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Resumen 
 

Las enfermedades transmitidas por vectores son un problema de salud pública a nivel 

mundial. La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos del género 

Anopheles y causada principalmente por Plasmodium falciparum y P. vivax. El sistema 

inmune innato de los mosquitos responde fuertemente con mecanismos de defensa 

contra los patógenos que ingresan en su organismo. Una de las maneras para 

defenderse es la liberación de péptidos antimicrobianos (PAMs). En diferentes estudios 

se han reportado que la cantidad de DNA genómico aumenta cuando se expone al 

mosquito a patógenos, y al mismo tiempo los genes que codifican a PAMs aumentan 

como parte de la respuesta inmune. En este contexto, existe un proceso biológico 

conocido como endorreplicación (la célula realiza síntesis de DNA pero no entra a 

mitosis). Además, se ha mostrado que la síntesis de DNA aumenta después de una 

segunda exposición al mismo patógeno. Esto sugiere una posible moldulación de la 

respuesta inmune por parte del endociclo celular. Por otro lado, se ha encontrado que 

en la respuesta inmne de Anophels albimanus está co-expresado el gen hnt, factor clave 

en el cambio del ciclo celular canónico a endociclo. Por lo que, cabe la posibilidad de que 

al afectar al endociclo celular se verá afectada la respuesta inmune.   

Para conocer si la endorreplicación modula la respuesta inmune innata se realizó 

atenuación de la expresión del gen hnt que se requiere para el inicio del endociclo 

celular. Esta atenuación se hizo mediante genética reversa como estrategia 

experimental. La genética reversa se aplica para dilucidar la función de un gen de interés 

por medio de ingeniería genética. A partir de la modificación y/o interrupción de un gen 

o producto génico se logra el objetivo de conocer la función del gen blanco. La técnica 

para aplicar esta estrategia fue RNA interferente (RNAi). El RNAi es un proceso que 

ocurre naturalmente dentro de las células, involucrado en la regulación 

postranscripcional. Este proceso inhibe la expresión de un gen blanco mediante RNA de 

doble cadena (RNAi).  
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La estrategia metodológica que se aplicó para cumplir con los objetivos planteados en 

el presente proyecto fue: encontrar el ortólogo de hnt de D. melanogaster en mosquito 

A. albimanus por medio de bases de datos como Flybase y Vectorbase. Se sintetizó RNA 

interferente para silenciar a hnt en A. albimanus. Con el RNAi se realizó el silenciamiento 

del gen hnt que se corroboró por RT-qPCR. En mosquitos con silenciamiento se aplicó 

un reto inmunológico con Micrococcus luteus, y se observó una disminución en la 

expresión de los genes de inmunidad gambicina y cecropina.  

Los resultados que se obtuvieron fueron: el 96% de silenciamiento en la expresión 

relativa de hnt y la baja expresión relativa de los genes de inmunidad (cecropina y 

gambicina) en intestino de mosquitos retados debido a la atenuación de hnt. La 

aplicación del RNAi para el silenciamiento de hnt fue exitoso. La baja expresión y la 

posible pérdida de la función de hnt, interfirió en el proceso normal de encendido de 

endociclo. Luego de la interferencia provocada en el gen hnt, en mosquitos silenciados 

se logró analizar si el proceso de endorreplicación es requerido para la expresión de 

genes de la respuesta inmune innata cuando estos son expuestos a un reto 

inmunológico, en este caso con bacterias muertas. Se concluye con la aceptación de la 

hipótesis planteada, es decir que se requiere la activación de hnt en la que se indica que 

existe una relación entre proceso de endorreplicación y el sistema inmune innato de los 

mosquitos A. albimanus.  
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Abstract 
 

Vector-borne diseases are a global public health problem. Malaria is a disease 

transmitted by mosquitoes of the genus Anopheles and caused mainly by Plasmodium 

falciparum and Plasmodium vivax.  The innate immune system of mosquitoes 

contributes to a strong response against pathogens that enter their body. One of the 

ways mosquitoes defend themselves is the release of antimicrobial peptides (AMPs). It 

has been reported that the amount of DNA increases when the mosquito is exposed to 

pathogens, and a possible consequence of this phenomenon is that the genes encoding 

AMPs increase proportionally at the same time. In this context, there is a biological 

process known as endoreplication that could be related to immune system, as there is 

evidence that DNA synthesis increases after a second exposure to the same pathogen. 

In turn, it has been found in this co-expressed response to the gene hnt, a key factor in 

the change of the canonical cell cycle to endocycle. Therefore, it is possible that hnt, one 

of the factors involved in endoreplication influences the expression of genes of innate 

immune response.  

To determine whether the innate response is related to endoreplication, reverse 

genetics was applied as an experimental strategy. Reverse genetics is applied to 

elucidate the function of a gene of interest by means of genetic engineering. From the 

modification and/or interruption of a gene or gene product, it is possible to know the 

function of a target gene. The technique for applying this strategy was interfering RNA 

(RNAi). RNAi is a naturally occurring process within cells, involved in post-transcriptional 

regulation. This process inhibits the expression of a target gene by antisense and sense 

double-stranded RNA (dsRNA).  

The methodological strategy that was applied to meet the objectives set in this project 

was: find the orthologue of hnt in mosquito Anopheles albimanus through databases 

such as Flybase and Vectorbase,  synthesize interfering RNA to silence hnt, where DNA 

template sequences were obtained for  hnt and control, corroborate the silencing of the  

hnt  gene   by RT-PCR, perform the immunological challenge with gram-positive  bacteria 

Micrococcus luteus, and observe the effect on immunity genes such as gambicin and 
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cecropin in the intestines of mosquitoes when challenged with dead bacteria by means 

of the RT-qPCR technique to analyze their relative expression. 

The results obtained were: 96% silencing in the relative expression of hnt and the low 

relative expression of immunity genes (cecropin and gambicin) in the intestine of 

challenged mosquitoes caused by the attenuation of the gene of interest. The 

application of interfering RNA for hnt silencing was successful. The low expression and 

possible loss of function of this indispensable factor to turn on the endocycle 

attributable to its post-transcriptional interference could stop this process of 

unconventional replication. Due to this, it was possible to analyze the results obtained 

with the hypothesis proposed. Therefore, it is possible to associate that the process of 

endoreplication is required for the expression of genes of the innate immune response 

when mosquitoes are exposed to an immune challenge, in this case dead bacteria.  
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1. Introducción 

 

1.1. Paludismo o malaria 
Las enfermedades transmitidas por vectores representan un 17% de las enfermedades 

infecciosas a nivel mundial (WHO, 2020) . Los mosquitos son vectores de una variedad 

de enfermedades infecciosas. Existen especies de dípteros vectores, entre ellos, los de 

los géneros Aedes spp. y Culex spp, que mediante su picadura transmiten la enfermedad 

a las zonas tropicales y subtropicales (Norte América y África hasta el sudeste de Asia y 

Pacífico) afectando a las poblaciones vulnerables. Estos son los responsables de la 

transmisión de virus como del Dengue, Zika, Nilo Occidental, Chikungunya, entre otros 

(WHO, 2020). También, hay especies de mosquitos del género de Anopheles que 

transmiten la enfermedad de la malaria, conocida como Paludismo (Beerntsen et al., 

2000). 

El paludismo es considerado como un problema de salud pública mundial, es 

potencialmente mortal. Esta enfermedad es prevenible y tiene cura, sin embargo, su 

prevalencia en el mundo es alta (WHO, 2020).  Las manifestaciones clínicas son variadas, 

los individuos infectados pueden presentar fiebre y escalofríos cada dos a tres días, 

sudoración, dolor de cabeza, heces con sangre, tos, dolor muscular, ictericia, fallo de la 

coagulación sanguínea, insuficiencia hepática o renal, trastornos del sistema nervioso y 

coma (Gónzalez López, 2021).  

Existen cinco especies de parásitos que ocasionan malaria en humanos, de los cuales 

dos son de representativa amenaza: Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax, 

debido a que pueden causar mayor morbilidad y muerte (Buck & Finnigan, 2023). El 

modo principal de transmisión es mediante la picadura de mosquitos hembras del 

género Anopheles, las cuales inoculan los esporozoitos (forma infectante del parásito) 

en el ser humano. Otra vía de infección directa es la inoculación de glóbulos rojos 

infectados por trasfusión sanguínea, o por pinchazos con jeringas contaminadas. 

También, se han observado casos que la transmisión se difunde por transfusión 

sanguínea, lo que puede ocasionarse el primer mes, ya que la sangre se mantiene 
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infectante en ese periodo. El tiempo de incubación depende del parásito que se inoculó, 

en el caso de P. falciparum es de 7 a 14 días, mientras que para P. vivax es de 8 a 14 días. 

La persona infectada puede transmitir la enfermedad por medio de un vector (mosquito 

hembra) cuando se hallan gametocitos en la sangre contaminada, de esa manera 

ocasiona que el ciclo de transmisión continúe (figura 1). En el caso de los mosquitos, 

estos son infectantes toda su vida. (Subdirección de Vigilancia y Control en Salud Pública, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo de vida del parásito de la malaria (modificado de Karanja & Kiboi, 2016).   

En la figura 1 se logra apreciar que los esporozoitos son inoculados por la hembra del 

mosquito del género Anopheles, viajan por el torrente sanguíneo e invaden a las células 

hepáticas. Luego de una semana aproximadamente, se presenta la esquizogonia 

hepática (el parásito se ha multiplicado dentro de los hepatocitos) y se liberan los 

merozoitos que infectan a los eritrocitos. El merozoito se multiplica dentro del glóbulo 

rojo, atravesando diferentes etapas que se conoce como anillo (trofozoíto, esquizonte 

inmaduro y esquizonte maduro); este ciclo dura 48 horas liberando al flujo sanguíneo 

de 16 a 32 nuevos merozoitos dependiendo de la especie. Los gametocitos se 

desarrollan dentro de los eritrocitos y son liberados junto a los merozoitos. Finalmente, 

el vector los ingiere y se produce la fertilización en el tubo digestivo del mismo. Producto 

de este proceso se forma el cigoto, el cual se divide para llegar a ser un oocisto, de donde 
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se liberan los esporozoitos que invaden las glándulas salivares del mosquito (Spencer et 

al., 2016).  

Los casos reportados de paludismo a nivel mundial, en el 2015, fueron de 212 millones 

causando aproximadamente 429 000 muertes, recalcando que la mayoría de los 

fallecidos fueron niños africanos. En el continente americano, en el año 2016, hubo 568 

000 casos y aproximadamente 220 fallecimientos. El riesgo de contraer paludismo se 

acerca a la mitad de la población mundial, considerando especialmente a las 

poblaciones que residen en países en desarrollo. El riesgo puede aumentar por la 

movilidad entre zonas libres de paludismo y zonas en las que prevalece la incidencia de 

la enfermedad. En el aspecto económico, se ha llegado se ha llegado a estimar que el 

paludismo puede llegar a afectar en el crecimiento económico de países hasta 1,3% 

(OPS, 2020). En el informe mundial de la malaria 2022, se indica que se mantuvo estable 

la cantidad muertes a nivel mundial comparado con el 2021. El total de muertes 

reportadas en todo el mundo para el año 2021 fueron de 619 000 personas, mientras 

que en pandemia fueron 625 000 víctimas y en 2019 previo al impacto del COVID-19 era 

de 568 000 defunciones (OPS, 2023).  En México se reporta al corte de la semana 

epidemiológica número 40 del 2022 que hubo un total de 118 casos autóctonos 

confirmados, los cuales se distribuyeron porcentualmente: 67.8%  Chiapas, 22.9%  

Campeche, 6.8% Chihuahua, 1.7%Tabasco y 0.8% Sinaloa (CNIDSP, 2023).  

Una de las estrategias más utilizadas para controlar y evitar la transmisión del parásito 

de la malaria es a través del control de los vectores mediante el uso de insecticidas, lo 

que provocado resistencia por parte del vector. Por lo que, se han desarrollado 

estrategias alternativas para tratar de comprender la interacción hospedero-patógeno, 

por medio: de la compresión de la selectividad de los patógenos por ciertas células para 

su replicación, explorando la información genética de los mosquitos vectores, y a su vez, 

mediante el estudio de sus procesos biológicos. Debido a ello, se han identificado tres 

áreas que son de importancia para el control del vector: primero, la efectividad en el uso 

de insecticidas debe implementarse con mejores estrategias de aplicación, segundo, 

implementar de mejor manera los métodos de supresión de población, y tercero, 

enfocarse en estrategias efectivas para impedir el desarrollo del patógeno dentro del 

vector (Shaw & Catteruccia, 2019). El presente estudio se enfocará en la tercera área, 
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por ello a continuación se exponen las caracteristicas biológicas de los mosquitos del 

género Anopheles. 

 

1.2. Características biológicas de los mosquitos del género 

Anopheles  

En el mundo existen alrededor de 430 especies de mosquitos dentro del género 

Anopheles que se adaptan a distintos hábitats, de las cuales alrededor de 40 son 

transmisores de parásitos de la malaria a humanos (Melero, 2016). De acuerdo con su 

morfología, la cabeza y el cuerpo se encuentran alineados, suelen presentar alas 

parcheadas o con escamas negras o blancas. Sus palpos tienen una longitud similar a la 

probóscide que les diferencia de los Culicinos (conocidos como zancudos). Cuando se 

hallan en reposo, toman una posición con un ángulo entre 30° a 45° respecto a la 

superficie de contacto. En el caso de A. albimanus, las características visibles están dadas 

por el patrón de manchas negras en sus alas y la longitud de sus palpos maxilares. La 

manera de interactuar con el humano es por medio de su alimentación debido que los 

mosquitos hembras se alimentan de sangre por la tarde y durante la noche. Otras 

especies del mismo género pueden transmitir parásitos de la malaria, gusanos filiares e 

incluso virus a diferentes mamíferos (Shaw & Catteruccia, 2019)(Shaw & Catteruccia, 

2019). 

El cuerpo del mosquito mide entre 4 a 10 mm de longitud, en la cabeza no tiene ocelos, 

posee una probóscide larga comparable a la longitud de la cabeza y tórax. En las 

hembras, el labio que envuelve seis estiletes es la parte del mosquito que atraviesa la 

piel y succiona la sangre. Las hembras se pueden distinguir de los machos por sus 

antenas, ya que en machos éstas son densamente plumosas. También, los palpos 

maxilares se diferencian de las hembras porque son más largos y los últimos segmentos 

son expandidos con estiletes menos desarrollados (Beltrán-Aguilar et al., 2011).  

En cuanto a su anatomía es importante resaltar el hemocele, el intestino medio, las 

glándulas salivales y el cuerpo graso que son importantes para sistema inmunológico del 

mosquito. El hemocele es la cavidad corporal del mosquito que contiene todos los 

órganos viscerales, se encuentra delimitado por la cutícula externa y la lámina basal. En 
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este espacio fluye la hemolinfa que contiene a los hemocitos. El intestino medio se 

compone por dos regiones, una anterior y otra posterior. La región anterior está 

involucrada en la absorción de azúcar. En esta parte se encuentran microvellosidades, 

retículo endoplásmico liso y un laberinto basal.  La región posterior más amplia (caso de 

las hembras) que involucra la ingesta de sangre, tiene un retículo endoplásmico rugoso 

y un alto número de mitocondrias. Las glándulas salivales poseen tres lóbulos 

conectados por un conducto principal.  Este órgano secreta proteínas que participan en 

diferentes funciones biológicas, como las lectinas que son necesarias cuando los 

mosquitos se alimentan con azúcar (Ankit Kumar et al., 2018a). Finalmente, el cuerpo 

graso es un tejido que tiene un rol importante en el metabolismo intermedio, en la 

inmunidad innata, en el almacenamiento y transporte de compuesto de la hemolinfa. 

Este tejido está compuesto por grandes masas celulares formadas por trofocitos y 

oenocitos. Los trofocitos son células epiteliales ricas en lípidos, proteínas y glucógeno 

que se usan principalmente para proveer nutrientes y energía a otras células. Los 

oenocitos se pueden asociar a los trofocitos cuyas funciones se relacionan con la síntesis 

de hidrocarburos y la homeostasis (Martins et al., 2011). Véase figura 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Anatomía de un mosquito del género Anopheles (Modificado de Hugo & 

Birrell, 2018). 
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1.3. Sistema inmunitario de mosquitos 

 

1.3.1. Sistema inmune innato 

A diferencia de los mamíferos, los mosquitos no poseen un sistema inmunitario 

adaptativo, por lo que dependen de la respuesta inmune innata para defenderse de 

infecciones de distintos patógenos como parásitos, hongos, bacterias y virus; los cuales 

no se eliminan completamente de su organismo, y por ende los convierte en vectores 

potenciales capaces de infectar al ser humano. En la respuesta del sistema inmunológico 

intervienen procesos como la fagocitosis, nodulación y encapsulación de sustancias 

extrañas al organismo, así como la activación de las respuestas efectoras y de 

señalización (Lee et al., 2019). El sistema inmune innato está compuesto por respuesta 

humoral y celular. En la primera, se encuentran inmiscuidos los receptores de 

reconocimiento de patrones, peptidos antimicrobianos, entre otros. En la segunda, los 

hemocitos forman parte de esa respuesta celular. En sí, los mosquitos poseen distintos 

mecanismos que se activan frente a la entrada de patógenos. Dentro del insecto el 

intestino medio, el hemocele y las glandulas salivales son barreras físicas, mientras que 

las barreras de infección y escape del instestino medio, y las barreras de infección y 

escape de las glandulas salivales son barreras fisiológicas (Shaw & Catteruccia, 2019). 

1.3.2. Barreras físicas  

Las respuestas humorales y celulares se extienden por las barreras físicas como el 

hemocele, intestino medio y glándulas salivales, permitiendo al mosquito responder con 

rapidez a las infecciones. El intestino medio es el espacio donde se ha observado que 

después de la ingesta de sangre hay cambios en su epitelio, condensación de núcleos, 

agrandamiento de mitocondrias y formación de verticilos concéntricos en el retículo 

endoplásmico rugoso (RER). Es importante que los patógenos que ingresen con la 

ingesta de sangre entren a las células epiteliales a través de las microvellosidades previo 

a la digestión (Ankit Kumar et al., 2018; Belachew, 2018). 

El hemocele es una cavidad que los patógenos necesitan atravesar para entrar a la 

glandula salival u otros tejidos. En este espacio, los patógenos se encuentran expuestos 

al sistema inmunológico del mosquito, debido que a su alrededor se hallan los 

hemocitos y los factores inmunes humorales junto a los órganos circulatorios del 



11 
 

mosquito. Las glándulas salivales son importantes para que varios de los patógenos que 

ingresan al mosquito completen su ciclo de vida. La capa epitelial que conforma este 

organo sirve como barrera física. Además que, la saliva posee mezclas complejas de 

péptidos y proteinas, antimicrobianos, antihemostáticos, proteínas con propiedades 

angiogénicas o antiinflamatoias que se encuentran en el hospedero junto a los 

patógenos (Belachew, 2018). Sin embargo, se ha observado como en el caso de 

Plasmodium, que patógenos han desarrollado mecanismos que permiten unirse a 

factores de superficies específicos para evitar esta barrera (Ankit Kumar et al., 2018a).  

 

1.3.3. Barreras fisiológicas  

Las barreras fisiológicas son procesos que intervienen en la respuesta inmune innata de 

los mosquito frente a los patógenos. Dependiendo del lugar de la infección las barreras 

fisiológicas se componen por: barrera de infección del intestino medio (MIB), barrera de 

escape del intestino medio (MEB), barrera de infección en las glándulas salivales (SGIB) 

y barrera de escape de las glándulas salivales (SGEB) (Ankit Kumar et al., 2018a). 

 La MIB impide que los patógenos infecten o se repliquen en las células del intestino 

medio, y la MEB impide que los patógenos salgan del instetino medio, incluso si hay 

presencia de títulos altos (Mukherjee et al., 2019). Sin embargo, vectores potenciales 

permiten en ocasiones que patógenos atraviesen esta barrera, tal es el caso de los 

ooquinetos de Plasmodium en A. gambiae que rompen la barrera epitelial del instestino 

medio para escapar de ese espacio y difundirse por otros organos del mosquito, 

incluyendo a las glándulas salivales. Los mecanimos de acción de las SGIB y SGEB no 

están bien definidas y aún no te tiene claro las bases moleculares que permiten a los 

patógenos escapar del lúmen de la glándula salival y de ese modo completar su ciclo 

(Ankit Kumar et al., 2018a).  

1.3.4. Bases moleculares del sistema inmune innato 

Las bases moleculares de la inmunidad se pueden comprender mediante el 

reconocimiento por parte de la familia de proteínas que identifican al patógeno y lo 

neutralizan; las vías de señalización que tienen funciones de proteger a los mosquitos 

de la exposición continua frente a los patógenos, regular la microbiota, impulsar la 
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producción de PAMs (peptidos antimicrobianos), entre otros. Las vías de señalización 

principales son la vía de los receptores tipo Toll, la vía la de la inmunodeficiencia (IMD), 

la vía de la transductor de señal de la cinasa Janus y el activador de la transcripción 

(JACK-STAT) y la vía de RNA de interferencia (RNAi). A continuación, se presenta una 

descripción de cada vía de señalización: 

- Vía de los receptores tipo Toll. Es estimulada por la unión del ligando Spätzle 

con el receptor transmembrana Toll. El mosquito al ser invadido por bacterias o 

Plasmodium, desencadenan una serie de eventos que activan y translocan Rel1 

al núcleo. De ese modo, se regula la transcripción de genes de inmunidad 

(defensinas, gambicina, cecropina 1, atacinas, reportadas en A. gambiae (Ankit 

Kumar et al., 2018))  responsables de la muerte microbiana (Clayton et al., 2014).  

- Vía de inmunodeficiencia (IMD). Es la vía que se ha considerado la más eficaz en 

la defensa contra el parásito de la malaria (Plasmodium falciparum). Esta vía es 

estimulada cuando el receptor transmembrana PGRP-LC reconoce al parásito. 

Puesto que, provoca una cascada de señalización permitiendo la escisión de 

Rel2-F y la translocación de Rel2-S en el núcleo para la regulación de la 

transcripción de genes de inmunidad (Clayton et al., 2014a). 

- Vía del transductor de señal de la cinasa Janus y el activador de la transcripción 

(JACK-STAT). Es la vía que inicia su cascada de señalización debido a la invasión 

de bacterias, virus y Plasmodium. Se estimula por medio de la unión de citocinas 

del péptido no apareado (UPD) al receptor transmembrana DOME, conduciendo 

a la translocación nuclear de las proteínas STAT y a la activación transcripcional 

de genes de inmunidad (Clayton et al., 2014a).  

- Vía de RNA de interferencia. El RNAi es un mecanismo de silenciamiento génico. 

Esta vía mantiene la homeostasis celular durante las infecciones por patógenos. 

Se desencadenan la producción de diferentes RNAi como los siRNA, microRNA y 

piRNA, las cuales interactúan con el complejo silenciador inducido por RNA 

(RISC) (Ankit Kumar et al., 2018a).  

El silenciamiento génico postranscripcional provocado por RNA de doble cadena 

se encuentra en la mayoría de las células eucariotas. El complejo RISC contiene 

miembros de la familia de proteínas agornautas que interactúan con RNA 
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pequeños para llevar a cabo la atenuación de un gen blanco que utiliza una 

plantilla de RNA para reconocer el mRNA. Este es un mecanismo importante en 

la regulación genética, así como, en la defensa contra infecciones virales 

(Balakrishna Pillai et al., 2017).  

La modulación y los efectores, también son factores de las bases moleculares que 

comprenden la respuesta inmunitaria. El primero facilita la amplificación de las señales 

de reconocimiento, y el segundo engloba a los peptidos antimicrobianos (PAM), 

sustancias reactivas de oxígeno y nitrógeno, melanización, apoptosis, autofagia y 

fagocitosis que ayudan a combatir sustancias extrañas dentro del organismo del 

mosquito (Shaw & Catteruccia, 2019). En la respuesta inmune se ha observado que la 

producción de efectores PAM, se asocian a un incremento en el material genético, el 

cual se explicará con más detalle en proximos apartados.   
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2. Antecedentes 

 

2.3. Mecanismo de memoria en el sistema inmunitario de los 

mosquitos  

En el apartado anterior se expuso que el sistema inmunológico de invertebrados carece 

de un sistema inmune adaptativo (en este estudio en particular se expone en 

mosquitos). Pham y colaboradores (2007) han expuesto a D. melanogaster a dosis 

subletales de microorganismos como Streptococcus pneumoniae y Beauveria bassiana 

(patógeno natural de la mosca de la fruta). Donde se demuestra que existe un efecto 

protector con una alta especificidad contra un segundo desafio letal de los mismos 

microorganismos que persiste durante la vida del insecto. En este mecanismo 

estuvieron involucrados el efecto protector de los fagocitos y la vía Toll. Este trabajo 

contradice con la definición de la respuesta inmune innata, el cual impulsa a una 

continua investigación sobre este mecanismo de memoria inmunológica (Pham et al., 

2007). Barrillas-Mury y colaboradores (2010), aplicaron el mismo principio a los 

mosquitos A. gambiae, exponiendolos a los parásitos Plasmodium. Se desafiaron una 

primera y segunda vez, obteniendo como resultados una mejor respuesta inmunitaria 

en los mosquitos pre-desafiados. En ese estudio se concluyó que el sistema 

inmunológico de los mosquitos puede adaptarse dependiendo de la abundancia y 

capacidad de respuesta de las diferentes poblaciones de hemocitos.  Además que, la 

infección con bacterias junto a Plasmodium aumenta la proporción de granulocitos 

circulantes, impulsando una mejor respuesta inmunitaria (Rodrigues et al., 2010).   

Entre estos estudios, aparece el término “priming” inmunológico, el cual en su definición 

conlleva el principio experimental antes mencionado. Contreras-Garduño y 

colaboradores, lo definen como “la capacidad adquirida para combatir mejor un 

patógeno debido a una exposición previa a dosis subletales del mismo organismo”.  El 

“priming” inmunológico se indujo por Plasmodium berghei en A. albimanus, en 

mosquitos asépticos (eliminaron la variable de las bacterias tratándolos con 

antibióticos). Para observar el “priming” inmunológico se realizaron dos infecciones con 

el parásito (una infección abortiva y después una infección normal) y un conteo de 
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oosquistes. De donde, se determinó que en el control se encontraron mayor cantidad 

de oosquites en su intestino medio a comparación de los mosquitos infectados con 

primera y segunda infección; documentando que A. albimanus posee características de 

una respuesta inmune adaptativa: larga duración y una dinámica bifásica. Además que, 

se visualizó que en las dos infecciones hubo un aumento de material genético. 

(Contreras-Garduño et al., 2015). 

2.3.1. El aumento de material genético en respuesta frente a un patógeno 

El cuerpo graso es el principal tejido inmune innato, contribuye montando una fuerte 

respuesta contra los microorganismos invasores, esta respuesta se caracteriza por la 

liberación de proteínas efectoras, incluidos los PAMs en la hemolinfa (Osta et al., 2004). 

Como consecuencia un aumento en el contenido del DNA de la célula, en ausencia de 

mitosis. Por lo que, ese aumento de material genético podría estar involucrado en 

algunos procesos clave de la respuesta inmune  (Contreras-Garduño et al., 2015; Cruz 

Hernandez-Hernandez, 2019).   

En algunos casos, solo se replican loci genéticos específicos y en otros, el genoma 

completo experimenta varias rondas de replicación en ausencia de mitosis. Se han 

descrito tres mecanismos que implican la replicación activa del DNA para la poliploidía: 

mitosis acitoquinética, endomitosis y endoreplicación. Estos mecanismos proporcionan 

múltiples copias de genes disponibles para un rápido aumento de la transcripción y 

traducción para productos de proteínas específicas. Es por ello, que se ha indicado una 

posible relación del aumento de DNA con la respuesta inmune en mosquitos frente a 

diversos patógenos. En específico se ha identificado a la endorreplicación, donde una 

célula se somete a múltiples rondas de fase S sin entrar en la mitosis. Este proceso está 

bien documentado en D. melanogaster (Egdar y Orr-Weaver, 2001). 

En la respuesta inmune se ha observado la expresión de genes de inmunidad que 

codifican para los péptidos antimicrobianos en el instestino medio de A. albimanus. 

Además que las células epiteliales de este órgano se comunican  con el tejido abdominal 

que no tiene contacto directo con el parásito (Herrera-Ortiz et al., 2011). Estos genes de 

inmunidad se han utilizado para analizar la cinética bifásica que se encontró por la 

inducción del “priming” inmunológico en A. albimanus por medio de la técnica RT-PCR. 

Donde se visualizó la transcripción bifásica de PAMs, en el que se reveló un aumento en 



16 
 

los niveles relativos de mRNA de atacina, cecropina y gambicina en intestino medio 

después del “priming”, seguido por una disminución hasta alcanzar niveles basales pre-

infección y finalmente, un aumento mayor a la primera infección después del segundo 

desafio con el parasito. Este patrón indica que existe una fuerte respuesta inmune ante 

una segunda exposición por el mismo patógeno (Contreras-Garduño et al., 2015). Es 

importante aclarar que esta respuesta inmune no es mejorada o adaptativa como tal se 

presenta en mamíferos, puesto que conlleva diferencias en sus mecanismos de acción 

(Bertha & Robledo, 2008).  

El aumento de DNA se ha asociado al proceso de endorreplicación debido que al marcar 

los núcleos de las células del intestino medio con BrdU (5-Bromo-2´-Deoxiuridina, 

análogo de timidina que se utiliza como marcador por excelencia para identificar fases 

del ciclo celular y la proliferación (ThermoFisher, 2021)), se observó un mayor 

incorporación del reactivo en mosquitos con “priming” a comparación del control. 

También, se corroboró por el análisis de un ensayo ELISA semicuantitativo un aumento 

en la síntesis de DNA pasadas las 24 h de exposición al parásito. Durante, el “priming” 

no se observó que las células entraron a mitosis(Contreras-Garduño et al, 2015) . 

Entonces, se investigó al gen hnt, un factor de transcripción clave para el cambio del 

ciclo célular normal a endorreplicación en Drosophila, donde las células se replican sin 

entrar a mitosis (Sun & Deng, 2007). En la figura 3, se puede observar que hay una 

coexpresión de hnt en el intestino medio de mosquito durante la primera exposición y 

segunda exposición al patógeno (Contreras-Garduño et al, 2015). Por otro lado, en una 

revisión reciente se expone que esta respuesta de memoria ha sido analizada en algunos 

grupos de invertebrados. En tejidos de A. albimanus se ha observado la respuesta 

inmune cuando se expone a diferentes microorganismos, donde muestra como 

resultado un aumento significativo de su DNA (Cruz Hernandez-Hernandez, 2019).  

El aumento de material genético que se ha mencionado en este apartado viene dado 

por el cambio en el ciclo célular convencional. A continuación se muestran aspectos de 

la regulación del ciclo célular. 
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Figura 3. Expresión de hnt en el intestino medio de mosquito 72 horas después del 

desafío con P. berguei (modificado de Contreras-Garduño et al, 2015). 

 

2.4. Regulación del ciclo celular  

Las células que proliferan activamente entran a un ciclo de división compuesto por 

cuatro procesos coordinados: crecimiento celular, replicación del material genético, 

distribución de los cromosomas duplicados a las células hijas y por último complentan 

el ciclo con la citocinesis. A esto se lo conoce como ciclo célular, en donde se conocen 

cuatro fases (G1, G2, S, M). El crecimiento célular suele ser un proceso continuo, es decir 

la síntesis de DNA se desarrolla en una sola fase del ciclo celular, en contraste, al 

complejo sistema de eventos para la distribución cromosómica a células hijas. Un ciclo 

celular típico de una célula eucariota se puede visualizar por medio del cultivo celular; 

el cual está dividido en dos partes básicas: interfase y mitosis. El crecimiento de las 

células ocurre a un ritmo constante durante la interfase, y la mayoria duplican su tamaño  

en la mitosis (Cooper, 2000).  

 

 

 

 



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Fases del ciclo celular. El ciclo de división de la mayoría de las células eucariotas 

se divide en cuatro fases: M, G1 , S y G2. La fase M o mitosis se presenta seguidamente 

de la citocinesis. La fase S, es donde toma lugar la replicación del material genético. El 

crecimiento celular se lleva a cabo durante la interfase, la cual abarca las fases: G1, S y 

G2  (Cooper, 2000). 

Para explicar en breve cada una de las fases del ciclo célular, la fase M es donde se 

desarrolla el proceso de mitosis, seguido inmediatamente por la citocinesis. La fase G1 

es la que corresponde al intervalo entre la mitosis y el inicio de la síntesis de DNA. En 

esta fase G1, la célula se encuentra metabólicamente activa y en constante crecimiento 

sin replicar su material genético. Las células animales en G1 son diploides, es decir que 

contienen 2 copias de cada cromosoma, por lo que se denomina 2N. Luego, en la fase S 

es donde ocurre la replicación del material genético, llegando a proveer a las células un 

aumento en su contenido de DNA, cambiando de 2N a 4N. Finalmente en la fase G2 

(intervalo entre fase S y mitosis) continua el crecimiento célular y se sintetizan las 

proteínas necesarias para el acceso a mitosis (Cooper, 2000). Véase figura 4.  

Los cambios en las distintas fases del ciclo celular involucran mecanimos reguladores 

como la fosforilación de tirosina que se presenta en las cinasas dependientes de ciclina 
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(Cdks). Las Cdks controlan el inicio de la mitosis y la fase S. En la mitosis hay la presencia 

de ciclinas del tipo A y B que forman complejos con Cdk1, la cual es activada por enzimas 

fosfatasas de tipo Cdc25. En la fase S se presentan ciclinas de tipo E y A que forman 

complejos con CDk2. En eventos anteriores como la transición de G0 (fase de reposo del 

ciclo celular, en el que las células se mantienen metabolicamente activas, sin embargo 

no se proliferan (Cooper, 2000)) a G1 hay la presencia de ciclinas tipo D que se asocian 

con Cdks de tipo 4 y 6 (Edgar & Orr-Weaver, 2001).  

Las CDKs controlan el ensamblaje del complejo pre-replicativo (pre-RC). Las Cdks tienen 

doble función dependiendo las necesidades de la célula, pueden inhibir el ensamblaje 

del pre-RC o activar el origen de replicación, permitiendo el movimiento de la horquilla 

de replicación bidireccional. Este pre-RC que tiene como función marcar el origen y dar 

la señal para que se inicie la síntesis de DNA, es un grupo de proteínas compuesto por 

el complejo de reconocimiento del origen de seis subunidades (ORC), Cdt1 y Cdc6 que 

se ensamblan en los origenes de replicación y tiene la finalidad de cargar en el DNA 

hexámeros de proteinas de mantenimiento de mini cromosomas (MCM, por sus siglas 

en inglés), las cuales son componentes centrales de la helicasa replicativa. Los 

componentes del pre-RC están regulados positivamente y negativamente por complejos 

CDK/ciclina. La unión de ciclina E con CDK2 induce el paso de la célula de G1 a S; los bajos 

niveles de CDK2 permite el ensamblaje de los complejos pre-RC (Duronio, 2012). 

- Transición G1/S. En esta transición para que la célula entre a fase S se involucran 

complejos ciclina D/Cdk4/6 y ciclina E/Cdk2, seguido por el heterodímero ciclina 

A/Cdk2 a lo largo de la fase S. En mamíferos, el cambio de G1 a S está regulado 

además por la proteína de retinoblastoma (Rb) que provee un control negativo 

en el ciclo celular y en la progresión tumoral. Esta lleva a cabo su función por 

medio de la inhibición de factores de transcripción E2Fs.  La activación del 

complejo ciclina E/Cdk2 es permitida por la fosfatasa Cdc25 removiendo grupos 

fosfatos inhibidores de Cdk2 e inactivando a la proteína Rb (Lagunas-Cruz et al., 

2014). 

- Transición G2/M. En esta transición, en la fase G2 las células se encuentran en 

crecimiento, sintentizando proteínas necesarias y RNA para continuar con el ciclo 

hacia la fase M. Este punto de control G2/M, la entrada de mitosis puede ser 
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detenida cuando la fosfatasa Cdc25 es retenida en el citoplasma impidiendo su 

acción sobre el complejo ciclina B/Cdk1. En mitosis, el complejo ciclina B/Cdk1 o 

MPF (promotor de la fase M) se activa por la cinasa Polo y se transloca al núcleo 

en prometafase, mientras simultáneamente ocurre la desintegración de la 

membrana nuclear. La ciclina B media la citocinesis después de finalizar el 

proceso de la mitosis, terminando en la separación de las células hijas (Lagunas-

Cruz et al., 2014). 

Los mecanismos de regulación del ciclo célular canónico participan en las entradas y 

salidas de las fases de las variantes del ciclo célular convencional. Una de las variantes 

de importancia para el presente estudio es la endorreplicación que se explica 

acontinuación.  

2.5. Endorreplicación o endociclo 
 

El proceso de endorreplicación también es llamado endociclo o endorreduplicación, el 

cual es una variante del ciclo célular canónico. Las células replican su material genético 

sucesivamente sin segregar sus cromosomas durante la mitosis. El aumento de DNA 

genómico está acompañado proporcionalmente con el aumento en el número de 

cromosomas en múltiplos de N (el número que corresponde a cromosomas haploides). 

Las células que contienen este aumento de DNA se les conoce como poliploides, ya que 

poseen varias copias de cada cromosoma. De forma que, los espermatozoides son 1N 

1C (C: valores de cromatina indican el contenido de DNA como un múltiplo del genoma 

haploide normal), las células diploides en G1 y G2 del ciclo célular convencional 

contienen 2N, 2C y 2N, 4C, respectivamente, y una célula poliploide puede poseer 

32N,32C (en el caso de las células productoras de escamas de la polilla Ephestia) o más 

(Edgar & Orr-Weaver, 2001;Edgar et al., 2014). 

Dentro de las células que producen este fenómeno, se encuentran dos términos 

politeno y poliploide. Las células politénicas generalmente descienden de células 

diploides, sin embargo, los brazos de cromosomas homólogos se encuentran 

estrechamente emparejados, lo que indica que una célula politénica puede contener 

1N, 64C; un ejemplo de politeno se observa en Drosophila, en los cromosomas gigantes 

de las células de las glándulas salivales que tienen alrededor de 2000C de genoma 
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eucromático alineadas en matrices paralelas (Urata et al., 1995).  Mientras que una 

célula poliploide se refiere a que su material genético se vuelve a replicar en 

cromosomas completos. Vease figura 5, los diferentes configuraciones cromosomicas 

que presentan distintos procesos de endorreplicación (Edgar & Orr-Weaver, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Configuraciones cromosómicas producidas por diferentes tipos de endociclos. 

(A) Se visualiza la separación de las cromátidas hermanas en una célula poliploide 8N. 

(B y C) Cromosomas politenos. (D) Estructura de cromosoma politeno en una célula 

nodriza de D. Melanogaster (modificado de Edgar y Orr-Weaver, 2001). 

 

El proceso de endorreplicación se ha identificado en mamíferos, plantas e insectos. Las 

células megacariocitos (MKC) son un ejemplo de poliploidización regulada por el 

desarrollo en mamíferos. Estas tienen función precursora altamente especializadas que 

sirven para la producción y liberación de plaquetas en la circulación. Los megacariocitos 

se somenten a múltiples replicaciones de DNA sin divisiones celulares por medio del 

proceso de endomitosis (Italiano & Hartwig, 2013). Durante su diferenciación pueden 

llegar a ser células poliploides hasta 128N, el proceso de endomitosis es 

desencandenado por la secreción de trombopoyetina, la cual regula el aumento o 

disminución de ciclina D3. Se ha observado que un aumento de ciclina D3 impulsa la 
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ploidía en estas células (Edgar y Orr-Weaver, 2001). La endomitosis no es el resultado 

de la replicación en ausencia de mitosis, esta tiene que ver con un proceso que finaliza 

prematuramente. Es decir, las células megacariocíticas inician el ciclo, se somenten a 

una fase G1 corta, una fase S normal, una fase G2 corta y por último a la endomitosis, 

donde los magacariocitos pasan de profase a la anafase A sin entrar a la anafase B o 

telofase ni a citocinesis. En ella, se presencia la ruptura de la envoltura nuclear, la 

aparición de cromosomas condensados y husos mitóticos esféricos anormales. (Edgar & 

Orr-Weaver, 2001; Italiano & Hartwig, 2013). En la figura 7, se puede observar la ruta 

que toma este proceso de endociclo para las células megacariocitas.  

En estudios realizados en plantas, se ha presenciado la poliploidia en tricomas, células 

epidérmicas de las hojas, de la punta de la raíz y del hipocótilo de Arabidopsis thaliana. 

La endorreplicación en este grupo puede ser afectado por factores ambientales como la 

luz, y por su programa de diferenciación celular. Por otro lado, en la alfalfa se ha 

encontrado un ortólogo, denominado ccs52, de la familia de proteínas que se asocian a 

Cdh1/Fzr (activadores del complejo promotor de la anafase (APC)). Al gen ccs52 se 

encontró expresado en células endorreplicadas. Por medio de RNA antisentido se pudo 

reducir el nivel de transcripción de ccs52 permitiendo ver una ploidía reducida. De tal 

modo que se apreció que la proteólisis mediada por APC es clave para la ploidía. 

Además, se ha observado que en plantas (Arabidopsis, alfalfa, maíz) se conservan los 

mecanismos de regulación del ciclo celular de mamíferos, en especial la transición de 

G1 a S mediante la vía de Rb-Ciclina D (Edgar & Orr-Weaver, 2001).  

En insectos, la poliploidía se observa en tejidos o células altamente metabólicas con 

metamorfosis completa e incompleta. Entre las más reportadas que presentan 

poliploidia se tienen en las células nodrizas,  cuerpo graso, intestino medio,  músculo, y 

túbulos de Malpighi. Un organismo bien estudiado es la mosca de la fruta (Drossophila 

melanogaster) (Ren et al., 2020). 

2.5.1. Endorrepliación en dípteros  

Drosophila presenta diferentes aspectos de endociclo, dependiendo de la etapa y el tipo 

de células. Estas pueden evitar la fase S y la mitosis a diferentes extensiones. En los 

tejidos politénicos se puede hallar la heterocromatina (constituye un 30% del genoma) 

subreplicada, incluyendo la heterocromatina centromérica, intercalada y secuencias 
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teloméricas, así como regiones eucromáticas (genes de histonas). Los niveles de ciclina 

E pueden afectar a la replicación heterocromática, esto se ha visualizado en las células 

nodrizas del ovario, de donde se ha reportado información sobre la endorreplicación. 

En los cinco primeros estadíos, los cromosomas son politénicos, su replicación genómica 

es completa y la heterocromatina es replicada al final de la fase S. Después de la fase S 

del ciclo 5, los cromosomas se condensan y se separan entre si, formando cromosomas 

poliploides (Edgar & Orr-Weaver, 2001; Ren et al., 2020). Véase figura 6, los aspectos 

que evitan los endociclos dependiendo el tipo de célula. Para Drosophila en (a) se 

muestra la ruta de los tejidos larvarios y células nodrizas ováricas post-ciclo 6, en (b) 

células nodrizas en estadio 1-4 y en (c) celulas nodrizas del ciclo 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. El proceso de endorreplicación evita aspectos de la fase S y mitosis a diferentes 

extensiones dependiendo el tipo de célula. a: Tejidos larvarios de Drosophila. b: Ciclo 1-

4 de células nodrizas de Drosophila. c: Células nodrizas de Drosophila del ciclo 5. d: 

Endomitosis en megacariocitos de mamífero (modificado de Edgar & Orr-Weaver, 2001). 

 

La vía de señalización Notch está involucrada en la diferenciación celular durante la 

morfogénesis y en la proliferación celular en Drosophila (Baonza & Garcia-Bellido, 2000). 

Véase figura 7. Esta vía se ha observado que tiene un papel como interruptor del proceso 

de endorreplicación en Drosophila. En las células del folículo, se expresa el ligando Delta, 

el cual permite un estado en que las células puedan enviar y recibir señales (D’Souza et 
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al., 2008). La vía de señalización Notch permite la regulación “downstream” de String 

(STG) y Dacapo (DAP) y una regulación “upstream” de Cdh1/FZR. STG es una fosfasa 

Cdc25 que regula la transición G2/M y elimina los fosfatos inhibidor de Cdk1, 

favoreciendo la asociación con ciclina A y B para iniciar la mitosis (Ren et al., 2020). DAP 

es un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina, por ende detiene la proliferación 

celular durante el desarrollo en Drosophila (Lane et al., 1996). La proteína relacionada 

con efervescencia de Drosophila (Fzr) y su homólogo de mamífero Cdh1, tienen la 

función de reguladores esenciales para la entrada a endorreplicación, ya que activan el 

complejo APC para iniciar la ubiquitinación. De ese modo, provoca la degradación de 

factores como la ciclina B y la ciclina A, reforzando el bloqueo a la mitosis. CycB/Cdk1 

activa por fosforilación a STG, formando un ciclo de retroalimentación positiva. Las 

fosforilación a Cdk1 esta dado por la cinasa Wee1 en Tyr15 y por la cinasa del factor de 

transcripción de mielina (Myt1) en Thr14. Por otro lado, hay una retroalimentación 

negativa donde Wee1 es fosforilado e inactivado por CycB/Cdk1 (Qian et al., 2020). 

Para el proceso de mitosis, el complejo CycA/CDK activa al complejo Myb/MuvB (MMB) 

que induce la transcripción de genes del ciclo celular necesarios para este proceso. La 

inducción de la endorreplicación se vió por la eliminación de AurB (un gen regulado por 

MMB) y de otras subunidades del complejo pasajero cromosómico (CPC), el cual es clave 

para la salida mitótica ordenada y la citocinesis (Kitagawa & Lee, 2015). La regulación 

“downstream”  de DAP, inhibidor del complejo CycE/CDK, libera a ciclina E/cdk2, 

provocando el bloqueo de inicio de la fase S. En el caso de FZR, se regula negativamente 

por el factor de transcripción de homeodominio (Cut) (Qian et al., 2020). Cut tiene la 

propiedad de contener varios dominios de unión al DNA, tres regiones denominadas 

repeticiones de Cut y el homeodominio de Cut. Se han realizado estudios genéticos 

respecto a Cut que muestran una función importante en la especificidad del tipo celular 

(Coqueret et al., 1998). STG/Cdc25 y el factor de transcripción Cut son reprimidos por el 

factor de transcripción de dedos de zinc Hindsight (Hnt) (Qian et al., 2020).   

Por otro lado, se incluye al factor de transcripción Tramtrack (Ttk), el cual regula a las 

células del folículo durante la ovogénesis. De tal modo, se permite la entrada y salida 

del proceso de endorreplicación específico de ese sitio. En linaje de las células de 
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Drosophila, este factor Ttk está regulado por los niveles bajos de ciclina E y se ha 

sugerido que problamente participa en la salida del ciclo celular (Qian et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Participación de la vía de señalización Notch en una célula folicular de D. 

melanogaster  como interruptor en el cambio de ciclo mitótico a endociclo. Delta envia 

y recibe señales. Notch regula corriente abajo a STG y DAP, así como corriente arriba a 

Cdh1/FZR. STG es una fosfatasa Cdc25 que tiene una función en la regulación en G2/M. 

DAP es un inhibidor CDK que detiene la replicación. FZR activa el complejo APC 

promoviendo el bloqueo de la  mitosis. Cut regula negativamente a FZR. Hnt tiene la 

función de reprimir a STG y Cut. Ttk interviene en la entrada y salida de endorreplicación 

durante el proceso de ovogénesis, y se encuentra regulado por niveles bajos de ciclina 

E (modificado de Qian et al., 2020).  

 

2.6. Gen Hindsight (hnt) en la endorreplicación en Drosophila 

El gen hnt codifica una proteína dedo de zinc (ZNF) tipo C2H2 (Hnt), la cual desempeña 

varias funciones en el organismo de la mosca de la fruta, por ejemplo, en el apartado 

anterior se mencionó que es un factor de transcripción importante para la regulación en 

la vía de señalización Notch. Este dominio ZNF tipo C2H2 constituye el grupo que más 
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prevalece de motivos de unión al DNA en eucariotes superiores (Klug, 2010). La primera 

función que se identificó para las proteínas ZNF tipo C2H2 fue el reconocimiento de 

DNA. Luego, se investigó que también tienen interacción con RNAs y proteínas. En 

relación a la interacción proteíca, un motivo ZNF es suficiente para mediar interacciones 

específicas entre proteínas, mientras que, para una unión específica con el DNA es 

necesario múltiples motivos C2H2 (Ming et al., 2013).  

La proteína Hnt es una proteína conservada evolutivamente en muchas especies de 

invertebrados y vertebrados. Está presente en el núcleo de las células, posee 1894 

aminoácidos que contiene 14 motivos C2H2 (figura 8). La mayor parte de ZNF se 

encuentran organizados en grupos espaciados, cada uno contiene dos o tres de los 

motivos C2H2 en tándem. Esta proteína tiene funciones importantes en el organismo de 

Drosophila, controla el desarrollo de varios tejidos durante su desarrollo incluida la 

amnioserosa extraembrionaria, el sistema nervioso periférico, el intestino medio, los 

enocitos y las tráqueas en la embriogénesis, los hemocitos, la glándulas linfática en 

desarrollo, las células precursores neurales en estadio de larva y pupa, los mioblastos en 

desarrollo, y las células foliculares del ovario (Ming et al., 2013). En las células foliculares 

como se mencionó, Hnt es importante debido que participa en la regulación  

“downstream” en la vía de señalización Notch. Esta proteína es regulada por el aumento 

de células del folículo en Drosophila. Es un regulador importante en la transición  G2/M, 

evitando que las células entren a la fase de mitosis y puedan entrar a endociclo (Jia et 

al., 2014).  
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Figura 8. Estructura de Hnt predicha por el programa Alphafold y representación de la 

ubicación de los motivos C2H2 (en azul) dentro de los 1894 aminoácidos que posee esta 

proteína (obtenido de Uniprot, 2023).  

 

El presente estudio se enfocará en el análisis de la interacción hospedero-patógeno. 

Donde se ha observado que en el mosquito A. albimanus durante la infección del 

parasito de la malaria, existe la coexpresión del gen hnt. El cual, está asociado a la vía 

Notch y además, es un factor clave en el cambio de ciclo mitótico a endorreplicación. 

Por lo que, se pretende encontrar por medio del silenciamento hnt si el proceso de 

endociclo está asociado a la respuesta inmune en los mosquitos. Por tanto, se espera 

que el silenciamiento del gen hnt afecte a genes de inmunidad (gambicina, cecropina) 

que aumentan su nivel de expresión observados en el proceso del “priming” 

inmunológico. 

Para el desarrollo del proyecto se aplicará la genetica reversa como estrategia 

experimental. La genetica reversa es una herramienta que permite estudiar la función 

de genes que se encuentran involucrados en procesos biológicos de interés, en los 

cuales aún no están caracterizados. A diferencia de la genética directa, la genética 

reversa se aplica para dilucidar la función de un gen de interés mediante herramientas 

moleculares, en la cual se toma como partida una secuencia concreta (Ahringer, 2006). 
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A nivel global, los genetistas han considerado al RNAi como una herramienta poderosa 

para aplicar la estrategia de genética reversa. El RNAi es un proceso natural dentro de 

las células, involucrado en la regulación post-transcripcional. Este proceso inhibe la 

expresión de un gen mediante RNA de doble cadena (RNAi) (Hardy et al., 2010).  Esta 

estrategia experimental se eligió debido que el presente estudio tiene partida desde la 

secuencia del gen hnt de A. albimanus, el cual no se encuentra caracterizado 

funcionalmente en relación con el sistema inmunológico del mosquito.  Por ello, se 

aplicará genética reversa con el fin de modular la expresión silvestre de hnt por medio 

de silenciamiento por RNAi, y de ese modo,  conocer el papel que desarrolla hnt en la 

respuesta inmune innata del mosquito.  
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3. Hipótesis y objetivos 

Se ha observado la activación de la endorreplicación y coexpresión del gen hnt posterior 

a un reto inmunológico. Si la respuesa inmune requiere la endorreplicación, entonces, 

la atenuación de la expresión de hnt afectará la expresión de genes de la respuesta 

inmune del mosquito.  

 

3.1 Objetivo general 

Establecer si el proceso de endorreplicación se requiere para la expresión de genes de 

respuesta inmune innata en A. albimanus, vector de Plasmodium vivax.  

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Identificar el ortólogo del gen hnt en el genoma de A albimanus y 

generar RNAi. 

3.2.2 Bloquear el proceso de endorreplicación en A albimanus mediante el 

silenciamiento del gen hnt. 

3.2.3 Analizar el efecto de bloqueo del proceso de endorreplicación sobre la 

respuesta inmune del mosquito.   
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4 Metodología 

4.1  Crianza de mosquitos A. albimanus  

4.1.1 Eclosión de los huevos 

Para la crianza de mosquitos se utilizaron huevos de A. albimanus cepa Tapachula, los 

cuales se colocaron en una bandeja de plástico con aproximadamente 1 litro de agua 

cubierta con malla para el desarrollo de las larvas. La eclosión de los huevos se dio en 

las condiciones controladas en su entorno (humedad 80 ± 5% y temperatura 26 ± 2°C). 

4.1.2 Mantenimiento de las larvas 

Existen cuatro estadios de larva (L1 a L4) antes de llegar a pupa. En cada etapa fue 

necesario alimentarlas, limpiar las charolas y realizar cambio de agua (cada 2 a 3 días, 

sin maltratarlas) para evitar contaminación. 

4.1.3 Colecta de pupas  

El desarrollo de larva a pupa tarda aproximadamente entre 5 a 10 días. Una vez que se 

visualizaron las pupas en las bandejas se recolectaron en botes pequeños con un poco 

de agua (aproximadamente 20 ml), los cuales se colocaron dentro de las jaulas para que 

se transformen a mosquitos. Durante la etapa de pupa no se alimentaron. 

4.1.4 Mantenimiento de mosquitos adultos  

Cuando emergieron a mosquito (luego de 2 a 3 días en estadio de pupa) se les colocaron 

algodones remojados con una solución estéril de sacarosa al 10% para su alimentación. 

Los mosquitos adultos (machos y hembras) se mantuvieron en el insectario con 

condiciones ambientales controladas durante 4 a 5 días antes de volver a ser 

alimentados con sangre.  

La cantidad de huevos que coloca una hembra son entre 50 a 200.  La sangre es necesaria 

para el desarrollo de estos huevos. Por ello, para iniciar nuevamente el ciclo, se 

alimentaron a los mosquitos con 1 ml de sangre de conejo por medio de alimentadores 

de vidrio con una membrana artificial (parafilm). Las hembras depositaron sus huevos 

después de dos días de alimentación con sangre en papel filtro colocado en charolas con 

agua, introducidos en las jaulas. Los mosquitos que no se utilizaron en los experimentos 

se sacrificaron colocandoles en el congelador por varios minutos (Das et al., 2007 ; 

Williams & Pinto, 2012).  
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4.2  Búsqueda e identificación del gen hnt en D. melanogaster y A. 

albimanus mediante las bases de datos Flybase y Vectorbase 

Para la identificación  El gen de interés hnt se identificó en la base de datos FlyBase para 

D. melanogaster, y luego se halló su ortólogo para A. albimanus. Una vez realizada esta 

búsqueda, con el identificador (ID) del gen hnt de Anopheles se encontró en la base de 

datos VectorBase las características que presenta este gen.   

4.3  Extracción de DNA genómico A. albimanus 

La extracción de DNA genómico se realizó con el fin de obtener el DNA molde para la 

síntesis de RNAi hnt. La extracción se llevo a cabo siguiendo el protocolo de Shivani 

Gupta y Shabad Preet, 2012; con una ligera modificación en la muestra biológica, es 

decir, se utilizaron mosquitos adultos en vez de larvas para la extracción del DNA 

genómico: 

4.3.1 Se anestesiaron a cinco mosquitos a 4°C durante 15 minutos, luego se 

trituraron en 100 µl de buffer de lisis (Tris-HCl 100 mM pH 8.0, 0.5% SDS, 

NaCl 50 mM, EDTA 100 mM). 

4.3.2 El lisado se incubó por una hora a 55°C, y posteriormente se le aplicó 5 

µl de RNAsa 10 mg/ml y se mantuvo a temperatura ambiente durante 

20 minutos. 

4.3.3 Se agregó al lisado un volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilico 

(25:24:1) y se mezcló hasta formar una emulsión. 

4.3.4 La emulsión se incubó durante diez minutos a 55°C, y luego se 

centrifugó diez minutos a 10 000 rpm. 

4.3.5 La fase acuosa se recuperó en un tubo limpio, se agregó un volumen 

igual de cloroformo:isoamílico (24:1) y se mezcló. 

4.3.6 A la mezcla se le centrifugó diez minutos a 10 000 rpm para eliminar el 

rastro de fenol. 

4.3.7 La fase acuosa se recuperó y se precipitó del DNA con 2.0 volúmenes de 

NaCl 5 M y 2.5 volúmenes de etanol al 100% frío. 

4.3.8 Después de incubar toda la noche, se centrifugó a 12 000 rpm durante 

25 minutos para obtener la pastilla. 
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4.3.9 La pastilla se lavó con 500 µl de etanol al 70% y se centrifugó durante 

10 minutos a 10 000 rpm. 

4.3.10 Se recuperó y se dejó secar a la pastilla por 15 minutos a temperatura 

ambiente.  

4.3.11 Finalmente, se resuspendió en 100 µl de buffer T-10 (Tris-HCl 10 mM, 

pH 8.5) y se almacenó a -20°C hasta su uso.   

4.4  Obtención de RNAi de los genes: proteina verde fluorescente 

(GFP) y hnt 

Para la producción de RNAi in vitro se requirió de plantillas o molde de DNA. Para la 

obtención del fragmento DNA molde de GFP y hnt se realizaron dos rondas de PCR 

estándar, la primera con cebadores sin promotor y la segunda con cebadores con 

promotor.  

Para la producción  de RNAi in vitro se requirió plantillas o secuencias molde de DNA. La 

obtención de ambos fragmentos DNA molde GFP y hnt se obtuvieron mediante 

amplificación por PCR a partir de un plásmido donado a V. Valverde por Bruce M. 

Christensen  (Kato et al., 2006) y DNA genómico de moquitos, respectivamente. Al DNA 

molde  GFP y DNA se les agregaron las secuencias del promotor de la RNA polimerasa 

dependiente de DNA (DbRP) derivada del bacteriofago T7 y SP6 por medio de la 

amplificación con cebadores que poseen en su extremo 5´ esta secuencia promotor. 

Finalmente, se realizó la transcripción in vitro utilizando la actividad catalítica de estas 

polimerasas de RNA (Promega) (Fire et al., 1998; Xu et al., 2019). 
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Figura 9. Mapa del plásmido  pGEM-Teasy ((Promega, Madison, WI), que se utilizó para 

clonar la región de GFP (acceso de GenBank, U76561) (Kato et al., 2006).  

 

4.4.1. Obtención de DNA molde GFP por plásmido 
 

1. Se extrajo la secuencia molde de GFP a partir del plásmido pGEM-Teasy por 

medio de PCR punto final 

1.1.  Se utilizaron cebadores sentido y antisentido previamente diseñados en 

el laboratorio (GFP_F y GFP_R) para amplificar la secuencia molde. 

1.2.  Se amplificó la secuencia molde con los siguientes reactivos y 

condiciones de amplificación que se observan en la Tabla 1 y 2.  

2. Se visualizó el producto de PCR por medio de una electroforesis en gel de agarosa 

1.5% revelado con una solución de bromuro de etidio 5 mg/µl y TAE 10X. 
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Tabla 1. Concentraciones y cantidades para preparación de una reacción de 25 µl para 

PCR para amplificar el DNA molde GFP 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Condiciones PCR punto final para amplificar DNA molde GFP 

 

 

 

 

 

 

4.4.2. Obtención de DNA molde hnt por DNA genómico 
 

1. Se obtuvo la secuencia molde de hnt a partir del DNA genómico de A. albimanus 

(AALB003334) de la base Vectorbase.  

1.1.  Se utilizaron cebadores sentido y antisentido previamente diseñados en 

el laboratorio (Oligo 5280 y 8909) para amplificar la secuencia molde. 

1.2. Se amplificó la secuencia molde con los siguientes reactivos y condiciones 

de amplificación que se observan en la Tabla 3 y 4.  

2. Se visualizó el producto de PCR por medio de una electroforesis en gel de agarosa 

1.5% revelado con una solución de bromuro de etidio 5 mg/µl y TAE 10X. 

Buffer 5X Green Go Taq 5 µl 

MgCl2 25 mM 2 µl 

dNTPs 10 mM 0.5 µl 

Oligonucleótidos sentido y antisentido 4 pmol/ µl 1 µl / cada cebador 

Polimerasa Go Taq 0.25 µl 

Agua grado biología molecular 11.25 µl 

DNA (Stock 1ng/ µl) pGEM-Teasy 4 µl 

Condiciones de amplificación PCR punto final 

Temperatura de Desnaturalización 94°C / 2 min 

Temperatura de alineamiento 55°C / 15 seg 

Temperatura de elongación 72°C / 30 seg 

Número de ciclos 35 
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Tabla 3. Concentraciones y cantidades para preparación de una reacción de 25 µl para 

PCR para amplificar DNA molde hnt. 

 

 

 

  

 

 

 

Tabla 4. Condiciones PCR punto final para amplificar DNA molde GFP. 

 

 

 

 

 

 

4.4.3. Adición de la secuencia promotor T7 al extremo 5´ de los cebadores sentido y 

antisentido 
 

La secuencia del promotor de la DbRP derivada del bacteriofago T7 se añadió a las 

cadenas sentido y antisentido del DNA molde GFP en la segunda ronda de amplificación 

por PCR punto final como se observa en la figura 10. La secuencia del promotor se 

encuentra en el extremo 5´ de los cebadores que se utilizaron para la obtención de las 

plantillas de DNA. Una vez que se obtuvo la secuencia molde, se añadió la secuencia 

promotor por medio de la técnica de PCR para su posterior transcripción in vitro.  

4.4.3.1. El producto de la primera ronda de PCR para obtención del DNA molde de 

GFP se utilizó para la reacción de PCR con las mismas cantidades y 

Buffer 5X Green Go Taq 5 µl 

MgCl2 25 mM 2 µl 

dNTPs 10 mM 0.5 µl 

Oligonucleótidos sentido y antisentido 8 pmol/ µl 0.5 µl / cada cebador 

Polimerasa Go Taq 0.25 µl 

Agua  grado biología molecular 15.25 µl 

DNA genómico mosquito (2ng/ µl)  1 µl 

Condiciones de amplificación PCR punto final 

Temperatura de Desnaturalización 94°C / 2 min 

Temperatura de alineamiento 60°C / 15 seg 

Temperatura de elongación 72°C / 30 seg 

Número de ciclos 35 
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concentración de la Tabla 1. En esta ronda se realizaron dos reacciones con 

los mismos cebadores de la primera ronda de PCR con los cebadores que 

contienen la secuencia del promotor T7 como se indica en la tabla 5 y en la 

figura 10.  

4.4.3.2. Las condiciones de amplificación por PCR que se programaron en el 

termociclador fueron las mismas de la Tabla 2, con la diferencia que se 

utilizaron dos temperaturas de alineamiento a diferentes ciclos (10 + 25 

ciclos a 55°C y 60°C, respectivamente).   

4.4.3.4. El producto se visualizó por medio de una electroforesis en gel de agarosa 

1.5% revelado con una solución de bromuro de etidio 5 mg/µl y TAE 10X.  

 

Tabla 5. Oligonucleótidos y producto PCR de la primera ronda de amplificación descrita 

en la sección 4.4.1 utilizados en las dos reacciones de PCR que sirven para añadir la 

secuencia T7 a la secuencia molde DNA de GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Adición de la secuencia promotor T7 a las cadenas sentido y antisentido. 

Oligonucleótidos Cantidad de DNA a amplificar 

GFP_pT7F + GFP_R 1 µl de producto de PCR 0.4 pGEM-Teasy 

GFP_pT7R + GFP_F 1 µl de producto de PCR 0.4 pGEM-Teasy 
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La visualización en gel de agarosa 1.5% dio como resultado una sola banda para la 

sencuencia de antisentido con el promotor T7 y bandas inespecíficas para la secuencia 

de sentido con el promotor T7. La reacción de PCR de la secuencia de sentido con el 

promotor T7 se repitió con un cambio en los ciclos de amplificación (6 + 24 ) con las 

mismas temperaturas de alineamiento programadas con anteriodad para cada ronda. 

Una vez estandarizadas, las reacciones de PCR para la obtención de DNA molde con la 

secuencia promotor T7 en las cadenas de DNA  sentido y antisentido se escalaron a 250 

µl y se utilizaron para la purificación.  

4.4.4. Purificación de los productos de PCR de la secuencia molde GFP 
 

La purificación para el molde de GFP con el promotor en su extremo 5´ de la cadena  

antisentido se realizó directamente por columna Zymo-Spin aplicando el método de 

purificación y concentración de DNA de alta calidad de ZYMO RESEARCH. El mismo 

método de purificación se utilizó para el DNA GFP que contenía el promotor en su 

cadena sentido; con un paso extra debido que se extrajo el fragmento a partir del gel de 

agarosa, ya que se visualizó una banda inespecífica de mayor tamaño que la banda de 

interés.  

De manera similar se adicionaron las secuencias del promotor T7 en las cadenas sentido 

y antisentido de las secuencia molde de hnt. Así mismo, se purificó de manera directa 

por columna Zymo-Spin para proceder a la transcripción in vitro.  

4.4.5. Transcripción in vitro de las dobles cadenas de RNA de GFP y hnt 
 

La síntesis de dsRNA del gen control (GFP) y gen de interés (hnt) se realizó siguiendo el 

protocolo T7 RiboMAXTM Express RNAi System de Promega, con modificaciones de 

acuerdo con estandarizaciones establecidas en el laboratorio. El procedimiento inició 

con muestras del gen de interés que contienen la secuencia promotor T7 en sus cadenas 

sentido y antisentido en sus extremos 5´. 

1. Se realizó la transcripción in vitro por 6 horas para las cuatro muestras (sentido y 

antisentido). Se sometieron a un tratamiento de DNasa por 30 min.  

2. Después a un tratamiento de purificación con acetato de amonio y precipitación con 

etanol. Posteriormente, as muestras de RNA se cuantificaron.  
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3. Una vez cuantificadas las muestras se hibridaron en relación 1:1 por 5 minutos a 

temperatura de ebullición.  

4. El RNAi de GFP y hnt se resuspendieron en agua grado biología molecular (en total 

fueron cuatro muestras, dos para hnt y dos para GFP para la hibridación de RNAi). 

5. Finalmente  se realizaron alicuotas y se guardaron a -80°C.  

 

 

Figura11. Esquema general para la síntesis de RNA de doble cadena (dsRNA o RNAi) 

 

4.5. Microinyección de RNAi de GFP y hnt a mosquitos para 

silenciamiento génico 

1. Se escogieron solamente mosquitos lo suficientemente robustos para soportar 

el proceso de microinyección. 

2. Se microinyectaron 300 ng de RNAi (control y hnt) en el tórax de mosquitos 

divididos en grupos de 5 mediante un sistema de microinyección montado en el 

laboratorio (Figura 11 y 12), y se diseccionaron sus intestinos a las 24 horas 

posteriores a la microinyección. 

3. Se repitió el proceso de perfundir a los mosquitos con 500 ng de RNAi 

aumentando el tiempo de disección de intestinos a 72 horas, con la finalidad de 

aumentar el porcentaje de silenciamiento.  
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4. Finalmente, se microinyección 500 ng a los mosquitos y después de 24 horas del 

procedimiento, se diseccionaron a los mosquitos para obtener los 5 intestinos 

por grupo. Estos se conservaron en 50 µl de RNA later a -80°C hasta su uso.  

Las cantidades de RNAi y mosquitos utilizados para el proceso de silenciamiento para se 

observa a continuación: 

Tabla 6. Cantidades de RNAi y mosquitos utilizados para el proceso de microinyección. 

Se muestran las condiciones que se aplicaron para determinar el porcentaje óptimo de 

silenciamiento de hnt para analizar su efecto sobre la respuesta inmune innata de los 

mosquitos. 

 

 

 

Figura 12. Sistema de microinyección. Las partes que componen a este sistema son: la 

microaguja para microinyectar, el sujetador de mosquitos conectado a una bomba de 

vacío, el micromanipulador para mover la microaguja y la jaula para los mosquitos 

microinyectados. 

 

RNAi Cantidad RNAi 
Cantidad de 
mosquitos 

Tiempo 
transcurrido 

RNAi GFP y hnt 300 ng 10 24 h 

RNAi GFP y hnt 500 ng 10 24 h 

RNAi GFP y hnt 500 ng 10 72 h 
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Figura 13. Proceso de perfusión o microinyección en el tórax de mosquito A. 

albimanus. 

 

4.6. Extracción de RNA total, cuantificación y síntesis de cDNA 
 

Se obtuvo RNA total de los 5 intestinos de mosquitos microinyectados con RNAi 

control y hnt mediante el siguiente protocolo por fenol-cloroformo: 

1. Se centrifuga la muestra de intestinos que se preservaron en RNA later a 5000 

rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C. 

2. Se retira el sobrenadante y se agregan 150 µl de trizol. 

3. Los intestinos se maceraron con un pistilo, luego se agregaron 600 µl y 200 µl de 

trizol y cloroformo, respectivamente. Esto se mezcló por inmersión y se incubó 

por 5 minutos. 

4. Las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C. 

5. La fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y se agregaron 400 µl de 

isopropanol. Se dejó precipitar toda la noche a -80°C. 

6. Se centrifugó la muestra a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C, y se descartó 

el sobrenadante. 

7. La pastilla se lavó en 750 µl de etanol al 80% mediante inmersión. 

8. Se centrifugó a 14 000 rpm durante 5 minutos a 4°C. 

9.  La pastilla se deja secar a temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos, se 

resuspende en agua libre de RNAsas y se cuantifica para luego proceder a la 

síntesis de cDNA. El RNA se cuantificó por medio del espectrofotómetro 

NanoDrop™ Lite de Thermo Scientific™.  
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A partir del RNA total se sintetizó cDNA para llevar a cabo la verificación del 

silenciamiento en la expresión de hnt mediante qPCR. Para la síntesis de cDNA se 

requirió 1 µg de RNA total de intestinos.  El cDNA se obtuvo a partir de la reacción de 20 

µl que se muestra en la tabla 7.  

 

 

Tabla 7. Reactivos y cantidades para la reacción de síntesis de cDNA 

 

 

 

 

 

 

 

4.7. Cuantificación relativa por PCR en tiempo real  
 

La cuantificación relativa por qPCR se realizó para observar la expresión relativa de los 

genes de interés para este estudio que fueron: hnt, gambicina, cecropina y atacina.  

El silenciamiento de hnt se verificó mediante retrotranscriptasa reversa qPCR (RT-qPCR).  

Se obtuvo el cDNA a partir del RNA total de intestinos de mosquitos microinyectados 

que sobrevivieron 24 horas (mosquitos silenciados). Para visualizar la expresión de los 

genes se utilizó el sistema de detección de QIAGEN mediante PCR en tiempo real. Para 

la realización de la qPCR se necesitaron cebadores dirigidos para la amplificación de hnt 

a partir del genoma AALB003334, diseñados previamente en el laboratorio de la Dra. 

Verónica Valverde en el Instituto Nacional de Salud Pública (Contreras-Garduño, et al., 

2015) .Así como cebadores para el control interno S7 , que es utilizado como gen de 

referencia para qPCR. Este codifica para una proteína ribosómica RPS7 que es un 

componente de la subunidad 40S en células eucariotas (Na et al., 2021). El gen S7 se ha 

Go Scrept Reaction Buffer oligo dt 4 µl 

GoScript Enzyme 2 µl 

RNA total (1 µg/µl) 1 µl 

Agua libre de RNAsas 13 µl 

Total volumen de reacción 20 µl 
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documentado como un gen idóneo para normalizar datos de la expresión relativa de 

genes de Anopheles (Liew et al., 2017;Claudio-Piedras et al., 2020; Condé et al., 2021). 

En el termociclador Rotor Gene Q de QIAGEN se colocaron las muestras que fueron los 

grupos silenciados y no silenciados por duplicados técnicos con sus respectivos controles 

internos S7 y un control externo con agua grado biología molecular (tabla 8).  

Los oligonucleótidos S7 para la normalización de la cuantificación relativa de la 

expresión de genes están dirigidos al gen para la proteína ribosomal S7 (Beltran-Juárez 

A., Tesis de Maestría en preparación; Beltrán y Valverde, manuscrito en preparación). 

Para la detección de la expresión relativa del gen hnt de A. albimanus se utilizaron 

cebadores dirigidos al gen AALB003334 (Contreras-Garduño, et al., 2015).  

En las preparaciones de las reacciones para qPCR de 10 µl se utilizaron lo siguiente: TB 

Green Advantage qPCR Premix (2X) para detección de la señal de amplificación del 

gen hnt, oligonucleótidos de sentido y antisentido a una concentración de 2.0 pM y 

cDNA en dilución 1/10 y agua grado biología molecular. Las condiciones de amplificación 

fueron  

Tabla 8. Orden de las muestras colocadas en el termociclador Rotor Gene Q. Se 

visualizan los dos grupos de muestras de cDNA obtenidas a partir del intestino medio de 

mosquitos silenciados (microinyectados con RNAi de hnt) y no silenciados 

(microinyectados con RNAi de GFP), con sus respectivos controles internos y externos. 
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Tabla 9. Condiciones de programa de qPCR para hnt, S7, gambicina, cecropina y atacina. 

 

4.7.1. Cálculos de normalización por medio del método delta delta Ct  
 

A continuación, se muestra el cálculo para la obtención del porcentaje de “Atenuación” 

a partir de los Ct adquiridos de la amplificación de las muestras de cDNA de mosquitos 

silenciados y no silenciados:  

1. Una vez obtenidos los datos de Ct de las muestras de mosquitos silenciados y 

no silenciados se realizó una normalización de los datos con los datos del gen 

de interés y el gen normalizador S7 tabla 10 y 11).  

 

Tabla 10. Datos de Ct de la amplificación de hnt a partir de muestra de cDNA de 

mosquitos silenciados. 

  Oligo Ct Ct mean Sq std.Dev 

dsHNT Hnt 30.58 
30.47  0.16  dsHNT Hnt 30.35 

AGUA hnt NA   

dsHNT S7 19.34 
19.56  0.31  dsHNT S7 19.78 

AGUA S7 35.13 35. 13  

 

Gen 

Oligonucleótidos 

sentido y 

antisentido 

Temperatura/tiempo 

1 ciclo 40 ciclos 

Inicial Desnaturalización Alineamiento Elongación 

hnt 
Aal_Hnt_2F 

Aal_Hnt_2R 
94°C/30s 94°C/30seg 60°C/30seg 72°C/30seg 

S7 
S7_F 

S7_R 
94°C/30s 94°C/30seg 60°C/30seg 72°C/30seg 

Gambicina 
AalbGamF2 

AalbGamR2 
94°C/2min 94°C/30seg 57°C/30seg 72°C/30seg 

Cecropina 
AalCec1 F 

AalCec1 R 
94°C/2min 94°C/30seg 57°C/30seg 72°C/30seg 

Atacina 
AalbAttF2 

AalbAttR2 
94°C/2min 94°C/30seg 57°C/30seg 72°C/30seg 
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Tabla 11. Datos de Ct de la amplificación de hnt a partir de muestra de cDNA de 

mosquitos no silenciados. 

  Oligo Ct Ct mean Sq std.Dev 

dsGFP Hnt 26.2 
25.97 0.31 

dsGFP Hnt 25.75 

AGUA Hnt NA   

dsGFP S7 19.39 
19.58 0.27 

dsGFP S7 19.77 

AGUA S7 NA   

 

2. El delta Ct de las muestras de los mosquitos silenciados y no silenciados se 

obtiene con la siguiente formula: 

ΔCt  = Ct(gen hnt) − Ct(gen S7) 

3. Después, con este método se compararon las diferencias entre las muestras de 

los mosquitos silenciados y no silenciados 

ΔΔCt = ΔCt(Silenciado) − ΔCt(No silenciado) 

4. El cálculo de la variación de la expresión génica entre las dos muestras 

comparadas se realizó mediante la siguiente fórmula: 2 -ΔΔCt , donde 2 es la 

eficiencia, que se fija en el 100 %. 

5. Finalmente, para calcular el porcentaje de “Atenuación” se aplicó la siguiente 

formula: 

% KD = (1 –  2 -ΔΔCt ) × 100 

4.8. Reto inmunológico en mosquitos con silenciamiento  

Para realizar el reto inmunológico en mosquitos silenciados se realizó el siguiente 

procedimiento: 

1. Se microinyectaron un volumen de 0.5 µl que contuvieron 500 ng RNAi hnt y 

control (GFP) en el tórax de 5 mosquitos por grupo (dos grupos en total). 

2. Luego de 24 horas, se aplicó una segunda perfusión a mosquitos silenciados y 

control. Se les microinyectaron 0.5 µl de bacterias Micrococcus luteus (muertas 

por calor a una concentración de 5x107 ufc/µl) en el tórax de los mosquitos  
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3. Tres horas después, se anestesiaron en frío por 10 minutos para proceder con la 

disección del intestino, túbulos de Malpighi, ovarios, tórax, cuerpo graso y 

cabeza. Los órganos extraídos se resuspendieron en 50 µl de RNA later y se 

almacenaron a -80°C.   

El reto inmunológico se realizó con la finalidad de ver el efecto de la atenuación del gen 

hnt en la expresión relativa de genes inmunidad como gambicina y cecropina mediante 

qPCR:  

Gambicina es un péptido antimicrobiano que se ha reportado que puede matar 

bacterias gram positivas y gram negativas. Este péptido se ha observado que se 

encuentra inducido en las etapas temprana y tardía de la infección por malaria natural. 

La infección por bacterias y por Plasmodium spp activan las vías de defensa como Toll e 

Imd NF-κB, los cuales provocan que factores de transcripción se transloquen al núcleo y 

haya la liberación de PAM (Vizioli et al., 2001; Clayton et al., 2014).  

Las cecropinas pertenecen al grupo de PAM principales que actúan contra bacterias, 

hongos y protozoos en el sistema inmune innato de mosquitos. Estas poseen actividad 

lítica y atacan a bacterias gram positivas y gram negativas. Además, que se encuentran 

activadas en el organismo del mosquito, así como sucede en el caso de gambicina, 

durante la activación de las vías Toll e Imd (Clayton et al., 2014; Santos et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

5. Resultados 

5.1. Identificación del ortólogo del gen hnt en el genoma de A. albimanus 

 

5.1.1. Búsqueda in sillico del gen hnt en el genoma de D. melanogaster 
 

En la base de datos Flybase para la mosca de la fruta, se encuentra el gen hnt como 

Dmel/peb con ID de referencia FBgn0003053, junto a una descripción de sus funciones. 

Este gen está relacionado a diferentes funciones moleculares, procesos biológicos y 

componentes celulares. Es un factor de transcripción de unión al DNA debido a sus 

dominios dedos de Zinc, específico de la RNA polimerasa II (RNApol II); y tiene actividad 

de unión a DNA en la región reguladora en cis de la RNApol II. También, Flybase aglomera 

información acerca de su localización genómica como se puede apreciar en la tabla 12 y 

en el figura 15. 

 

Tabla 12. Búsqueda en Flybase y Vector base. Datos del mapa genético del gen hnt de 

D. melanogaster y A. albimanus. 
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Figura 15. Mapa genómico de D. melanogaster. Se visualizan las características 

mostradas en la tabla 12, regiones del gen hnt (también conocido como peb o pebbled) 

como las secuencias codificantes, los dos RNA mensajeros, sus dos secuencias 

codificantes (CDS) y sus transcritos (Obtenido de Flybase). 

 

5.1.2. Gen ortólogo de hnt en A. albimanus y A. gambiae 

 

Una vez que se identificó el gen hnt en el genoma de D. melanogaster, se localizaron sus 

genes ortólogos en A. gambiae y A. albimanus en la base de datos Vectorbase. Con las 

secuencias proteicas descargadas de Vectorbase se realizó un alineamiento de proteínas 

mediante el Software CLC Main Workbench 8, en el que aprecia la similitud de Hnt entre 

los organismos mencionados (figura 16). Además, que se encontró reportado en la base 

de datos que este gen se encuentra conservado en el núcleo de las células de dichas 

especies.  
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Figura 16. Alineamiento de proteinas HNT entre D. melanogaster, A. gambiae y A. 

albimanus mediante Software CLC Main Workbench 8. Se indica que las secuencias 

tienen regiones conservadas, y el análisis por servidor de alineamiento multiple de T-

COFFEE muestra un porcentaje de identidad de 69% entre D. melanogaster 

(FBtr0070680) y A. albimanus (AALB003334-RA), y 89% entre A. albimanus 

(AALB003334-RA) y A. gambiae (AGAP000984-RA), lo cual implica que estas proteinas 

son homólogas entre las tres especies. Se realizó una PCR in silico utilizando Software 

CLC Main Workbench 8 que mostró que los oligos para la amplificación del fragmento 

del gen hnt (figura 15) para el molde de DNA solo reconocen al gen AALB003334 (código 

Vectorbase).  y no se unen a ningún otro locus.  

 

Figura 17. Representación de la región del gen AALB003334, del cual se obtuvo la 

secuencia de DNA hnt para la síntesis de RNAi (Toscano y Valverde manuscrito en 

preparación).  
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5.2. Síntesis de RNAi  

Para la síntesis de RNAi se obtuvieron fragmentos de DNA molde para hnt y GFP. Para 

hnt se extrajo DNA genómico de intestino de mosquitos adultos de 3 a 5 días de edad, y 

en el caso del DNA molde de GFP, se obtuvo la secuencia de interés a partir del plásmido 

pGEM-Teasy por PCR. Posteriormente, se añadieron los oligonucleótidos a las cadenas 

sentido y antisentido que contienen la secuencia promotor de la RNA polimerasa del 

fago T7 en sus extremos 5´ de los moldes de DNA para hnt y GFP (Figura 15). Estas 

secuencias fueron usadas para sintetizar 90ug y 80ug de RNAi de GFP y hnt, 

respectivamente, con la intención de llevar a cabo el proceso de microinyección a 

mosquitos.  

Cabe aclarar que los DNA molde se prepararon de manera separada para obtener dos 

secuencias promotor en las cadenas sentido y antisentido del DNA de doble cadena. De 

manera similar se obtuvo para los DNA molde para hnt (figuras 18 y 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 18.  Productos de PCR de la primera y segunda ronda de amplificación por PCR 

para la obtención del DNA molde GFP. Los fragmentos obtenidos se visualizaron en 

geles de agarosa 1.5%. A).  1.  10 μL de marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder 

(Thermo Fisher). 2. 8 μl del producto de PCR que contiene el fragmento de DNA molde 

de GFP. B). 1. 10 μl de marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). 2. 8 

μl de producto de PCR de DNA molde GFP con el promotor T7 amplificado en su extremo 
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5´de la cadena sentido. 3. 8 μl de producto de PCR de DNA molde GFP con el promotor 

T7 amplificado en su extremo 5´de la cadena antisentido.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  Productos de PCR de la primera y segunda ronda de amplificación por PCR 

para la obtención del DNA molde hnt. Los fragmentos obtenidos se visualizaron en geles 

de agarosa 1.5%. A).  1.  10 μL de marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher). 2. 8 μl del producto de PCR que contiene el fragmento de DNA molde de hnt. B). 

1. 10 μl de marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher). 2. 8 μl de 

producto de PCR de DNA molde hnt con el promotor T7 amplificado en su extremo 5´de 

la cadena sentido. 3. 8 μl de producto de PCR de DNA molde hnt con el promotor T7 

amplificado en su extremo 5´de la cadena antisentido.   
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5.3. Microinyección de mosquitos con RNAi  

 

En la tabla 13, se pudo apreciar los grupos experimentales que se utilizaron para el 

proceso de microinyección del RNAi, de los cuales se obtuvieron distintos porcentajes 

de silenciamiento como se observa en el apartado de análisis génico. El porcentaje de 

silenciamiento fue del 55% y 0% para grupos de mosquitos inyectados 300 ng y 500 ng 

con un tiempo transcurrido de 24 y 72 horas (se recuperó la expresión del gen 

comparado con el control), respectivamente. El porcentaje de atenuación de hnt fue 

mejor en un tiempo transcurrido de 24 horas con la introducción de 500 ng de RNAi. Por 

ello, en total para el grupo con mejor porcentaje de silenciamiento hubo 20 mosquitos 

inyectados (cuatro grupos de cinco mosquitos cada uno inyectados con 500 ng RNAi: 

control y hnt) para el silenciamiento génico y el reto inmunológico (Tabla 13). Los diez 

primeros mosquitos se utilizaron para obtener el silenciamiento de hnt con su respectivo 

control, en el que se observó su efecto a las 24 horas postratamiento. Los otros diez 

mosquitos se les aplicó una segunda inyección con bacterias muertas para realizar el 

reto inmunológico.  

Cabe resaltar que a los mosquitos con 300 ng y 500 ng de RNAi introducidos en su 

organismo no se aplicó el reto inmunológico en un tiempo transcurrido postratamiento 

de 24 horas y 72 horas, respectivamente. Entonces, se decidió hacer los experimentos 

siguientes con 500 ng que dio el mejor resultado de silenciamiento a las 24 horas.  

 

Tabla 13. Cantidad total de mosquitos utilizados para el procedimiento de 

silenciamiento y reto inmunológico. 

 

 

 

Luego de 24 horas después de la microinyección se obtuvieron los intestinos de todos 

los grupos de mosquitos sobrevivientes. Sin embargo, en el caso de los mosquitos con 

reto inmunológico se diseccionaron los intestinos después de tres horas de la 

RNAi 
Número de mosquitos inyectados 

Silenciamiento Reto inmunológico 

RNAi GFP (control) 5 5 

RNAi hnt (gen blanco) 5 5 
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microinyección con bacterias muertas. De donde, se extrajo el RNA total (1.0 µg a 3.0 µg 

a partir de tres a cinco intestinos) para la posterior síntesis de cDNA a partir de 1.0 µg 

de RNA como se explicó en el apartado de metodología.  

5.4. Análisis de la expresión de genes  

Se visualizó la expresión relativa de cuatro genes de interés (hnt, S7, gambicina, y 

cecropina). La expresión del gen hnt se analizó para verificar el silenciamiento y el 

porcentaje de “atenuación”. Además, que para analizar el efecto de bloqueo del proceso 

de endorreplicación sobre la respuesta inmune del mosquito se retaron con bacterias 

Micrococcus luteus y se obtuvieron sus intestinos para la extracción de RNA y síntesis de 

cDNA. Luego, se observó la expresión relativa de genes de inmunidad como gambicina 

y cecropina por medio de RT-qPCR en el grupo de mosquitos silenciados y no silenciados.  

5.4.1. Análisis de la expresión relativa del gen hnt a partir del intestino de 

mosquitos silenciados. 
 

Para la obtención de la expresión relativa del gen hnt por qPCR se realizaron diluciones 

de 1/10 para los cDNA obtenidos de las dos condiciones experimentales: RNA de 

intestinos de mosquitos silenciados sin y con reto inmunológico, y sus respectivos 

controles.  

De acuerdo al manual de Applied biosystem, los datos obtenidos por la detección del 

ciclo umbral (Ct) mostraron una buena precisión de los ensayos de qPCR, debido a que 

cada muestra con su respectiva replica tuvo un valor de desviación estándar menor igual 

a 0.3. Este valor según el manual se encuentra en los factores que afectan a la precisión 

de la qPCR para la realización de la cuantificación relativa de la expresión génica.  

Se realizaron análisis de cuantificación relativa de los genes hnt, S7, gambicina, y 

cecropina, a partir de intestinos de los mosquitos inyectados con RNAi GFP y hnt que se 

muestran en la tabla 14. Por medio de estos, se verificó la expresión y el silenciamiento 

del gen hnt en intestinos extraídos de mosquitos previamente inyectados con RNAi. El 

silenciamiento de hnt fue necesario verificarlo para continuar con el análisis del efecto 

de su baja expresión en la respuesta inmune innata de los mosquitos. 
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En los resultados de las expresiones relativas de las condiciones mostradas en la tabla 

13, se resalta que el segundo grupo obtuvo el más alto porcentaje de silenciamiento que 

fue del 96% de acuerdo con los datos obtenidos del ensayo de qPCR normalizado con el 

gen ribosomal S7; los valores de la expresión relativa se calcularon utilizando el método 

delta delta Ct (Tabla 14 y Figura 18).  Por lo tanto, el RNAi introducido al organismo del 

mosquito provocó la disminución del más del 90% la expresión de hnt, por lo que se 

verificó el éxito del tratamiento con RNAi.  

Tabla 14. Porcentaje de silenciamiento obtenido a las 24 horas y 72 horas con diferentes 

cantidades de RNAi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Visualización del nivel de silenciamiento génico del gen hnt del intestino de 

mosquitos A. albimanus. Expresión relativa para mosquitos inyectados con 500 ng RNAi 

GFP (control) y RNAi hnt con valores de 1 y 0.04, respectivamente. Los datos del grupo 

silenciado presentan una desviación estándar de 0.02. 

RNAi Tiempo transcurrido Porcentaje de silenciamiento 

300 ng 24 h 55% 

500 ng 24 h 96% 

500 ng 72 h 0% 
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5.4.2. Efecto del silenciamiento de hnt sobre la expresión de genes de 

inmunidad 
 

En la figura 20 y tabla del anexo 4, el grupo control representa a intestinos de mosquitos 

que fueron inyectados con RNAi GFP y tratados con un reto inmunológico La expresión 

del gen gambicina se observó 34 veces más a comparación del grupo silenciado. El grupo 

silenciado consistió en intestinos de mosquitos silenciados con RNAi hnt con reto 

inmunológico con M. luteus. El grupo silenciado mostró un valor 0.06 en su expresión 

relativa. Estos valores muestran que existe un efecto en la expresión relativa del gen de 

inmunidad gambicina cuando al gen hnt se le atenúa. Los datos de Ct fueron 

normalizados con el gen ribosomal S7 y la expresión relativa se calculó mediante del 

método delta delta Ct comparando grupos no silenciados y silenciados sin y con reto 

inmunológico (datos mostrados en la sección de Anexos).  

El resultado de la expresión de gambicina señala que existe un efecto negativo de hnt 

sobre este gen de inmunidad cuando se reta a los mosquitos con bacterias M. luteus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Expresión relativa del gen de inmunidad gambicina. El gen gambicina 

muestra una expresión de 34 y 0.06 con valores de desviación estándar de 2.3 y 0.014 

para control y silenciado, respectivamente.   
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Para cecropina se puede observar el mismo patrón de efecto cuando está atenuada la 

expresión relativa del gen hnt, donde, los intestinos de mosquitos silenciados con reto 

inmunológico con M. luteus mostraron una baja expresión a comparación del grupo 

control de mosquitos no silenciados con reto (figura 21 y tabla anexo 4). Así mismo, los 

datos de Ct de la qPCR fueron normalizados con el gen de control interno S7, y su 

expresión relativa fue calculada con el método de delta delta Ct.  

Hay un incremento más de 11 veces más en el grupo de mosquitos no silenciados a 

comparación del grupo de silenciados. Por lo tanto, este resultado señala que al igual 

que gambicina, el silenciamiento en la expresión relativa de hnt tiene un efecto negativo 

sobre la expresión del gen de inmunidad cecropina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22.  Expresión relativa del gen de inmunidad cecropina. El gen cecropina 

muestra una expresión de 11.63 y 0.19 para control y silenciado, respectivamente; 

con valor de desviación estándar de 2.5 para control y 0.035 para silenciado. 
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6. Discusión 
 

Identificar el gen ortólogo de hnt de Drosophila melanogaster en el genoma de A. 

albimanus fue el paso inicial para la validación de cebadores y la obtención del RNAi. Por 

definición, los genes al ser ortólogos cumplen funciones idénticas en diferentes 

organismos, sin embargo no están implicitas: la conservación de la secuencia, la 

estructura y el contexto genómico (Fang et al., 2010). Los genes ortólogos se han 

utilizado para transferir la información de las funciones de genes reportados y 

caracterizados en organismos modelos a genes no caracterizados en genomas 

relativamente recién secuenciados. Aunque, hay casos en que no necesariamente se 

conserva la función del gen (Gabaldón y Koonin, 2013). El conocimiento de la secuencia 

ortóloga de hnt en A. albimanus de D. melanogaster permite un acercamiento de cómo 

podría actuar este gen en un organismo u otro. El alineamiento de un gen con su 

ortólogo ayuda al diseño de cebadores y por ende, aumentar el éxito de la amplificación 

de la secuencia de la región de interés (Yoon & Leitner, 2015). Además, es posible asumir 

en qué organos u tejidos se expresa si se conoce en donde está expresando hnt en D. 

melanogaster y la posible función que cumple en A. albimanus (Kim et al., 2020). 

Para la obtención de RNAi se necesitó una secuencia molde de DNA para el  gen hnt de 

A. albimanus, en la cual se agregaron en ambos extremos 5´ de las cadenas sentido y 

antisentido. Es importante tomar en cuenta que la secuencia molde a amplificar debe 

ser específica para los cebadores, por ende, estos estuvieron alineados con la secuencia 

(Anil Kumar y Chordia, 2015). Además, que la secuencia plantilla no debe poseer una 

homología completa con otros genes dentro del genoma de A. albimanus. De este modo 

el RNAi es específico para el gen a silenciar. La plantilla molde DNA que se obtuvo fue 

de 396 pb, el cual se encuentra en el tamaño óptimo de acuerdo al rango del protocolo 

T7 RiboMAX™ Express RNAi System de Promega de aproximadamente 200 a 2000 pb. El 

tamaño del fragmento molde depende del protocolo de síntesis de RNAi, generalmente 

se apunta a fragmentos de 300 a 600 pb. El rango de tamaño óptimo observado en 

distintos protocolos es de 100 a 1000 pb, determinado por la eficiencia de la reacción 

de síntesis de RNA (Kulkarni et al., 2006; Catteruccia & Levashina, 2009; Lamacchia et 

al., 2012).    
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La síntesis de RNAi se realizó con la finalidad de bloquear el proceso de endorreplicación 

en el intestino de A. albimanus por medio del silenciamiento de hnt. La endorreplicación 

como se mencionó es una variante al proceso del ciclo celular canónico, en el que el 

material genético se replica sin entrar a mitosis (Edgar & Orr-Weaver, 2001;Edgar et al., 

2014). La hipótesis del presente proyecto indica que el endociclo está involucrado con 

la respuesta inmune innata en mosquitos A. albimanus.  Debido que, se ha reportado el 

cambio en la cantidad de DNA dentro del organismo del insecto cuando se expone a 

diferentes patógenos (Herrera-Ortiz et al., 2011; Contreras-Garduño et al., 2015). La 

cantidad de DNA se ve aumentada debido a la liberación de proteínas efectoras, en las 

cuales se incluyen a los PAM. Los peptídos antimicrobianos como atacina, cecropina y 

gambicina se han reportado que su expresión se encuentra aumentada en el intestino 

medio de A. albimanus durante la infección por Plasmodium berghei (Herrera-Ortiz et 

al., 2011).  

Por otro lado, los PAMs se han utilizado para estudiar la cinética bifásica que se visualizó 

en la inducción del “priming” inmunológico mediante RT-PCR, donde aumentaron su 

expresión ante una segunda exposición con el mismo parásito a comparación del primer 

reto inmunológico.  Además, que se encontró al gen hnt coexpresado durante la 

infección con el parásito (Contreras-Garduño et al., 2015). Estos resultados demostrados 

en investigaciones previas al presente estudio, dieron lugar que se planteen nuevos 

objetivos que ayuden a entender la inmunidad del mosquito del género Anopheles. El 

aumento de la expresión relativa de los PAMS ante un reto inmunólogico, ayudó que se 

tenga una estimación basal a lo que ocurre cuando el mosquito se enfreta a un 

patógeno. Como se explicará más adelante la sobre expresión de estos genes de 

inmunidad fueron el control para corroborar que el gen hnt interviene en la 

transcripción de estos, ya que se observó que su disminución provocó que gambicina y 

cecropina no aumenten su expresión relativa ante la exposición de bacterias.  

El silenciamiento de hnt interfiere con la endorreplicación porque este gen es un factor 

de transcripción clave para este proceso (Sun & Deng, 2007). El gen hnt codifica para la 

proteína Hnt, la cual posee funciones importantes en el organismo del mosquito. La 

función de interés para este estudio es su participación en la regulación en la vía de 

señalización Notch, ya que es un regulador relevante en la transición de la fase G2 a 
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mitosis para que las células puedan entrar a endociclo (Jia et al., 2014). La disminución 

del mRNA de hnt problamente redujo la funcionalidad de la proteína Hnt.  Aunque no 

se realizó el analisis de la concentración de proteína por western blot, debido a la 

inexistencia de anticuerpos para Hnt de A. albimanu. Se asume que el silenciamiento del 

gen afectó posiblemente a la función proteíca, ya que se observó el efecto sobre los 

genes de inmunidad del sistema innato del mosquito cuando se retan con bacterias. 

El RNAi es un proceso biológico que degrada el RNA mensajero debido a la presencia de 

RNAi. Este proceso cumple funciones importantes dentro del organismo huésped como 

por ejemplo en la defensa contra virus de RNA, así como, en la regulación génica 

transcripcional y postranscripcional. La tecnología del RNAi se ha utilizado para inducir 

el silenciamiento génico de un gen blanco con la finalidad de explicar su funcionalidad 

(Han, 2018; Xu et al., 2019). El mecanismo del RNAi actúa cuando el RNAi ingresa a una 

célula y efectúa su propósito de degradación del mRNA postranscrionalmente. El RNAi 

es reconocido por una RNAsa llamada Dicer que divide al RNAi en fragmentos cortos, 

que a su vez se unen a un complejo conocido como RISC. Luego, solo la hebra antisentido 

unido a RISC ingresa al núcleo para ensamblarse en el mRNA complementario para 

degradarlo (Balakrishna Pillai et al., 2017a).  

Esta tecnología se ha aplicado para el control de enfermedades transmitidas por 

mosquitos, sin embargo, aún continúa en desarrollo para alcanzar su eficacia en campo 

para control de vectores. En este contexto, se ha utilizado el RNAi en productos génicos 

que están involucrados en procesos biológicos claves para la supervivencia, fertilidad, 

comportamiento y estado del mosquito (Airs & Bartholomay, 2017). El RNAi in vitro es 

una de las técnicas de preferencia para caracterizar las funciones de nuevos genes. Las 

caracterizaciones de las interacciones de A. gambiae-Plasmodium falciparum se han 

realizado por medio de la tecnica de genética reversa basada en RNAi. A partir de la 

primera vez que se demostró el silenciamiento génico con RNAi en el 2001 en lineas 

celulares de A. gambiae, se han ido desarrollando una serie de estudios que involucran 

esta tecnología. La microinyección de RNAi en el tórax de los mosquitos adultos es muy 

eficaz dado que la mayoría poseen un éxito de silenciamiento superior al 90% 

(Balakrishna Pillai et al., 2017a).  En este caso, se realizó el proceso de silenciamiento 
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del gen hnt en A. albimanus, el cual fue exitoso presentando un porcentaje de 

atenuación de 96% en intestinos extraídos 24 horas después de introducir el RNAi.   

Una vez corroborado el éxito del silenciamiento se procedió a analizar si la atenuación 

del gen hnt tiene un efecto en la respuesta inmune innata del mosquito. En efecto, se 

pudo ver en el apartado de resultados que, a comparación del control, la expresión 

relativa de los genes de inmunidad como gambicina y cecropina presentaron una baja 

expresión. Los peptidos antimicrobianos son liberados cuando se activan las vías de 

inmunidad en presencia de patógenos que ingresan al sistema del mosquito como 

bacterias, parásitos, hongos o virus. Los PAMs como gambicina y cecropina se han 

reportado que se liberan cuando se activan las vías de inmunidad Toll e Imd por la 

infección de bacterias gram positivas o negativas, y Plasmodium spp (Vizioli et al., 2001; 

Clayton et al., 2014; Santos et al., 2022). La expresión de gambicina en mosquitos 

retados fue 30 veces superior cuando está presente hnt a comparación de la condición 

cuando este gen está atenuado. Este escenario se asemeja con cecropina, en donde su 

expresión fue 11.63 veces mayor cuando está presente hnt comparado con 0.19 de 

expresión cuando este gen está silenciado.   Hasta el momento no se ha reportado que 

la endorreplicación está involucrada en la respuesta inmune humoral en A. albimanus, 

respecto a los péptidos antimicrobianos. Sin embargo, los resultados obtenidos en el 

presente estudio apuntan que hnt tiene un efecto sobre esto genes de inmunidad que 

se liberan como una respuesta de la inmunidad humoral del mosquito.  Es clave resaltar 

que se aplicó el reto inmunológico con bacterias gram positivas, sin embargo, se puede 

estimar que en el sistema del mosquito se acivan las mismas vías de inmunidad que en 

contra de Plasmodium spp (Vizioli et al., 2001; Clayton et al., 2014; Santos et al., 2022), 

ya que no existe una vía específica que ataque al parásito.  

El efecto observado en los genes de PAMs se atribuye a una consecuencia de 

interrupción del proceso de endociclo debido a la atenuación de hnt, donde este gen es 

un factor esencial para su encendido (Sun & Deng, 2007). Se asume un que hay un mayor 

numero de copias para trascribir los genes de PAMs cuando hnt se encuentra en 

condiciones nativas y es estimulado con bacterias, mientras que cuando se atenuúa hnt, 

no se inicia el endociclo, por ende hay menor número de copias disponibles para la 

transcripción, por lo que la expresión relativa será mayor en el primer caso, y menor 
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cuando se efectua el silenciamiento de hnt. Sin embargo, existe la posibilidad que hnt 

tenga una función directa en los genes PAMs, debido que es un factor de transcripción. 

Estos factores son proteínas que tienen la capacidad de unirse específicamente en las 

secuencias promotores y/o potenciadores de los genes y por ende, regulan la cantidad 

de RNA mensajero producidos por aquellos genes  (Sweeney & McClean, 2023). Una 

manera que se lograría conocer si hnt posee esta capacidad en los genes de los péptidos 

antimicrobianos sería mediante un análisis bioinformático del tejido de interés, en este 

caso intestino, para conocer si interviene en las secuencias reguladoras de los PAMs. La 

manera de actuar de Hnt es como un represor transcripcional, es decir reduce la función 

de proteínas como Stg y Cut para promover la entrada a endociclo (Sun & Den, 2007). 

Por lo que, cabe la posibilidad que a su vez actúe como un activador transcripcional y 

por ende, aumente la expresión de los genes que codifican los PAMs en los mosquitos 

“silvestres” cuando se enfrentan a algún patógeno.  
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7. Conclusiones 
 

El gen hnt se expresa en el intestino de los mosquitos A. Albimanus. En el presente estudio se 

verificó que la expresión relativa de hnt de intestinos a las 24 horas post inyección con RNAi 

disminuye un 96%. La atenuación de hnt permitió asociar su función en el endociclo con una 

modulación del sistema inmune innato del mosquito, ya que los resultados indican que es 

requerido un nivel de expresión “silvestre” de este gen para que los genes que codifican a 

péptidos antimicrobianos se expresen a su nivel nativo ante un reto inmunológico. Además, 

estos resultados demuestran que hnt no solo se coexpresa durante la respuesta inmune innata 

del mosquito, sino que participa en la misma, por lo que se puede constituir a hnt como un 

mediador de la expresión de genes codificantes de PAMs. La función de hnt como regulador 

esencial para el encendido y apagado del endociclo permite concluir de manera indirecta que 

este proceso de endociclo está involucrado en la respuesta inmune innata del mosquito.  
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8. Perspectivas 

Se planteó un modelo experimental para estudiar la funcionalidad del gen hnt  y su 

asociación con el sistema inmune innato  en mosquitos A. albimanus. Para llevar acabo 

de este modelo se requirió realizar una serie de experimentos para observar el patrón 

de expresión de hnt en mosquitos alimentados con una mezcla de sangre artificial con 

presencia y ausencia de bacterias muertas para estimular al sistema inmune innato del 

mosquito. En el anexo, se puede observar las condiciones de esta serie de experimentos. 

Esta manera de retar a los mosquitos se asemeja a la forma natural que los mosquitos 

están expuestos a patógenos. De ese modo, se puede conseguir información desde otra 

perspectiva acerca de la funcionalidad del gen hnt y relación con la respuesta inmune 

innata. Así mismo, el modelo puede ser de utilidad para explorar otros genes 

involucrados en el sistema inmunológico del mosquito y este fenómeno de la replicación 

con ausencia de mitosis que se ha observado en mosquitos retados por segunda ocasión 

con un mismo patógeno. Este planteamiento y estratégia metodológica aún falta por 

desarrollar, sin embargo, es interesante ver que los resultados preliminares de esta serie 

de experimentos proveen información que señala la existencia de variación en la 

expresión relativa del gen hnt, al menos en una condición (ver anexo), por el medio de 

adquisición de bacterias simulando el proceso natural de alimentación con sangre. La 

continuación de la exploración de las funciones del gen hnt y otros genes asociados a la 

inmunidad del mosquito se llevará a cabo en un diferente estudio que abarque el 

conocimiento desarrollado en el presente proyecto. 
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10. Anexos 
 

(En este apartado se presenta el modelo experimental que se estudia al gen hnt y su 

relación con la respuesta inmune innata, retando a mosquitos mediante alimentación 

con sangre artificial con y sin bacterias. También, se observan las expresiones relativas 

de los genes involucrados en este estudio. Finalmente, el cálculo de cómo se procesaron 

resultados obtenidos de las qRT-PCR por medio del método delta delta Ct). 

Modelo experimental para la expresión de hnt en diferentes condiciones  

Dentro del contexto de analizar el efecto que tiene el endociclo celular sobre la 

respuesta innata del mosquito. Se requirió realizar una serie de experimentos para 

observar el patrón de expresión de hnt en mosquitos alimentados con una mezcla de 

sangre artificial con presencia y ausencia de bacterias muertas para estimular al sistema 

inmune innato del mosquito; de esa manera obtener la expresión basal del gen hnt. Se 

pueden observar las condiciones de esta serie de experimentos en el anexo 1. 

Para la preparación de sangre artificial se utilizaron: BSA (Bovine Serum Albumin 

Fraction V 300mg/ml), ATP (200 mM), NaHCO3 (0.4 M) y agua grado biología molecular. 

La concentración de bacterias (M. luteus) fue de 1x109 ufc por mililitro de sangre. 

Estos experimentos consistieron en cuatro diferentes condiciones donde se alimentaron 

a los mosquitos en dos ocasiones separadas por 6 días de diferencia. En la primera 

alimentación se recolectaron a 10 mosquitos para las 0, 6, y 48 horas; con la finalidad 

de obtener sus intestinos. De la misma manera después de 6 días se alimentaron y se 

diseccionaron a los mosquitos en tiempos similares. De las muestras obtenidas se 

extrajo RNA para su posterior síntesis de cDNA y análisis por PCR en tiempo real (anexo 

2). 
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Anexo 1. Avance de experimentos para observar el patrón de la expresión de hnt en 

mosquitos alimentados con sangre artificial con y sin bacterias. Las casillas marcadas en 

verde son los avances que se han obtenido, y las casillas marcadas con una “X” indican 

resultados que faltan obtener. 
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Anexo 2. Expresión relativa de hnt de intestinos de mosquitos alimentados en dos 

ocasiones con sangre artificial mezclada con bacterias gram positivas (Experimento 4).  

En el anexo 3, se puede observar que existe variación en la expresión de hnt en 

comparación con el control (mosquitos sin alimentación). El experimento 4 consiste en 

alimentar a los mosquitos dos veces con sangre artificial con bacterias. 

El modelo experimental para estudiar la expresión de hnt y otros genes vinculados en el 

sistema inmune innato del mosquito está previsto continuarse en un proyecto doctoral.  

 

Anexo 3. Expresiones relativas de los genes hnt, gambicina y cecropina obtenidos a 

partir de intestinos de moquitos con y sin reto inmunológico.  

Expresión relativa 
Mosquitos inyectados 

Sin reto inmune Con reto inmune 

 RNAi hnt RNAi GFP RNAi hnt RNAi GFP 

hnt 0.04 1 6.73 1 

Gambicina 1 1 0.06 34 

Cecropina 1 1 0.19 11.63 

 

Anexo 4. Cálculo de la expresión relativa mediante el método delta delta Ct de los genes 

evaluados hnt, gambicina y cecropina. 

- hnt 
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- Gambicina 
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- Cecropina 

 

 

 

 


