanus,
infectados con Plasmodium berghei. Interesantemente, un neuropéptido que tuvo
una alta expresion a nivel transcripcional, fue la hormona adipocinética, reguladora
del metabolismo de lipidos y carbohidratos en insectos. No obstante, la funcion de
moléculas producidas en el sistema nervioso, sobre el sistema inmune, ha sido
muy poco explorada, pero existen trabajos que demuestran que neuropéptidos
como la allatotropina, la allatostatina, los péptidos parecidos a la insulina y las
hormonas adipocinéticas de mosquitos, podrian estar asociados a procesos
inmunes (Goldsworthy, G. et al. 2002; Hernandez, S. et al. 2017; Pietri, J. et al.,
2015.).

Por consiguiente, hemos trabajado con las hormonas adipocinéticas y su efecto
sobre la respuesta inmune. Datos presentados en este trabajo, proponen un efecto
de la hormona adipocinética en el intestino medio de Anopheles albimanus, por lo
tanto decidimos trabajar en la busqueda e identificacién de un receptor de AKH,
asi como en su dinamica de expresion durante el desarrollo larval y ante estimulos

microbianos.
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8.1 Busqueda y andlisis In silico de una secuencia putativa de AKHR en el
genoma de Anopheles albimanus.

El receptor de la hormona adipocinética se ha descrito como un receptor
acoplado a proteina G, por datos obtenidos a partir de estudios de modelado In
silico de la estructura del AKHR de Anopheles gambiae; donde lo describen como
una estructura con siete dominios hélices transmembrana, tomando como base las
estructuras cristalizadas del receptor beta-2-adrenérgico y la rodopsina
(Mugumbate, G., et al. 2010). Por lo tanto, estas caracteristicas fueron las
principales para la busqueda e identificacion de secuencias que presentan

dominios similares.

El receptor de AKH ya ha sido identificado y caracterizado farmacologicamente,
en ocho especies de insectos, Bombyx mori, Aedes aegypti, Bactrocera dorsalis,
Sarcofaga crassipalpis, Glossina morsitans, Rhodnios prolixus, Periplaneta
americana y Drosophila melanogaster, el presente trabajo, es el primer reporte de
la identificacion de una secuencia hipotética del receptor de AKH en el vector de la
malaria Anopheles albimanus. Tomando como base la secuencia AGAP002156, la
cual esta reportada como receptor putativo de la hormona liberadora de la
gonadotropina (GnRH, por sus siglas en inglés: Gonadotropin-releasing hormone),
la nomenclatura o descripcién de esta secuencia se debe a la divergencia entre el

receptor de AKH y el receptor de la GnRH, compartiendo un ancestro comun.
El andlisis de tipo blast, permiti6 obtener una secuencia que tuviera el mayor

porcentaje de cobertura nucleotidica en Anopheles gambiae, la tabla 6 contiene

los porcentajes de cobertura de las primeras doce secuencias obtenida del Blast.
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Tabla 6. Secuencias obtenidas del analisis de tipo blastn.

Organismo Ortélogo Descripcion %ID del %ID de Puntaje Cobertura
blanco consulta GOoC WGA
1  Aedes aegypti AAELO11325-PC Gonadotropin- 46.76 % 57.06 % n/a 76.94
releasing hormone
receptor
2 Anopheles albimanus AALBO08204-RA No descripcién 69.31 % 79.10 % 75 97.38
3 Anopheles arabiensis AARAD06785-PA No descripcion 39.12% 94.92 % 100 100.00
4  Anopheles coluzzi ACOMO042128-RA No descrpcién 100.00 % 100.00 % 100 100.00
5 Anopheles darlingi ADACO000763-RA Gonadotropin- 75.48 % 80.79 % 75 95.60
releasing hormone
receptor
6 Anopheles stephensi ASTEOQQ0730-RA No descripcion 32.74% 82.77 % 100 100.00
7  Cimex lectularius CLECO001064-RA Adipokinetic hormone 46.32 % 48.02 % n/a n/a
receptor
8 Drosophila Melanogaster AkhR FBgn0025595 Adipokinetic hormone  39.34 % 50.56 % 25 n/a
*AkhR- receptor
RB FBtr0079309 AkhR-RB (443 AA'S)
*AkhR-
RD FBtr0332331
*AkhR-
RA FBtr0079308
*AkhR-
RC FBtr0079310 AkhR-RC (455 AA’S)
9 Glossinamorsitans GMOYO008368-RA Putative Adipokinetic ~ 40.52 % 48.31% 25 n/a
hormone receptor
isoform A
10 Musca domestica MDOAOQ04853-RB gonadotropin- 40.79% 43.32% 25 n/a
releasing hormone
MDOAOQD4853-RA receptor
429 AA'S
MDOAQ04853-RD
429 AA'S
11 Pediculus humanus PHUM370810-RA Class A rhodopsin-like 52.10 % 46.04 % n/a n/a
G-protein coupled
receptor GPRgnr1,
putative
12 Stomoxys calcitrans SCAU014960-RA Gonadotropin- 41.81% 43.56 % n/a n/a

*SCAU014960-RB
*SCAU014960-RC
*SCAU014960-RD

releasing hormone
receptor

Del analisis de alineamiento seleccionamos la secuencia AALB008204, por tener

un porcentaje del 97% de similitud y por ser la Unica secuencia en el genoma de

Anopheles albimanus que empalmara con la secuencia de Anopheles gambiae.

Los analisis posteriores mostrados en la tabla 3 y 4 de la seccién de resultados,

permitieron tener datos mas robustos para trabajar con la secuencia AALB008204.

Por otro lado, podemos observar que existen secuencias que codifican para mas

de un transcrito, como es el ejemplo de Drosophila melanogaster, Glossina

morsitans, Musca domestica y Stomoxys calcitrans, las cuales probablemente son
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isoformas del gen, hay reportes donde argumentan que AKHR posé mas de una
isoformas dependiendo de la especie. Al realizar la estandarizacién de la
amplificacion en intestino medio de An. albimanus, a temperaturas de
amplificacion menores a 64°C (figura 25), obteniamos mas de un producto por lo
gue especulamos que podrian ser isoformas de la secuencia, sin embargo la
purificacion y secuenciacion seria necesaria para confirmar la presencia de

isoformas.

En la base de datos Vector Base, el transcrito AALB008204-RA, presenta un
dominio de receptor acoplado a proteina G parecido a la rodopsina, para
confirmarlo realizamos un analisis en InterProScan, obteniendo cuatro dominios
citoplasmaticos, cuatro dominios extracelulares mas siete dominios

transmembrana (figura 29).

A) B)
Receptor-acoplado a proteina o AALE0Ca204
G, similar a rodopsina FT TOP_DOM 1 76 No citoplasmico
_ FT TRANSMEM 77 99
AALB008024-RA
FT TOPO_DOM 100 110 Citoplasmico
,l FT TRANSMEM 111 136
FT TOPO_DOM 137 155 No citoplasmico
FT TRANSMEM 156 175
H,N
FT TOPO_DOM 176 186 Citoplasmico
‘ FT TRANSMEM 187 206
FT TOPO_DOM 207 259 No citoplasmico
FT TRANSMEM 260 282
FT TOPO_DOM 283 320 Citoplasmico
FT TRANSMEM 321 343
FT TOPO_DOM 344 354 No citoplasmico
FT TRANSMEM 355 377
FT TOPO_DOM 378 404 Citoplasmico

Figura 29. Estructura de AKHR hipotético en Anopheles albimanus. En el panel A) se observa
una ilustracién que corresponde a la estructura de AKHR y en el panel B), una tabla que contiene
los dominios predictivos para la secuencia y su ubicacion.
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Con el analisis In silico realizado, logramos como primer reporte, la deteccion del
gen AALBO008204, como secuencia hipotética del receptor de AKH en An.

albimanus, tomando en consideraciéon nombrar la secuencia en la base de datos.

Por otra parte serd necesario realizar ensayos bioquimicos para lograr una
caracterizacion de la funcionalidad de la proteina traducida a partir de esta
secuencia hipotética, con la finalidad de confirmar la presencia del receptor de
AKH.

8.1.2 Amplificacién de AKHR por punto final en abdomenes e intestinos de
Anopheles albimanus.

Conocer la existencia de una secuencia hipotética que codifiqgue para el
receptor de AKH, surge a partir de datos obtenidos en el grupo de trabajo, los
cuales podrian relacionar a las hormonas adipocinéticas con la respuesta inmune.
Sin embargo especificamente en Anopheles albimanus, es un campo no
explorado, por lo tanto, las moléculas o complejos que participan en la via de
sefalizacion, desencadenada por la AKH no se conocen. Por tal motivo, decidimos
buscar de manera experimental el receptor hipotético de la hormona, iniciando en
abdémenes de mosquitos, ya que en su interior se encuentra el cuerpo graso,
organo diana de la hormona (Gade, G., & Auerswald, L., 2003).

Anopheles ’i“r-‘

.  Plasmodium
berghei Intestino medio

/ AKH Il * >
< ,
¢ I
Respuesta ﬂ Péptidos
Cerebro inmune humoral antimicrobianos

Probable
receptor

—_—
(—/
Busqueda in silico
AKH Il
Sobre-expresion Busqueda

Experimental
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Figura 30. Esquema que ilustra el desarrollo de la propuesta experimental. Inicia con los datos
obtenidos por Alvarado-Delgado y col, 2016; en cerebros de mosquitos An. albimanus infectados
con Plasmodium berghei donde la expresion de las hormonas adipocinéticas aumenta . Con el
objetivo de conocer si las AKH podrian relacionarse con la respuesta inmune, iniciamos por
analizar su efecto en la respuesta inmune humoral, cuantificando la expresion de péptidos
antimicrobianos en intestino medio y como consecuencia realizamos la busqueda de una
secuencia hipotética de AKHR en abdomen e intestino medio.

Para la amplificacion por PCR punto final, se formaron dos grupos, mosquitos de
seis dias alimentados con solucién de sacarosa y mosquitos con un ayuno
prolongado de 18 horas (figura 31). La finalidad de la privacion de alimento fue de
potenciar la expresion del receptor de AKH, ya que la sefializacion por AKH regula
tres principales sistemas metabdlicos, el metabolismo basado en carbohidratos, el
metabolismo basado en lipidos y el metabolismo a base de prolina (Gade, G., &
Auerswald, L., 2003), por lo tanto especulamos que una privacion de alimento

podria potenciar la expresion de AKHR hipotético.

Diseccion de
abdomenes e
intestinos

Entrega de Dia 6
moscos Algodon con N
sacarosa 8%
Dia 1 eeeoe-18 hrge--eo-
Dia2, 3,4 Dia 5
Retirar algodon
(Grupo 2)

Avuno 18 hrs

Figura 31. Disefio experimental para la amplificacion de AKHR hipotético en abdomen e
intestinos.

Sin embargo, el resultado obtenido de la amplificacion Unicamente por PCR punto
final de abddmenes, propone una expresion constitutiva o sin diferencias
cualitativas entre ambos grupos de mosquitos, probablemente es necesario

prolongar por mas tiempo el tiempo de ayuno para poder observar diferencias.

En sintesis, logramos la amplificacion e identificacion de un fragmento de la
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secuencia AAL008204 en abddmenes intestino. Sin embargo, al realizar la
estandarizacion de la amplificacion en intestino medio de An. albimanus, a
temperaturas de amplificacion menores a 64°C (figura 32), obteniamos mas de un
producto por lo que especulamos que podrian ser isoformas de la secuencia, sin
embargo la purificacion y secuenciacidon seria necesaria para confirmar la
presencia de isoformas. La toma del tejido se hizo Unicamente extrayendo el
intestino medio, separando el intestino posterior y los tabulos de Malpighi, no
obstante pueda ser necesaria otra repeticion experimental tomando en cuenta
realizar lavados con PBS a los intestinos, para limpiar el tejido de restos de fluidos
del hemocele. El trabajo realizado en la mosca de la carne Sarcophaga
crassipalpis (Bil, M., et al; 2016), demuestra un perfil de distribucion de la
expresion de AKHR en diferentes tejidos de la mosca, logrando detectar la
expresion en intestino medio lo cual sustenta nuestros resultados obtenidos en

intestino medo de Anopheles albimanus.

Intestinos
(Mosquitos en ayuno)
|

[ |

MPM 2 3 4 5 6 ()

Posibles
isoformas ?

AALB008204

100 pb— (AKHR hipotético)

Figura 32. Amplificacién de AKHR hipotético y posibles isoformas. Gel de agarosa al 2%.
Producto de amplificacién de 111 pb corresponden a la secuencia AALB008204. El recuadro rojo,
marca las bandas de los carriles 2, 3, 4 y 5 amplificadas a temperaturas de 58°C, 60°C, 62°C, 63°C
respetivamente. Los oligos disefiados reconocen un fragmento similar a la secuencia blanco lo que
probablemente sugiere, sean isoformas del transcrito o secuencia conservada en genes que
probablemente transcriben para otros receptores de caracteristicas similares.
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8.2 Amplificacion de AKHR hipotético durante el desarrollo larval de
Anopheles albimanus

La expresion de AKHR hipotético (AALB008204), se analizé en las etapas
larvales de Anopheles albimanus, ya que su ligando, la hormona adipocinética se
expresa durante toda la ontogenia de los insectos. En resumen, se logro la
amplificacion del fragmento en las cuatro etapas larvales en pupas, asi mismo se
cuantifico la expresion por un andlisis tipo AAct, los resultados obtenidos sugieren
una expresion constante de AKHR hipotético en larvas, sin cambios exacerbados

de aumento o disminucion de la expresion en alguna etapa larval.

8.3 Analizar la expresién relativa del receptor hipotético de AKHR en la etapa
larval 4 de Anopheles albimanus, después de un reto con M.luteus o E.coli o
zymosan.

Para finalizar, con el objetivo de analizar la dinamica de la expresion de
AKHR (AALB008204), durante un reto bacteriano, se seleccionaron larvas en
etapa 4 de Anopheles albimanus, para la inoculacion de bacterias como
Micrococcus luteus y Escherichia coli, y un inductor de la respuesta inmune como
lo es el Zymosan, un glucano con unidades repetidas de glucosa que se localiza
en la superficie de las paredes celulares de las levaduras, formando un complejo

con proteinas de superficie.

Datos demuestran una respuesta inmune eficiente contra la infeccion de E.coli y
M. luteus, en larvas en estadio 4 de Anopheles gambiae, observando la fagocitosis
de hemocitos y la activacién de la fenoloxidasa, sustentando una respuesta ante
estos microrganismos (League, G., et al; 2017). Reportes proponen una activacion
de péptidos antimicrobianos como atacina, cecropina y defensina, ante un reto con
E. coli, 24 horas post-infeccién (Moreno, M., et al; 2015). Por lo tanto, se tomo la
decision de seleccionar a M. luteus y E. coli, como inductores de la respuesta
inmune en el experimento, ya que nos proporcionaria informacion del efecto de la
activacion de la respuesta inmune sobre la expresion de AKHR. Importantemente,

la realizacion del experimento contribuyd a la generacion de datos iniciales para
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nuestro grupo de trabajo, que relaciona por primera vez la expresion de un

receptor de AKH con respuesta inmune.

Interesantemente la  expresion de AKHR (AALB008204) disminuyo
significativamente en larvas retadas con E.coli a las 6 horas. Por lo tanto E.coli fue
el Unico estimulo que tuvo un efecto sobre la expresion. Observando la cinética
completa de E.coli, esta comienza con un aumento en la expresion de AKHR y va
disminuyendo conforme transcurre el tiempo, sin embargo parece comenzar a
recuperarse a las 24 horas. No hay datos que demuestren la funcion de AKHR en
respuesta inmune en insectos por lo que una comparacién no es posible, no
obstante la conjetura propuesta es un posible redireccionamiento de la energia
durante un reto inmune. Las hormonas adipocinéticas funcionan como reguladoras
del metabolismo energético tanto en larvas como en mosquitos adultos, sobre todo
durante la inanicion y gasto excesivo de energia. Durante el reto con E.coli la larva
podria estar disminuyendo este mecanismo, ya que se encuentra en un estado
comprometido que le demanda encender mecanismos inmunes que combatan al
agente extrafio circulante, por lo que la energia se direcciona absolutamente en

eliminarlo.

Por otra parte, los resultados son de dos experimentos independientes, por lo que
mejoras en la estandarizacion y una tercer replica contribuiria a esclarecer los
resultados obtenidos. Asi mismo, contribuyen a centrarse Unicamente en un solo
estimulo, la inoculacién de larvas con E.coli y comprobar el efecto que tiene sobre
AKHR.
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9. CONCLUSIONES

Se identifico In silico, la secuencia AALB008204 en Anopheles albimanus
como ortologo del gen AGAP002156 de Anopheles gambiae, que codifica

para el receptor de la hormona adipocinética (AKHR).
Se validé la presencia del transcrito para AKHR hipotético (AALB008204)
en abdomenes e intestinos de mosquitos Anopheles albimanus y en las

etapas larvales.

La expresiéon de AKHR (AALB008204) disminuye significativamente a las 6
horas post-reto con E.coli respecto al control.
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10. PERSPECTIVAS

Continuar con la caracterizacion experimental de la secuencia AALB008204,

realizando ensayos de clonacion y expresion de la proteina.

Realizar ensayos bioquimicos que determinen su funcién y validacion de la
secuencia AALB008204, como receptor de la hormona adipocinética en Anopheles

albimanus.

Continuar con experimentos que aporten conocimiento de la condicién de AKHR
en un estado fisiolégico comprometido por la introduccion de microorganismos,

dafo o estrés.

Enriquecer y mejorar la metodologia de inoculacion de larvas An.albimanus, con
microorganismos, utilizando un método que proporcioné mas precision con la
finalidad de disminuir la variacion al momento de la introduccién de un microcapilar

en el tejido.
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11. ANEXOS

1. Alineamiento, entre la secuencia aminoacidica codificante a partir de la
secuencia AALB008204 de An. albimanus y AGAP002156 de An. gambiae, para la
identificacion de aminoacidos conservados entre 15 receptores identificados asi
como otros hipotéticos para AKH en otras especies de insectos.
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