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INTRODUCCION

Los insectos son el grupo con mayor diversidad de especies dentro del
reino animal. Los insectos, han sido capaces de colonizar practicamente todos los
nichos ecologicos exceptuando las profundidades marinas, posiblemente en parte
gracias a la eficiencia de su sistema inmunoldgico que les ha permitido combatir
una gran variedad de patdgenos.

Asimismo, muchas especies de insectos afectan de una manera muy
importante a los humanos, tanto en la agricultura como en la salud.

En cuestiones de la salud transmiten enfermedades tan importantes como
la malaria y la filariasis (transmitidas por mosquitos), la enfermedad de Chagas
(transmitida por chinches) y la enfermedad del suefio (transmitida por moscas). En
conjunto se les denomina Enfermedades Transmitidas por Vector (ETVs), las
cuales se encuentran catalogadas dentro de los problemas de salud publica mas
importantes a nivel mundial.

La malaria, es causada por un parasito protozoario del género Plasmodium, y es
transmitida por un mosquito del género Anopheles, siendo considerada la
enfermedad parasitaria mas importante en el mundo. Segun las estimaciones en
2008 se registraron, unos 247 millones de casos de malaria, produciendo como
resultado casi un millon de muertes, principalmente de menores de cinco afos.
(WHO, 2010). En México en 2009 se reportaron 1 774 casos y hasta agosto de
2010 se tenian reportados 794 casos de malaria, un total de 2568 casos en un

periodo de casi 2 afios. (Boletin Epidemiologia, 2010)



Ciclo de vida del parasito de la malaria

El ciclo de vida del parasito de la malaria sigue un programa de desarrollo
complejo que alterna fases o estadios de replicacion intracelular y fases o estadios
moviles de invasion extracelular; ambos eventos se deben dar para permitir la
trasmision entre el hospedero invertebrado (mosquito Anopheles) y el vertebrado
(Matuschewski; 2006).

Para describir el ciclo de vida de Plasmodium, se tiene que hacer hincapié
en que existen diferentes estadios, de los cuales tres invaden tejidos especificos
(en el vertebrado, las células de higado y los eritrocitos; en el mosquito, las células
de intestino y las de la glandula salival). Los gametocitos se forman en los
eritrocitos del humano infectado, sin embargo, es en el estdmago del mosquito
donde maduran a gametos y se unen para formar un cigoto (Alberts et al., 2002).

Brevemente, el ciclo del parasito en el huésped vertebrado comienza con la
picadura de un mosquito hembra infectado con Plasmodium. Durante la picadura,
el mosquito inyecta en las venas del huésped una fase movil del parasito conocida
como esporozoito; y a los pocos minutos de su ingreso en la sangre del
vertebrado, el esporozoito invade las células del higado transformandose en un
trofozoito hepatico (Frevert, 2004). Los trofozoitos se multiplican rapidamente
dentro de las células hepaticas convirtiéndose en esquizontes hepaticos. Los
esquizontes al madurar, son liberados al torrente sanguineo tras la ruptura de las
células hepaticas. A ésta nueva forma del parasito, con capacidad invasiva, se le
denomina merozoito. EI merozoito en circulacién invade las células sanguineas

transformandose en un trofozoito eritrocitico. Después de un tiempo de



incubacion, el trofozoito se multiplica y producen nuevos merozoitos, los cuales
lisan a los eritrocitos y son liberados a torrente sanguineo para invadir nuevos
eritrocitos (ciclo eritrocitico). Después de varios de estos ciclos, una porcién de
merozoitos se diferencia a gametocitos en el interior de los eritrocitos, dentro de
los cuales permanecen para ser ingeridos por un mosquito. Debido a esta
constante ruptura de eritrocitos en la sangre, el hospedero presenta en general
anemia, fiebres severas y periddicas, dolor de cabeza y espalda. (Baldacci y
Ménard, 2004).

La progresion del paréasito dentro del mosquito requiere de varias y distintas
adaptaciones. En el mosquito es donde ocurre la fase sexual del parasito. Esta
fase comienza con la ingestion de sangre infectada, la cual contiene eritrocitos con
gametocitos en su interior. Los gametocitos son liberados en el lumen del intestino
del mosquito, sitio en el cual se diferencian a gametos femeninos y masculinos
(macro y microgametos respectivamente). En el lumen del intestino, el
microgameto fecunda al macrogameto formando un cigoto (fase sexual) que dara
origen a una forma diploide, moévil y alargada llamada oocineto. Aproximadamente
24 h después de la fecundacion, el oocineto ha madurado y comienza la migracién
a través de la matriz peritréfica del mosquito (que es sintetizada tras la
alimentacion con sangre). Posteriormente, el oocineto alcanza el epitelio intestinal
del estomago, el cual invade para alojarse entre éste y su lamina basal
(Levashina, 2004; Matuschewski, 2006). El oocineto, ya instalado en el espacio
entre el epitelio intestinal y la lamina basal, inicia una nueva fase de amplificacion

del nimero de parasitos para dar origen a un ooquiste. Lo anterior ocurre después



de multiples mitosis que realiza el parasito para producir miles de esporozoitos

(Christophides et al, 2004).
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Figura 1. Ciclo esporogonico (sexual) del parasito de la malaria en el
mosquito. A) El ciclo comienza cuando el mosquito hembra se alimenta de un
hospedero vertebrado infectado. Lo gametocitos se diferencian a micro y
macrogametos. B) La unidon de los gametos haploides resulta en un cigoto
diploide. C) El cigoto da origen a la primera fase movil del parasito conocida como
oocineto. El oocineto tiene la capacidad de invadir el epitelio intestinal. D) El
oocineto se aloja entre la membrana de la célula epitelial y su lamina basal dando
origen a un ooquiste. E, F) El ooquiste madura, y los parasitos se multiplican por
medio de una meiosis y multiples mitosis dando origen a miles de esporozoitos. G)
Los esporozoitos son liberados a la hemolinfa del mosquito y migran hacia las
glandulas salivales. H) Cuando el mosquito se vuelve a alimentar en su huésped
vertebrado, junto con la saliva inyecta a los esporozoitos al torrente sanguineo del

nuevo hospedero. Imagen tomada de Matuschewski (2006).

Los esporozoitos recién formados maduran dentro del quiste, y después de
la ruptura de éste, son liberados a la hemolinfa (la sangre de los insectos) para

viagjar hasta alcanzar las glandulas salivales. Los esporozoitos invaden las



glandulas salivales del mosquito, y es ahi donde permanecen hasta ser
depositados en la dermis del hospedero vertebrado en la préxima alimentacion

sanguinea.

Ciclo de vida de los mosquitos

En el mundo existen 3300 especies de mosquitos, todos pertenecientes a la
familia Culicidae, la cual se divide en tres sub-familias Toxorhynchitinae,
Anophelinae y Culicinae.

En el ciclo de vida el mosquito pasa por cuatro estadios larvales y una fase
de pupa, antes de llevar a cabo la metamorfosis para poder llegar a adulto. Ya
como adulto el mosquito macho s6lo se alimenta del néctar de las plantas; sin
embargo la hembra adicionalmente se tiene que alimentar con sangre, proceso
llamado hematéfagia, para poder desarrollar adecuadamente los huevecillos. Este
proceso ha sido explotado por virus y pardsitos que usan a los mosquitos como
vehiculo para su transmisién a los vertebrados.

Después de alimentarse y digerir la sangre, la hembra busca un hébitat
adecuado para depositar los huevecillos, lo cual realiza sobre la superficie de
cuerpos de agua. Al proceso completo de alimentarse, madurar los huevecillos y
oviponer se le llama ciclo gonotrofico ya que se repite varias veces durante la vida
de la hembra fértil. En la figura 2 se muestra de manera esquematica el ciclo de

vida descrito anteriormente



Oviposicion en
cuerpos de ague

J o

Figura 2. Ciclo de vida de los mosquitos. 1) Los mosquitos depositan sus
huevecillos en cuerpos de agua o sitios con humedad elevada. 2) Después de
cierto tiempo de incubacién, de los huevecillos maduros eclosionan larvas, las
cuales presentan cuatro estadios de maduracién. El mosquito pasa cerca de un
tercio de su vida en el agua de esta forma. 3) La fase de pupa no se alimenta y
pasa la mayor parte del tiempo preparandose para la metamorfosis a adulto. 4) De
la pupa emergen los adultos; las hembras alcanzan la madurez al poco tiempo
siendo necesaria su alimentacibn con sangre para poder desarrollar

adecuadamente los ovarios y los huevecillos.

Sistema inmune de los insectos

Los insectos carecen de una respuesta inmune adaptativa basada en la
generacion somatica y expansion clonal de células inmunes especificas, de tal

forma que también se encuentran ausentes la generacion de un repertorio grande



de reconocimiento de antigenos y la memoria inmunolégica de larga duracién (Du
Pasquier y Flajnik, 1999). En su lugar, presentan mecanismos caracteristicos de la
respuesta inmune innata, donde componentes celulares y humorales contribuyen
de manera muy importante en la resistencia a infecciones microbianas (Hoffman et
al., 1999).

En este sistema participan una gran variedad de familias de genes que
incluye respuestas humorales y celulares, las cuales se presentan en primer
término en las barreras epiteliales (la epidermis, los intestinos y la red traqueal). A
partir de estos 6rganos, la respuesta puede extenderse sistémicamente por medio
del hemocele, un sistema circulatorio abierto, que se encuentra lleno de hemolinfa
el equivalente de los insectos de la sangre

En la respuesta inmune sistémica participan principalmente el cuerpo graso
(el principal productor de proteinas de la hemolinfa) y los hemocitos, los cuales
participan en procesos de fagocitosis, formacion de nédulos, encapsulacion y
produccion y liberacién de profenoloxidasa (enzima que después de ser activada
es responsable de la produccién de melanina, proceso en el cual se genera gran
cantidad de especies reactivas de oxigeno) (Hernandez-Martinez et al., 2002)

Estos componentes celulares y humorales presentes en la hemolinfa
permiten a los mosquitos realizar una respuesta inmune rapida y eficiente al
momento de una infeccion.

En este sistema circulatorio abierto, los patégenos se encuentran con
factores humorales presentes en la hemolinfa, tales como el sistema de la
profenoloxidasa, opsoninas, factores de coagulacion, etc., los cuales requieren de

cortes proteoliticos para su activacion. La union de estas moléculas a los
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patdbgenos provoca una rapida respuesta celular, representada principalmente por
procesos de fagocitosis, melanizacion y encapsulacién celular. Asimismo son
activadas cascadas de sefalizacion, que en cuestibn de horas inducen la
produccion de grandes cantidades de moléculas de defensa relacionadas al
sistema inmune del mosquito, que llegan a elevarse de concentraciones
picomolares hasta micromolares en la hemolinfa (Levashina, 2004; Lowenberger,
2001).

El arsenal de moléculas de reconocimiento, vias de sefalizacion y
moléculas efectoras (Christophides et al., 2004) indica que los insectos presentan
respuestas diferentes ante el reto con diferentes agentes. Se han identificado
varias moléculas inductoras de las respuestas de defensa en insectos contra
microorganismos, sin embargo aun se desconocen los mecanismos por medio de
los cuales se monta la respuesta con la magnitud requerida para el control y la

eliminacion de patégenos.



ANTECEDENTES

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

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

Hernandez-Martinez et al (2006); desarrollaron una metodologia de cultivo
primario de érganos vy tejidos del mosquito An. albimanus, uno de los principales
vectores de Plasmodium vivax (P. vivax) en México, lo que permitio iniciar el
estudio de la participacién de los tejidos en la respuesta a estimulos antigénicos.
En estos estudios no se logré evidenciar la presencia de fenémenos de
proliferacion celular; sin embargo el cuerpo graso, epitelio de las membranas
pleurales, tejido nervioso y vaso dorsal respondieron a la inoculacion de levaduras

S. cerevisiae mediante una intensa sintesis de DNA nuclear.



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

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

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

En el caso de Drosophila, los amplicones son una estrategia empleada para
alcanzar altos niveles de expresion de genes que codifican para proteinas del

corion del huevo. Durante esta amplificacion de genes, las células somaticas de
10



los ovarios de Drosophila utilizan la maquinaria de replicacion de la célula,
armando primero los componentes del complejo de reconocimiento del origen
(ORC,; por sus siglas en inglés), lo cual es esencial para la amplificacion génica y
proliferacion celular en este tejido, pero la endoreplicacién parece no necesitar del
ensamblaje del complejo de reconocimiento del origen, un fendmeno observado
en las glandulas salivales de larvas mutantes de Drosophila que carecian de este
complejo (Park y Asano, 2008).

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

es conocido como endoreplicacion.

Endoreplicacion

El DNA puede presentar diferentes mecanismos de replicacion. Cada uno
de estos mecanismos cubre requerimientos especificos en diferentes etapas del
desarrollo celular. La replicacion mitética se lleva a cabo en células que proliferan

para incrementar su numero, otro mecanismo es la amplificacion génica localizada
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que se especializa en incrementar productos génicos particulares (Claycomb vy
Orr-Weaver, 2005).

En la poliploidia, el nimero normal de cromosomas aumenta, los poliploides
se crean de forma natural como mutaciones cromosémicas, por lo que se cree que
muchas especies han aparecido empleando la poliploidia como estrategia
evolutiva debido a la velocidad con la que hibridacién, entrecruzamiento, o
autofertilizacién puede generar una nueva especie(Griffiths et al., 1999).

La politenia se ha observado especialmente en la metafase celular de
ciertos 6rganos de Dipteros, tales como los tabulos de Malpigio, el intestino
posterior, el intestino medio, y las glandulas salivales (Campos et al., 2003;
Nishiura et al., 2003; Mavragani-Tsipidou et al., 1990; Zambetaki et al ,1995). En
estos Organos, los cromosomas replican su DNA muchas veces sin separar las
crométidas hermanas, y mientras mas incremente el cromosoma el nimero de
replicaciones mas se incrementa su tamafo, dando lugar a la formacion de
cromosomas politénicos gigantes.

La distincion entre la poliploidia y la politenia no es absoluta debido a la
existencia de varios grados intermedios de asociacién entre las cromatidas
duplicadas. Es por esto que de manera genérica se ha empleado el término
endoreplicacion para células que entren en un evento de amplificacion génica.
Una de las caracteristicas mas observadas es la relajacion de los centros de
replicacion de DNA que permiten la amplificacion de regiones gendmicas
especificas (Edgar y Orr-Weaver, 2001).

La endoreplicacion del DNA se lleva a cabo en células diferenciadas que

han perdido su habilidad para proliferar, y el fenomeno se encuentra ampliamente
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distribuido en vertebrados y artrépodos (Edgar y Orr-Weaver, 2001; Park y Asano,
2008). Este es un mecanismo empleado por células especializadas y altamente
biosintéticas para expandir su contenido de DNA genomico sin presentar division
celular. Este mecanismo es comun en diferentes tejidos de insectos durante la
embriogénesis, estadios larvales y tejidos diferenciados del adulto durante la
oogénesis (Smith y Orr-Weaver, 1991). Adicionalmente, las células del cuerpo
graso de insectos hembra adultos responden con sintesis de DNA ante una
demanda elevada para producir vitelogenina, la cual es necesaria para el
desarrollo de los huevos (Dittmann et al., 1989).

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

El ciclo celular de mitosis y la endoreplicacién comparten las mismas bases
moleculares. Ambas estrategias son controladas por cinasas y fosfatasas
altamente conservadas. El papel principal de regulacién lo tienen las cinasas, las
cuales necesitan unirse a ciclinas para activarse (CDK, por sus siglas en inglés).
Las diferentes combinaciones de CDK Yy ciclinas controlan la transicion entre una
fase del ciclo celular a otra (Traas et al., 1998).

El ciclo celular junta una serie de eventos macromoleculares que llevan a la

division celular y la produccion de dos células hijas cada una conteniendo
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cromosomas idénticos a los de la célula progenitora. La duplicacion de los
cromosomas ocurre durante la fase S del ciclo (Lodish et al., 2004).

Sin embargo, como ya se ha mencionado, la endoreplicacién ocurre en
células que no presentan division celular. Su ciclo celular se ve modificado
convirtiéndose en endociclos. Los endociclos consisten en distintas combinaciones
entre las fases S y G del ciclo mitético. Los endociclos son regulados
principalmente por oscilaciones en la actividad de Ciclina E y CDK2 (Edgar y Orr-
Weaver; 2001). Durante los endociclos la mayoria del genoma es replicado en
cada fase S, mientras que en la amplificacion de genes ciertas regiones
especificas del genoma son sobre replicadas resultando generalmente, en un
aumento del niumero de copias de los genes o regiones intergénicas de DNA
(Hemingway et al., 1998).

El origen de Ila replicacion en los eucariontes se ha estudiado
extensivamente usando como modelo a la levadura S. cerevisiae. En el caso de
los insectos no se conocen bien las secuencias que permiten el inicio de esta
estrategia de replicacion llamada endoreplicacion. El elemento de control de
amplificacion para el cluster corionico del tercer cromosoma (ACES3, por sus siglas
en inglés) y el origen Ori B de células foliculares del ovario de Drosophila, han sido
mapeados como posibles sitios del inicio de la replicacion (Claycomb y Orr-

Weaver, 2005).
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Microsintenia en insectos

La disminucioén de los costos de secuenciacion de las nuevas metodologias,
ha permitido completar varios proyectos de secuenciacion de genomas. Hoy en
dia contamos con varias bases de datos las cuales contienen informacién conjunta
de los genomas, la informacién de ESTs (Expresed Sequence Tags) y de los
proteomas de varios insectos.

Utilizando diferentes estrategias de comparacibn con ayuda de
herramientas bioinformaticas, ahora podemos observar y cuantificar la divergencia
entre diferentes genomas de insectos (Zdobnov y Bork, 2007). Estos estudios
revelan una conservacion de “microsintenia”, la cual puede ser entendida como la
preservacion del orden y la vecindad entre genes a través de la evolucién de los
organismos. La presencia de “bloques sinténicos”, es entendida como regiones
cromosomales que han sido mantenidas en la evolucion, asi como la presencia de
elementos no codificantes altamente conservados (HCNE, por sus siglas en
inglés) que se encuentran asociadas como firmas indirectas de la conservacion de
la microsintenia (Engstrom et al., 2007).

La microsintenia en insectos se encuentra conservada entre especies no
tan distantes hasta en un 99% en la estructura del orden de los genes vecinos, y
comparando organismos que evolutivamente se encuentran muy distantes esto
puede caer hasta por debajo de un 10%. Ademas el promedio de identidad de las
comparaciones de las proteinas de los genes ortdlogos de una sola copia, van

desde el 53% al 95% (Zdobnov y Bork, 2007).
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Las primeras comparaciones genomicas funcionales de insectos relevantes
para el sector salud, fueron realizadas contra el genoma de Drosophila. Estas
comparaciones mostraron una gran divergencia entre proteinas de mosquitos y
Drosophila, sobre todo en las relacionadas con inmunidad. Sin embargo, también
fue mostrada una importante conservacion en elementos de diferentes vias de
sefalizacion (Zdobnov et al., 2002).

Actualmente se cuenta con el genoma de An. gambiae (Holt et al., 2002), el
principal vector de P. falciparum, y el de Ae. aegypti (Nene et al., 2007), el principal
vector de virus Dengue. La distancia evolutiva entre ambos organismos se estima
entre 145 y 200 millones de afios; y cerca de 250 millones de afios de distancia
con Drosophila. Las comparaciones entre los dos genomas de mosquitos mostro
que existen 1345 bloques de microsintenia, los cuales contienen 5265 genes
ortélogos de una sola copia (Nene et al; 2007).

La conservacion de la microsintenia, se caracteriza por la presencia HCNE,
los cuales estan posicionados en bloques sinténicos grandes organizados de
manera similar, expandiendo multiples genes en loci ortdlogos entre especies

distantes como Drosophila y Anopheles (Engstréom et al., 2007).
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HIPOTESIS

La sintesis de DNA inducida después de un reto microbiano en Anopheles

albimanus, esta relacionada con genes que codifican para moléculas de defensa.

OBJETIVO GENERAL

Identificar genes que codifican para moléculas de defensa que son

amplificados en el mosquito Anopheles albimanus después de un reto microbiano.

OBJETIVOS PARTICULARES

eAnalizar y comparar la sintesis de DNA en An. albimanus inducida después

de un reto con distintos microorganismos, incluidos parasitos de P. berghei.

eDisefar un sistema de “macroarreglos” para la identificacion de los genes

amplificados durante la induccion de sintesis de DNA en An. albimanus.
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JUSTIFICACION

La respuesta inmune en mosquitos es fundamental para la eliminacion de
patdgenos. Sin embargo, son muchos los aspectos moleculares de esta respuesta
gue aun desconocemos, tanto en su parte efectora como en la reguladora.

En la actualidad se cuenta con técnicas que permiten introducir genes en
insectos, y con las secuencias de los genomas completos de mosquitos vectores
de enfermedades infecciosas (An. gambiae, Ae. aegypti, Culex quinquefasciatus)
(Lawson et al., 2009), lo cual ha abierto posibilidades sin precedentes de modificar
la respuesta inmune de los insectos vectores de parasitos en no-vectores. No
obstante, esta posibilidad no sera factible si carecemos de un conocimiento sélido
del sistema inmune de los insectos.

Con las herramientas en bioinformética con que contamos actualmente y la
informacion de los genomas, es posible la busqueda de nuevas estrategias
basadas en la modificacion del sistema inmune de insectos para el control de la
transmision de enfermedades.

Actualmente, en nuestro grupo contamos con evidencia de la capacidad de
sintesis de DNA después de un reto inmune y con una base de datos del
transcriptoma de An. albimanus. Lo anterior nos capacita para analizar en detalle
los procesos que regulan este fendmeno, lo que podria en un futuro permitirnos
elegir las estrategias mas adecuadas para la manipulacién genética de mosquitos
vectores de enfermedades infecciosas. Dichas estrategias se vuelven mas
atractivas debido a la aparicion de resistencia, tanto a los insecticidas en los

insectos como a las drogas empleadas para el control.de los parasitos

18



En el presente trabajo la eleccion del mosquito An. albimanus se debio a

que es uno de los principales vectores de malaria causada por P. vivax en México.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material biolégico

Mosquitos. En el presente estudio se utilizaron mosquitos hembra de la
especie An. albimanus cepa tapachula, los cuales fueron obtenidos del insectario
del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). Posteriormente para ensayos de
infeccion se utilizaron mosquitos An. albimanus de cepas susceptibles vy
resistentes a la infeccion de Plasmodium berghei, las cuales fueron obtenidas en
el transcurso de este trabajo (Hernandez-Martinez et al. datos no publicados). Las
larvas fueron criadas con una dieta a base de croquetas para ratén (Purina)
pulverizadas y los mosquitos (adulto) con un algodén humedecido en una solucién
de azucar al 3%. Todas las fases del mosquito fueron mantenidas en un
fotoperiodo de 12/12 h de oscuridad/luz a 28 C y los adultos en condiciones de
humedad relativa de 80%. La edad de los mosquitos utilizados fue de 0-1 o de 3
dias post-emergencia.

Microorganismos. Los microorganismos utilizados para estimular la
respuesta inmune en el mosquito fueron levaduras Sacharomyces cerevisiae,
bacterias Gram+ Micrococcus luteus (SIGMA) y Gram- Serratia marcescens
(donadas gentilmente por la Dra. Lilia Gonzalez Cerén del Centro Regional de
Investigaciones en Salud Publica de Tapachula). Los stocks fueron preparados en
agua desionizada a una concentracion de 4x10’ células/ml para levadura, 1 mg/ml
para Micrococcus, y 34x10° células/ml para S. marcescens. Todos los

microorganismos fueron inactivados por calor y almacenados a 4°C (Apéndice 1).
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Virus dengue. El virus Dengue (gentilimente donado por el Dr. José Ramos
Castafieda del INSP) fue inactivado por medio de irradiacion de luz UV durante 1 h
(por seguridad durante su manipulacion en el laboratorio) y almacenado a -20°C a
una concentracién de 1x10® M.O.l. (Multiplicidad de infeccién; por sus siglas en
inglés) en medio de cultivo Schneider complementado con 10% de suero fetal

bovino. El mosquito An. albimanus no es un vector natural de Virus Dengue.

2. Incorporacion de BrdU en el DNA de mosquitos inoculados con
microorganismos

Incorporacién de BrdU in vitro.

La edad de los mosquitos hembra empleados en este ensayo fue 2-3 dias
post-emergencia. Los mosquitos fueron inoculados en el abdomen entre el
segmento 5 y 6 con 0.25 pl de medio de cultivo RPMI (Royal Park Memorial
Institute) conteniendo 1000 particulas de levadura S. cerevisiae, 8500 particulas
de S. marcescens, o de una suspension a 100 pg/ml de M. luteus. En los tres
casos, cada microorganismo fue diluido del stock en que se prepar6 originalmente
para tener la concentracion mencionada en un volumen de 0.25 pl de RPMI. Los
controles solo fueron inoculados con RPMI.

Dos horas después de la inoculaciéon, los mosquitos fueron inmovilizados
con frio (4°C) y colocados en cajas Petri cubiertas con hielo. Posteriormente los
mosquitos fueron disecados en una gota de PBS (Apéndice 3) conteniendo
inhibidores de proteasas (PMSF 0.2 mM, TLCK 0.1 mM, leupeptina 20 mM, 1 mM

EDTA) (Hernandez-Martinez et al., 1999) (Apéndice 4), donde el térax fue
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separado del abdomen y el intestino fue removido. El abdomen fue abierto con la
ayuda del bisel de una aguja para jeringa, cortando a lo largo de la membrana
pleural que se localiza lateralmente. Los abdomenes abiertos se colocaron en una
placa para ELISA de 96 pozos con 200 pl/pozo de medio de cultivo RPMI
suplementado con suero fetal bovino, antibiético/ antimicético y BrdU (Apéndice 2).
El cultivo de abddémenes se realizd por 5 dias, con cambios diarios de medio de
cultivo. El estado fisico de los abdémenes y el grado de contaminacion fueron
monitoreados cada 24 h con un microscopio invertido de contraste de fases (Nikon
modelo ELCIPSE TS100). Después de los 5 dias de cultivo, las muestras fueron
procesadas para la inmunodeteccion de BrdU.

La incorporacion relativa de BrdU se observé mediante un ELISA, utilizando
DNA proveniente de las muestras, el cual fue obtenido como se describe
continuacion.

Los abddémenes enteros se maceraron y se incubaron en amortiguador de
lisis (Apéndice 16). Se incubaron a 56°C en bafio maria por lo menos 2 horas o se
dejaron toda la noche.

Realizada la digestion se agregé 250 pl de una soluciébn de fenol—
cloroformo-isoamilico. Se mezclé en el vortex y se centrifugé durante 10 minutos a
16500-17500 g.

Se recupero la parte acuosa y se agregé el mismo volumen recuperado de
cloroformo (250 pl), para eliminar las trazas de fenol. Se mezclo en el vortex y se
centrifugo durante 10 minutos a 16500-17500 g.

Se recupero la parte acuosa y se agregoé 2.5 volumenes de etanol absoluto

frio a 20°C (625 pl). Inmediatamente se agregaron, un décimo del volumen original
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(25 pl) de acetato de sodio 3M, pH 5.25 estéril. Se mezcld perfectamente y se
incubo por 30 minutos a -70 o -80 °C.

Una vez terminada la incubacion se centrifugé 10 minutos a 4 °C a 13 000 -
14 000 rpm. Se resuspendi6 el precipitado en 50 pl de agua mili Q o PBS 1X, se
agrego Rnasa A (0.2 mg/ml) y se incubd durante dos horas a 37 °C para eliminar el
RNA presente en la muestra. Todos los pasos fueron hechos como esta descrito

(Sambrook y Russell; 2001).

Incorporacién de BrdU in vivo.

Mosquitos de 0-1 dia de edad fueron alimentados durante tres dias en un
gel de agarosa al 0.5%, conteniendo 8% de sacarosa y 100 pg/ml de BrdU. El gel
con azucar y BrdU se prepar6é en una tapa de tubo Falcon. Después de los tres
dias de alimentacién con el gel, los mosquitos fueron anestesiados con frio (a 4°C)
en cajas de Petri cubiertas con hielo para ser inoculados utilizando un microaguja
elaborada manualmente a partir de capilares de vidrio. Con la ayuda de un
microscopio estereoscOpico y una aguja de diseccion, los mosquitos fueron
inoculados en la membrana pleural localizada entre el 5° y 6° segmento
abdominal. El inoculo consistié en 0.25 pl de medio de cultivo RPMI como control,
0 con levaduras, bacterias Gram + o Gram — como se describié anteriormente
(Apéndice 1). Paralelamente, otro grupo de mosquitos alimentados con BrdU fue
inoculado con medio Schneider suplementado con 10% de suero fetal bovino
(control), y otro con virus dengue a una concentracién de 1x10% M.O.1. diluido en

medio Schneider suplementado con 10% de suero fetal bovino. Todos los
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mosquitos inoculados fueron regresados a su contenedor y se les dejo reposar
durante 24 h.

Después de este tiempo, los mosquitos fueron disecados como se describid
anteriormente en una gota de PBS (Apéndice 3) conteniendo inhibidores de
proteasas para evitar el deterioro del tejido por accion de cascadas proteoliticas, y
de inmediato procesados para la inmunodeteccion de BrdU. DNA proveniente de
las muestras fue obtenido como se describié anteriormente y fue utilizado en la
determinacién de incorporacion relativa de BrdU por ensayos de ELISA y para

ensayos de digestién enzimatica.

3. Inmunodeteccion de BrdU incorporado en los tejidos.

Después de haber sido sometidos a la incorporacién in vitro o in vivo, los
abdémenes con los diferentes tratamientos fueron fijados en 200 pl de
formaldehido al 4% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente (T/A), o toda la
noche a 4°C. Posteriormente, se retird el exceso de fijador y los tejidos se lavaron
con PBS tres veces por 10 min cada cambio. Los tejidos fueron permeabilizados
con metanol frio (-20°C) durante 10 min. Al finalizar la permeabilizacion, las
muestras fueron lavadas con Tritdn X-100 al 1% en PBS durante 10 min a T/A. Los
tejidos fueron hidrolizados con HCI 2M (en agua) durante 10 min a T/A, lo anterior
para hacer que el DNA de los tejidos se vuelva de cadena sencilla (requisito
indispensable para que el anticuerpo pueda detectar al BrdU). La reaccion se

neutralizd con 2-4 cambios de solucién de Hank’s (hasta que no cambie de color)
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por 10 minutos cada uno. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con
Tween-20 al 0.1% en PBS, tres veces 10 minutos cada cambio.

El bloqueo de sitios inespecificos se realizdé con albumina sérica bovina al
2% en PBS (PBS-A) durante 1h a T/A. El exceso de solucion bloqueadora fue
removido y se agregd anticuerpo anti-BrdU conjugado a FITC (Fluoresceina-5-
isotiocianato, Roche) en solucion bloqueadora a una concentracion de 1:100 en
PBS-A. Las muestras se incubaron 2 horas a T/A, o toda la noche a 4 °C
(protegidos de la luz). Los tejidos fueron lavados 3 veces con Tween-20 al 1% en
PBS. Finalmente los tejidos fueron incluidos en glicerol al 80% en PBS para ser

observados en un microscopio de epifluorescencia.

4. Determinacion de BrdU incorporado en el DNA por ELISA.

Los pozos de una Placa de ELISA de 96 se cubrieron con 50 pl/pozo de una
solucién de poli- L- lisina a una concentracion 10 pg/ml en amortiguador de
carbonatos (Apéndice 13). La placa se cubrié con papel parafilm y se dejo incubar
un minimo de 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C; se aseguré
que el fondo quedara bien cubierto por la solucion de poli- L- lisina. Para usarse se
lavo la placa al menos tres veces con agua destilada o con 0.5%de Tween-20 en
agua destilada.

El DNA se diluyo en PBS 1X y se ajusto su concentracion a 10 pg/ml. El
DNA fue desnaturalizado en bafio maria de agua en ebullicibn por 3 minutos,
pasado este tiempo, las muestras se colocaron rapidamente en hielo. Se coloco

en la placa un volumen de 50 pl de la solucibn de DNA desnaturalizado, y se
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incubo durante 1 hora. Pasado el tiempo de incubacion se retiro el exceso de la
solucién de DNA y se lavo la placa 3 veces con ELISA Wash 1X (Apéndice 15)
para remover el DNA que no se habia unido.

El bloqueo de sitios inespecificos se realizé agregando 100 pl por pozo de
PBS-A por 1 h a 37°C. La deteccion de BrdU incorporado en el DNA se realiz6 con
un anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado a peroxidasa (Roche). A cada pozo
se agregaron 50 pl del anticuerpo en dilucion 1:100 en PBS-A. La placa fue
sellada con papel parafilm y se incubd a 37°C por 1 hora. Los pozos de la placa
fueron lavados con ELISA Wash 3 veces y agregd 100 pl/pozo de un sustrato para
la peroxidasa (OPD, Apéndice 14). La placa fue incubada por 30 minutos a T/A
protegida de la luz. La reaccién fue detenida agregando 50 pl/pozo de acido
sulfdrico 2.5 N y la absorbancia medida a 450 nm en un lector de placas de ELISA.

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando un analisis de varianza de
rangos para la comparacion intragrupos, siendo la variable independiente los
tratamientos, los cuales fueron los grupos de mosquitos inoculados con
microorganismos y sus respectivos controles. Un andlisis de varianza de 2
factores fue utilizado para la comparacion intergrupos. Se tomo como 2 grupos de
datos a los ensayos “in vivo” e ”"in vitro”, cada grupo se conformo de los
tratamientos con microorganismos y sus respectivos controles En este caso se
uso un analisis post-hoc de Tukey para determinar si las diferencias observadas

de los resultados eran significativas.
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5. Cultivo de Oocinetos de P. berghei que expresan constitutivamente
GFP.

Ratones Balb/c fueron inoculados con fenilhidracina (0.25 ml a una
concentracion de 6 mg/ml). Al tercer dia, los ratones fueron inoculados con 0.25
de sangre de raton infectada con una cepa de P. berghei que tiene integrado a su
genoma el pldsmido PbGFPcon €l cual permite la expresion de la proteina verde
fluorescente GFP (GFP por sus siglas en ingles) por lo que estos parasitos son
denominados “parasitos PbGFPcon” (Franke-Fayard et al., 2004). La proteina
verde fluorescente se encuentra integrada en el genoma en la unidad génica del
RNA ribosomal ¢ (c-rRNA) el cual no es esencial para el desarrollo del parasito.
Esta cepa de Plasmodium expresa constitutivamente la proteina verde
fluorescente y se encuentra bajo el control de un promotor fuerte proveniente del
factor de elongacion la (Franke-Fayard et al., 2004). A tres dias post-infeccion, la
sangre de los ratones que presentaban sintomas de parasitemia (baja actividad,
pelaje erizado, ojos cerrados, tendencia a agruparse) se obtuvo por puncién
cardiaca y se filtré en columnas de celulosa CFll, adicionando 6.5 ml de medio de
cultivo RPMI suplementado con 15% de suero fetal bovino.

El medio de cultivo se mantuvo a una temperatura de 19-21°C por 24 h, con
la finalidad de que se lleve a cabo la fecundacion in vitro entre las fases sexuales
del parasito. El cultivo recuperado fue lavado con PBS, y centrifugado a 2500 rpm
una vez por 10 min a 19°C. El precipitado fue resuspendido en el volumen de

sangre adecuado para obtener una concentracion de 5x10* oocinetos/ml
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(suplementada con 10% suero fetal bovino). (Rodriguez et al., 2002)(Carter et al.,

2003)

6. Infeccion de mosquitos con oocinetos de P. berghei-GFP e
incorporacion de BrdU.

Para estos ensayos, los mosquitos fueron alimentados ad libitum en un
algodén humedecido con una solucion al 3% de azucar conteniendo 100 pg/ml de
BrdU desde el nacimiento, incluso después de la alimentacion con sangre
infectada con P. berghei-GFP. El algodon fue cambiado cada 24 h. Los mosquitos
adultos fueron mantenidos en un fotoperiodo de 12/12 h de oscuridad/luz a 28 °C
y en condiciones de humedad relativa de 80%.

El grupo control fue alimentado con sangre de raton sano obtenida por
puncion cardiaca, mientras que el grupo experimental se alimentd con el cultivo de
oocinetos de P. berghei-GFP en sangre de rat6n a una concentraciéon de 5x10*
oocinetos/ml. La alimentacion fue realizada a través de una membrana elaborada
con parafilm y utilizando un alimentador artificial el cual mantuvo la sangre a 37°C
utilizando un sistema circulatorio de agua.

Los mosquitos del grupo experimental fueron disecados en grupos de 40
diariamente durante 15 dias. Los abddémenes y los intestinos fueron separados
como descrito en la metodologia 2, y se conservaron en camaras humedas. Los
intestinos fueron revisados en microscopio de fluorescencia, en busca de
oocinetos en las primeras 48 h u ooquistes en los dias subsecuentes, a través de
la deteccion de la GFP (proteina verde fluorescente). Estos mosquitos fueron
divididos en dos grupos a partir del dia 2 post-alimentacion, el grupo de
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resistentes, que no presentd ningun ooquiste; y el grupo de susceptibles, que
presentaron al menos un ooquiste. Posteriormente se seleccionaron 3 abdomenes
y 3 intestinos de cada grupo los cuales fueron preparados para ser procesados
como se describié en la metodologia 3 para la deteccion de incorporacién de BrdU
por medio de inmunofluorescencia. El resto de abdémenes e intestinos de cada

grupo fueron utilizados para obtener su DNA por medio de extraccién fendlica

7. Construccion de membranas de macroarreglo e identificacion de las
caracteristicas de las muestras consideradas positivas

De una libreria construida a partir del transcriptoma del mosquito An.
albimanus se seleccionaron diferentes EST (Expressed Sequence Tag, por sus
siglas en ingles). Un EST es una pequefia parte de un gen activo, hecho de cDNA.
Cada EST tiene una descripcion de acuerdo con el posible producto de la
transcripcion del cual deriva. Las descripciones fueron obtenidas de la base de
datos InterPro, la cual es una base de datos que contiene descripciones de varias
familias de proteinas, dominios y sitios funcionales, que pueden ser identificados
en proteinas de funcién desconocida.

La seleccion de los EST de interés para el experimento se basé en que el
posible producto tuviera un papel en la respuesta inmune del mosquito. Otro
criterio usado para la seleccion de EST fueron los parametros bioinformaticos. 1)
La probabilidad de encontrar al azar la secuencia en la base de datos (valor €) con
un valor minino de e°=10° y 2) un valor minimo (Score) de 40 dado el
alineamiento de la secuencia de EST con las secuencias blanco en la base de
datos. De un numero aproximado de 651 EST se seleccionaron 174, mas 9
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secuencias obtenidas a partir de DNA gendmico de mosquito, cuyas descripciones
de sus transcritos se relacionaban con en la respuesta inmune. Después los EST y
las secuencias seleccionadas se sometieron a amplificacién por PCR (seccion 9,
Material y Métodos) y se fijaron con un orden establecido en una membrana de
nitrocelulosa (seccion 10 y seccién 11, Material y Métodos). Las membranas con el
DNA fijado fueron sometidas a hibridacion (seccion 13, Material y Métodos)

Después de la hibridacion con la sonda marcada con BrdU, la cual fue
obtenida como se describe en la seccion 12 de Material y Métodos a partir de la
digestion enzimética de DNA obtenido de mosquitos alimentados con BrdU e
inoculados con levaduras de los ensayos in vivo, la membrana fue revelada como
se describié en la estrategia 2 de la seccion 14. Una vez obtenida la placa de
radiografia, se cre6 una lista la cual fue ordenada en base a la intensidad arbitraria
de la sefial en la placa.

Para identificar y corroborar la identidad de las EST de los cuales se obtuvo
una sefial por la hibridacion con la sonda, se realiz6 una busqueda en la base de
datos GDAV.

GDAV (Genome De-linked Anotation Viewer, por sus siglas en ingles) es
una base de datos que sirve como una herramienta nueva para consultar
anotaciones de secuencias descritas en especies de las cuales se tienen datos
pero no se ha secuenciado el genoma. GDAV tiene anotadas cerca 5000
secuencias de EST de An. albimanus que se encuentran almacenadas en un
servidor del Instituto de Salud Publica de México.

GDAV proporcioné la secuencia, descripcion y alineamientos de EST con

organismos cuyos genomas ya han sido secuenciados como An. gambiae, Ae.
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aegypti y D. melanogaster ademas de proporcionar una clave y descripciones de

la base de datos de InterPro.

8. Amplificacion de fragmentos de DNA genémico de An. albimanus
por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa para ser
usadas como material de elaboracion del macroarreglo.

La reaccion en cadena de polimerasa se realizé en un volumen final de 25
ul, el cual consistié de lo siguiente: 1l de DNA gendmico de An. albimanus a una
concentracion de 1.38 ng/ul, 1.2 uyl de una solucion 50 mM de MgCl,, 2.5 ul de
solucion amortiguadora de reaccion (500 mM KCI100 mM Tris-Cl, pH 8.3) 10X, 1 ul
de una mezcla de deoxinucleétidos 2.5 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 ul de
cada uno de los oligonucleétidos disefiados (Tabla 5, seccién Resultados) a una
concentracion 10pM , 0.125 pl de DNA Taq polimerasa 5U/ul (Invitrogen) y 18.175
ul de agua miliQ estéril.

Ocho secuencias fueron amplificadas y 1 muestra adicional correspondiente
al gen wingless (wnt) que fue donada gentilmente por el Dr. Javier Izquierdo. Las
secuencias fueron utilizadas Unicamente para el ensayo de macroarreglo donde se

uso la técnica de fijado de DNA descrita en la seccion 11 de Material y Métodos

9. Amplificacion de fragmentos de DNA del transcriptoma de An.
albimanus por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
para ser usadas como material de elaboracion del macroarreglo.

La reaccidén en cadena de polimerasa se realiz6 en un volumen final de 20

ul, el cual consistié de lo siguiente: una colonia de bacteria E. coli cepa DH5a
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aislada se pico con un palillo estéril y fue disuelta en la mezcla de reaccion, 1.2 pl
de una solucién 25 mM de MgCl,, 2 ul de solucién amortiguadora de reaccion (500
mM KCI100 mM Tris-Cl, pH 8.3) 10X, 0.2 ul de una mezcla de deoxinucleétidos 10
mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0.5 pul de cada uno de los pares de
oligonucleétidos universales comerciales M13F(-20)(5 -GTAAAACGACGGCCAG-
3), M13R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3") (Invitrogen) y M13F(-20)(5 -
GTAAAACGACGGCCAG-3), T3(5 -GCAATTAACCCTCACTAAAGG-3)(Invitrogen)
a una concentracién 10pM, los pares corresponden para el plasmido PDNR_lib y
el plasmido pBk-CMV, dependiendo del vector en el que se encontrara contenida
la secuencia de interés, 0.125 pl de DNA Taq polimerasa 5U/ul (Invitrogen) y 15.98
ul de agua miliQ estéril.

Se amplificaron 174 secuencias las cuales fueron productos Unicos. Las
secuencias fueron visualizadas en geles de agarosa 1.5 %. Las secuencias
obtenidas fueron utilizadas para ensayos de macroarreglo donde se usaron las
técnicas de fijado de DNA descritas en las secciones 10 y 11 de Material y

Métodos.

10. Dot blot en membranas de nitrocelulosa para la elaboracion del
macroarreglo

El método empleado para estos ensayos fue realizado de acuerdo a Ausube
y cols. (1995). De las muestras de los mosquitos se tomo una cantidad de 1 pug o

500 ng del DNA en 200 pl de SSC 6X y fue fijado en una membrana de
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nitrocelulosa. El tamafio de la membrana dependioé del experimento realizado, y
siempre fue cortada dejando 0.5 cm de borde para facilitar la manipulacion.

La membrana de nitrocelulosa se sumergio en un recipiente limpio con SSC
20X (Apéndice 10) por lo menos 10 minutos. La membrana de nitrocelulosa se
sumergié en SSC 6X (Apéndice 10) por lo menos 10 minutos. EI DNA se
desnaturalizé poniéndolo en un bafio Maria de agua hirviendo o en un horno a 100
°C durante 10 minutos, inmediatamente después las muestras se enfriaron en
hielo. La membrana de nitrocelulosa requeria afiadir un volumen igual de 20X SSC
a cada muestra inmediatamente después de colocar las muestras en hielo.

Después de cargar las muestras en el molde y hacerlas pasar por la
membrana, usando vacio, se coloc6 en una solucion 1.5 M de NaCl / 0.5M NaOH
durante 10 min, posteriormente fue trasferida a una solucion 1M NacCl / 0.5 Tris-Cl,
pH 7, durante 5 min a T/A. La membrana fue horneada a 80°C 1 hr y colocada
entre 2 hojas de papel filtro (esto en caso de ser almacenarla). La membrana con
el DNA fijado se utilizo para la hibridaciébn que se describe en la seccién 13 de
Material y Métodos.

El molde usado en dot blot permitié fijar hasta 96 muestras en membranas
de 8 X 12 cm. Los 93 EST seleccionados fueron colocados en la placa y las 3
muestras restantes fueron utilizadas para controles. El orden en el que fueron
colocados cada uno de los EST en las membranas fue idéntico al orden en una
placa de ELISA; 8 filas designadas con una letra de la “A” a la “H” y 12 columnas
designadas con numeros del 1 al 12. El control positivo de hibridacion fue DNA de
mosquito sin tratamiento (posicion H12). El control positivo de deteccion (posicion

G12) fue DNA con BrdU incorporado. El control negativo (posicion C10) fue una
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mezcla de los oligonucledtidos MI13F (-20) y T3. Este control negativo fue
colocado debido a que las secuencias usadas fueron productos de la reaccion en

cadena de polimerasa obtenidos en la seccién 9.

11. Fijado de secuencias de DNA de An. albimanus en la membrana de
nitrocelulosa con el uso de un replicador.

La siguiente técnica es una adaptacion del protocolo de Dot Blot para DNA
como estrategia alternativa de fijado de DNA en membranas de nitrocelulosa y fue
utiizada para la colocacion de muestras de los productos de PCR del
transcriptoma de An. albimanus (seccién 7 de Material y Métodos). Una membrana
de nitrocelulosa de 8 X 12 cm fue humedecida en solucién amortiguadora de
citratos SSC 20X, por 10 min. Un total de 186 muestras obtenidas en la seccién 8
y la seccién 9 de Material y Métodos, fueron diluidas en solucion amortiguadora de
citratos SSC 3X a una concentracion de 100 ng/upl y colocadas en placas de 96
pozos disefiadas para PCR. Las 186 muestras de DNA, productos de PCR, fueron
desnaturalizadas usando NaOH 0.2 N a temperatura ambiente por 10 min. y
puestas en hielo. El procedimiento de “sembrado” fue el siguiente: La membrana
de nitrocelulosa se colocé sobre una placa de ELISA (posicionada boca abajo para
servir de soporte), a la cual fue adaptada a la base copiadora OmniTray para
replicadores marca NUNC. Las muestras fueron colocadas con un replicador de
96 pines marca NUNC. Las coordenadas a utilizar fueron seleccionadas vy se
presiond ligeramente el replicador contra la membrana por 30 seg. Las replicas de
cada muestra fueron realizadas utilizando coordenadas diferentes. La membrana

se coloc6é en una solucibn 1.5 M de NaCl / 0.5M NaOH durante 10 min,
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posteriormente fue trasferida a una solucion 1M NaCl / 0.5 Tris-Cl, pH 7, durante 5
min a T/A. La membrana fue horneada a 80°C 1 hr y colocada entre 2 hojas de
papel filtro (esto en caso de requerir almacenarla). La membrana con el DNA fijado
se utilizd para una hibridacion como esta descrito en la seccién 13 de Material y

Métodos

12. Sonda de DNA marcada con BrdU

Para la generacion de sondas de DNA marcado con BrdU, se utilizé 20 g
DNA obtenido por extraccién fendlica de los experimentos de incorporacion de
BrdU in vivo, de mosquitos retados con levadura o micrococos. Veinte
microgramos de DNA fueron digeridos con la enzima de restriccion Rsal, la cual
genera productos de doble cadena con extremos romos. El DNA fue incubado
durante 2 horas a 37°C en la mezcla de reaccion junto con la enzima de
restriccibn. La digestion fue verificada y visualizada por medio de una
electroforesis en un gel de agarosa 1% con un marcador de peso molecular de

fragmentos de fago lambda digeridos con Hindlll (Invitrogen).

13. Hibridacion de sondas marcadas con BrdU

Previo a la hibridacion, las membranas obtenidas de la seccion 10 6 11 de
Material y Métodos fue humedecida en SSC 2X. La membrana fue colocada en un
tubo de hibridacién, marcando el lado en el que se fij6 el DNA. Para la
prehibridacion, se afiadieron 10 ml de solucion SPH (Apéndice 9; 1 ml de solucion

por cada 10 cm? de la membrana) y se incubé durante 3 horas a 65°C con
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rotacion. Posteriormente, se desnaturalizé por calor la sonda de DNA marcada con
BrdU generada por cortes enziméticos (seccion 12, Material y Métodos), en bafio
Maria de agua hirviendo durante 10 min e inmediatamente se colocaron en hielo.
Con el menor espacio de tiempo posible, se afiadieron 10 ml de la sonda recién
preparada a una concentracion de 2 pg/ml en SPH y se incubé durante toda la
noche a 65°C. La membrana se lavo con 10 ml de SSC 2X a T/A (Apéndice 10);
posteriormente fue lavada con un volumen igual de SDS al 0.1% en SSC2X a 65
°C, realizando 3 cambios de la solucién cada 5 min (Guesdon; 1992). Terminados
los lavados, la membrana se utilizO directamente para la deteccion
inmunoenzimatica del DNA hibridado, mediante anticuerpos anti-BrdU conjugados
a peroxidasa. La sefial fue detectada mediante Ila utilizacion de

quimioluminiscencia y placas radiograficas, como se describié anteriormente.

14. Deteccion de DNA marcado con BrdU en membranas de
nitrocelulosa

Para la deteccion de DNA marcado con BrdU o fragmentos de la sonda
unida por hibridacion al DNA fijado en membranas de nitrocelulosa como se
describe en la seccion 10 o seccion 11 de Material y Métodos, todo el
procedimiento fue realizado en agitacion constante, en contenedores de plastico a
temperatura ambiente, 6 a 37°C. Es importante no dejar secar la membrana en
ningln momento, sobre todo si se pretende volver a utilizarla para alguna re-
incubacién. El volumen de las soluciones de lavado y de bloqueo fue de 1ml/cm?y

0.2 ml/cm? respectivamente. Se emplearon dos estrategias:
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Estrategia 1: Después de la transferencia e inmovilizacion del DNA a una
membrana de nitrocelulosa, ésta fue lavada tres veces con Tween-20 al 0.1% en
PBS, realizando cambios de la solucion cada 10 minutos. La membranas se
incubaron con solucion bloqueadora de leche descremada al 5% (Apéndice 5)
recién preparada, por 1 h, o se dej6 4 °C toda la noche. Posteriormente, la
membrana se lavdo con Tween-20 al 1% en PBS durante 10 minutos. Las
membranas fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU conjugado
a peroxidasa, 1/1000 o 1/2500 en solucion de leche descremada al 1% (Apéndice
6). La membrana se incub6 durante 2 h a T/A o se dejo durante toda la noche a
4°C.

El exceso de solucién bloqueadora fue retirado y la membrana se lavé con
Tween-20 al 0.1% en PBS tres veces con cambios cada 10 min. La solucion de
lavado fue retirada y sobre la membrana se coloc6 una hoja de acetato comercial
para impresion laser (con el lado del DNA hacia arriba). La sefial en la membrana
fue revelada utilizando un kit para quimioluminiscencia (Perkin-Elmer). Después de
incubar la membrana durante 1 min con el revelador, se retird6 el exceso fue
retirado y se colocd una hoja de acetato para dar una proteccion plastica a la
membrana. La sefial en las membranas fue detectada con el uso de placas de
radiografia (Kodak tipo X-Omat y Kodak tipo Biomax film). El tiempo minimo de
exposicion fue de 30 seg. Las exposiciones fueron repetidas aumentando el
tiempo de forma variable hasta por 5 min para tratar de obtener una sefal 6ptima.

Estrategia 2: Esta estrategia fue realizada de acuerdo al protocolo descrito
por Guesdon (1992). Brevemente, después de la transferencia e inmovilizacion del

DNA a una membrana de nitrocelulosa se lavd brevemente la membrana con
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Tween 20 al 1% en TBS (Apéndice 7). La membrana se incub6 15 minutos con 1%
BSAy 1% Tween 20 en TBS (solucion bloqueadora). Posteriormente, se incubd la
membrana con el anticuerpo anti-BrdU acoplado a peroxidasa en dilucién 1/1000
en solucion bloqueadora, a T/A o toda la noche a 4 °C. La membrana fue lavada
tres veces con TBST, cambiando la solucion cada 10 minutos. La membrana se
incubd durante 2 min con la solucion de magnesio (Apéndice 8) e inmediatamente
después le fue colocada una hoja de acetato para realizar la deteccién por

luminiscencia como se describié anteriormente.

15. Busqueda bioinformdtica de genes vecinos para enriquecer el
macroarreglo.

Brevemente, a partir del resultado del experimento piloto del macroarreglo,
obtenido utilizando la fijacion de DNA descrita en la seccién 10 de Material y
Métodos, fueron elegidos los 15 EST que presentaron la sefial de hibridacién méas
alta. Después de ubicar las secuencias en el genoma de An. gambiae usando un
tBlastx, las estructuras intrén-exén fueron modeladas con Exonerate, y mediante
el visor de Vectorbase se analiz6 la vecindad de genes que se presentaron en su
genoma.

Debido a la extension de la amplificacion de genes en los casos donde se
ha reportado amplificacion génica (Claycomb y Orr-Weaver, 2005), nosotros
establecimos un limite de busqueda de genes vecinos de 100 Kb. Las secuencias
de los genes vecinos en An. gambiae fueron obtenidos con la herramienta

Biomart, la cual se encuentra disponible en linea (www.biomart.org). Con las
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secuencias recuperadas del genoma de An. gambiae, se realizdé una busqueda en
la base de datos del transcriptoma de An. albimanus utilizando tBlastx. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas con Exonerate, o que permitio observar

el modelado intron-exon de estos genes.
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RESULTADOS

A continuacion se describe el analisis cualitativo de los resultados de la
sintesis de DNA en tejidos de mosquitos An. albimanus inducida después de un
reto inmune. Este analisis se realizO mediante experimentos de
inmunofluorescencia, lo que permitié la identificacion de los tejidos que responden
al reto inmune incorporando BrdU en sus nucleos celulares.

Como se describi6 en Material y Métodos, el andlisis fue realizado
inoculando mosquitos An. albimanus con diferentes microorganismos, tanto en
experimentos in vitro como in vivo.

Asimismo, se afaden resultados preliminares que nos alientan a
implementar una estrategia bioinformatica (més sencilla y especifica), que nos
permitird identificar los genes que estan siendo amplificados durante la sintesis de

DNA inducida después de un reto inmune.

Demostracion de incorporacion de BrdU en tejidos de An. albimanus in
vivo, después de un reto inmune, mediante ensayos de
inmunofluorescencia

La identificacion de los tejidos del mosquito que incorporaron BrdU después
de un reto inmune fue realizada por medio de la unién de anticuerpos especificos
con BrdU, los cuales estaban conjugados a fluoresceina (Seccién 3, Material y
Métodos). La intensidad de incorporacién dependié del tipo de microorganismo
utilizado para inducir la respuesta inmune. En los ensayos in vitro, se observo la

incorporacion del BrdU en epitelios de las membranas pleurales, células
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pericardicas, células epiteliales, células progenitoras del ovario y células del
cuerpo graso. Por otro lado, en los ensayos de incorporacion de BrdU in vivo, la
sefal fue observada en células del cuerpo graso y en células pericardicas. Los
ensayos realizados con virus Dengue (Gnicamente in vivo) mostraron resultados
similares. La Tabla 1 presenta un resumen de la intensidad, medida de forma
cualitativa, de incorporacion de BrdU en los diferentes tejidos durante estos
ensayos.

En los experimentos de incorporacién in vivo de BrdU, se utiliz6 como
control el DNA de mosquitos An. albimanus tratados solo con medio de cultivo
RPMI. En todos los tratamientos se detect6 incorporacion de BrdU en el nicleo de
células de cuerpo graso, aunque en diferente grado. El cuerpo graso es un tejido
dinamico el cual tiene mdultiples funciones metabdlicas, la mayor parte de las
proteinas de la hemolinfa son sintetizadas en este tejido ademas presenta
funciones de almacenamiento de proteinas, lipidos y carbohidratos. La funcion
mas importante que realiza para el sistema inmune es la sintesis de péptidos

antimicrobianos los que secreta a la hemolinfa (Roma et al, 2010).
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Figura 3. Inmunofluorescencia de la incorporacién de BrdU in vivo en

tejidos de An. albimanus después de un reto inmune con diferentes
microorganismos. El andlisis por inmunofluorescencia de la region abdominal
mostro incorporacion de BrdU en los diferentes ensayos in vivo. Ante los diferentes
estimulos, la sefial fluorescente se presentd en el cuerpo graso, uno de los
principales tejidos del sistema inmune del mosquito. Los controles tratados con
RPMI (A) mostraron sefal escasa en células de cuerpo graso, la cual siempre fue
menor a la observada en los grupos inoculados con S. cerevisiae (B), con M.

luteus (C), o con S. marcescens (D). Microscopia de fluorescencia 40X.
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Tabla 1. Evaluacién cualitativa (inmunofluorescencia) de incorporacion de BrdU

en los diferentes tejidos de An. albimanus después de un reto inmune.

Estimulo/tejido Células Membrana Células epiteliales Cuerpo Ovarios
pericardicas pleural del ovario graso

Gram positiva In vitro (+++) (+++) (++) (++) (+)
M. luteus In vivo (++) ) (-) (++) )
Levaduras In vitro (+) (+4) () (++) (+)
S. cerevisiae Invivo (+) ) (-) (++) )
Gram negativa In vitro  (+) (++) (-) (++) (+)
S. marcescens In vivo (++) ) () (++) )
Virus Dengue Invivo (+) ) (+) (++) )

El corazén del mosquito (parte abdominal del vaso dorsal) esta formado por

un endotelio simple, células musculares contractiles y células pericardicas

(también llamadas nefrocitos). Las células pericardicas son en parte responsables

de la composicién de la hemolinfa, debido a que son capaces de tomar y regresar

moléculas a la hemolinfa (Chapman, 1998). En la Figura 4 se muestra la

comparacion de incorporacion de BrdU en células pericardicas de ensayos in vivo.

En las muestras control (inoculados con RPMI), no se observé incorporacion de

BrdU en las células pericardicas.

Las ubicaciones del cuerpo graso y el corazon dentro del mosquito se

muestran en un esquema que se encuentra en el Apéndice 18
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Figura 4. Inmunofluorescencia de la incorporacién de BrdU in vivo en
células pericardicas ante un reto inmune. Los controles inoculados con RPMI
no presentaron incorporacion de BrdU (A). La inoculacion con S. cerevisiae (B), M.
luteus (C) o S. marcescens (D), indujo incorporacion de BrdU en diferentes tejidos,
siendo las células pericardicas (flechas) el comun para los diferentes estimulos.
Microscopia de Fluorescencia 40X.
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Adicionalmente, nuestro grupo ha reportado que algunos mecanismos
oxidativos pueden ser en parte responsables de la eliminacion de virus Dengue en
mosquitos no vectores (Ramos—Castafieda et al.,, 2008). El interés en el
mecanismo con el cual el virus es eliminado de los mosquitos no vectores, como el
caso de An. albimanus, nos llevo a realizar algunos experimentos piloto. El virus
inactivado por medio de la exposicion a luz UV fue diluido en una solucién de
medio de cultivo Schneider suplementado con suero bovino fetal. Este mismo
medio de cultivo con suero fue usado como control en estos ensayos piloto como
se describié en Material y Métodos. La Figura 5 muestra la comparacion entre el
cuerpo graso y los corazones de los mosquitos que fueron inoculados con las
particulas virales inactivadas. De manera interesante, Unicamente las células
pericardicas de corazones provenientes de mosquitos inoculados con virus

mostraron incorporacién de BrdU.
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Figura 5. Inmunohistoquimica de la incorporacion de BrdU in vivo en
An. albimanus inoculados con virus Dengue. El inoculo de virus fue preparado
en medio Schneider suplementado con suero fetal bovino, como se describe en
Material y Métodos. Los mosquitos inoculados con virus Dengue (C, D) mostraron
menor sefial en comparacion con los otros microorganismos utilizados (Fig. 3). Sin
embargo, en comparacion con los grupos control inoculados con medio Schneider
suplementado con suero fetal bovino (A, B), la sefal fue mayor en el caso del
cuerpo graso (C). En el caso del corazén, los estimulados con virus si presentaron
sefal, a diferencia de los controles que siempre fueron negativos (B). Las células

pericardicas se indican con flechas. Microscopia de 40X.
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Demostracion de incorporacion de BrdU en tejidos de An.
albimanus in vitro, después de un reto inmune, mediante ensayos de
inmunofluorescencia.

La Figura 6 muestra la comparaciéon de BrdU incorporado al nucleo de
células epiteliales, que forman parte de las membranas pleurales, en mosquitos
inoculados con diferentes microorganismos. La mayor cantidad de células con
marca fue observada en abdémenes de mosquitos inoculados con M. luteus.

Durante el andlisis de las muestras, se observd que la incorporacién de
BrdU fue de mayor o menor intensidad, lo cual dependid del tipo de
microorganismo utilizado. El estimulo realizado con Micrococcus indujo siempre

una mayor cantidad de células marcadas en los diferentes tejidos.
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Figura 6. Inmunofluorescencia de la incorporacién de BrdU in vitro en
células epiteliales de las membranas pleurales de An. albimanus. La
epidermis en las membranas pleurales esta formada por una monocapa de células
epiteliales. Ante los diferentes tratamientos con microorganismos (todos
inactivados por calor) como S. cerevisiae (B), M. luteus (C), S. marcescens (D),
se observo una sefal fluorescente intensa en los nucleos de éste tejido, debida a
la incorporacion de BrdU. En los controles inoculados con RPMI (A) se puede
observar una clara diferencia en cuanto al la cantidad de células marcadas, siendo
siempre mucho menor en estas muestra comparado con los diferentes

tratamiento.-Microscopia de 20X.
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Inmunohistoquimica de la incorporacion de BrdU in vivo durante la
infeccion con P. berghei.

Como se mencioné en Material y Métodos, en el grupo de trabajo contamos
con oocinetos de P. berghei que ha sido modificado genéticamente para expresar
la GFP, y con una cepa de mosquitos susceptible y otra resistente a la infeccion
con éste parasito (Hernandez-Martinez et. al. Datos no publicados). Con estas
herramientas se llevaron a cabo experimentos comparativos entre 1os mosquitos
que presentaron el desarrollo de ooquistes (susceptibles) en el intestino, y los que
no presentaron ningun ooquiste (resistentes). La inmunofluorescencia se realizé
como se describio en la seccion 3 de Material y Métodos.

Esta cepa genéticamente modificada expresa la GFP durante todo su ciclo
de vida. En la figura 7 A-B, es mostrada la fase de oocineto de P. berghei-GFP
presente en el lumen del intestinos del mosquito An. albimanus. En la cepa
susceptible el oocineto sigue su desarrollo normal hasta ooquiste, el cual es
facilmente visto con microscopia de fluorescencia. En la cepa resistente, debido a
que los parasitos mueren, dejan de expresar la GFP y una fluorescencia residual

de color naranja-amarillo puede ser identificada.
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Figura 7.- Deteccion de parasitos P. berghei que expresan GFP en el
intestino de An. albimanus A) Oocinetos de P. berghei (sefialados con las
flechas) con su forma caracteristica de media luna fueron observados en el lumen
del intestino durante las primeras 48 h post-alimentacion (10X). B) Magnificacion
de A, donde se aprecia con mas detalle la forma ovalada de los oocinetos y una
cierta polaridad en su morfologia (40X). C) Pasadas 48 h, los parasitos se
presentan en forma de ooquiste joven, el cual continda expresando la GFP (100X).
D) En la cepa resistente, algunos parasitos logran llegar hasta la fase de ooquiste
joven, el cual al morir presenta una fluorescencia remanente de color naranja-

amarillo (100X). Microscopia de fluorescencia.
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En la figura 8 se muestra un panel de imagenes con la inmunohistoquimica
de la incorporacion de BrdU en mosquitos en los que fue observada la formacion
de ooquistes (cepa susceptible). En los dias 3 y 5 post infeccion, la incorporacién
de BrdU en cuerpo graso fue evidente ademas de una muy escasa sefial en el
intestino medio (en ocasiones no detectada). En los controles solo algunas
muestras llegaron a presentar sefial muy escasa en el cuerpo graso, pero nunca
en el intestino.

En la figura 9 se muestra la incorporacion de BrdU en dias posteriores (7
dias post-alimentacién), en donde fue posible confirmar lo observado al dia 5 en el
intestino medio con mejor claridad. En el dia 9 post-infeccion los mosquitos
susceptibles mostraron un incremento en la incorporacién de BrdU principalmente
en el intestino medio, y en el dia 11, a diferencia de la cepa resistente, aun se
lograron observar abundantes nucleos con la sefial de BrdU incorporado
(principalmente en el cuerpo graso).

En la figura 10 se muestra la incorporacion de BrdU en la cepa de
mosquitos que fue resistente a la infeccion con P. berghei. A diferencia de la cepa
resistente, la incorporacion de BrdU fue mas rapida y abundante en estas
muestras, tanto en el cuerpo graso como en el intestino medio. Desde el dia 3, la
incorporacion de BrdU pudo ser observada de manera abundante en el cuerpo
graso y el intestino medio. En la figura 11 se muestran los cambios alos 7, 9y 11
dias post-alimentacion. Al dia 7, la sefial continué siendo muy intensa, sin
embargo ya para el dia 9 estd comenzo a disminuir a niveles practicamente
indetectables para el dia 11. En todos estos experimentos de infecciones con P.

berghei, fue evidente que la incorporacién de BrdU se presentdé de manera mas
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clara en el cuerpo graso e intestino (este ultimo antes no visto), a diferencia de lo
observado con otros microorganismos, y que esta incorporacion fue diferencial
entre la cepa susceptible y resistente.

La Tabla 2 muestra un resumen de la incorporacion de BrdU al DNA de
ambas cepas, observada del dia 3 al dia 11 post alimentacion, donde de manera
cualitativa se le dio 1 cruz a una sefal baja, 3 cruces a la maxima sefial observada

y 2 guiones cuando no se observo sefal en el tejido

Tabla 2. Evaluacion cualitativa (inmunofluorescencia) de incorporaciéon de BrdU
en diferentes tejidos de An. albimanus después de alimentacidon con sangre infectada
con P.berghei-GFP.

Cepa/dia Intestino Cuerpo graso
Resistente/3 ++ ++
Susceptible/3 = ++
Resistente/5 ++ ++
Susceptible/5 - ++
Resistente/7 +++ ++
Susceptible/7 +++ ++

Resistente/9 - -
Susceptible/9 ++ ++
Resistente/11 — -

Susceptible/11 ++ 4+
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3d.p.a. 5d.p.a.

Figura 8.- Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en
mosquitos susceptibles a la infeccion con parasitos P. berghei en los
primeros dias post-alimentacion. En los primeros dias post-alimentacién con
sangre infectada, en términos generales la sefal fue baja pero detectable sobre
todo en el cuerpo graso. A-C) Intestinos mostrando el patrén de incorporacién de
BrdU en nucleos celulares (10X). D-F) cuerpo graso de los mosquitos con la sefial
de BrdU en el nucleo de sus células (20X). En los dias 3 y 5 post-alimentacién la
incorporacion de BrdU es detectable en cuerpo graso y muy escasa en el intestino
medio A y D) Grupo control de mosquitos alimentados con BrdU y con sangre

normal (sin parasitos).
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Figura 9.-Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en

mosquitos susceptibles a lainfeccidon con parasitos P. berghei en los Gltimos
dias post-alimentacién. La sefial de BrdU incorporado fue mas evidente e
intensa entre el 7° y 9° dia post-alimentacion en la cepa susceptible,
posteriormente se observa una disminucién en el numero de ndcleos marcados. A-
C) Intestinos mostrando el patron de incorporacion de BrdU en nucleos celulares
(10X), donde se observa una intensa incorporaciéon a partir del dia 7 post-
alimentacion, la cual aun es posible detectar hasta el dia 11. D-F) Cuerpo graso de
los mosquitos susceptibles con deteccion de la sefial de BrdU en el nucleo de sus
células (20X), en los que se aprecia una de intensidad baja y detectable. Cada
par estomago-carcasa corresponde al dia post alimentacién en las que fue hecha

la inmunohistoquimica.
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Figura 10.- Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en

mosquitos resistentes a la infeccion con parasitos P. berghei. A-C) Intestinos
de mosquitos resistentes a la infeccion, en los cuales se puede apreciar una
intensa incorporacion de BrdU desde el tercer dia post-alimentacion con sangre
infectada. D-F) Cuerpo graso de mosquitos en los que se observa gran numero de
nacleos incorporando BrdU desde el tercer dia. Ay D) grupo control, mosquitos
alimentados con BrdU y sangre normal. A-C) 10X; D-F) 20X.
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Figura 11.- Inmunofluorescencia de la incorporacion de BrdU en

mosquitos resistentes a la infeccion con parasitos P. berghei. A diferencia de
los resultados obtenidos en mosquitos de la cepa susceptible, en estos ensayos la
incorporacion de BrdU fue detectada solo hasta el dia 7, con una sefial muy
escasa en cuerpo graso y nula en intestinos al dia 9. A-C) Intestinos de mosquitos
resistentes, en los cuales se puede apreciar la fluorescencia en los nucleos
celulares. D-F) Cuerpo graso de mosquitos en los que se aprecia la sefal
fluorescente en sus nucleos celulares de incorporacion de BrdU. A-C) 10X; D-F)
20X.
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Cuantificacion relativa de la incorporacion de BrdU in vitro e in vivo

en mosquitos tratados con distintos estimulos.

La cuantificacion relativa de incorporacion de BrdU al DNA fue realizada por
medio del método de ELISA (seccion 4, Material y Métodos). Cada ensayo fue
realizado por quintuplicado. Para las evaluaciones in vitro, las muestras de DNA
obtenidas de los cultivos de abdomenes de mosquitos inoculados con los distintos
microorganismos fueron analizadas. La induccion de incorporacion de BrdU en
mosquitos An. albimanus se realizd con M. luteus, S. marcescens y S. cerevisiae.
La incorporacion de BrdU evaluada por ELISA confirmé las observaciones
realizadas por deteccién de inmunofluorescencia. La intensidad de incorporacion
de BrdU dependio del tratamiento suministrado a los mosquitos.

En el caso de la incorporacion de BrdU in vitro, las muestras control para
los ensayos de ELISA consistieron en lo siguiente: una muestra de DNA
proveniente de abdémenes de mosquitos no inoculados ni tratados con BrdU fue
utilizada como blanco para calibrar el sistema (dato no mostrado). EI DNA de
abdémenes de mosquitos sin inoculacion pero cultivados en presencia de BrdU
fue empleado como muestra control del proceso de disecacién. Finalmente, el
DNA proveniente de abdémenes cultivados en presencia de BrdU, de mosquitos
inoculados solamente con RPMI, fue utilizado como control del dafio causado por
la inoculacion. En todos los casos, los controles mostraron menor incorporacion de

BrdU que los inoculados con microorganismos.
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Figura 12.- Cuantificacion por ELISA de la incorporacion in vitro de
BrdU en abdomenes de An. albimanus retados con diferentes estimulos
antigénicos. La incorporacion de BrdU fue medida en un ensayo de ELISA a una
absorbancia de 450 nm. La evaluacion fue realizada en 2 ensayos independientes
de abddmenes en cultivo, y en cada ensayo las muestras de DNA fueron
colocadas por triplicado. Cada grupo corresponde al tratamiento mostrado en la
gréfica. Los abdémenes tratados con microorganismos (M. luteus, S. marcescens
y S. cerevisiae.) mostraron mayor incorporacion con respecto a los controles (Sin
tratamiento, RPMI). Los mosquitos tratados con bacterias Gram + fueron los que
mayor incorporacion de BrdU presentaron. El andlisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis muestra que las diferencias son estadisticamente significativas (H (4,
n=18)= 16.26316; p =.0027).
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La Figura 12 muestra la comparacién de incorporacion de BrdU en cultivos
de abdémenes de mosquitos An. albimanus inoculados con M. luteus, S.
marcescens, S. cerevisiae y sus controles ya mencionados.

La estimulacién con levaduras mostré una incorporacion mayor que la de
los controles, lo cual concuerda con lo previamente reportado (Hernandez-
Martinez et al., 2006). Sin embargo, en el presente estudio, se observo que la
estimulacién con M. luteus, o S. marcescens, indujo una mayor incorporacién de
BrdU comparadas con la inducida por la estimulacion con levaduras. La
inoculacién con S. marcescens indujo una incorporacion cerca de tres veces
mayor comparado con los controles. El grupo con mayor incorporacion de BrdU
fue obtenido de cultivos de abddmenes de mosquitos inoculados con M. luteus. La
incorporacion de BrdU in vitro inducida por la inoculacion de M. luteus mostré ser
cinco veces mayor con respecto a los controles.

Debido a que los datos no cumplen con los supuestos de normalidad de los
analisis paramétricos, se aplicd una prueba no paramétrica de analisis de varianza
de rangos de Kruskal-Wallis la cual mostré que las diferencias entre los grupos
son estadisticamente significativas (H @, n= 1= 16.26316; p =.0027). Para el
analisis de los datos obtenidos de los ensayos in vivo, mostrados en la figura 13,
también se aplico la misma prueba ya que tampoco cumplen con los supuestos de

normalidad de los analisis paramétricos.
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Figura 13.- Cuantificacién por ELISA de la incorporacion in vivo de
BrdU en mosquitos An. albimanus retados con diferentes estimulos
antigénicos. La incorporacién de BrdU al DNA fue medida por ELISA a una
absorbancia de 450 nm. La evaluacion fue realizada en 3 ensayos independientes,
y en cada uno las muestras fueron colocadas por triplicado. EI DNA fue obtenido
por extraccion fenodlica y el ELISA se realizd como se describe en Material y
Métodos (seccion 4). Sin tratamiento: mosquitos sin tratamiento alimentados con
BrdU. RPMI: mosquitos inoculados solo con medio RPMI. Levadura: mosquitos
inoculados con S. cerevisiae, Micrococos: mosquitos inoculados con M. luteus y
Serratia: mosquitos inoculados con S. marcescens; todos los microorganismos
fueron disueltos en medio de cultivo RPMI. El andlisis de varianza de rangos de
Kruskal-Wallis muestra que las diferencias son estadisticamente significativas (H (4,
n=14) =11.82857; p =.0187).
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La figura 13 muestra el resultado obtenido de la cuantificacion relativa de
incorporacion de BrdU al DNA in vivo en An. albimanus. El método de ELISA
utilizado fue descrito en la seccién 4 de Materiales y Métodos. Las muestras
fueron colocadas por triplicado para cada grupo en cada ensayo.

Como ya se menciond, los datos no cumplieron con los supuestos de
normalidad de los analisis paramétricos, por lo que se empleé un analisis no
paramétrico de varianza de rangos de Kruskal-Wallis, lo que permiti6 evaluar las
diferencias entre los distintos tratamientos. Las diferencias entre los grupos fueron
estadisticamente significativas (H (4, n= 14) =11.82857; p =.0187).

El andlisis de varianza de dos factores en una prueba post-hoc de Tukey,
mostré que las diferencias tanto en las condiciones in vivo e in vitro, fueron
estadisticamente significativas (F= 18.476; p<=0.00). Analizando las diferencias
entre grupos y condiciones, las diferencias entre los grupos controles “Sin
tratamiento” y “RPMI” de ambas condiciones, in vivo e in vitro, no fueron
estadisticamente significativas.

Por otro lado, este andlisis mostr6 que las diferencias entre los grupos
inoculados con M. luteus, y S. marcescens en la condiciéon in vivo no fueron
estadisticamente significativas. Comparado estos dos grupos con los grupos
control la incorporacion fue cerca de cinco veces mayor en los grupos inoculados
con microorganismos bacterianos. Asi también reveld que las diferencias entre los
grupos inoculados con Levadura y Serratia en la condicién in vitro no presentan
una clara diferencia estadistica. La incorporacion de BrdU observada en los

grupos Sin tratamiento, fue considerada como basal en ambas condiciones.
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Andalisis de secuencias expresadas en An. albimanus relacionados al
sistema inmune del mosquito en un “macroarreglo”

con el objetivo de identificar de manera general algunos de los genes
involucrados en la sintesis de DNA después del reto inmune con levadura se
desarrollo de una estrategia que denominamos “macroarreglo”. El estimulo con
levadura fue elegido en primer lugar, debido a que con este microorganismos ya
existe un reporte publicado (Hernandez-Martinez et al., 2006), y en segundo lugar,
a que dada la complejidad del protocolo, se decidi® comenzar estos ensayos
utilizando un solo microorganismo como modelo. La estrategia fue nombrada
“‘macroarreglo” debido a la relacién entre el numero de genes y el area de la
superficie donde fueron fijados (aproximadamente 1 gen/cm?). La técnica consistié
en una combinacién entre Dot, Southern, y Western blot, en la que productos de
PCR de 93 distintas EST seleccionadas del transcriptoma de An. albimanus fueron
inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa por medio de una bomba de
vacio y fijadas con calor. La membrana fue utilizada para los ensayos de
hibridacién en los cuales se empleo como sonda el DNA marcado con BrdU
proveniente de mosquitos estimulados con levadura (ver seccion 12 de Material y
Métodos).

La sonda fue elaborada a partir de DNA marcado con BrdU proveniente de
mosquitos inoculados con levadura en un ensayo in vivo, y la hibridacion fue
revelada por medio del uso de anticuerpos conjugados a peroxidasa y
guimioluminiscencia.

La figura 14 muestra el resultado obtenido del macroarreglo. Los sitios
donde la sonda hibridd, se muestran como anillos de color negro. De las 93

muestras experimentales se contaron 46 marcas en el macroarreglo como
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positivas. La diferencia de intensidad en las diferentes posiciones de los positivos

es discutida en la seccién correspondiente.
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Figura 14. Placa de revelado del macroarreglo. La hibridacion en
membrana de nitrocelulosa de la sonda marcada con BrdU, generd una sefial en
forma de anillos en la placa debido al sistema de vacio usado para fijar las
secuencias a la membrana. Las clonas con sefial mas intensa (G11, G12 y H12)
formaron un circulo totalmente obscuro aun cuando todas las muestras fueron
fijadas a la membrana a una concentracién de 500 ng/ul. Los controles, negativo
(DNA plasmidico), positivo (DNA genomico de An. albimanus marcado con BrdU in
vitro) y de hibridacion (DNA genomico de An. albimanus sin ningun tratamiento) se

encuentran localizados en C10, G12y H12 respectivamente.

63



Las 15 muestras que produjeron la sefial positiva mas intensa en reaccion
de hibridacion, fueron agrupadas en una lista para su analisis (Tabla 3). La
clasificacion de la sefal positiva fue cualitativa donde las muestras que se
observaron como un circulo negro se les asigno un valor arbitrario de 6 y las
muestras observadas como circunferencias péalidas se les asigno un valor de 1 (La
lista completa de las muestras consideradas positivas del macroarreglo es
proporcionada en el Apéndice 11). En la Tabla 3 se muestra la descripcion
obtenida de InterPro, una clave de identificacion de la base de datos del
transcriptoma de An. albimanus (GDAV, Genome Delinked Analyzer Viewer), un
valor arbitrario de la intensidad con la que se observa la marca y la posicién en el
macroarreglo. No todos los EST encontrados tuvieron una clave dentro de la base

de datos GDAV, sin embargo siempre contaron con una descripcién de InterPro.

Tabla 3. Lista de las muestras con sefial mas intensa en macroarreglo ordenados por
valores arbitrarios

Descripciones InterPro ID GDAV Valor Posicién
Repetido rico en leucina 1 EV409186 6 D4
Defensina EV407402 6 G11
Defensina EV407485 5 Al2
Receptor de a-2-macroglobulina 1 EV409059 5 B6
Receptor de superficie celular de IPT/TIG EV408998 4 D6
Repetido rico en leucina 2 Sin registro 4 C3
Region adyacente Bromo EV409975 4 C8
Sito de union de FAD/NAD(P) EV409881 3 H2
Ferritina EV409972 3 B3
Fibrinégeno, cadena alfa/beta/gamma EV410042 3 D3
Familia helicasa DNA2/NAM7 EV409141 3 B4
GTPasa Ras EV409319 3 B5
Receptor de a -2-macroglobulina 2 CL338Contigl 3 F5
Inmunoglobulina grupo Iy V, tipo C1 Sin registro 3 G5
Fosfatidilinositol 3- and 4-cinasa(PIK related EV408982 3 C6

kinase), con dominio FATC
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409186%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1096
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2298
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=2893
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=1656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409975%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409881%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409972%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV410042%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409141%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409319%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1332
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=2036

El andlisis bioinformético se realiz6 como fue descrito en Material y
Métodos, mediante la comparacion del genoma de An. gambiae con los 15
mejores EST que produjeron mejor sefal del macroarreglo. Los genes vecinos de
tales hits son mostrados en la Tabla 4. Después de una busqueda en la base de
datos del transcriptoma de An. albimanus GDAYV, encontramos solo 12 secuencias
nuevas para amplificar a partir de DNA gendmico de An albimanus. Entre las
secuencias que identificamos con este analisis, encontramos el factor
transcripcional REL2, galectina 5, una agrupacion de proteinas con dominios
tioester (TEP), una peroxidasa, una glutatibn transferasa (GSTT2) y una

agrupacion de secuencias de proteinas de cuticula (CPR).

Tabla 4 Lista de genes encontrados con tblastx en el transcriptoma de An. albimanus.

ID interna Vectorbase Descripcion Tamarfo calculado
FBO8G5402FUHN6 AGAP010831 TEPS8 262 bp
FBO8G5402ILIQL  AGAP010816 TEP3 155 bp
FBO8G5401EIGHY AGAP006747 REL2 210 bp
ALB 20G17_F abl AGAP000888 GSTT2 550 bp
contig04100 CPR74,CRP75,CPR133 644 bp
contig04471 CPR73,CPR74,CRP75 325 bp
contig02540 CPR73,CPR74,CRP75,CPR133 181 bp
contig00202 AGAP010734 Peroxidasa 9 483 bp
contig03933 TEP3,TEP17, TEP8,TEP9 688 bp
contig00571 TEP3,TEP17,TEP8,TEP9 445 bp
contig01744 TEP3,TEP17,TEP8,TEP9 171 bp
contig01665 AGAP011287 GALES 362 bp
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Diserio de cebadores para PCR

Las secuencias obtenidas en la busqueda bioinformatica fueron utilizadas
para el disefio de cebadores para PCR. Para el disefio de los cebadores 6ptimos
para la amplificacion de cada una de las nuevas secuencias identificadas del
transcriptoma de An. albimanus, se utilizé el programa de disefio de cebadores de
invitrogen Vector NTI. Adicionalmente se realiz6 un andlisis de la calidad de las
secuencias y el modelaje exdn-intron generado anteriormente con Exonerate para
darle mayor certidumbre al disefio. Cada pareja de cebadores fue evaluada para la
formacion de homo- y hetero- complementariedad, buscando que las secuencias
de los cebadores presentaran una TM de 55°C, con una longitud de 19 a 25
nucleodtidos. Los tamafios esperados de los productos para cada par de cebadores
fueron de 175 a 780 bp. La lista de los cebadores disefiados es mostrada en la
Tabla 5.

Los cebadores llevan en el nombre “F” si son cebadores sentido, “R” si son

reversos y al final la clave o el nombre que identifica al gen correspondiente.
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Tabla 5 Lista de cebadores disefiados usando Vector NTI

Nombre Secuencia de oligonucleétidos longitud TM %GC ™
SIGMA

P_F_DID_C00202 GCAAGCTGGAACAAGGCAATAC 22 55.5 50 66.6
P_F_NTI_CO00571 AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 23 54.7 47.8 65.9
P_F_NTI_C01665 TGGGGTGTTGAGGAACGGT 19 54.8 57.9 67.8
P_F _DID _C01744 AGGATTGCATAATGTTTGCGATT 23 545 34.8 65.1
P_F_NTI_C02540 CGCCCGATGGTCAGTTGAT 19 55.5 57.9 68.4
P_F_NTI_C03933 CATCGATTGCAGTTGAATGAGC 22 54.8 47.9 66.6
P_F _DID _C04100 ATGGTTTGTTATCCTCACTCATCCA 25 55.5 40 66.2
P_F _C04471 GAAACGGCCAACGGTATCC 19 54.2 57.9 66.3
P_F DID_TEPS3 AAATTATTCGAGTCCACGCGATAC 24 55.5 48.9 65.7
P_F _DID_TEPS8 CAGACGCCTAACTTCAGGGAAG 22 54.7 545 65.9
P_F REL CGAGAAGTATCCGCGAAGTCAC 22 55.5 54.5 66.9
P_R_NTI_C00202 CTCCTTTCGGCAACGACCT 19 54.1 57.9 66.5
P_R _C00571 TGTTTGTAAAGATCGCTCTCATGC 24 55.3 41.7 66.1
P_R_NTI_C01665 CCAGGCAGGATTTCATTGGA 20 54.7 50 67
P_R NTI_C01744 AGAAATCAAGATCCTCTACGGTGG 24 54.6 45.8 65.2
P_R _DID_C02540 CGTGATGACACCTAGTACCTTCGC 24 56.7 54.2 67.6
P_R DID_C03933 ATCCGGTGGTCAGAATGTATCC 22 54.2 50 65.8
P_R_DID_C04100 CGTGTTATCTCATCGAGCAGTTTC 24 54.8 45.8 65.7
P_R C04471 AATCTTCCTCTGGTCAATGGCA 22 55.1 47.9 66.7
P_R _DID_TEP3 TTCGTTAGTGCTTTCCCTCGC 21 56 524 67.3
P_R DID_TEP8 CCCAGCATCAAACAAACACCTAT 23 54.7 43.5 65.7
P_R_NTI_REL TGATGGGCTCTGGGATTGC 19 55.5 57.9 68.9
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Enriquecimiento del macroarreglo mediante la amplificacion y
clonacion de fragmentos nuevos.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit AxyPrep
(AXYGEN, siguiendo las recomendaciones del proveedor), ligando al vector de
clonacion pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, siguiendo las recomendaciones del
proveedor).

Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa al 2%. Se
utilizaron distintas temperaturas de alineamiento, ya que en cada caso la
temperatura de alineamiento fue calculada con un algoritmo distinto (mostradas en
la Tabla 5, columna 6) por la compafia proveedora de los oligonucleotidos
(SIGMA). Con esto se obtuvo un mejor rendimiento de reaccion que con las

temperaturas de alineamiento calculadas con anterioridad.

La figura 15 y la figura 16 muestran todas las secuencias obtenidas por
PCR. Las secuencias obtenidas tuvieron un peso molecular muy cercano al peso
calculado.

Las Unicas secuencias de las que no se obtuvo ningun tipo de producto,
aunque se probaron diferentes rangos de temperatura de alineamiento, fueron las
correspondientes a C00571, C01774 mostradas en la figura 16. La secuencia de
Tep3 fue la Unica en la que los cebadores mostraron la formacion de un dimero el
cual tenia un tamafo similar a la secuencia esperada. Estas tres secuencias

fueron descartadas.
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A B C D E F G H

Figura 15.- Gel al 2% de agarosa mostrando cinco de los productos
amplificados por PCR. A) Marcador de peso molecular 1Kb ladder plus marca
Invitrogen. B) Control negativo. C) C00202_483bp. D) C02540 181bp. E)
C03933_688bp. F) C04100_644bp. G) C04471_325bp. H) Tep8_262bp.

A B c D E F G

Figura 16.- Gel al 2% de agarosa mostrando cinco productos
amplificados por PCR. A) Marcador de peso molecular 1Kb ladder plus marca
Invitrogen. B) Control negativo. C) REL2_210 bp. D) C00571 negativo. E)
C01665_362bp. F) C01774 negativo. G) dimero de Tep3_155bp.
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DISCUSION

Inmunodeteccion de BrdU en los tejidos de An. albimanus.

En el presente trabajo se logré observar la induccion de sintesis de DNA
después de diferentes retos inmunes, tanto en ensayos in vitro como in vivo en
diferentes tejidos de mosquitos.

Asimismo, se lograron identificar diferencias importantes. Por ejemplo, en
los estudios in vitro se observdé mayor incorporacion de BrdU en los nucleos
celulares, comparado con los ensayos in vivo.

Un dato interesante fue que las células de las membranas pleurales y
epiteliales del ovario presentaron sefial exclusivamente en los experimentos in
vitro. En contraste las células pericardicas que se encuentran estrechamente
asociadas al vaso dorsal, son multinucleadas, y se encuentran en constante
contacto con la hemolinfa de los mosquitos, fueron capaces de incorporar BrdU al
ndcleo tanto in vitro como in vivo. Esto también ocurrié en las células del cuerpo
graso

Estas diferencias pueden ser explicadas en base al tratamiento realizado en
las diferentes muestras, sobre todo porque en los ensayos in vitro las muestras
sufren un dafio importante al ser procesadas para los cultivos. No obstante, el
modelo permitié observar y evaluar diferencias importantes entre los diferentes
tratamientos in vitro, aunado a que la intensidad de la sefial siempre fue mayor en
estas muestras comparadas con las muestras de los ensayos in vivo y ello
permitié realizar mejores comparaciones. Por ejemplo, aun cuando la sintesis de

DNA (medida por BrdU incorporado) se presentd solo en el epitelio de los
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oviductos de ovarios de los tratamientos in vitro, esta no se presento en todos los
tratamientos, incluso ni en las muestras control. En el caso de las membranas
pleurales, también con sintesis de DNA solo in vitro, la intensidad de la sefal
cualitativamente fue diferente en los diferentes tratamientos, siendo en las
muestras control mucho mas baja que en las experimentales. Todo lo anterior
demuestra que el modelo in vitro de incorporacién de BrdU serd muy Uutil para
estudios y evaluaciones futuras de este fendmeno en insectos.

Una posibilidad adicional que podria explicar las diferencias en la intensidad
de sintesis de DNA observada entre los ensayos in vitro e in vivo, es que la
concentracion de BrdU en los experimentos in vivo no haya sido la éptima y que la
cantidad tomada por el mosquito no fuera la suficiente como para que el BrdU
alcance distribuirse a todos los tejidos, siendo incorporado en su mayoria en las
células de cuerpo graso. Sin embargo, algunos ensayos realizados alimentado a
los mosquitos con una concentracion 10 veces mas alta de BrdU (1 mg/ml en su
dieta) mostré no ser la mas adecuada, ya que en diferentes pruebas en promedio
el 90% de mosquitos murieron (ensayos no mostrados). Aun cuando en estudios
futuros se podrian incluir mas puntos intermedios de concentracion de BrdU (entre
100 y 1000 m/ml), es poco probable que el resultado reportado en el presente
estudio cambie mucho, principalmente en lo que se refiere a los tejidos reportados.
Aclarar esta situacion sera relevante para estudios futuros, sin embargo como ya
se mencionod sera necesario tener en cuenta que la concentracion de BrdU podria
afectar la sobrevivencia del mosquito, o su estado fisiologico normal (Pérez-

Zamorano; comunicacion personal).
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En cuanto a los ensayos de ELISA, con los cuales se buscé cuantificar de
manera relativa la incorporacion de BrdU, se encontrd una buena correlacion entre
los datos obtenidos por la inmunohistoquimica y la cantidad relativa de BrdU que
fue incorporada ante los distintos retos microbianos. La condicion in vivo tuvo un
problema de sensibilidad y se tuvo que colocar el doble de la concentracion de la
muestra para obtener una lectura dentro del rango de confiabilidad de la técnica.
La relativizacién de los datos usando como estandar la incorporacién basal en
mosquitos solo alimentados con BrdU, permitié eliminar este problema y hacer
comparaciones entre las condiciones in vitro e in vivo. El andlisis de varianza de
dos factores mostré que las diferencias entre los grupos control de los
experimentos tanto in vivo como in vitro no eran estadisticamente significativas.
Los datos presentados en los ensayos de ELISA tanto in vivo como in vitro
muestran una clara induccion de sintesis de DNA provocada por la presencia de
microorganismos. Sin embargo, por la inmunofluorescencia se observé que si
existe una diferencia en la induccion de sintesis de DNA observada en el cuerpo
graso de los mosquitos inoculados con RPM con respecto al control solo
alimentado con BrdU. Las razones pueden ser muchas, pero una que podria ser la
mas probable es que en los ensayos in vivo, en la hemolinfa existan “factores”
necesarios para que el cuerpo graso, después de un dafio mecanico, pueda
internalizar mas facilmente el BrdU, o bien que sean necesarios para que el BrdU
se incorpore mas facilmente al DNA. En otras palabras, que durante los ensayos
in vivo algunos tejidos con el solo dafio mecanico estén requiriendo de “factores”
que se encuentran de manera constitutiva en la hemolinfa, posiblemente

provenientes del sistema nervioso.
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Sin embargo, en términos generales la cuantificacion relativa en los
experimentos in vivo presentd un comportamiento similar a los realizados in vitro
los mosquitos inoculados con microorganismos tienen una clara induccion de
sintesis de DNA. El analisis de varianza de rangos realizado tanto para los
ensayos in vitro como in vivo mostré que las diferencias entre los grupos de los
mosquitos inoculados con microorganismos y sus controles son estadisticamente
significativas. En la condicion in vitro la mayor incorporacion la mostro el grupo de
mosquitos inoculados con micrococos siendo hasta 4 veces mayor con respecto a
los controles. Los mosquitos inoculados con levadura y Serratia también indujeron
una incorporacion de BrdU de 3 veces mayor con respecto a los controles, y las
diferencias entre estos dos grupos no mostré una significancia importante (p
=0.078268).

Para el caso de los ensayos in vivo no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la incorporacion inducida por los tratamientos con micrococos y
Serratia. En la condicion in vivo, los microorganismos bacterianos indujeron
alrededor de 5 veces, las levaduras indujeron 3.5 veces mas que los controles las
y diferencias entre tratamientos fueron estadisticamente significativas. En general
en ambas condiciones, in vivo e in vitro, los microorganismos bacterianos fueron
mejores inductores de la sintesis con respecto a la levadura.

Esta clara diferencia entre los microorganismos bacterianos y la levadura
podria deberse a los patrones de reconocimiento de patdégenos y sus vias de
sefalizacion. En Drosophila las vias de reconocimiento para las bacterias Gram
positivas y levadura estan controladas por el mismo tipo de receptor (Toll),

mientras que para las Gram negativa estan controladas por uno diferente (IMD)
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(Aggarwal y Silverman, 2008; De Gregorio et al., 2002). Un resultado esperado por
la analogia con Drosophila, seria que la levadura y los micrococos en ambas
condiciones, in vivo e in vitro, indujeran la incorporacion de una cantidad similar de
marca en el mosquito. Sin embargo, la cantidad incorporada en el estimulo por la
levadura en ambas condiciones fue de alrededor de tres veces mayor que el
control; mientras que el estimulo con micrococos indujo siempre una incorporacion
mayor. Este resultado podria indicar que aun cuando las vias de sefializacion sean
conservadas, el mecanismo de reconocimiento para uno O para otro
microorganismo podria no ser el mismo que Drosophila. Sin embargo, otra
explicacion posible para este hecho, podria estar relacionada a la cantidad de
estimulo, principalmente porque si pensamos que las cantidades inoculadas nunca
fueron equimolares (pensando en LPS, péptidoglicanos y LPS) y en que el
ndmero de microorganismos no representa una cantidad similar de estimulo.

Otro dato interesante es la incorporacion inducida por Serratia, la cual forma
parte de la flora intestinal natural del mosquito. Mientras que en la condicion in
vitro hubo un aumento de tres veces, in vivo aumenté hasta cinco veces. Quiza en
la condicidén in vitro falta algun factor adicional que se encuentra en la condicién in
vivo, similar a lo discutido en la comparacion de los controles. Este “factor” o
“factores” faltantes podrian estar exacerbando la respuesta inmune del mosquito a
Serratia 0 censando cuando la flora interna del mosquito se sale de la
concentracion fisiologica aceptada. En el trabajo de Hernandez y cols. (2006), los
estudios in vitro utilizando levaduras, les permitieron proponer entre otras cosas la
existencia de un “factor no identificado” presente en la hemolinfa del mosquito, el

cual es necesario para que se dispare la sintesis de DNA.
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Las infecciones cruzadas son una herramienta muy util para entender los
mecanismos de eliminacion de diversos patégenos. La incorporacion de BrdU en
los ensayos con virus dengue fueron interesantes ya que An. albimanus no es un
vector natural de este virus. Aunque fue un ensayo piloto en una condicion in vivo,
la inmunofluorescencia nos permitié notar diferencias entre los mosquitos control y
los mosquitos inoculados con virus. Tanto en el control como en los
experimentales el cuerpo graso incorporé BrdU de manera similar. Sin embargo la
diferencia méas notable fue la incorporacién que ocurridé en las células pericardicas.
En los ensayos de inmunofluorescencia con retos con bacterias y levaduras se
observo que las células pericardicas presentan capacidad de incorporar BrdU al
nacleo. En el caso del virus Dengue también se presentd incorporacion de BrdU,
pero ésta fue de menor intensidad. No obstante los controles sin virus Dengue
siempre fueron negativos. En el grupo se cuenta con fuertes evidencias que la
regibn abdominal del vaso dorsal (corazén), puede responder por medio de
diferentes mecanismos inmunes contra diferentes patdgenos, incluso contra
esporozoitos de Plasmodium (Hernandez-Martinez et al., datos no publicados). Lo
anterior hace muy interesante determinar si el fenOmeno de sintesis esta
relacionado con las respuestas inmunes observadas en el corazén, asi como con
mecanismos de estrés oxidativo disparados por la presencia de virus en mosquitos
(Ramos—Castaiieda et al., 2008). Previamente se ha propuesto que el
reconocimiento de virus en el sistema inmune de Drosophila puede estar mediado
por la via de sefalizacion Toll (Zambon et al., 2005) y como complemento a los
mecanismos regulados por esta via, la apoptosis (Cooper et al., 2007). Por otro

lado, Dostert y cols. (2005) proponen que la via de sefializacion JaK-STAT es
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requerida para el reconocimiento de virus en Drosophila, y mas recientemente se
encontrd que esta via presenta una participacion directa en la resistencia a virus
Dengue (Souza-Neto et al., 2009). Estudios recientes en gendmica, que han
permitido el estudio de cepas naturalmente resistentes de Ae. aegypti a la
infeccion de virus dengue, mostraron que no hay una regulacion positiva de genes
de inmunidad, al menos a nivel transcripcional (Barén et al., 2010). Por su parte,
Sim y Dimopoulos (2010) encuentran que la infeccion por virus Dengue, en una
linea celular de Ae. aegypti, provoca una inhibicion en la expresion de genes
inmunes regulados por las vias IMD y Toll. De todo lo anterior, podemos deducir
que la presencia de virus Dengue afecta de manera positiva la transcripcion de
ciertos genes en vias de sefializacibn como en el caso de Drosophila o negativa
como en el caso de Ae. aegypti, mostrando que la interaccién de las vias de
sefalizacion, y que la regulacién (aun negativa) podria estar asociada a la
produccion elevada de un grupo especifico de moléculas efectoras o represoras
de la respuesta inmune.

La sintesis de DNA observada en los ensayos de virus Dengue en An.
albimanus, por no ser un vector natural de éste virus, y en analogia por lo
observado por Dostert y cols. (2005) en Drosophila, podria estar asociada a la via
de sefializacion JaK-STAT. Sin embargo es algo que aun debera ser comprobado.
Asimismo, sera de importancia que en el futuro se realicen ensayos alimentando al
mosquito con el virus, ya que su forma natural de entrada nos confirmara si el
corazén tiene alguna participacion en este fenomeno y nos dara informacion

adicional sobre otros tejidos (como las células del intestino) que puedan o no
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entrar en sintesis de DNA. Adicionalmente, también sera de suma importancia

comparar estos hallazgos en el mosquito vector, Ae. aegypti.

Incorporacion de BrdU en mosquitos An. albimanus alimentados con
sangre infectada con parasitos GFP

Los ensayos realizados alimentando a los mosquitos con sangre infectada
con Plasmodium berghei nos permitieron observar la incorporacion de BrdU de
una manera diferencial en las cepas de mosquitos analizadas. La cepa resistente
a la infeccién por estos parasitos, mostrd una incorporacion de BrdU intensa en los
primeros dias, y al final de la cinética realizada (Dia 11) esta incorporacion apenas
fue detectable. La cepa positiva a la infeccion con este parasito, mostré ser una
herramienta interesante ya que como se mostré en la seccion de resultados, en
los primeros dias (3 y 5), la incorporacion de BrdU comenzé a ser detectable (a
diferencia de la cepa resistente donde la sefial ya era intensa) en el intestino y
cuerpo graso. Ya para el séptimo y noveno dia la sefal cualitativa fue mas intensa
y el nimero de nucleos marcados fue mayor, los cuales comenzaron a decaer en
dia 11. Las diferencias en el patrén de la incorporacion de BrdU entre las cepas,
puede estar relacionado directamente a la capacidad de respuesta de ambas
contra el paréasito. Los resultados obtenidos son por demas interesantes y
relevantes en el entendimiento de la interaccion vector-parasito y de los
mecanismos de resistencia que pudieran ser relevantes en la eliminacion de
parasitos de malaria en el mosquito An. albimanus. Con estos resultados se puede
construir un cronograma de eventos en ambas cepas de mosquitos, que expliquen

el posible mecanismo de resistencia y la posible relacion con el fenbmeno de
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sintesis de DNA: En la cepa de An. albimanus resistente a la infeccion con P.
berghei, se ha observado que el parasito es eliminado, en los primeros dias post-
alimentacion con la sangre infectada, en donde al tercer dia ya no es posible
observar la fluorescencia producida por la GFP de estos parasitos (cuando estan
vivos).En algunos casos es posible observar una autoflorescencia remanente, de
color amarillento, en quistes jovenes que lograron llegar a la lamina basal del
intestino (Hernandez-Martinez et al., Datos no publicados). Los resultados del
presente estudio mostraron que en esta cepa al tercer dia ya se observa una
intensa marca de incorporacion de BrdU en los nucleos del intestino y cuerpo
graso, la cual se mantiene hasta el dia 7.

En el caso de la cepa susceptible, se ha observado que P. berghei se logra
desarrollar hasta quiste maduro, incluso libera las fases de esporozoito al
hemocele (como visto por la expresion de la GFP), faltando solo la invasion de
glandulas salivales para poder ser transmitido al hospedero vertebrado
(Hernandez-Martinez et al., Datos no publicados). Los resultados presentes
muestran que esta cepa de mosquito es capaz de ser inducida a un estado de
sintesis de DNA, sin embargo durante una infeccion con P. berghei a pesar de que
la sintesis de DNA se presenta, esta parece ser un tardia (comienza a ser
detectada al dia 5 y su mayor intensidad se alcanza al dia 7-9) pues el parasito ya
se ha establecido. Con lo anterior se podria pensar que el fenomeno de sintesis
de DNA esta directamente relacionado a la resistencia observada en estas cepas,
y que esta resistencia podria estar dependiendo de la capacidad (velocidad) del
mosquito para detectar al parasito y montar a tiempo el proceso de sintesis de

DNA, fendmeno que a su vez podria estar involucrado en la produccion de
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moléculas efectoras de la respuesta inmune del mosquito (lo que es discutido mas
adelante).

Como se menciond, la diferencia temporal de la incorporacion de BrdU
entre las cepas podria deberse a la prontitud con la que las cepas pueden
reconocer al parasito, siendo la cepa resistente la que reconoce al pardsito en
cuanto entra al lumen del intestino. Una vez en el lumen del intestino, el oocineto
encuentra barreras fisicas dentro del mosquito la primera es la membrana
peritréfica que se forma para aislar el bolo alimenticio de sangre del contacto
directo con el epitelio intestinal. El oocineto es capaz de cruzar esa membrana y
entrar en contacto con las células intestinales para iniciar el proceso de invasion y
provocar un dafo fisico, el cual activa sefales de alarma dentro del mosquito
como una elevada presencia de especies reactivas de oxigeno y oxido nitrico,
quizd provocando la apoptosis de las células dafiadas (Han et al., 2000). El
sistema inmune de la cepa resistente podria, o bien detectar al parasito antes de
que empiece el proceso de invasion o mientras el proceso de invasion esta
ocurriendo. En el caso de la cepa susceptible se permite el desarrollo del parasito
a quiste. Aunque el mosquito es dafiado y levanta una respuesta inmune, esta es
tardia ya que el parasito burla las primeras barreras fisicas del sistema inmune
gue son la membrana peritrofica y las células del intestino medio y se aloja en la
membrana basal de las células epiteliales del intestino, evitando asi ser detectado
por el sistema inmune del mosquito. Después de cierto tiempo cuando este
ooquiste ha madurado, libera esporozoitos a la hemolinfa, los esporozoitos, que
son otra fase movil del Plasmodium entran a la hemolinfa. En los ensayos con

microorganismos tanto en condiciones in vivo como in vitro se observo que otros
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organos son capaces de incorporar BrdU, los cuales son capaces de responder a
un estimulo y podrian estar activandose en conjunto para detener la infeccién. En
esta cepa la incorporaciéon mas intensa de BrdU correspondi6 a los dias 7 y 9 post
alimentacion, En este intervalo de tiempo es cuando el ooquiste madura y libera
los esporozoitos al hemocele. Los esporozoitos que se liberan a la hemolinfa
podrian ser censados y atacados por lo que podria ser una combinacién de
fagocitosis, encapsulacion y produccién de moléculas inmunes. Las células que
son capaces de producir moléculas inmunes, se encontrarian con una demanda
metabolica alta para contender con la infeccion de miles de esporozoitos. Los
organos como pueden ser el cuerpo graso, el corazén y demas podrian tener una
capacidad de respuesta aumentada con genes inmunes que estuvieran
amplificandose. Aun después en el dia 11 era posible detectar la incorporacion de
BrdU lo que podria estar indicando la duracion de la respuesta quiz& en caso de
que hubiera una reinfeccion, no pasaria por todo el proceso de sintesis una vez
mas.

Quiza la susceptibilidad de esta cepa esta ligada a la capacidad disminuida
de estos mosquitos para entrar en sintesis de DNA. Una razén podria ser que
cuando el parasito se encuentra en el estbmago no se generan suficientes sefiales
de alarma como especies reactivas de nitrogeno, oxigeno u oxido nitrico, para
estimular a las células por lo que no entran en sintesis de DNA, solo cuando se
encuentra en un gran estrés por segunda vez las células se ven forzadas a entrar
en sintesis de DNA. Sera interesante evaluar la capacidad de la cepa susceptible
para iniciar la sintesis de DNA, con respecto a la cepa resistente y a la cepa

Tapachula. Evaluar la capacidad de las cepas para entrar en sintesis de DNA
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podria darnos un indicio de si la sintesis de DNA se encuentra realmente ligada a

la caracteristica de resistencia y susceptibilidad.

Genes amplificados durante la sintesis de DNA en An. albimanus

Con la estandarizacién de la técnica del macroarreglo y con un ensayo
piloto obtuvimos indicios de diferentes genes amplificados durante la respuesta
inmune del mosquito,

El ensayo piloto del macroarreglo, nos proporcioné las bases sobre las
cuales construimos una plataforma que nos permiti6 ampliar el nimero de genes
que podemos analizar con esta técnica. Sin embargo surgieron problemas
técnicos que no permitieron concentrar un nimero mayor de muestras en un area
igual a la utilizada en el ensayo piloto

Las secuencias identificadas por este primer ensayo preliminar pueden ser
ensambladas en una historia ya que tiene desde componentes de reconocimiento
hasta moléculas de la parte efectora del sistema inmune.

Al analizar los resultados, se puede observar que 46 diferentes clonas de
EST presentaron una sefial similar de incorporacién de BrdU en el macroarreglo. A
grandes rasgos, se puede mencionar la identificacion de genes amplificados que
codifican para dominios de unibn a DNA presentes en diferentes factores
transcripcionales importantes para la sintesis de péptidos antimicrobianos,
proteinas de sefalizacion intracelular, proteinas de reconocimiento microbiano, y
proteinas relacionadas con especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en

ingles).
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La muestra que mostro mayor intensidad de sefial correspondié a un
repetido rico de leucina (LRR por sus siglas en inglés). La familia de péptidos ricos
en repetidos leucina involucra a proteinas que participan en una gran variedad de
funciones. Los receptores Toll en Drosophila y Toll-like en mamiferos son ejemplos
de proteinas con dominios LRR con funcion central en las vias de sefializacion
para la eliminacién de patdégenos. Hasta hace poco se descubrié una proteina
antagonista del desarrollo de Plasmodium en el mosquito llamada, gen inmune de
repetido rico en leucina (LRIM1, por sus siglas en ingles) (Koutsos; 2006).

Otra muestra igualmente interesante fue el de la. Fosfatidilinositol 3 y 4
cinasa (PIK related kinase), la cual posee un dominio FATC que se encuentra en el
C terminal de la proteina. Los miembros de esta familia pueden funcionar como
sensores intracelulares que gobiernan caminos de sefializacién horizontal y radial.
Muchos de estas proteinas tienen una funcién en los puntos de verificacion del
ciclo celular (Bosotti et al; 2000). La interaccion de vias de sefalizacion permitiria
explicar la regulacion de moléculas como TEP por la via de JAK/STAT sin tener un
receptor que dispare la cascada de forma directa (Tzou et al.; 2002).

Otra muestra positiva interesante es el de la Glutation S transferasa, la cual
pertenece a una familia multigénica de enzimas involucradas en la detoxificacion
de compuestos reactivos electrofilicos, lo que sugiere una posible funcion en la
proteccion de los tejidos contra un dafio cronico causado por ROS (Eaton y
Bammler; 1999). Las superoxido dismutasas que igualmente fueron positivas en el
macroarreglo, pertenece al grupo de metaloproteinas que previene el dafio por
radicales libres de oxigeno catalizando la reaccion de superoxido a oxigeno y

peroxido de hidrogeno. El sitio de union de FAD/NAD (P), también identificado en
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el macroarreglo, es un motivo ampliamente distribuido entre enzimas capaces de
formar ROS en sus reacciones, como la 6xido nitrico sintasa (Bredt et al., 1991).
La produccion de ROS como una forma de defensa de los mosquitos Anopheles
ante patégenos ha sido sugerida por experimentos hechos en cultivos de
abdomenes de An pseudopuntipennis (Herrera-Ortiz et al.; 2004).

La caja DEAD/DEAH, una de las muestras consideradas positivas de los
EST en el macroarreglo, pertenece a una familia de proteinas con funcién de RNA
helicasas. Los miembros mejor caracterizados de esta familia presentan una
actividad de helicasa dependiente de ATP. Se encuentran involucradas en varios
procesos celulares. Tales como el inicio de la traduccidon crecimiento celular y
division, (Schmid y Linder; 1992).

La region adyacente Bromo identificada en el macroarreglo, forma parte de
una familia que contiene varias proteinas que participan en la metilacion,
replicacion y regulacién transcripcional del DNA. Este dominio es particularmente
interesante debido a que en nuestro sistema asumimos que se sobre expresan
genes por medio de la amplificacién génica, y la familia de proteinas de homologia
con adyacente a bromo (BAH, por sus siglas en ingles) se encuentra participando
en el silenciamiento de genes (Callebaut et al.; 1999). Esto nos plantea un
panorama interesante donde podriamos tener algin mecanismo que relaciona en
el silenciamiento de algunos genes y la expresion de otros en el sistema inmune
del mosquito.

De las clonas en el macroarreglo, que representaron a los péptidos
antimicrobianos usados por los mosquitos en la respuesta inmune (cecropina,

defensina, gambicina y atacina) solo defensina fue positiva para la incorporacion
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de BrdU, siendo uno de los dos mejores hits del macroarreglo. Las defensinas
forman una familia de proteinas ricas en cisteinas, las cuales se activan de forma
preferencial contra las bacterias Gram positivas (Yamada K y Natori S, 1993).
Estos péptidos presentan una longitud de 38 a 51 aminoacidos y contienen 6
cisteinas conservadas las cuales forman puentes disulfuro.

El resultado del macroarreglo fue muy importante, ya que si observamos los
datos de manera global se podria armar la secuencia de sucesos de la respuesta
inmune del mosquito ante un reto con levaduras. Tenemos algunos de los hits que
apuntan a receptores de reconocimiento, como los repetidos ricos en leucina y las
lectinas tipo C; otra parte de los hits apuntan a cascadas de sefalizacién, como es
el caso de la fosfolipasa C, y la subunidad a de la proteina G. Otros hits
encontrados estén relacionados con la regulacion de transcripcion como Ras y la
region adyacente a Bromo. También se encuentra la parte efectora representadas
por las defensinas y los ROS generados por la cascada de la PO, con los que
interactian enzimas reguladoras como la Glutation S transferasa. EI mecanismo
de la inmunidad innata, puede ahora ser diseccionado en sus componentes
moleculares con la técnica generada en el presente trabajo.

Una desventaja por la cual se plante6 un cambio de técnica para el fijado de
DNA en una membrana de nitrocelulosa era el nUmero de secuencias que se
podian analizar y la falta de una réplica dentro de la misma membrana. Sin
embargo este primer ensayo es la primera evidencia de que solo algunos genes
estan siendo blancos de este fendmeno de sintesis. Lamentablemente la técnica
de fijado alternativo que se probo presento dificultades técnicas que no permitieron

un estudio con mayor nimero de muestras.
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La siguiente idea para aprovechar el macroarreglo es buscar la relaciéon o
diferencias de expresion de los genes candidatos con diferentes patdégenos como
baterias y parasitos de Plasmodium para observar en tejidos especificos, como el
cuerpo graso y los genes que éste expresa de manera Unica, y de esta forma
iniciar una caracterizacion molecular de este fendmeno en la respuesta inmune del

mosquito.

Clonacion de secuencias de An. albimanus encontradas por medio de
“estimaciones razonadas”

Con el resultado del ensayo piloto del macroarreglo, nos planteamos la
bldsqueda de nuevos genes de An albimanus basandonos en el conocimiento de la
existencia de microsintenia en los genomas de los insectos y sobretodo en
genomas de insectos vectores (Zdobnov y Bork, 2007; Nene et al., 2007). Con
este tipo de inferencias identificamos 12 secuencias, de las cuales una se ya
encontraba almacenada en un plasmido dentro un clon de E. coli de la genoteca
del transcriptoma de An. albimanus que posee el grupo. Las 11 secuencias
restantes que se encontraban en la base de datos del transcriptoma, 7 fueron
obtenidas por PCR a partir del DNA gendmico del mosquito entero. El objetivo de
encontrar y amplificar estas secuencias fue el de enriquecer las secuencias que se
utilizaron para el macroarreglo, y asumiendo sintenia en los genomas de
mosquitos Anopheles, probar si estas secuencias, que tedricamente eran vecinas
de los genes identificados en el ensayo piloto, también eran blancos de la sintesis

de DNA
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Mediante el uso de la base de datos del transcriptoma de An. albimanus, de
diversas herramientas de bioinformatica y la sustentacion en la literatura, se
realizé la busqueda de secuencias de genes entre dos genomas evolutivamente
distantes de organismos con capacidades vectoriales muy similares, siendo An.
albimanus y An. gambiae trasmisores de parasitos del genero Plasmodium.

Sin embargo no se debe olvidar que las aproximaciones de este tipo corren
el riesgo de estar afectadas por diferentes artefactos, tales como anotaciones
inadecuadas en el genoma de referencia. Adicionalmente, el salto entre genomas
que estan evolutivamente distantes puede provocar la generacion de datos
espurios 0 inexactos, tales como la existencia o inexistencia de intrones que
pueden ser pasados por alto. Este tipo errores se vio reflejado en que dos de las
secuencias que habiamos encontrado por esta estrategia no pudieron ser
amplificadas. Lo anterior posiblemente a que dichas secuencias no existen en el
genoma de An. albimanus, o a que el disefio de los cebadores no fue el adecuado
para que los diferentes pares encontraran una secuencia diana a amplificar.

Estas secuencias identificadas cerca de la vecindad génica de las muestras
que tuvieron mayor sefial en el macroarreglo, nos sirvieron como complemento
para probar si su cercania también las hacia blanco de la sintesis de DNA. Este
experimento nos abrio una posibilidad de identificar bloques conservados de
genes inmunes que se amplifiquen especificamente en una situacion de infeccion.
Estas suposiciones estan basadas en el modelo propuesto de sintesis de DNA en
bloques para Drosophila, llamada piel de cebolla (Claycomb y Orr-Weaver, 2005).
En este modelo existen horquillas de replicacion anidadas las cuales son creadas

por inicios repetidos en un sitio de origen central. Este tipo de mecanismos de
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amplificacion génica amplifican conjuntos de genes. Encontrar conjuntos de genes
relacionados con la inmunidad que se amplifiquen de esta manera en insectos no
solo seria novedoso, sino que daria las bases para entender el mecanismo de los

insectos para contender con retos inmunes con un numero de células limitado.
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CONCLUSIONES

1) Las células del cuerpo graso de An. albimanus incorporan BrdU después
de ser inoculados con medio de cultivo con y sin microorganismos.

2) Las células pericardicas de An. albimanus incorporan BrdU Unicamente
ante un reto inmune.

3) El numero de tejidos que incorporan BrdU fue mayor en la condicién in
vitro que in vivo

4) Los tejidos de mosquitos inoculados con micrococos mostraron una
mayor intensidad de incorporacion de BrdU medida por fluorescencia con respecto
a los demés tratamientos.

5) Las células pericardicas y del cuerpo graso del mosquito An. albimanus,
que no es vector natural de dengue, mostraron incorporacion de BrdU después de
la inoculacion de este virus.

6) Las células del cuerpo graso presentaron sefial de incorporacién de
BrdU después de recibir el dafio provocado por la inoculacién. Es posible que este
tejido se encuentre involucrado en la repuesta a dafios en la cuticula

7) La sintesis de DNA parece estar involucrada en el mecanismo de
eliminacién de parésitos P. berghei en su fase de oocinetos en An. albimanus.

8) La cuantificacion relativa mostro que la incorporacion de BrdU al DNA de
los mosquitos siempre fue mayor en las muestras tratadas con microorganismos
con respecto a los controles, tanto en condiciones in vivo como in vitro.

9) Con los datos relativizados se encontré que en general las muestras de

la condicion in vivo incorporaron mas BrdU que las muestras de la condicién in
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vitro. Los microorganismos bacterianos fueron mejores inductores de sintesis de
DNA

10) La estrategia del macroarreglo permitié identificar secuencias que
pueden estar siendo amplificadas en un fendémeno de sintesis de DNA,
evidenciadas con la incorporacién de BrdU

11) El disefio de cebadores basados en el transcriptoma de An. albimanus y
el uso de herramientas bioinforméticas permiti6 encontrar secuencias genéticas
relacionadas con el sistema inmune del mosquito, o que permitié obtener y clonar

dichas secuencias.
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PERSPECTIVAS

1) Aislar 6rganos del abdomen para evaluar la incorporacion en estos érganos
particulares tanto por ensayos de inmunofluorescencia como por ensayos de
ELISA.

2) Realizar ensayos comparativos entre distintas especies de mosquitos,
también utilizando infecciones cruzadas para observar si existe el fenébmeno de
sintesis.

3) Realizar ensayos por los cuales los microorganismos sean introducidos en
los mosquitos sin generar dafio y evaluar si la sintesis de BrdU se presenta en los
mismos tejidos observados.

4) Evaluar por ensayos de ELISA la incorporacion observada en las cepas
susceptibles y resistentes a la infeccion con P. berghei.

5) Determinar si las secuencias identificadas por métodos bioinforméticos son
vecinos de las secuencias que fueron consideradas positivas del macroarreglo.

6) Corroborar el aumento de copias de las secuencias identificadas por la
técnica de macroarreglo, utilizando otras técnicas como ensayos de PCR tiempo
real o ensayos similares.

7) Realizar ensayos de macroarreglos con DNA de mosquitos retados con
microorganismos bacterianos asi como usar DNA de mosquitos infectados con P.

berghei.
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APENDICES

1. Preparacion de stock de Levaduras (SIGMA), Micrococcus (SIGMA) y

Serratia

Se pesa 1 g de Saccharomyces cerevisiae, se agregan 10 ml de agua miliQ
y se inactivan por calor (10 min en bafio Maria de agua hirviendo). Se cuentan en
una camara de Neubauer, se hacen alicuotas de 50 ul y se guardan a 4°C. La
solucion de trabajo se prepara en medio de cultivo RPMI y se ajusta a una
concentracion de 4X10° células/ml

Se pesan 5 mg de Micrococcus luteus se agregan 5 ml de PBS 1X y se
inactivan por calor (10 min en bafio Maria en ebullicion) La solucion de trabajo se
prepara en medio de cultivo RPMI y se ajusta a una concentracion 100 pg/ml.

Serratia se cultivd en agar LB liquido. Del cultivo original se hace una
dilucién 1:100, se centrifuga a 4500 rpm y el boton se resuspende en agua miliQ.
Se inactiva por calor (10 min en bafio Maria en ebullicion). Se cuentan en una
camara de Neubauer, se hacen alicuotas de 500 ul y se guardan a 4°C. La
solucién de trabajo se prepara en medio de cultivo RPMI y se ajusta a una
concentracion de 34 X10° células/ml.

2. Preparacion de medio de cultivo para los ensayos in vitro de

incorporacion de BrdU.

El medio de cultivo se prepara en RPMI pH 8.3 al momento de usarse.
Cada 200 pl de medio de cultivo lleva los siguientes componentes a las
concentraciones sefialadas:

o 20 pg /ml de BrdU, stock a 1 mg/ml en agua destilada

o 10% de suero fetal bovino

o 1X de antibidtico antimicotico (penicilina 100 unidades/ml;
estreptomicina 100 pug/ ml y anfotericina B 0.25 pg/ ml)
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3. PBS 10X.

La solucion de trabajo PBS 1X se prepara como una dilucion de este

amortiguador concentrado
»Disolver lo siguiente en 800 ml de agua destilada
e 80 gde NaCl
e 2gdeKCl
. 14.4 g de Na;HPO,
. 2.4 gdeKH,PO,
»AjustarelpHa 7.4
»Ajustar el volumen a 1 | con agua destilada adicional

» Esterilizar por autoclave

4. Mezcla de inhibidores de proteasas.

La mezcla de inhibidores se prepara en PBS 1X al momento, a las

siguientes concentraciones

o 2 mM fenil-metil-sulfonil floururo (PMSF), de un stock 100 mM en

etanol absoluto

e 0.1 mM N B-p-tosyl-L-lisina cloro-metil cetona (TLCK), stock 10 mM en

agua deionizada
e 1 mM EDTA, stock 100 mM en agua deionizada
. 0.2 mM leupeptina, stock 20 mM en agua deionizada

Las soluciones stock se almacenan en alicuotas de 20 pl a -20°C

5. Soluciéon bloqueadora 5%: leche descremada
»Disolver lo siguiente en 20 ml de agua destilada

¢1.5 g de leche descremada

3 ml de PBS 10X

¢150 pl de Tween 20
»Ajustar el volumen a 30 ml con agua destilada adicional

»Esta solucion debe usarse fresca o almacenarse por corto tiempo a 4°C
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6. Solucion bloqueadora 1% leche descremada PBS 1X, Tween 20
»Disolver lo siguiente en 10 ml de agua destilada

o 0.2 g de leche descremada

o 2 ml de PBS 10X

o 100 pl de Tween 20
»Ajuste el volumen a 20 ml con agua destilada adicional

»Esta solucion debe usarse fresca o almacenarse por corto tiempo a 4°C

7.TBS 1X
»Disolver lo siguiente en 800 ml de agua destilada
e 8gde NaCl
e 0.2 gdeKCl
e 3 gde Tris base
»Ajustar el pH a 7.4 con HCI
»Ajustar el volumen a 1 | con agua destilada adicional

» Esterilizar por autoclave

8. Solucion de magnesio
La mezcla de los compuestos para la solucion de magnesio se hace en
agua destilada, se puede mantener a 4°C y se ajusta para un pH de 9.5, a las
siguientes concentraciones
e 100 mM de Tris-ClI; stock 2M en agua destilada
e 100 mM de NaCl; stock 5M en agua destilada
e 20 mM de MgCly; stock 2M en agua destilada

9. Solucion de prehibridacion/hibridacion (SPH)
La mezcla de la solucion se prepara al momento en agua destilada a
temperatura ambiente con las concentraciones sefialadas:

e SSC 6X; stock a 20X en agua destilada
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e Solucion de Denhardt 5X; stock a 50X (apéndice 13.2) almacenado

en alicuotas de 50 ml a -20°C

e 0.1% SDS, stock a 10%, en agua destilada

10. SSC 20X

Las soluciones de trabajo SSC 10X, SSC 6X, SSC 2X son preparadas

como diluciones de este amortiguador concentrado

» Disolver lo siguiente a 900 ml de agua destilada

e 175.3 grde NaCl

e 88.2 gr de citrato de sodio
»Ajustar el pH a 7 con NaOH 1N
»Ajustar el volumen a 11 con agua destilada

» Esterilizar por autoclave

11. Listado de secuencias consideradas positivas en el macroarreglo.

Descripciones InterPro ID GDAV Valor Posicién
Repetido rico en leucina EV409186 6 D4
Defensina EV407402 6 G111
Defensina EV407485 5 Al2
Receptor de a-2-macroglobulina EV409059 5 B6
Receptor de superficie celular de IPT/TIG EV408998 4 D6
Repetido rico en leucina 4 C3
Region adyacente Bromo EV409975 4 C8
Sito de unién de FAD/NAD(P) EV409881 3 H2
Ferritina EV409972 3 B3
Fibrindbgeno, cadena alfa/beta/gamma EV410042 3 D3
Familia helicasa DNA2/NAM7 EV409141 3 B4
GTPasa Ras EV409319 3 B5
Receptor de a-2-macroglobulina CL338Contigl 3 F5
Inmunoglobulina grupo ly V, tipo C1 3 G5
Fosfatidilinositol 3- and 4-cinasa(PIK related EV408982 3 C6
kinase), con dominio FATC

Peroxidasa CL50Contigl 3 E6
Caja DEAD/DEAH, Helicasa dependiente de  EV406189 3 F6
ATP

Glutation S-transferasa Ny C terminal, CL340Contigl 3 B7
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409186%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1096#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2298#_blank
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=2893#_blank
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=1656#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409975%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409881%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409972%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV410042%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409141%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409319%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1332#_blank
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=2036#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2590#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV406189%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=991#_blank

dominio gamma eEF1

Reverso transcriptasa
Fosfatidilinositol fosfolipasa C (PLC)
Proteina G subunidad a

Superoxido dismutasa
Quimiotripsina, Peptidasa S1y S6
Lectinatipo C

Proteinasa inhibidora 14, serpina
Muskelina

Modulador esencial NF kappa B
Glutation-S-transferasa, N terminal
Proteinas del grupo de alta movilidad.
HMG1/2 (high mobility group) box
Subunidad RPB5 de la RNA polimerasa
Glutation-S-transferasa N y C terminal
Saposinatipo Ay B

Cierre de leucina

Unién de quitina peritrofina-A

Caja DEAD/DEAH, N-terminal

Unién de quitina peritrofina-A
Componente del complejo CCR4-Not
Motivo de reconocimiento de RNA
Quimiotripsina, Peptidasa S1y S6
Proteina cinasa Serin/threonina

Proteina fosfatasa Serin/threonina y bis(5-
nucleosyl)-tetrafosfatasa
Dedos de Zinc, tipo C2H2

Antigeno CD9/CD37/CD63

Citocromo C oxidasa, subunidad Vlla
Escramblasa

Glutatién peroxidasa

EV406328
EV406694
EV406714
CL332Contigl

CL1Contig22
EV406471

EV409594
EV409601
EV409621
EV410043
EV410065

EV410066
EV409149
EV406247
EV406270

EV409469
CL30Contig2
EV409805
EV409818
EV409823
Sin registro
Sin registro

EV409648
EV409619
EV409040
EV409207
CL255Contigl

N NDNDNDNDNDNDDNDDN W

PR R RPREPRPRERNNDNDN

N Y = T
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D8
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Bl
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G3
C4
C7
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C5
D5
C2
D2
E2
F2
F1
Gl

H1
C1
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G4
H4
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV406328%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=201#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1320#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2371#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2005#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=1873#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409594%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409601%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409621%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV410043%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV410065%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV410066%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409149%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV406247%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV406270%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409469%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2125#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409805%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409818%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409823%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409648%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409619%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://imm.insp.mx:8008/gdav_albimanus_v1/?m=3014#_blank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Search&db=nucest&term=EV409207%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09%09#_blank
http://base.vectorbase.org:8080/gdav/?m=2698#_blank

12. Lista enriquecida con nuevas secuenciasy sus descripciones.

Clona Descripcion Interpro Clave
Interpro/GDAV
ALB 23P05 F Citocromo C oxidasa, subunidad Vlla IPRO0O3177
ALB 25G03 Proteina con dominiol4-3-3 IPRO0O0308
ALB_25E08 Peptidasa S1 and S6, IPRO01254IPR
quiomitripsina/Hap Peptidasa S1A 001314
ALB_23M02_F Peptidasa S28 IPRO08758
ALB_25P23 Region parecida a EGF IPR0O13032
ALB_25F21 Histona H5 IPRO05819
ALBGS 04H09 F Ferritina y Dps parecido a ferritina IPRO08331
ALB_02MO03 Dedos de Zinc, tipo AN1 IPRO00058
ALB_25F22 Ubiquitina IPR0O00626
ALB_25K23 NADH-ubiquinona oxidoreductasa IPR0O09423

ALBGS_04D02_F

ALB_23C05_F

ALB_02L18

ALB_02G08

ALB_02008

ALB_25K04
ALB_23F21 F

ALB_02N22

ALB_02F01

ALB_25B14

ALB_23K11_F
ALBGS_04F14 F

subunidad b14.5b
Factor de ribosilacion con ADP,
ARF/SAR, GTPasa Ras Parecida a Miro

Tropomiosina locus 6

Fosfatasa especificas Serina/threonina y
bis(5-nucleosil)-tetrafosfatasa,
Metallofosfoesterasa

Peptidasa M17 extremo C-terminal,
leucil aminopeptidasa,

5'-Nucleotidasa y apirasa,
Metallofosfoesterasa

Proteina de funcion desconocida
DUF227

Enzima de restriccion Tipo I, subunidad
res

Purina/pirimidina fosforibosil transferasa,
Orotidina 5'-fosfato descarboxilasa

Proteina de transporte de lipidos,
fragmento N-terminal

Receptor adrenérgico, a-1A,GYF

DNA polimerasa subunidad épsilon B
Nucleoplasmina

IPRO0O6688IPR
006689IPR0O01
8061PR013684l
PRO13753
IPROO0533IPR
007019
IPRO06186I1PR
004843

IPROO0819IPR
000169

IPRO061461PR
0061791PR0O04
843IPR008334
IPR0O04119

IPRO06935

IPRO02375IPR
001754IPR0O00
836
IPRO017471PR
0017471PROO1
8461PR001846lI
PR0017471PRO
01846
IPRO00363,IPR
003169
IPRO07185
IPR004301
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ALB_25A09

ALB_25H13

ALBGS_04F20_F
ALB_23J09 F

ALBGS_04P19 F
ALB_02G18

ALBGS 04N11_F
ALB_02007

ALB_02K02
ALB_25M18

ALB_02F10
ALB_02K12

ALB_23F03 F

ALBGS_04P09_F

ALBGS_04D10_F
ALB_23A01 F

ALB_02N24
ALB_25L18

ALB_25D20
ALB_25K21

ALB_23A04 F

RNA polimerasa Rpb1, dominio 1,

Estimulador de disociacion de nucleétido
Guanina- CDC25,parecido a Pleckstrina
Componente del Proteosoma region PCI
Glutaredoxina

Tetratricopéptido TPR_1y TPR_2,
Tetratricopéptido

Péptidoglicano de unio a Lisina

PSP, region rica en prolina
Secuencia de transporte al reticulo
endoplasmido

Iniciador de la transcripcion Spt4
Dominio de thioredoxina; Proteina de
funcion desconocida DUF1000

PfkB

Proteina del grupo de alta movilidad
HMG14 y HMG17, proteina ribosomal
L14

Proteina Ribosomal L23, proteina
anticongelamiento, tipo I, Histona H5,
alérgeno del Polen Poa plIX/Phl pVI,
fragmento C-terminal

Alérgeno Ves, alérgeno relacionado a
V5/Tpx-1

Proteina de membrana GNS1/SUR4
Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Peptidasa S1A, alérgeno de Polen Poa
pIX/Phl pVI, fragmento C-terminal

Proteina de union a quitina Peritrofina-A
Parecido a Pleckstrina, union a lipidos
START

Nucleésido difosfato cinasa
Osteopontina, factor de transcripcion
factor CBF/NF-Y/ histona arqueal
Inmunoglobulina grupo I,
Inmunoglobulina grupo V, parecido a
Inmunoglobulina

IPROO7080IPR
000722IPRO07
0661PRO07083lI
PR0O07081
IPR0O01895,IPR
001849
IPROO0717
IPR0O11767,IPR
002109
IPR001440,IPR
013105IPR0O13
026

IPR002482
IPRO06568
IPRO0O0886

IPR009287
IPR0O06662;IPR
013766;IPRO10
400

IPRO11611
IPRO00079,IPR
002784

IPRO01014;IPR
000104;IPRO05
819;IPR0O01778
;IPR009148;IP
R005633;IPRO
13025
IPR002413IPR
001283IPR0O14
044

IPRO02076
IPRO012541PR
001314IPR0O0O1
778

IPR0O02557
IPR0O01849,IPR
002913
IPRO01564
IPR002038,IPR
003958
IPRO07110,IPR
000354
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ALB_23G24 F

ALB_02C16

ALBGS_04J06_F

ALBGS_04J13 F
ALBGS_04H02_F

ALB_25B13
ALB_25J13

ALB_25J16

ALB_02M22

ALB_23B11 F

ALB_02A11
ALB_23E05_F

ALB_25B04

ALBGS_04H23_F
ALB_23C03_F

ALB_02N20

ALB_02116

ALB_02D10
ALB_23004 _F

Inmunoglobulina grupo I,
Inmunoglobulina grupo V, parecido a
Inmunoglobulina

Proteina de funcion desconocida
DUF757

Alérgeno Ves , alérgeno relacionado a
V5/Tpx-1

Proteina de funcién desconocida
DUF1397
Ubiquitina, proteina ribosomal L40e

Dedos de Zinc , tipo RING
Homologia a Src-3,factor citolégico 2 de

neutrofilos , Espectrina cadena
a,Cdc15/Fes/CIP4,variante SH3

Citocromo P450 clase E, grupo 1 11,
CYP3A

Citocromo P450 clase E,B, grupo I, 1,1V,
CYP3A

eRF1 dominios 1,2y 3

Peptidasa S1A, quimiomotripsina,
Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Peptidasa S1A, quimiomotripsina,
Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Helicasa dependiente de ATP, proteina
del cascaron de huevo, Caja de
helicasas DEAD/DEAH fragmentos N y
C-terminal RNA helicasa motivo Q
Peptidasa T1A, proteosoma beta-
subunidad 20S, subunidad Ay B
Peptidasa S1A, quimiomotripsina,
Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Proteina inhibidora I1, tipo Kazal

Peptidasa S1A, quimiomotripsina,
Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Proteina de unién a quitina Peritrofina-A
Complejo proteinico 1 LYR

IPRO07110,IPR
013106,IPRO13
098

IPRO08476

IPR001283,IPR
002413,IPRO14
044

IPRO09832

IPR000626,IPR
001975
IPR001841
IPRO01452IPR
000108IPR0O13
315IPR001060I
PR0O11511

Sin registro

IPRO01128IPR
0024011PR0O02
402IPR002403lI
PR002397I1PRO
08072
IPRO05140IPR
005141IPR0O05
142
IPR001254,IPR
001314
IPR0O01254,IPR
001314
IPRO006291PR
0029521PRO11
545|PR001650I
PR014014
IPRO00243IPR
001353
IPRO012541PR
001314
IPRO023501PR
0012391PRO11
497
IPRO01314IPR
001254
IPR0O02557
IPRO08011
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ALB_02A02

ALB_02C24
ALBGS_04B04_F
ALBGS_04N08_F

ALB_23H08_F
ALB_25D12

ALB_23D08_F
ALB_23N19 F
ALB_25H15

ALB_02A04

alb_03h07_f

ALBINT_03HO02_R
ALBINT _03M21_R
ALBSCV_03A10_F

alb_scvcll f

albgs_ 01020 r

alb_21012f
alb_21H24f

alb_21003f
alb_27e08 f

alb_03e01 f
alb_04al7 f

alb_04m22_f

RNA polimerasa Rpb5, fragmento N-
terminal

Repetido WD-40

Peroxidasa hematica animal
5'-Nucleotidasa fragmentos C y N-
terminal y apirasa , Metalofosfoesterasa

Aldo/ceto reductasa
GTP1/OBGNGP1, N-terminal, proteina
de unién a GTP, relacionado a HSR1

Complejo proteinico 1 LYR

Unidn a actina, tipo cofilin/tropomiosina
Proteina ribosomal , L21e, Peptidasa
S1A, quimiomotripsina, Peptidasa S1y
S6, quimiotripsina/Hap

Actividad de endopeptidasa tipo serina-
proteasa

Repetido rico en leucina

Defensina

Defensina

Receptor de A-macroglobulina, Alfa-2-
macroglobulina, A-macroglobulina,
componente del complemento,
fragmento N-terminal.

Receptor de la superficie celular de
IPT/TIG

Repetido rico en leucina subtipo tipico,
receptor de interleucina-1, tipo I/
Precursor de Toll, Tiolasa , receptor
Toll-Interleucina

Region adjacente Bromo AAA, ATPasa
Flavoproteina piridin nucleétido
citocromo reductasa, Flavodoxina/oxido
nitrico sintasa, fenol hidroxilasa
reductasa, Oxidoreductasa de union a
FAD/NAD(P)

Ferritina y Dps ,parecido a Ferritina
Fibrindgeno, cadenas alfa/beta/gamma
fragmento globular C-terminal

Familia de helicasas DNA2/NAM7

Ras GTPasa, proteina nuclear de union
a GTP Ran

Receptor de A-macroglobulina, Alfa-2-
macroglobulin, A-macroglobulina ,
componente del complemento,

IPROO0783IPR
005571
IPR0O01680
IPR002007
IPRO061461PR
006179IPR0O0O4
843IPR008334
IPR0O01395

IPRO06073IPR
012971IPR0O02
917
IPRO08011
IPR002108
IPRO01147IPR
0012541PR0O0O1
314
IPR001254

EV409186
EV407402
EV407485
EV409059

EV408998

Sin registro

EV409975
EV409881

EV409972
EV410042

EV409141
EV409319

CL338Contigl
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alb_scv2a08 f

ALBSCV_01A07_F

albgs 01A04 r
albgs_01EOQ05 r

albgs_01HO04 r

albgs_01L23 r

albgs_03c20 _f

albgs_03el19 f
albgs_03m22_f
alb_18b05_f
albgs_02EO05 r

alb_18b18 f
alb_18c10 f

alb_18e01 f
alb_27e09 f

alb_27901 f

alb_27902_f
alb_03e13 f
albgs_01H15 r

albgs_ 01118 r
alb_04f01_f

fragmento N-terminal

Inmunoglobulina grupo I, Fibronectina,
tipo 1ll, Inmunoglobulina /complejo
mayor de histocompatibilidad,
Inmunoglobulina grupo V, tipo C1

Cinasa relacionada a PIK, FATC, FAT,
region Tetratricopeptido, HEAT, sintetasa
y ligasa dependiente de AMP,
fosfatidilinositol cinasa 3 y 4-
Peroxidasa hemética animal

Helicasa dependiente de ATP, caja de
helicasas DEAD/DEAH

Factor de elongacién 1,cadena gamma,
Glutation S-transferasa, fragmentos C-
terminal y N-terminal

RNA polimerasa dependiente de DNA
(Reverso transcriptasa)

Fosfolipasa C especifica de
fosfatidilinositol (PLC),region X, domino
Y

Proteina G subunidad a, grupo Q, grupo
12, grupo |,

Superoxido dismutasa, unién a
cobre/zinc

Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap
Lectina Tipo C

Proteinasa inhibidora 14, Serpina
Muskelina, fragmento N-terminal,
repetido Kelch, factor de Coagulacion
tipo 5/8,fregmento C-terminal,

Esencial modulador NF kappa B
Glutatién S-transferasa, fragmento N-
terminal

Proteinas del grupo de alta movilidad
HMG1ly HMG2,caja HMG1/2 (grupo de
alta movilidad)

RNA polimerasa Rpb5,fragmento N-
terminal

Glutation S-transferasa, fragmentos N-
terminal y C-terminal

Saposina B tipo Ay B, dedos de Zinc
tipo C2H2,

Cierre basico de leucinas

Proteina de unién a quitina Peritrofina-A

Sin registré

EV408982

CL50Contigl
EV406189

CL340Contigl

EV406328

EV406694

EV406714
CL332Contigl

CL1Contig22
EV406471
EV409594
EV409601

EV409621
EV410043

EV410065

EV410066
EV409149
EV406247

EV406270
Sin registro
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alb_04j24_f

alb_18n02_f

alb_21B20f

alb_21C23f

alb_21D14f

alb_18f06_f

alb_18f19 f

alb_189g02 f

alb_18d22_f
ALBSCV_02_F07

alb_03i20_f

alb_03p04_f

alb_21C23f

alb_3m13 f
alb_4a07_f
alb_4mO03_r

alb_scva06 _f
alb_scvb08_f

alb_scvc01_f
albgs_1F02r
albgs_1M12r
albgs_2EO07 r

albgs 2318 r
albgs_3m11 f

Caja de helicasas DEAD/DEAH,
fragmento N-terminal

Proteina de union a quitina Peritrofina-A
Componente del complejo CCR4-Not,
Notl,Lectina de leguminosa dominio
beta

Regién de union al RNA RNP-1 (motivo
de reconocimiento de RNA)

Peptidasa S1 y S6, quimiotripsina/Hap,
Proteina de unién a quitina Peritrofina-A,
Peptidasa S1A, receptor de lipoproteina
de baja densidad, clase A

Proteina Serina/threonina cinasa, sitio
activo, proteina Tirosina cinasa.

Regidn tetratricopeptido
,Metalofosfoesterasa, proteina fosfatasa,
Serina/threonina y bis(5-nucleosil)-
tetrafosfatasa, PPP5, Tetratricopeptido
TPR 2y TPR_1

Proteina anticongelamiento, tipo 1,Kv1.4
canal de K+ regulado por voltaje,
cisteina peptidasa, sitio activo, BTB,
proteina del cascaron, dedos de Zinc,
tipo C2H2,BTB/POZ

Antigeno CD9/CD37/CD63

Citocromo c oxidasa, subunidad Vlla
Region rica en Prolina, Rhodopsina de
molusco cola C-terminal , Escramblasa
Glutation peroxidasa

Region de union al RNA RNP-1 (motivo
de reconocimiento de RNA)

Factor tisular

Citocromo c oxidasa, subunidad Va
HCaRG

Proteina de unién a quitina Peritrofina-A
Superfamilia ARF/SAR, Ras GTPasa

CuB

CybS

Peroxidasa hemética animal

Variante SH3,union a Calcio Mano EF,
homologia a Src 3, factor citésolico 2 de
Neutrofilos, repetido de Espectrina
Ferredoxina, Adrenodoxina

Lectina parecida a proteina de
leguminosas

EV409469
CL30Contig2
EV409805
EV409818

EV409823

Sin registré

Sin registro

EV409648

EV409619
EV409040
EV409207

IPRO00889
IPRO00504

IPR001187
IPR003204
IPR0O09886
IPR0O02557

IPR0O06689,IPR

001806

IPRO0O0859
IPRO07992
IPR0O02007
IPR0O02048

IPR001041
IPR0O05052



ALB_03H19 Atacina

ALB_27H21 Cecropina
ALB_27P21 Cecropina
ALBINT_01J14 Cecropina
ALBINT_01L04 Defensina
ALBINT_02A08 Cecropina
ALBINT_02A24 Cecropina
ALBINT_02CO03 Cecropina
ALBINT_02F15 Defensina
ALBINT_03G24 Defensina
ALBINT_03HO01 Defensina
ALBINT_03L01 Cecropina
ALBINT_03007 Defensina
ALBINT_05G20 Defensina
ALBINT_05I117 Defensina
ALBSCV_01H10 Cecropina
ALBSCV_03HO08 Gambicina

FBO8G5402FUHNG6 TEPS8

FBO8G5402ILIQL TEP3

FBO8G5401EIGHV REL2

ALB_20G17 _F _ab1l Glutation S transferasa 2
contig04100 CPR74,CRP75,CPR133
contig04471 CPR73,CPR74,CRP75
contig02540 CPR73,CPR74,CRP75,CPR133
contig00202 Peroxidasa 9

contig03933 TEP3,TEP17,TEP8,TEP9
contig00571 TEP3,TEP17,TEP8,TEP9
contig01744 TEP3,TEP17,TEP8,TEP9
contig01665 Galectina 5

EV409193
EV410192
EV410089
EV407002
EV407029
EV407092
EV407102
EV407118
EV407166
EV407400
EV407401
EV407458
EV407503
EV407542
EV407545
EV409013
EV409086
AGAP010831
AGAP010816
AGAPO006747
AGAP000888
Sin registro
Sin registro
Sin registro
AGAP010734
Sin registro
Sin registro
Sin registro
AGAP011287

13. Amortiguador de carbonatos 0.1 M
» Disolver en 80 ml de agua destilada lo siguiente
e 0.136 gr de carbonato de sodio
e 0.735 gr bicarbonato de sodio
» Ajuste el pH a 9.2 con HCI o con NaOH

» Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada adicional
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14. Preparacion de Orto Fenil Diamina (OPD) para el ensayo de ELISA.

Se agregan 6 mg de OPD en 12 ml de amortiguador de citratos, o0 en caso
de presentarse en tabletas afiadir 1 tableta a mismo volumen del amortiguador de
citratos

Antes de usarse afadir 120 pl de H,O, comercial para se encuentre en la
mezcla al 0.03%

Mantener protegido de la luz hasta el momento de su uso

15. ELISA Wash 20X
La solucibn ELISA Wash 1X es preparada como dilucibn de este
amortiguador concentrado
» Disolver en 80 ml de agua destilada lo siguiente
. 0.5125 gr de NaH,PO4
. 2.3125 gr de Nay;HPO,
» Afadir al final 17.525 gr y 1ml de Tween 20
» ChecarelpH 7.2-7.4
» Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada adicional

16. Amortiguador de lisis de células eucariotas

La mezcla de los reactivos para el amortiguador se hace a temperatura
ambiente en agua destilada se ajusta el pH a 8.0 con NaOH IN a las siguientes
concentraciones

» 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, stock 2M en agua destilada
» 25 mM EDTA, stock 100 mM en agua destilada
» 100 mM NaCl, stock 5M en agua destilada
» 0.5% de SDS, stock 10% disuelto en agua destilada
Esta mezcla se conserva a temperatura ambiente. Afiadir en hielo y sélo antes de

usarse 1 mg/ml proteinasa K
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17. Grafica de analisis estadistico de incorporacion relativa de BrdU

Comparacion entre distintas condiciones

de la incorporacion relativa de BrdU
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18. Representacion esquematica de la ubicacion del cuerpo graso y el

corazon dentro del mosquito

B Corazén

Cuerpo graso

. 1
4 \ ' §)
hin-g vnt.dphr \  cmovd

\
A8abd.gng 5

Fig. 138 Aedes aegypti, 9; general organisation

Copyright ©1985 Wellcome Trust

Figura suplementaria. En la figura se muestra la organizacion general del
mosquito en un corte sagital. El corazon del mosquito en la parte abdominal se
puede identificar como una serie de células de forma ovalada en dos cordones, el
corazdén completo recorre desde la parte anterior hasta la parte posterior, en la
figura esta resaltado en color rojo. El cuerpo graso se encuentra distribuido en
todo el cuerpo del mosquito aqui se presenta tanto en la parte dorsal como en la

ventral, en la figura esta resaltado en color amarillo.
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