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I. RESUMEN

En este trabajo se caracterizó la óxido nítrico sintasa (NOS) en Anopheles

pseudopunclipennis, un transmisor importante de la malaria en México, así mismo se

evaluó la producción de óxido nítrico (NO) en respuesta a oocinetos de P. berghei,

levaduras y dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Se sabe que los mosquitos son capaces de

responder a la presencia de microorganismos, tales como bacterias y parásitos

{Plasmodium) mediante la expresión de diversos genes, marcadores de la respuesta inmune,

los cuales incluyen componentes anti-microbianos (defensinas), proteasas (ISP13 e ISPL5),

receptores de reconocimiento (GNBP, IGALE20, ICHIT), factores de transcripción (Ag-

STAT y Gambifl) y enzimas, entre ellas ía óxido nítrico sintasa (NOS).

El mosquito An. pseudopunctipennis expresa la enzima NOS, y la secuencia del

cDNA muestra una identidad de mas del 80% con la NOS de Án. stephensi, y An. gambiae,

así como alta identidad con otras NOS de invertebrados y vertebrados reportadas. La

cinética de expresión de NOS muestra que ésta sólo se expresa en los adultos y que la flora

intestinal induce su expresión, ya que cuando los mosquitos son alimentados con

antibióticos se inhibe la expresión de NOS. Los ensayos in vitro, con cultivos de intestinas

indicaron que la actividad de la enzima se induce con la presencia de oocinetos de P.

berghei y levaduras en el medio, sin embargo no se induce respuesta con bacterias Gram

negativas, tales como Klebsiellapneumoniae, Es probable que la L-DOPA regula de alguna

manera a ía NOS, pues la producción de NO se incrementa de manera dosis-dependiente

con ía adición de L-DOPA al medio de cultivo.

La enzima NOS se expresa en An. pseudopunctipennis y parece tener un papel

biológico importante en la respuesta inmune del mosquito ya' que su actividad se

incrementa por la presencia del parásito de la malaria P. berghei, así como por levaduras.

Por otra parte la L-DOPA o alguno de los productos de la oxidación de esta, podría jugar un

papel relevante en el mecanismo de activación de la NOS.



II. INTRODUCCIÓN



La malaria es un importante problema de salud pública alrededor del mundo. Se

estima que se presentan de 300 a 500 millones de casos clínicos cada año y que más de un

millón de personas mueren a causa de esta enfermedad (Anón, 1994; Collins y Paskewittz,

1995). La gran mayoría de estos casos son niños, especialmente de zonas rurales con difícil

acceso a centros de salud, la UNICEF reconoce que la malaria es una de las 5 principales

causas de muerte en niños menores de 5 años (OMS, 1998). Otros grupos de alto riesgo son

mujeres embarazadas, viajeros no inmunes y personal que labora en áreas endémicas

(OMS, 1998). Esta enfermedad es causada por la infección por protozoarios parásitos

obligados del género Plasmodium, siendo P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae

los agentes causales en humanos. De estos, P. falciparum es el que presenta mayor número

de casos de infección y en su mayoría es letal (Hofíman et al., 1997).

El parásito de la malaria es transmitido de una persona a otra por mosquitos

anofelinos. Existen cerca de 380 especies de mosquitos Anopheles, pero solamente 60 son

capaces de transmitir la enfermedad (OMS, 2000).

En México, esta enfermedad también constituye un importante problema de salud

pública. En el año 2000, se presentaron 2818 casos de malaria y en el 2001 se presentaron

más de 1800 (SSA, 2001). En nuestro país, Plasmodium vivax y P. falciparum son los

parásitos causantes de la enfermedad y los mosquitos Anopheles albimanus y Anopheles

pseudopunctipennis son los principales transmisores del parásito (Chan et al., 1994).

Debido al impacto a nivel salud y económico que representa ía malaria en el mundo y

en particular en nuestro país, se han aplicado diferentes programas de control de vectores

usando insecticidas. Sin embargo, el rápido aumento de resistencia a los insecticidas

químicos y el daño causado en el ambiente por los mismos ha reducido su efectividad.

Actualmente, se están buscado alternativas para sustituir a los insecticidas químicos, entre

ellas se encuentran !as vacunas antipaludismo, sin embargo, todas las vacunas hasta ahora

probadas han demostrado un efecto protector limitado (Philips, 2001). Así mismo, se están

desarrollando estrategias que permiten la manipulación genética y producción de mosquitos

transgénicos resistentes a la transmisión de la malaria (Coílins y Besansky, 1994). Por lo

tanto resulta necesario brindar más atención para investigar y entender la compleja relación



entre el parásito y el vector, que en consecuencia determina la transmisión de la

enfermedad (Collins y Paskewittz, 1995; Nigama et al., 1996).

En los últimos años, se ha observado un creciente interés por el estudio de la

respuesta inmune en insectos y en particular en mosquitos transmisores de enfermedades

como una estrategia para el desarrollo de nuevos métodos de control (Chan et al., 1994;

Collins y Paskewittz, 1995). Los mosquitos presentan diversos mecanismos que les

permiten responder de forma activa a ataques microbianos (Dimopoulos et al., 1997). Se

ha considerado que la maduración del parásito dentro del vector requiere de la resistencia a

los mecanismos de defensa del insecto, lo cual teóricamente puede deberse a que el parásito

se vuelve insensible a la respuesta inmune del vector; o evade o suprime su sistema inmune.

Se desconoce cuál de estas posibilidades es la que opera, aunque en cepas de mosquitos

resistentes se ha observado que los sistemas de defensa se pueden activar más rápidamente

(Dimopoulos et al., 1997). Recientemente se han obtenido progresos importantes en la

identificación de marcadores moleculares de la respuesta inmune de mosquitos. Sin

embargo, existe un total desconocimiento sobre los mecanismos de reconocimiento de

antígenos parasitarios, así como de las moléculas efectoras de la resistencia (Colíins y

Paskewitz, 1995; Dimopoulos et al., 1997).

1. CICLO DE VIDA DEL PARÁSITO DE LA MALARIA.

Una de las dificultades para el estudio de la malaria se puede apreciar cuando se

observa la complejidad del cíelo de vida del parásito causante de ésta. El parásito de la

malaria es un organismo extraordinariamente complejo, su ciclo de vida se presenta en

múltiples etapas tanto en el hospedero vertebrado, por ejemplo, el hombre, como en el

invertebrado (el mosquito).

La infección por Plasmodium en el humano comienza cuando un mosquito

Ánopheles se alimenta e inyecta los esporozoítos infectivos en la sangre circulante. En

minutos, los esporozoítos invaden las células hepáticas y mediante multiplicación asexual

produce miles de merozoítos. Cuando los hepatocitos invadidos se rompen, los merozoítos

son liberados a la circulación periférica. Los merozoítos invaden a los eritrocitos, donde

nuevamente se multiplican produciendo más merozoítos. Algunos merozoítos no se

dividen, sino se diferencian en las formas sexuales, macrogametocitos (hembras) y



microgametocitos (machos) (Figura 1). Estas formas sexuales son tomadas por otro

mosquito cuando éste se alimenta, de modo que en el intestino del mosquito se lleva a cabo

ei ciclo sexual o esporogónico del parásito (Miller et al., 2002),

2. CICLO ESPOROGÓNICO DEL PARÁSITO EN EL VECTOR.

Los gametocitos masculinos y femeninos son ingeridos con la sangre por el mosquito.

En el intestino, los gametocitos intracelulares emergen de ios eritrocitos infectados, para

formar gametos extracelulares. En los primeros minutos, eí gameto masculino fertiliza al

gameto femenino y forman un zigoto. En las siguientes 15 a 30 h, el zigoto (no móvil) se

diferencia en oocineto. El oocineto presenta gran movilidad, lo que le permite llegar a la

pared del intestino. Para continuar su desarrollo, el oocineto debe cruzar la membrana

peritrófíca y e! epitelio intestinal. El oocineto penetra a través o entre las células epiteliales

y se deposita entre las células epiteliales del intestino y la membrana basal. En este punto,

el complejo apical, citoesqueíeto y otras estructuras del oocineto son reabsorbidas y el

parásito adquiere una forma esférica, transformándose en un ooquiste. El ooquiste crece

rápidamente y se rodea por una pared de material extracelular. compuesto de proteínas

fibrosas, probablemente producidas y secretadas por el parásito. Un ooquiste maduro

puede medir 80 u.m, siendo casi visible a simple vista. De cada ooquiste de P. falciparum

se pueden desarrollar 1000 esporozoítos. Después de 12 a 15 días postingestión, numerosos

esporozoítos emergen del ooquiste maduro y son liberados al hemocele. Los esporozoítos

migran hacía la glándula salival, pasan a través de las células secretoras y se acumulan en

los ductos salivares. Aquí permanecen hasta que son inyectados en el hospedero vertebrado

durante la alimentación sanguínea (Figura 2) (Beier, 1998; Knewll, 1991; Shahabuddin y

Kaslow, 1994).



i i -mEn el estomago ¡ael
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Figura 1. Ciclo de vida del Parásito Plasmodium en e¡ humano.
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Figura 2. Representación esquemática del ciclo esporogónico del parásito

Plasmodium en el intestino del mosquito Anopheles.
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3. MECANISMOS DE DEFENSA DEL MOSQUITO CONTRA Plasmodium

En la mayoría de las especies de mosquitos anofelinos no se desarrolla el ciclo

completo del parásito, de modo que existen especies susceptibles, resistentes y refractarias

a la transmisión de la enfermedad Se ha definido como especie susceptible aquella que es

capaz de permitir el desarrollo del piotozoario hasta el estadio infectivo Una especie

resistente es aquella que destruye al parásito mediante la activación de una respuesta

inmune, mientras que una especie refractaria es una en la cual existe incompatibilidad

fisiológica entre el parásito y el vector potencial, de modo que aunque el parásito penetra y

se establece en el tejido apropiado, simplemente no se desarrolla (Christensen y Severson

1993)

Los insectos presentan varios mecanismos de bañeras para la infección, y se

clasifican en generales y específicas Las mecanismos generales pueden bloquear

infecciones oportunistas e incluyen rasgos anatómicos (por ejemplo, la cutícula) así como

procesos fisiológicos (formación de matriz peritrófica) y síntesis de proteasas digestivas en

el intestino Los mecanismos específicos se refieren al sistema inmune innato de los

insectos (Richman y Kafatos 1996)

A. MECANISMOS GENERALES:

1. Membrana peritrófica

La ingestión de sangre induce la producción de una capa que recubre al intestino,

conocida como membrana peritrófica (MP), la cual es generada por las células epiteliales

del intestino La MP está compuesta principalmente de quitina (polímeros de N-

acetilglucosamina) y representa una bañera que el parásito debe atravesar para alcanzar el

epitelio intestinal (Berner et al, 1983) Para escapar de la MP, P gallinaceiim secreta una

quitinasa, enzima que hidroliza la quitina, y cuando ésta es inhibida se bloquea

completamente la formación de ooquistes, debido a que el parásito es incapaz de invadir el

epitelio intestinal (Huber et al, 1991) La quitinasa producida por oocinetos en cultivo es

inactiva y sólo puede ser activada por la acción proteolítica de extractos del intestino del

vector (Shahabuddin et al, 1994) Por otra parte, aunque la MP constituye una barrera

física para el Plasmodium, no es el mecanismo refractario más importante en los mosquitos
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Anopheles contra el parásito, pues la ausencia de MP en An. gambiae no incrementa el

número de ooquistes, además en An. stephensi, el cual es completamente refractario a P.

gallinaceum, se ha observado que este permanece libre de ooquistes cuando se le reta con

oocinetos en ausencia de MP (Shahabuddin et al., 1995).

2. Epitelio Intestinal.

Eí epitelio del intestino consiste de tres tipos celulares: células digestivas

columnares, células endocrinas en forma de cono y células regenerativas (Shahabuddin et

al., 1995; Paskewitz et al., 1988). Las células digestivas producen y guardan enzimas

digestivas en vesículas secretoras que son liberadas en la luz del intestino para la digestión

de azúcares y sangre, tales como tripsinas. La actividad proteolítica alcanza su pico

máximo al momento en que el parásito está listo para cruzar el epitelio intestinal, por lo

que, el oocineto se enfrenta un microambiente muy destructivo (Barillas-Mury et al., 1991;

Hagedorn, 1996; Noriega et al., 1994; Noriega et al, 1996). La actividad de algunas

tripsinas, como la tardía coincide con el desarrollo de oocinetos maduros. Por lo tanto, los

oocinetos deben ser resistentes a esta tripsina tardía y probablemente también a otras

proteasas para poder invadir el epitelio del intestino y continuar su desarrollo (Noriega et

al., 1994).

Además, recientemente se demostró que la invasión de las células intestinales por

los oocinetos provoca severos cambios en estas células, incluyendo ía producción de la

enzima óxido nítrico sintasa, sugiriendo que al momento en que el parásito entra se produce

una gran cantidad de óxido nítrico, una molécula citotóxica cuando se encuentra en altas

concentraciones y de la cual el parásito tiene que escapar, moviéndose en el intestino de

una célula a otra (Han et al., 2000).

Por otra parte, se desconoce eí mecanismo por eí cual el oocineto reconoce a las

células del epitelio intestinal. Se ha sugerido que el oocineto presenta lectinas en su

superficie que le permiten reconocer azúcares en la superficie de las células epiteliales

(Billingsley y Sinden, 1997), pero la complejidad de carbohidratos presentes en la

superficie del epitelio hace que su análisis sea muy complicado.

13



B. MECANISMOS ESPECÍFICOS:

Los insectos han desarrollado una serie de mecanismos inmunes a través de un

sistema de defensa muy efectivo, involucrando componentes tanto celulares como

humorales (Dimopoulos et al., 1999). En el sistema inmune innato de los invertebrados

pueden distinguirse tres tipos diferentes de respuesta, todas consisten de reacciones

reguladas en cascada. Primero, cascadas proteolíticas, las cuales provocan una coagulación

localizada de la hemolinfa y activación del sistema de la fenoíoxidasa, para la

encapsulación melanótica de microorganismos (Nigam et al., 1996; Vernick et al., 1995).

Segundo, la inducción de síntesis de péptidos anti-microbianos por el cuerpo graso en

respuesta a la presencia de microorganismos (Hultmark, 1993; Hoffman, 1995; Giüespie et

al., 1997). Tercero, reacciones de defensa celular que incluye fagocitosis y formación de

nóduios y cápsulas, algunas veces acompañada por la melanización de los microorganismos

(Hernández et al., 1999; Dimopoulos et al., 2001). Las dos primeras forman parte de la

respuesta inmune humoral y la tercera es la respuesta inmune celular.

1. Respuesta inmune celular.

Este tipo de respuesta es mediada por hemocitos, los cuales se localizan en la

hemolinfa del sistema circulatorio abierto de los mosquitos y adheridos a diferentes tejidos

como intestino, cuerpo graso y corazón (Dimopoulos et al., 2001). Los mosquitos presentan

varios tipos de hemocitos, en An. albimanus se encontraron tres tipos principales:

prohemocitos, plasmatocitos y células granulares. Estos últimos, al parecer son importantes

en la defensa contra agentes extraños, pues las células granulares presentan fenoíoxidasa y

probablemente actividad lisosomal, mientras que los plasmatocitos muestran capacidad

fagocítica (Hernández et al., 1999).

La fagocitosis se ha descrito en diferentes insectos y se ha visto que están

involucrados varios tipos de hemocitos en ía internalízación de microorganismos patógenos

y partículas foráneas (Dimopouíos et al., 2001). En Drosophila, se encontró un receptor

fagocítico, croquemort, el cual parece estar involucrado en la fagocitosis de cuerpos

apoptóticos (Franc et al., 1996). De manera interesante, en An. gambiae el homólogo de

Croquemort ya fue reportado (Dimopoulos et al., 2000).
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La melanización en el hemocele sin ía participación de hemocitos se ha observado

en ciertos dípteros, por lo que Gótz sostiene que dado que los mosquitos (y en general todos

los dípteros) son organismos muy pequeños carecen de suficiente número de hemocitos

para poder montar una respuesta inmune basada en células (Gótz, 1986). Sin embargo,

existen suficientes evidencias que apuntan a lo contrario. Christensen y cois. (1989, 1993)

demostraron que existe un incremento significativo en las poblaciones de hemocitos de

Aedes aegypti durante la respuesta inmune contra microfilarias. Recientemente, se ha

observado una intensa formación de nodulos contra bacterias en mosquitos An. albimanus y

en larvas de Ae. aegypti (Hernández, 1999), En otros insectos, tales como Periplaneta

americana, concomitante con el incremento del número de hemocitos en mosquitos, se

observó la proliferación de hemocitos una hora después de la inyección de Enterobacter

cloacae, respuesta que continuó por varias semanas (Ryan y Karp, 1993).

Se han realizado pocos estudios sobre los mecanismos de defensa celulares de los

mosquitos contra Plasmodium. Weathersby y Me Calí (1968) encontraron que gametocitos

de P. gallinaceum inyectados en el hemocele de ios mosquitos Culexpipiens y Ae. aegypti

fueron activamente fagocitados por las células sanguíneas, pero no observaron diferencias

significativas entre las cepas resistentes y susceptibles de mosquitos. Así mismo, Scalzo-

Líchfouse y cois. (1990) observaron que las infecciones con Plasmodium inducen una

respuesta celular en el mosquito, pero el sistema inmune no parece reconocer al parásito.

Por otra parte se ha observado que los esporozoítos de P. vivax no inducen una respuesta

inmune celular en An. albimanus (Hernández et aí, 2000). Estos resultados sugieren que eí

parásito permanece "invisible" dentro del hospedero. La respuesta inmune celular del

mosquito durante la infección por el parásito no ha sido estudiada suficientemente, debido a

la dificultad para obtener suficientes hemocitos y la carencia de técnicas para evaluar su

inmunocompetencia. Actualmente, el establecimiento y uso de líneas celulares con

características de hemocitos ha facilitado el estudio de la respuesta celular (Müller et al.,

1999)

2. Respuesta inmune humoral.

En los mecanismos de defensa humorales encontramos; encapsuíamiento humoral y

el sistema de la profenoloxidasa (PFO), así como la producción de factores anti-
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microbianos y la expresión de genes considerados marcadores de la respuesta inmune de

los mosquitos.

3. Encapsulamiento humoral. El encapsulamiento humoral se ha reportado

principalmente en dípteros y hemipteros. Se ha sugerido que este tipo de encapsulamiento

ocurre en insectos con pocas células circulantes. Este tipo de encapsuíamiento se

caracteriza por ser rápido (en ocasiones comienza a los pocos minutos después de la

invasión del hemocele). El material de este tipo de cápsulas, la melanina, es muy resistente

y se cree que está constituido por un complejo de proteínas con polifenoles, comparable al

de la cutícula esclerotizada de insectos (Hopkins y Kramer, 1992). La melanización

depende del sistema de la PFO (Dunn, 1986; Nigam et al., 1996; Gótz, 1986). Las múltiples

funciones de las cascadas de melanización se reflejan en la cantidad de genes de PFO

presentes en insectos. En An. gambiae se han identificado 6 genes diferentes de PFO en

donde además, todos tienen patrones diferentes de expresión (Müller et al., 1999; Lee et al.,

1998)

El sistema de la PFO es un complejo de enzimas y factores asociados encontrados

primordialmente en la hemolinfa. Así mismo, se puede localizar en la epidermis y el

intestino de los insectos, el cual después de su activación puede generar proteínas

mediadoras de la respuesta inmune y la formación final de melanina (Nigam et al., 1996;

Gótz, 1986). La PFO inactiva puede convertirse en fenoloxidasa (FO) por la acción de

serina-proteasas, las cuales a su vez son activadas por componentes de la pared celular de

microorganismos como el P-1,3 glucano, el lipopolisacárido (LPS) y el péptidoglicano

(Lanz et al., 1993). Además, esta activación es dependiente de calcio. La fenoloxidasa

convierte compuestos fenólicos en quinonas, las cuales son muy activas y se pueden unir a

grupos aminos terciarios de proteínas. Esto promueve el entrecruzamiento de las cadenas de

proteínas y la formación de una red de macromoléculas muy resistente. Las quinonas se

pueden poíimerizar y formar melanina, la cual es extremadamente fuerte e incluso

resistente a ácidos y a tratamientos enzimáticos (Hopkins y Kramer, 1992). Ratcliffe y cois.

(1984) reportaron que la activación del sistema de la PFO in vitro incrementa ía eficiencia

de la fagocitosis de bacterias por monocapas de hemocitos. Sin embargo, en el mismo

estudio se observó que algunos compuestos que no inducen la activación del sistema de

PFO también estimulan la fagocitosis. De la misma forma, factores generados durante la
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activación del sistema parecen estimular a los hemocitos y si bien el sistema de la PFO no

tiene participación directa en la destrucción del invasor, es probable que participe como un

sistema amplificador de ía respuesta celular (parecido en cierto modo a la vía alterna del

complemento de mamíferos) (Nigam et al, 1996).

El encapsulamiento de Plasmodium en A. gambiae ocurre en ei epitelio intestinal y

aparentemente en ausencia de hemocitos (Vernick et al., 1995). Estudios por microscopía

electrónica demostraron que el encapsulamiento ocurre alrededor del ooquiste mientras éste

continúa vivo. Posteriormente, el ooquiste comienza a desintegrarse y es infiltrado por

melanina (Vernick et al, 1995). No obstante, la melanízación del parásito no siempre

ocurre y en An. albímanus no se ha observado la presencia de ésta contra P. vivax en cepas

resistentes (Rodríguez, M.H. comunicación personal), sin embargo este fenómeno si se

presenta contra P. berghei. Además de la melanízación, otros mecanismos pueden ser

responsables de la destrucción del parásito. Recientemente Nappí y cois. (1995)

demostraron que mosquitas Drosophüa mutantes en los genes sod o cat, que no expresan

superóxido dismutasa y catalasa, pueden encapsular al parasitoide Leptolilia. Sin embargo,

el parasitoide encapsulado se desarrolla normalmente. Estos datos sugieren la participación

de radicales libres en la destrucción de parásitos.

a. Producción de Péptidos Anti-microbianos.

Uno de los mecanismos de defensa de los insectos mejor caracterizado contra los

micro-organismos invasores es la producción de péptidos anti-microbianos. Dentro de las

primeras horas después de la infección con bacterias, los insectos producen una batería de

péptidos anti-bacterianos que se acumulan en la hemolinfa. Estos pueden ser clasificados de

manera general en; cecropinas, defensinas, atacinas, sarcotoxinas, diptericinas,

coleoptericinas, abaecinas y apidecinas (Hultmark, 1993; Hoffman, 1995; Gillespie et al.,

1997). Excepto por la lisozima, la cual está muy relacionada con las üsozimas tipo C de

vertebrados, estas moléculas son compuestos relativamente nuevos, descubiertos por

primera vez en insectos. En la mayoría de los casos el mecanismo de acción de los péptidos

anti-microbianos se ejerce a través de un mecanismo similar a detergentes,

comprometiendo la integridad de la membrana celular (Dimopoulos et al, 2001).

Entre los factores anti-microbianos más notables, se encuentran las cecropinas, una

familia de péptidos de 35-39 aminoácidos (Hultmark, 1993). A concentraciones
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micromolares son capaces de matar y Usar a la mayoría de las bacterias contra las que han

sido probadas, tanto Gram-positivas como Gram-negativas. Las cecropinas son moléculas

anfipáticas que interactúan con los lípidos de las membranas, creando canales iónicos de

tamaño variable (Hultmark, 1993; Hoffman, 1995; Giílespie et al., 1997).

Un segundo grupo de moléculas inducibles son las defensinas. Estas son muy activas

contra bacterias Gram-negativas (Hultmark, 1993). En un principio fueron consideradas

homologas a las defensinas de mamíferos, pero las estructuras tridimensionales

demostraron ser completamente diferentes. En cambio, las defensinas muestran semejanzas

estructurales con toxinas del escorpión como la charibdotoxina. Al contrario de las

cecropinas, las defensinas matan a las bacterias de manera muy lenta.

El tercer grupo lo forman las proteínas parecidas a las atacinas y constituyen la clase

principal de moléculas efectoras que se caracterizan por la presencia de una o más copias

de la región conservada G (Hultmark, 1993). En este grupo se incluyen a las sarcotoxinas

II, diptericinas y coleopterocina. Las atacinas afectan la división celular de E. coli y de

otras bacterias Gram-negativas, ocasionando su crecimiento en forma de largas cadenas. En

las abejas se han encontrado dos moléculas con alto contenido de prolinas: la apidaecina y

la abaecina, que además presentan una gran homología con las diptericinas (Hultmark,

1993; Hoffman, 1995; Giílespie et al., 1997).

En 4̂??. gambiae, se han aislado cuatro de estas moléculas, una defensina, dos

cecropinas y la gambicina, un péptido anti-microbiaí nuevo. Los transcritos de estos

péptidos se han localizado en el cuerpo graso, el abdomen y el tórax, así como en el cardia

del intestino anterior. (Dimopoulos et al., 2001). Ai parecer tienen efecto en controlar la

flora ingerida durante la alimentación. La cecropina-1 y la gambicina actúan tanto en

bacterias Gram-positivas como negativas, mientras que la defensina sólo contra Gram-

positivas.

Aunque la existencia de péptidos anti-microbianos ha sido demostrada en insectos

vectores, su participación en la eliminación de parásitos no ha sido demostrada. No

obstante, existen algunas evidencias que demuestran que los péptidos anti-bacterianos

pueden alterar la viabilidad de algunos parásitos. De manera interesante, se ha demostrado

que dos defensinas de Aeschna cyanea y Phormia terranovae son tóxicas para ooquistes y

esporozoítos de Plasmodium in vivo, pero no son efectivos contra gametocitos u oocínetos



(Shahabuddin et al, 1998). También se demostró que la cecropina B es capaz de inhibir la

movilidad de microfilarias in vitro y de ía misma manera reduce el número de larvas en

desarrollo znAe. aegypti (Chalk et al., 1995). Sin embargo, sólo grandes concentraciones

de cecropina B inyectadas en Án. gambiae consiguieron detener la formación de ooquistes

de Plasmodium. Rodríguez y cois. (1995) obtuvieron resultados análogos al incubar

oocinetos de P. berghei con el péptido sintético Shiva-3 (péptido sintético basado en la

secuencia de la cecropina B).

b. Marcadores de la respuesta inmune.

Finalmente, se ha adoptado ía definición de marcadores de la respuesta inmune

basándose en la sobre-expresión de genes por infecciones bacterianas. Notablemente ía

mayoría de estos marcadores también son sobre-expresados después de la infección de

mosquitos con el parásito de la malaria, demostrando que el parásito es capaz de inducir la

respuesta inmune (Dimopoulos et al., 1997, 1998, Richman et al., 1997) Estos factores de

la respuesta inmune caen en distintas clase funcionales incluyendo componentes anti-

microbianos (defensína), proteasas (ISP13 e ISPL5), receptores de reconocimiento (GNBP,

IGALE20, ICHIT), factores de transcripción (Ag-STAT y Gambiñ) y enzimas (NOS y

PPO) (Baríllas-Mury et al., 1996, 1999; Dimopoulos et al, 1997, 1998). La mayoría de los

marcadores se expresan de manera diferencial en tejidos y muestran patrones de expresión

distintos durante el desarrollo, reflejando así sus funciones específicas (Dimopoulos et al,

1999).Así mismo, estos factores también se inducen en líneas celulares 'hemocyte-like'

(Dimopoulos et al., 1997; Müller et al., 1999). Durante la infección con Plasmodium, la

cinética y niveles de inducción son diferentes para cada marcador de la respuesta inmune,

probablemente como consecuencia de ía regulación diferencial y especificidad tisular y

temporal de su expresión, ya que existe una correlación espacial y temporal entre los

estadios de desarrollo deí parásito y la respuesta inmune (Dimopoulos et al., 1999).
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ANTECEDENTES
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1. Oxido Nítrico Sintasa.

Todos los organismos manifiestan una capacidad determinada genéticamente para

distinguir ío propio de lo no propio, de tal forma que la función principal del sistema

inmune es la defensa del organismo contra agentes infecciosos y tumores malignos

(Bogdan et al., 2000) En mamíferos, los macrófagos, neutróftlos y otras células fagocíticas

son componentes clave de la respuesta inmune anti-microbiana y anti-tumoral debido a que

son células capaces de generar grandes cantidades de moléculas altamente tóxicas, tales

como los ROIs (reactivos intermediarios de oxigeno) y RNIs (reactivos intermediarios de

nitrógeno) (Bogdan et al., 2000).

Los RNIs se derivan del óxido nítrico (NO) producido por la actividad de la óxido

nítrico sintasa (NOS), a través de dos reacciones consecutivas (Figura 3). Una molécula de

L-arginina es oxidada para producir N°-OH-L-argínina como molécula intermediaria y esta

a su vez, se oxida para dar lugar a la formación de NO y L-citrulina, En total, 1.5 moléculas

de NADPH y dos moléculas de O2, ambos sirviendo como sustratos, son convertidos en 1.5

moléculas de NADP+ y dos moléculas de agua como coproductos (MacMicking et al.,

1997).

En mamíferos, la NOS se presenta en varias isoformas y han sido clasificadas en dos
O A-

categorías: constitutiva (dependiente de Ca /caímodulina, NOS endotelíal y NOS

neuronal) e inducible (independiente de Ca2+/calmodulina) (MacMicking et al., 1997). Las

isoenzimas de NOS difieren en tamaño (130 a 160 kDa), en secuencia de aminoácidos (50 a

60% de identidad), distribución en tejidos, regulación transcripcional y activación por

calcio intracelular (Crane et al, 1997). Sin embargo, comparten componentes estructurales

y presentan dos dominios, un dominio de oxigenasa en la región amino-terminal, donde

tiene sitios de unión a grupo hemo, a tetrahidrobipterina (H4B)y al sustrato L-arginina

(ARG), y un dominio de reductasa en el extremo carboxilo que une fíavin mononucleótido

(FMN), flavin adenin dinucleótido (FAD), y dinucleótido de nicotin-adenina-fosfato

reducido (NADPH). Además, en su región intermedia presenta un sitio de unión a

caímodulina que regula la comunicación electrónica entre ambos dominios. Así mismo, es

importante para la dimerización de la enzima (Figura 4).
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L-Arginina N^-OH-L-arginina L-Citrulina

Figura 3. Reacción de síntesis del óxido nítrico, (ver texto)
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Figura 4. Representación esquemática del homodímero de la enzima NOS.
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2. Óxido Nítrico Sintasa en Invertebrados.

La expresión de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) es ubicua en la mayoría de los

organismos vivos, desde bacterias hasta mamíferos. Algunas NOS de invertebrados han

sido caracterizadas. Estas enzimas muestran propiedades similares a las descritas de

vertebrados, usan L-Arginina como sustrato, son inhibidas competitivamente con análogos

de L-Arginina y tienen pesos moleculares entre 130 y 150 kDa (Moroz et al., 1996;

Coíasanti y Venturini, 1998; Colasanti et al., 1997; Palumbo et al., 1997). Los datos

bioquímicos, histoquímicos y fisiológicos muestran que la producción de NO en

invertebrados tiene efectos fisiológicos similares a vertebrados. En algunos insectos y

moluscos, se ha demostrado la existencia de NOS en cerebro, y se ha sugerido que el NO

actúa como un neurotransmisor, por ejemplo en Drosophila melanoganster se localiza en

cerebro, mientras que en Lymneae stagnaíis modula la actividad de motoneuronas bucales

(Regulski y Tully, 1995; Elofsson et al., 1993) Así mismo, el NO regula la dinámica

oscilatoria de neuronas olfatorias de lóbulo procerebral de Limax maximus (Gelperin,

1994). Finalmente en Rhodnius prolixus, un vector de Trypanosoma cruzi, se ha encontrado

producción de NO en las glándulas salivales, y actúa como un vasodilatador e inhibidor de

la agregación de plaquetas durante su alimentación (Yuda et al., 1996).

No está claro el papel del NO y NOS en el sistema de defensa de los invertebrados,

sin embargo, existen evidencias de que puede estar implicado en defensa contra bacterias y

parásitos. Ottaviani y cois. (1993) demostraron que la hemolinfa de Mytilus edulis

estimulada con Upopolisacárido (LPS) incrementa su actividad anti-bacteriaí y que este

efecto se reduce significativamente con inhibidores de NOS. También se ha reportado que

los hemocitos de M. galloprovincialis y Cassostrea gigas generan peroxinitrito en

presencia de zimosán (Torreilles et al, 1999). Los inmunocitos de Viviparous ater

muestran actividad de NOS cuando se estimulan con E. coli, y esta actividad es dependiente

de calcio (Franchini et al., 1995). En larvas de Bombix morí, la actividad de NOS en el

cuerpo graso es inducida por LPS, lo cual sugiere que el NO está implicado en el sistema de

defensa del insecto. Recientemente se demostró que el NO está involucrado en el sistema

de defensa de Drosophila contra parásitos eucariontes. Nappi y colaboradores (2000)
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observaron un incremento en la producción de NO durante la encapsulación melanótica

mediada por hemocitos de los huevos del parásito Leptopilina boulardi.

En An. stephensi, se demostró que el mosquito es capaz de limitar el desarrollo del

parásito P. berghei a través de la síntesis inducible de NO. La inducción transcripcional de

la NOS fue detectada después de la infección con Plasmodium a 1-3 días y 9-18 días post-

alimentación. Tinciones con diaforasa sugieren que la actividad de NOS está presente en el

intestino y es parcialmente alterada después de la infección con Plasmodium (Luckhart et

al., 1998). Además, la administración dietética de inhibidores de NOS incrementa ia

formación de ooquistes, mientras que el precursor de NO, L-Argínina, disminuye el número

de ooquistes (Luckhart et al., 1998). Por otra parte, en An. gambiae, también se observó

expresión de NOS después de la infección con P. berghei. Los niveles de NOS fluctúan

durante la infección. En la glándula salival se induce aproximadamente a los 10 días post-

alimentación, seguido de una represión. En el abdomen se expresa en etapas tempranas y

tardías durante la infección (24h y 20-25 días, respectivamente) (Dimopoulos et al., 1998,

Luckhart et al., 1998). Han y cols.(2000), observaron que las células del epitelio intestinal

de An. stephensi invadidas por oocinetos de P. berghei inducen la expresión de NOS y

mueren probablemente por apoptosis. Todos estos datos sugieren que las NOS puede jugar

un papel importante en la respuesta inmune del mosquitos durante la infección con

Plasmodium.

3. Mecanismos de Regulación de NOS.

La regulación de NOS, así como de cualquier otra enzima, puede ocurrir a múltiples

niveles: transcripción del gen, estabilidad del ARN mensajero, traducción y estabilidad de

la proteína; la disponibilidad del sustrato y los cofactores; y los efectos de

retroalimentación del producto NO (Bogdan et al., 2000).

En mamíferos, más de 30 citocinas inducen (por ejemplo IFN-y y TNF-a) o suprimen

(IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-p) la expresión de NOS en células que participan en la respuesta

inmune, tales como: macrófagos, microglia, células de KuptTer, neutrófilos, eosinófilos,

células dendríticas y fibroblastos (Bogdan et al., 2000). Otro grupo de reguladores de NOS

son los productos de virus, bacterias, protozoarios y hongos. El lipopolisacárido (LPS),

otras lipoproteínas microbianas (por ejemplo la lipoproteína de 19 kDa de Mycobacterium
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tuberculosis) y exotoxinas bacterianas (pneumosilina de Streptococcus pneumoniaé)

estimulan la expresión de NOS en macrófagos y otros tipos celulares (Bogdan et al, 2000).

4. Mecanismos de acción del óxido nítrico.

El principal blanco del NO sintetizado por las isoformas NOS endotelial y neuronal

es la guanilato ciclasa soluble. Esta enzima cataliza la formación de guanosin monofosfato

cíclico (cGMP). El NO interactúa con eí motivo heme de esta enzima para activarla, y el

incremento en la concentración de cGMP provoca cambios en la función celular, afectando

frecuentemente las concentraciones intracelulares de calcio (Murad et al., 1999). Los

efectos del NO pueden mediar importantes eventos fisiológicos en regulación celular,

comunicación célula a célula y señalización. El NO puede funcionar como un mensajero

intracelular, neurotransmisor y hormonal (Murad et al., 1999).

El NO sintetizado por la isoformas inducibíe también activa la guanilato ciclasa, pero

su principal efecto es tóxico, debido a las altas concentraciones en que se produce. Altas

concentraciones de NO inactivan enzimas con metales de transición, incluyendo ciertas

enzimas mitocondríales. El NO sintetizado por iNOS (NOS inducibíe) de macrófagos

murinos activados es un mecanismo importante de defensa del huésped. Este es capaz de

matar patógenos incluyendo leishmania, Mycobacterium tuberculosis, el parásito de la

malaria y ciertos hongos. También media la inmunidad "no-específica" y es tóxico para

células tumorales (MacMicking et al., 1997). El NO, y particularmente su derivado, eí

peroxinitrito (ONOO"), causa daño en el ADN patogénico e inhibe la respiración

(inhibiendo la producción metabólica de energía necesaria para la división celular) (Bogdan

et al., 2000). Así mismo, puede interrumpir la replicación del ADN y la síntesis de

proteínas de ciertos virus, posiblemente bloqueando la actividad de la ribonucleótido

reductasa y la generación de intermediarios del ciclo del ácido tricarboxÜico (Melkova y

Esteban, 1995; Karupiah y Harris 1995; Groves, 1999)

El NO también regula la función de íinfocitos y puede participar en la inhibición de

algunas células T ayudadoras (Th). El NO producido por macrófagos de ratón reduce la

expresión de genes dependientes de NF-kB por S-nitrosilación de p50. Así mismo, inhibe la

liberación de EL-lp e ÍL-18. También se puede inhibir la proliferación celular con la
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presencia de donadores de NO. (Bogdan et al., 2000). En linfocitos, el ONOO" puede

incrementar la expresión de IL-8 en respuesta a LPS (Filep et al, 1998).

5. Óxido nítrico y oxígeno y sus derivados.

El NO es un gas radical libre muy soluble, tanto en lípidos como en agua, capaz de

reaccionar con el oxígeno y sus reactivos intermedios para formar otros radicales (por

ejemplo NO2), aniones moderadamente estables (NO2"), amones muy estables (NO3'),

óxidos altamente inestables (N2O3) y peróxidos inestables (por ejemplo, ONOO"), de modo

que existe una relación estrecha entre los RNIs y ROIs (Nathan y Shiloh, 2000) y las vías

por las que se generan, pueden conectarse, como se muestra en la figura 5. A pH bajo, el

nitrito (NO2") acumulado puede ser protonado a ácido nitroso, el cual puede dismutar y

reconvertirse en NO. El NO puede reaccionar con tioles para dar formas de reserva (RSNO)

(MacMicking et al., 1997). En condiciones biológicas, la mayoría de estos compuestos

aparece pocos segundos después que la enzima NOS se ha activado. El NO se descompone

rápidamente para formar nitritos y nitratos y esta reacción es catalizada por metales de

transición, incluyendo el fierro. La hemoglobina inactiva al NO por unión de éste a su

grupo heme, formando nitrosohemoglobina y por catálisis de la degradación del óxido

nítrico en nitrito y nitrato, resultando en !a formación de metahemoglobina. La enzima

NOS tiene un motivo heme, por lo que el NO puede tener un efecto de retro-alimentación

negativa durante su producción.

Los mecanismos que inducen la respuesta inmune en los mosquitos no han sido

entendidos. Se ha considerado que la respuesta inmune podría estar regulada por factores o

moléculas que son liberados a la hemolinfa en respuesta a la presencia de microorganismos

(Dimopouíos et al., 2001). Entre las moléculas más importantes en la defensa de los

mosquitos se encuentran las catecolaminas, que le permiten encapsular a los

microorganismos o agentes extraños. (Munkirs et al., 1990). Una de las más abundantes en

insectos es la dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Sin embargo, no se ha determinado el papel

de las catecolaminas en la regulación de la respuesta inmune en ningún grupo de insectos.

Durante la oxidación de la L-DOPA se generan diferentes radicales, libres de

oxígeno, entre ellos, superóxido (O2"), peróxido de hidrogeno (H2O2) y radicales hidroxiío

(•OH). Se cree que el OH es extremadamente tóxico para las células causando la
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Figura 5. Vías de producción de ROIs y RNIs y su interacción. NOS (Óxido nítrico

sintasa), Phox (oxidasa de fagocitos) (Nathan y Shiloh, 2000),
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peroxidación de lípídos de membrana (Rikans y Hornbrook, 1997), eí H2O2 lleva a la

iodinación de proteínas bacterianas, a la formación de aldehidos y a la degradación de

cadenas polipeptídicas, además puede interactuar con la vitamina C formado compuestos

tóxicos para muchas especies bacterianas. Recientemente se observó que la hemolinfa y el

intestino de An. albimanus generan anión superóxido en presencia de L-DOPA y que éste

resulta tóxico para íos oocinetos de P. berghei (Lanz-Mendoza et al., 2002). Por otra parte,

los radicales pueden interactuar con el NO producido por la NOS de los mosquitos durante

los procesos de respuesta inmune.
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IV. JUSTIFICACIÓN

El conocimiento actual sobre los mecanismos de defensa de los mosquitos

transmisores de malaria es muy reducido. Por lo que resulta importante conocer y

caracterizar los mecanismos celulares y humorales que presentan los mosquitos, así como

la naturaleza bioquímica de los factores involucrados en la inmunidad contra parásitos.

Actualmente se sabe que una de las enzimas involucradas en defensa, y que puede limitar el

desarrollo del parásito P. berghei en Anopheles stephensi es la NOS, sin embargo se

desconoce cual es el papel del NO en ía resistencia o transmisión del parásito. Además,

aunque los mecanismos de NOS y NO están bien caracterizados en mamíferos y en general

su expresión es ubicua para ía mayoría de los organismos vivos, desconocemos si es

también aplicable para todas la especies de mosquitos, y considerando que en México,

Anopheles albimanus y An. pseudopunctipennis son los principales transmisores de

malaria, es importante estudiar y caracterizar la función de NOS en dichas especies.
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V. HIPÓTESIS

SI LA ENZIMA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA (NOS) SE EXPRESA EN LOS

MOSQUITOS An, albimanus Y Atu pseudopunctípennis DURANTE LA INFECCIÓN

POR EL PARÁSITO P. berghei, ENTONCES NOS PARTICIPA EN LA

RESPUESTA INMUNE DE LOS MOSQUITOS.
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VI. OBJETIVOS
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OBJETIVO GENERAL:

DEMOSTRAR QUE LOS MOSQUITOS Anopheles albimanus y Anopheles

pseudopunctipennis EXPRESAN LA ÓXIDO NÍTRICO SINTASA (NOS) Y QUE

PARTICIPA EN LA RESPUESTA INMUNE CONTRA LA INFECCIÓN CON EL

PARÁSITO Plasmodium berghei

OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

* Clonar y secuencíar el cDNA de la enzima NOS de An. albimanus y An.

pseudopunctipennis.

* Caracterizar la expresión de NOS durante el ciclo de vida del mosquito y determinar en

qué tejidos se expresa.

* Investigar si los oocinetos de P. berghei, levaduras y bacterias son capaces de inducir la

generación de NO por el mosquito.

* Determinar el papel de ía L-DOPA en la producción de NO.
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VIL METODOLOGÍA
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1. Mantenimiento de mosquitos.

Se utilizaron mosquitos An. pseudopunctipennis y An. álbimanus obtenidos del

Centro de Investigación de Paludismo (Tapachula, Chiapas) y del insectario del Centro de

Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas del Instituto Nacional de Salud Pública.

Los mosquitos se mantuvieron a 27 °C y 75% de humedad relativa con ciclos de 12 h luz /

oscuridad y se alimentaron con una solución de sacarosa al 5%. Cuando fue necesario, se

incluyó en su dieta una mezcla de antibióticos-antimicótico (concentración final: 200 U/ml

penicilina, 200 ug/ml de estreptomicina y 0.5 fig/ml de anfotericina, Gibco BRL) para

eliminar las bacterias presentes en el interior del intestino de los mosquitos.

2. Preparación de los oocinetos de Plasmodium berghei.

Se utilizaron ratones BALB/c previamente tratados con l-acetil-2 fenilhidracina (200

ul de 6 mg/ml DFH en PBS IX) y se infectaron con P. berghei de la cepa ANKA 2.34

(proporcionada por el Dr. Sinden, Imperial College UK) vía intraperitoneal. 2 a 3 días post-

inoculación se cuantifícó el nivel de parasitemia de los ratones por frotis y tinción con

Giemsa y la presencia de gametocitos mediante una prueba de exflagelación. La sangre de

los ratones con parasitemia mayor al 15% y con más de 10 exflagelaciones por campo en

40X fue obtenida por punción cardiaca. Los oocinetos fueron obtenidos a partir del cultivo

de gametocitos durante 24 h a 22°C en RPMI pH 8.0 suplementado con 10% de suero fetal

bovino (SFB) inactivado, 50 mg/1 de hipoxantina y 100 U/mí penicilina, 100 ug/ml de

estreptomicina y 0.25 ug/ml de anfotericina (Rodríguez y cois., 2001). Los oocinetos se

purificaron utilizando gradientes de nicodenz al 17% (Sigma) y centrifugando a 800 g por

24 min. a 4°C. Los oocinetos se recuperaron de la interfase, se lavaron con PBS y se

suspendieron en 2 mi de medio de cultivo RPMI.

3. Cultivo de células C636.

Las células C636 son derivadas de Aedes albopictus (Igarashi, 1978) y se utilizaron

como un modelo in vitro para tratar de caracterizar el gen NOS en mosquitos. Las células

se mantuvieron en medio de cultivo MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino

inactivado Ih a 56 °C (iSFB) y una mezcla de vitaminas (Gibco). Los pases celulares se

realizaron cuando las células habían crecido a confluencia, las células se lavaron con medio
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fresco y se despegaron golpeando el frasco de cultivo. Del total de células despegadas se

tomaron alícuotas para los subcuítivos, generalmente en dilución 1:5.

4. Extracción de ARN de mosquitos.

El ARN de mosquitos adultos, larvas y pupas, así como de intestinos de adultos se

obtuvo utilizando el reactivo TriPure (Boehringer) seguido de una re-extracción empleando

el kit RNaid Plus (BIO 101). Brevemente, se colocaron 20 mosquitos en 1 mi de TríPure

(fenol ácido e isotiocianato de guanidina, Chomczynski y Sacchi, 1987) y se maceraron. El

homogenado se incubó 5 min. a temperatura ambiente y se adicionaron 200 u.1 de

cloroformo agitando vigorosamente. Nuevamente se incubó 15 min. a temperatura

ambiente y se centrifugó a 12000 g por 15 min. a 4°C para separar en tres fases. Se

recuperó la fase superior acuosa, conteniendo el ARN total y se agregaron 500 \xl de

isopropanol para precipitar el ARN, se centrífugo a 12000 g por 10 min. a 4°C y el

precipitado se lavó con Etanol al 75%. El ARN se resuspendió en 50 u,l de agua-DEPC. La

segunda extracción se realizó adicionando 500 ¡il de una solución amostiguadora de lisis

del kit RNaid Plus y se extrajo con fenol ácido. Después de centrifiigar se recuperó la fase

superior y se le adicionó cloroformo/ alcohol isoamílico, centrifugando nuevamente para

volver a recuperar la fase superior. El ARN se purificó utilizando una matriz de sílica para

intercambio iónico suministrada en el kit, siguiendo el protocolo del mismo. La extracción

de ARN de D. melanogaster, sangre periférica, cerebro y bazo de ratón también se llevó a

cabo mediante este método.

5. Obtención de ADN de mosquitos.

Para obtener el ADN se maceraron 20 mosquitos en 500 u,l de solución

amortiguadora conteniendo lOmM Tris, 10 mM EDTA, 400 raM NaCl y 1% SDS, se

agregó 10 \ú de lOmg/mí de proteinasa K y se incubó a 56°C toda la noche para la

degradación de proteína. Al día siguiente, se agregaron 200 ul de una solución saturada de

NaCl (6 M) y se centrifugó 15 min. a 12000 g. El sobrenadante se recuperó y el ADN se

precipitó con 100% etanol durantelh a -70°C. Se centrifugó nuevamente y el precipitado se

lavó con 70% etanol. El ADN se resuspendió en 100 ul de agua destilada estéril.
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6. RT-PCR.

Previo a la síntesis de cDNA, el ARN de mosquitos se trató con DNasa I para evitar

la contaminación con ADN. A 1 fig de ARN se le adicionó 1 \ú de 10X de solución

amortiguadora de reacción (200 mM Tris pH 8.3, 500 mM KC1, 20 mM MgCI2), 1.0 U de

DNasa I (Gibco) en un volumen final de 10 ^1 y se incubó 15 min. a temperatura ambiente.

Para inactivar la enzima, se agregó 1 ul de 25 mM MgCl2 y se incubó a 70°C por 10 min.

El ARN tratado se utilizó directamente para síntesis de cDNA.

El cDNA se sintetizó por transcripción reversa utilizando 5|ig de ARN libre de ADN,

lOOng de oligonucleótido dT y 200U de la enzima reverso transcriptasa RNasa H"

SuperScript II (Gibco BRL). La mezcla de reacción además contenía 50mM Tris-HCl pH

8.3, 75 mM KC1, 3 mM MgCÍ2 y 10 mM DTT. La síntesis se realizó a 46°C durante 50

min. Para la reacción de polimerasa en cadena (PCR) se utilizaron 2 U/fJ-1 de enzima Taq

ADN pol (Gibco BRL), 20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50mM KC1, 1.5 mM de MgCl2,0.25 mM

de la mezcla de desoxinucleótidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 pM de cada uno de los

oligonucleótidos y 2.5 (al de templado (ADN o cDNA). Se utilizaron los oligonucleótidos

reportados para An. stephensi localizados una región correspondiente a los exones 16-18,

para amplificar NOS de An. pseudopunctipennis: 5'-ACA TCA AGA CGG AAA TGG

TTG-3'(HL-1S, sentido) y 5'-ACA GAC GTA GAT GTG GG CCT T-3' (HL-2A,

antisentido), bajo ías siguientes condiciones, 94°C 30s, 56°C 30s y 72°C 30s, 35 ciclos; el

tamaño de producto esperado es de 250 pb (Figura 6). De la misma forma, para incrementar

el rendimiento de la reacción y la especificidad del producto se utilizaron los

oligonucleótidos anidados 5'-ACT GAC AGA TTC CCA AGG TAT-3' (HL-3S, sentido) y

5'-ATT CCG CCT CTT TGA GGG CAA-3' (HL-4A, antisentido), bajo las misma

condiciones se obtuvo un fragmento de 180 pb (Luckhart et al., 1998). Por otra parte, para

determinar la integridad del ARN o cDNA se amplificó un fragmento del gen constitutivo

de actina utilizando los siguientes oligonucleótidos: 5'-ACA TGG AGA AAA TCT GGC

ACC ACA-3' (ActlS, sentido) y 5'-ACA GCT TTT CTT TGA TGT CGC GAA-3'

(Act2A, antisentido), los cuales fueron diseñados en base al alineamiento de varias

secuencias del gen de actina de diferentes organismos bajo las siguientes condiciones: 94°C

30s3 65°C 30s y 72°C 30s, el producto obtenido fue de 450pb. Los productos obtenidos se

verificaron por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio.
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Para la amplificación del gen HpRT (hipoxantina ribosil transferasa) de ratón, se

utilizó ARN obtenido como se describe antes, a partir de bazo, cerebro y sangre periférica

de ratón y se amplificó bajo las siguientes condiciones: 94°C 30s, 55°C 30s y 72°C 30s

durante 30 ciclos.

7. Sistema RACE (rapid amplification of cDNA ends).

Para el RACE-5', se sintetizó cDNA utilizando el oligonucleótido anti-sentido HL-

4A, permitiendo así la conversión de mARN específicos en cDNA. La composición final de

la reacción fue 20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50mM KC1, 2.5mM MgCl2, lOmM DTT, lOOnM

HL-4A, IOOUM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1-5 ug de ARN

total y 200U SuperScript II RT. La reacción se incubó 50 min, a 42°C y la enzima se

inactivo por calentamiento a 70°C durante 15 min. El ARN se degradó por adición de

RNasa, incubando 30 min. a 37°C. El cDNA se purificó por intercambio iónico con el kit

de purificación GLASS MAX (Gibco BRL), siguiendo las instrucciones del mismo. AI

cDNA obtenido se le adicionó un tallo homopolimérico de citocínas en el extremo 31 con la

enzima TdT (terminal deoxinucleotidyl transferasa), en una reacción que contenía lOmM

Tris-HCl (pH 8.4), 25mM KC1, 1.5mM MgCl2j 200uJVÍ dCTP, cDNA y la enzima TdT, se

incubó 10 min. a 37°C. El cDNA fue entonces amplificado por PCR con un oligonucleótido

específico interno (HL-5A, 5' GGC CAC GCC CTT CTG AAG CAT TT-3\ antisentido) y

un oligonucleótido complementario al tallo homopolimérico AAP (5'- GGC CAC GCG

TCG ACT AGT ACG GGIIGG Gil GGG IIG-3', sentido), en una reacción que contenía

20mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KC1, 1.5 mM MgCl2i 400 nM HL-5, 400 nM AAP, 200

rnM cada desoxinucleótido el cDNA y 2.5 U Taq ADN polimerasa, bajo las siguientes

condiciones: 94°C 1 min., 55 °C 1 min. y 72°C 2.5 min., obteniendo así la amplificación de

la región desconocida entre HL-4A y el extremo 51 del mARN.

Para el 3' RACE, se generó cDNA a partir de 5 u.g de ARN total y 500 nM de

oligonucleótido dT conteniendo una región adaptadora AP (5'-GGC CAC GCG TCG ACT

AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T-3'), en una mezcla de reacción que contenía 20 mM

Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KC1, 2.5 mM MgCl2, 10 mM DTT, 500 \xM de cada

desoxinucleótido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5 jug de ARN, 500 nM de oligonucleótido

AP y 200 U SuperScript II RT. La reacción se incubó 50 min, a 42°C, seguido por 15 min.
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TATCCTCGGT
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Figura 6. Secuencia de nucleótidos del cDNA de Anopheles stephensi donde

se localizan los oligonucleótidos utilizados para la obtención del fragmento

de NOS de An. pseudopunctipennis (Luckhart et al 1998).
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a 70°C. Entonces se amplificó por PCR utilizando el oligonucleótido específico HL-8S (5'-

TCT CAT GCT GGC AAA TGA AT-3' sentido), en una reacción con 20 mM Tris-HCl

(pH 8.4), 50 mM KC1, 1.5 mM MgCi2, 400 nM HL-8, 400 nM del oligonucleótido AUAP

(5'-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3'), 200 mM cada desoxinucleótido, el cDNA y

1 U/ul de Taq ADN polimerasa, bajo las siguientes condiciones: 94°C 1 min., 55 °C 1 min.

y 72°C 2.5 min., de esta forma se obtuvo la región localizada entre el oligonucleótido HL-

8Syeltallopoly(A).

8. Clonación y secuenciación.

Los fragmentos de cDNA obtenidos por la técnica anterior (RACE) fueron clonados

mediante el kit de clonación TOPO TA (Invitrogen). Después de la amplificación por PCR

se incubó la reacción 30 min. más a 72°C para asegurar que todos los productos de PCR

fueran adenílados en el extremo 3'. El fragmento se separó por electroforesis en un gel de

1% agarosa en TAE IX (Tris, ácido acético, EDTA) y se purificó del gel por intercambio

iónico utilizando el kit de purificación CONCERT (Gibco BRL). La reacción de clonación

(6 ul) contenía 0.5 a 4 (il de producto de PCR fresco, 10 ng de vector pCR 2.1 TOPO

(Figura 7) en 0.2 M NaCl/0.01 M MgCÍ2 se incubó durante 5 min. a temperatura ambiente.

Las bacterias competentes químicas {Escherichia coli, TOP10) se transformaron con 2 \ú

de la reacción de clonación por choque térmico, se incubaron primero en hielo durante 15

minutos, seguido de 30 s a 42°C e inmediatamente se colocaron en hielo. Se incubaron 1 h

a 37°C con agitación (200 rpm) en medio SOC (2% triptona, 0.5% extracto de levadura, 10

mM NaCl, 2.5 mM KCí, 10 mM MgCi2, 10 mM MgSO4 y 20 mM glucosa). Cincuenta

microlitros de las bacterias se sembraron en placas de LB/agar (1% triptona, 0.5% extracto

de levadura, 1% NaCÍ, pH 7.0, 1.5% agar) conteniendo 50 jag/ml de ampicilina y 1.6 ¡ag de

X-Gal y se incubaron toda la noche a 37°C. Se seleccionaron las colonias blancas (que no

expresaron (3-galactosidasa) para análisis de colonias positivas por restricción y PCR. El

plásmido se digirió con la enzima EcoR I y BarriR 1 para liberar el inserto o en su caso

íinearizar el plásmido.

Los fragmentos clonados se secuenciaron en la Unidad de Secuenciación del Instituto

de Biotecnología de la UNAM y las secuencias obtenidas se confirmaron por análisis de
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identidad con otras secuencias reportadas en el GenBank con el programa BLAST

(ncbi.nlm.nih.gov). Para secuenciar, fue necesario el diseño de nuevos oligonucleótidos, los

cuales fueron HL-6A (5'-CGT ACÁ CCG ATG ATT CAT TT), HL-7A (5'- AGA TTG

ATT GGA TCC CGC T), ambos en antisentido.

9. Cultivo de Bacterias y obtención de ADN plasmídico.

Las bacterias (E. coli) conteniendo el plásmido (pCR 2.1T0P0) con el inserto de

interés se inocularon en medio líquido LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1%

NaCl, pH 7) con 50 fig/mí de ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C y agitación

(200 rpm). El plásmido se obtuvo por el método de lisis alcalina, 1.5 mi del cultivo se

centrifugaron en tubos eppendorff a 14000 rpm por 30s. El botón de bacterias se

resuspendió en 100 \ú de solución amortiguadora de lisis GTE (glucosa, Tris, EDTA) y se

incubó 5 min. Se adicionaron 200 \x\ de solución 1% SDS/0.5 N NaOH y después de 5 min.

se agregaron 150 ul de solución neutralizante (3M acetato de sodio). Se centrifugó 15 min.

a 14000 rpm y el sobrenadante se recuperó para precipitar el ADN plasmídico con 100%

etanol frío a -~70°C durante 30 min., el ADN se lavó con 75% etanol y se resuspendió en 30

ul de agua estéril.

1G.RT-PCR/Southern.

Para semicuantificar la expresión de NOS se hizo RT-PCR tipo southern. A partir de 1

ug de ARN se sintetizó cDNA como se mencionó anteriormente y se hizo PCR con

oligonucleótidos específicos de NOS de Án. pseudopunctipennis, HL-5A y HL-8S, bajo las

siguientes condiciones, 94°C 30s, 56°C 30s y 72°C 30s, 15 ciclos. El producto esperado de

óOOpb, se separó por electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE por 1.5h a 80V. Al

término de la corrida, el gel se incubó en 0.5 M NaOH/1.5 M NaCl y se transfirió a una

membrana de Nylon + (Hybond, Amersham) durante 20 min. por capílaridad. El gel se

enjuagó en 2X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M citrato de sodio, pH 7) y se dejo secar antes del

proceso de hibridación. Para la detección del fragmento se utilizó el sistema de hibridación

Alk-Phos (Amersham). La sonda utilizada para hibridar fue un producto de PCR obtenido

con !os mismos oligonucleótidos, marcado de acuerdo al manual del kit. La membrana se
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lacZa ATG
M13 Reverse Primer Hind íll

I
Kpn\ Sac I Banfri I Spe I

CAG GAA ACÁ GCT ATg ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstXl EcoRl

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTj
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG T

PCR Product

EcoRl

GGC GAA TTC TGC
TTC CCG CTT AAG ACG

EcoRV BsíXI
¡

Not\
I

Xho\ Nsi I Xba
I I

Apa i

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC

CCC TAT
GGG ATA

T7 Promoíer M13 Forwarcl (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT~TAt AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA C&A CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT3 TTA AGT GAC CGG CAG CAÁ AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

•f1

pCR@2.1-TOPO
3.9 kb

Figura 7. Vector de Clonación pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, Life Thecnologies).

La secuencia representa eí sitio de clonación TA del vector para productos de PCR y los

sitios de restricción que ía flanquean. Eí vector presenta genes de resistencia a Kanamicina

y Ampiciíina, así como el gen reportero lacZ.

42



pre-hibridó en un volumen de solución amortiguadora de hibridación (suministrado por el

kit y conteniendo 12% Urea, suplementado con 0.5 M NaCl y 4% del reactivo bloqueador)

equivalente a 0.25 mí/cm2 de membrana a 55°C con agitación durante 15 min. Se agregó !a

sonda marcada (10 ng/mí de buffer) y se híbrido toda la noche a 55°C. Los lavados post-

hibridación se realizaron con una solución amortiguadora primaria (2 M Urea, 0.1% SDS,

150 mM NaCl, 0.2% reactivo bloqueador, 50 mM fosfato de sodio pH 7 y 1 mM MgCb) a

55°C, seguido de un lavado con una solución amortiguadora secundaria (50 mM Tris base,

100 mM NaCl y 2 mM MgCfe) a temperatura ambiente. La detección de la marca se realizó

utilizando el reactivo CDP-Star (Amersahm) y exponiendo un film por el tiempo

apropiado. El film se reveló utilizando los reactivos de fotografía Kodak.

11. Cultivo de Intestinos.

Los intestinos se obtuvieron de mosquitos adultos de 3 días postemergencia. Los

mosquitos se alimentaron previamente con agua azucarada y antibióticos (5% sacarosa, 200

U/ml penicilina, 200 u.g/ml estreptomicina y 0.5 u.g/mí anfotericina), a los cuales se les

separó el abdomen con agujas de disección y se les extrajo el intestino en 10 ul de PBS

(solución amortiguadora salina de fosfatos: 2,6 mM KC1, 1.5 mM KH2PO4, 140 mM NaCl

y 8.2 mM NaH2PO4) conteniendo inhibidores de proteasas (100 mM PMSF, 10 mM TLCK

y 10 mM leupeptina). Se colocaron diez intestinos por pozo en placas para ELISA de 96

pozos conteniendo 200 ul de medio de cultivo RPMt sin rojo fenol (Gibco), suplementado

con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado 30 min a 56°C, 10 u.g/ml de concanavalina

A y antibiótico-antimicótico (100 U/mí penicilina, lOOug/ml de estreptomicina y 0.25ug/mI

de anfotericina). Los cultivos se mantuvieron a 20°C por distintos periodos de tiempo. A

los cultivos se les agregó levaduras Saccharomyces cerevisiae (lx 106/pozo) y bacterias

Gram negativas {Klebsiella pneumonicté) (1x10 6/pozo) muertas por calor (en autoclave 15

min., a 15 Ibs). Los oocinetos de P. berghei vivos fueron adicionados directamente en e!

cultivo (2 xl05/pozo) o fueron inoculados por enema (2 xl03/por mosquito) una hora previa

a la obtención del intestino. Otros cultivos fueron incubados con diferentes concentraciones

de L-DOPA (dihidroxifenilalanina, Sigma) (1, 2.5 y 5 ¡ig/ml).
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12. Determinación de la concentración de NO.

Las concentraciones de NO en los sobrenadantes de los cultivos de intestinos se

determinó indirectamente mediante !a cuantificación de sus productos estables, nitritos y

nitratos (NO2-/NO3-) por medio de la reacción de Griess (Eckmann et al, 2000). Los

sobrenadantes se recuperaron en tubos eppendorff, se centrifugaron para evitar el material

suspendido en éste. Se tomaron 50 ¡il de los sobrenadantes y se mezclaron con 50 |il de

sulfanilamida al 1% y con 50 ul de naftiletilendiamina al 0.1% preparadas en ácido

fosfórico al 2.5% y se incubaron durante 10 min. a temperatura ambiente. Las lecturas de

absorbancia fueron determinadas en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan MS) a 540

nm. Para calcular las concentraciones de nitritos presentes en el medio se hizo una curva

estándar con concentraciones conocidas de nitrato de sodio, de 1 a 100 uM La actividad

de la enzima fue inhibida con L-NAME (No>Nitro~L-ArginÍna Metil Ester) un análogo

competitivo de la arginina, a diferentes concentraciones (0.2, 0.6 y 1.2 uM).

13. Estadística:

Para el análisis estadístico se aplicó ía prueba estadística de t de Student para encontrar

la diferencia de medias entre los controles y cada uno de los tratamientos. Se consideraron

como estadísticamente significativo aquellos valores con una p < 0.001, confianza del

99.9%.
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VIII. RESULTADOS
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1. AMPLIFICACIÓN DE ÜN FRAGMENTO DE cDNA DE NOS de Anopheles
albimanus y Anopheles pseudopunctipennis.

Para conocer si los mosquitos An. albimanus y An. pseudupunctipennis expresaban ei

gen que codifica para ia NOS, se realizaron ensayos de RT-PCR, a partir de ARN total de

mosquitos hembras alimentadas con sangre de ratón. Eí ARN se obtuvo 24 h post-

alimentación, considerando que la alimentación sanguínea induce la expresión del gen en

otros mosquitos (Luckhart et al 1998). Los primeros resultados se obtuvieron para la

especie An. albimanus, con los oligonudeótidos HL-1S y HL-2A, se amplificó un

fragmento de aproximadamente 220 pb (Figura 8). Por otra parte, se utilizó la línea celular

C636 de Aedes albopictus, ya que teniendo un modelo in vitro, se podrían diseñar

experimentos que nos ayudaran a entender los mecanismos de activación de NOS in vitro e

in vivo. Se utilizaron los oligonudeótidos antes mencionados para amplificar NOS de esta

línea celular bajo dos condiciones distintas de estimulación, con LPS y ecdisona,

suponiendo que ambos compuestos estimulan la expresión de NOS. Bajo estas condiciones,

en las células C6/36 se obtuvo un fragmento de aproximadamente 200 pb, (Figura 8). Cabe

mencionar, que la amplificación se obtuvo en las células sin estimular y las estimuladas con

LPS, pero no en las estimuladas con ecdisona. La amplificación con los oligonudeótidos

internos HL-3S y HL-4A, fue negativa tanto para An. albimanus como para C6/36. Los

fragmentos obtenidos en la primera amplificación, el de 220 pb de An. albimanus y de 200

pb de las células C6/36 se secuenciaron con el oíigonucleótido HL-2A, sin embargo, el

análisis de las secuencias obtenidas mostró que no correspondían al gen que codifica para la

enzima NOS en ninguno de los dos casos. Por lo tanto se abandonó el estudio de esta

especie y de la línea celular, y se continuó con el estudio de la especie An.

pseudopunctipennis.

Se obtuvo un fragmento de cDNA de An. pseudopunctipennis de aproximadamente

350 pb (Fragmento A) con el par de oligonudeótidos HL-1S y HL-2A, mientras que con

los oligonudeótidos internos HL-3S y HL-4A se obtuvo un fragmento de 250 pb, como se

muestra en la Figura 9. Sin embargo, ambos fragmentos eran más grandes de lo esperado

(250 y 180 pb, respectivamente), por lo que se realizó un PCR anidado, haciendo

combinaciones entre los oligonudeótidos internos y externos, obteniéndose los fragmentos
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C636 C636

P.M. (pb)

600
500
400

300

200

100

Bco Aa LPS Ecd Aa LPS Ecd

HL-1 y HL-2 HL-3yHM

Figura 8. Amplificación del un fragmento de cDNA de Anopheles albimanus (Aa) y

células C636. Se obtuvo ARN total de 15 mosquitos alimentados con sangre de ratón

Balb/C y de células C636 estimuladas con LPS y ecdisona (Ecd). Se obtuvieron productos

de PCR para la primera amplificación con los oligonucleótidos HL-1S y HL-2 A, pero no

para el producto anidado con los oligonucleótidos HL-3S y HL-4A.
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P.M. (pb)

738
615
492

369

246 B

Figura 9. Amplificación del cDNA de NOS de Anopheles pseudopunctipennis. Se

obtuvo ARN total de 15 mosquitos alimentados con sangre de ratón Balb/C. Se

amplificaron por RT-PCR los fragmentos A, B, C y D con los oligonucleótidos HL-1, HL-

2, HL-3 y HL-4 (ver texto), íos cuales pertenecen a cDNA de NOS de An.

pseudopunctipennis.
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C (HL-1S, HL-4A) y D (HL-3S, HL-2A), los cuales eran de tamaño intermedio a los

fragmentos A y B. Este resultado indicaba de alguna manera que los fragmentos

obtenidoseran específicos, lo cual fue confirmado cuando se secuenció el fragmento C,

donde se utilizó el oligonucleótido HL-4A para secuenciar.

La secuencia obtenida confirmó la amplificación de NOS de An. pseudopunctipennis

y el análisis de secuencia mostró una identidad de más del 80% con la NOS de An.

stephensi (Figura 10). La secuencia deducida de aminoácidos mostró alta identidad con las

secuencias de An. stephensi (80-85% de identidad), An. gambiae (76% de identidad), y más

del 50% de identidad con las NOS de Drosophila melanogaster, Manduca sexta y

Rhodnius prolixus. Por otra parte, la comparación de las secuencias de nucleótidos mostró

la presencia de un intrón de aproximadamente lOOpb, lo cual indicaba contaminación del

ARN con ADN del mosquito, de modo que previo a la síntesis de cDNA, el ARN se trató

con DNasa I para degradar el ADN contaminante, el PCR a partir de ADN y cDNA

confirman la presencia del intrón (Figura 10B). Debido a la identidad que presentan las

secuencias de NOS de los diferentes organismos, nos interesó investigar sí era posible

amplificar NOS de otros organismos con los oligonucleótidos utilizados en los

experimentos anteriores, por lo que obtuvimos ARN total de D. melanogaster y ratón de

diferentes tejidos (bazo, cerebro y sangre periférica). Como se muestra en la figura 11,

estos oligonucleótidos son capaces de amplificar el cDNA de NOS tanto en Drosophila

como en sangre periférica de ratón, pero no en bazo ni cerebro del mismo, lo cual podría

indicar una mayor homología con NOS2 que con las otras isoformas de NOS presentes en

ratón.

Debido a que lo oligonucleótidos son capaces de amplificar NOS de sangre periférica de

ratón, quedaba la duda si el producto amplificado de An. pseudopunctipennis alimentadas

con sangre de ratón, correspondía efectivamente al mosquito o mas bien era consecuencia

de la presencia de NOS en ia sangre de ratón. Para descartar esta posibilidad, se hizo RT-

PCR a partir del ARN de mosquitos en una cinética de 1 a 72 h post-alimentación

sanguínea, amplificando un gen constitutivo de ratón (hipoxantina ribosií transferasa), y

encontramos que el ARN de hipoxantina ribosil transferasa es viable sólo hasta

aproximadamente 6 h post-alimentación (Figura 12), sugiriendo que probablemente ningún
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1 CGGAAATGGTTGACTCGAAGGTAAGGTGGCCGCTCGTTTCTTTGTACGAC
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51 atttaaatgactccgcttaatctctcgcccgctg AGATTCCCAAaGTAT

101 GGCTGTTCTTCGGTTGTCGCACGCAGAAGCTTGACCTATACCGGGACGAA
34 GGCTCTTCTTTGGCTGTCGTACAAAGAACGTGGACCTATACCGGGACGAA
101 GGcr TTCTT GG TGTCG ACg AGAA T GACCTATACCGGGACGAA

151 AAGAACGAAATGCTTCAGAAGGGCGTGCTGGACCGAGTGTTCCTGGCrCT
84 AAGGAGGAGATGG7TCAGCACGGCGTACTCGATCGAGI i I ICCTGGO\CT
151 AAGaA GAaATG TTCAG A GGCGTgCT GA CGAGT TTCCTGGC CT

201 TCTCGCGAGAGGAAAACACrcCCAAGGTACACTTTGAAACTTTCGAAAGC
134 T-TCACGAGAGGAGAACATTCCAAAGACCTACGTACAGGATCTTGC C
201 TcTCgCGAGAGGAaAACA T C C AAGg A C T Aaa T T G aage

2 51 TTGAGATTGTGGTATAAA CCGTTCTTTTCTTTCCATCG CAG
180 CTCAAAGAGCGGAATCGATCTCCGAGCTCATCATGCAGGAGAAAGGCCAC
251 T AgA G GG AT aAtctccG CT TC T c a GaaaggccA

¿-3¿- A C C I A C X J C G A A — — - " — — — — • •——~*-~~~

230 ATCTACGTCTGTGGCGATGTCACCATGG
301 A CTACG C atggcgatgtcaccatgg

P.M. cDNA

B

ApsNOS
AStNOS
AgaNOS
DmNOS

If'KTVVQDL
IPKTYVQDL
IPKTYVQDL IEQ

Figura 10. Comparación de la secuencia de ApsNOS con AsNOS. A) El análisis de

comparación de secuencias muestra que el cDNA de NOS de Anopheles

pseudopunctipennis (ApsNOS) presenta alta identidad con el de NOS de Anopheles

stephensi (similitud 80%, AstNOS). En la secuencia también se encontró la presencia de un

intrón, lo cual fue corroborado por PCR de ADN y cDNA, como se muestra en la fotografía

(B). La secuencia corresponde al fragmento C obtenido con los oligonucleótidos HL-1S,

HL-4A, cuya secuencia fue comparada con la correspondiente de Án. stephensi, An.

gambiae y D. Melanogaster (DmNOS) (C).

«Mi
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Bco Ap Dm SP B

P.M. (pb)

615
492
369
246

123

NOS

Figura 11. Amplificación de NOS en diferentes organismos. Se obtuvo ARN de

mosquitos An. pseudopunctipennis (Ap), Drosophila melanogaster (Dm) y de tres

tejidos diferentes de ratón Balb/C (Sangre Periférica, SP; Bazo, B; Cerebro, C). Los

resultados muestran que NOS se amplifica tanto en Drosophila como en sangre

periférica de ratón, pero no en bazo ni cerebro, los fragmentos amplificados son de

tamaño similares al de An. pseudopunctipennis.
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Figura 12. El ARN de la sangre de ratón ingerida por los mosquitos, no es viable

después de 3h postalimentación. Se obtuvo ARN de mosquitos alimentados a diferentes

tiempos postaiimentación y se sintetizó cDNA, el cual fue utilizado para amplificar un

fragmento del gen HpRT, un gen constitutivo de ratón.
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RNA proveniente de la sangre de ratón se encuentra integro. De esta manera, se puede decir

que el fragmento de cDNA de NOS amplificado de mosquitos 24 h postaíimentación

corresponde efectivamente ai mosquito y no al ratón.

2. OBTENCIÓN DE LOS EXTREMOS 5' Y 3' DEL cDNA DE NOS DE Anopheles

pseudopunctipennis.

El fragmento amplificado a partir del cDNA de NOS de An. pseudopunctipennis

descrito en los resultados anteriores, se localiza cerca de la región 3 ' del gen, abarcando

parte de la región carboxiío terminal de la enzima. Para obtener la secuencia de los

extremos 5' y 3' deí cDNA de NOS, se utilizó la técnica RACE 5' y 3'.

Como primer paso, en el RACE 5' se sintetizó cDNA con el oligonucíeótido HL-4A

(antisentido), basado en la secuencia de NOS deAn, stephensi (Luckhart et al., 1998) y se

amplificó por PCR con el oligonucíeótido HL-5A (antisentido), e! cual es específico porque

fue disenado en base a la secuencia obtenida de NOS de An. pseudopunctipennis y el

oligonucieótido universal AUP (sentido). De esta forma, se obtuvieron diferentes

fragmentos que variaron en tamaño, desde 100 a mas de 2000 pb (Figura 13, A). Este

resultado puede deberse a ía unión no específica del oíigonucíeótído universal AUP en

regiones del cDNA ricas en atocinas o bien, productos de PCR truncados. De los productos

obtenidos, se aisló un fragmento de aproximadamente 1800 pb por ser ía banda de mayor

peso y mejor definida. Para evitar la contaminación con las otras bandas, ía banda de

interés se cortó del gel, y el ADN de ésta se purificó por intercambio iónico. Para

comprobar que éste era un producto específico de NOS, se realizaron PCRs anidados con

los oligonucleótídos HL1S-HL5A y HL-3S-HL-5A. El resultado mostró que el fragmento

de aproximadamente 1800pb contiene los productos esperados para la amplificación con

dichos oligonucieótidos (Figura 13, B). El producto de PCR purificado se secuenció y en

base a esta secuencia que mostró ser la NOS de An- pseudopunctipennis, se diseñaron

nuevos oíigonucleótidos para seguir secuenciando el fragmento.

De esta forma, hasta el momento se tiene la secuencia de 1545 nucleótidos que

codifican para la NOS de An, pseudopunctipennis, y la secuencia deducida de aminoácidos

muestra que tiene una identidad muy alta comparada con otras NOS de insectos ya

conocidas. En la Figura 14 se muestra una comparación de ía región carboxiío terminal de
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NOS de An. pseudopunctipennis (ApsNOS) con las regiones correspondientes de NOS de

An. stephensi (AstNOS, AF130134), D. melanogaster (DmNOS, AF215700) y M. sexta

(MsNOS, AF062749). Las identidades determinadas son 80%, 56% y 42%,

respectivamente.

Esta región carboxilo terminal corresponde al dominio reductasa de la enzima, y en

ella se pueden observar los sitios de unión a los cofactores flavin mononucleótido (FMN),

flavin adenin dinocíeótido (FAD) y dinucleótido de nicotin-adenina-fosfato reducido

(NADPH) los cuales se encuentran muy conservados entre estos insectos.

Cabe mencionar que aún falta obtener ía secuencia del cDNA correspondiente al

extremo amino de la enzima y que comprende el domino oxídasa de la misma. Sin

embargo, en todos los ensayos de RACE 5' que se realizaron no se logró amplificar el

extremo 5' completo, a pesar de que se diseñaron oligonucleótidos que estuvieron más

cerca de esta región. Este problema pueden deberse en parte, al tamaño del gen el cual es

muy grande, y además a que presenta una alta complejidad transcripcional, existiendo al

menos 18 transcritos diferentes para el mosquito An. stephensi (Luckhart et al., 2000), y

probablemente durante los ensayos realizados en este trabajo, sólo amplificamos

mayoritariamente uno de estos transcritos, lo cual también puede explicar el gran número

de productos de PCR obtenidos durante el RACE 5' (figura 13, A).

Finalmente, para el RACE 3' se sintetizó cDNA con oligonucleótido dT modificado,

como se describe en la metodología, y se amplificó el extremo 3' por PCR usando el

oligonucleótido específico HL-8S (sentido) y el oligonucleótido universal AUAP (sentido).

En este caso se obtuvo una banda del tamaño esperado, la cual fue clonada en el vector

pCR2.1-TOPO. Sin embargo, los resultados de la secuencia mostraron que no habíamos

amplificado el producto esperado, aún cuando correspondía en tamaño. La amplificación

del extremo 3' del cDNA de NOS de An. pseudopunctipennis está en proceso.
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1800 pb

Figura 13. Amplificación del extremo 5' del cDNA de NOS de An. pseudopunctipennis.

A. Se realizó la técnica RACE 5' descrita en la metodología. La banda de aproximadamente

1800pb se aisló del gel y se purificó para su secuenciación. B. Se realizó PCR anidado para

amplificar fragmentos conocidos que se encuentran dentro del fragmento de 18OOpb para

confirmar su especificidad. 1: Producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos HL-1 A,

HL-3S; 2: Producto de PCR obtenido con los oligonucleótidos HL-3S, HL-5A.
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3. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE NOS DURANTE LOS DISTINTOS

ESTADIOS DEL CICLO DE VIDA DE Anopheles pseudopunctipennis.

Como parte de la caracterización de NOS, se determinó el patrón de expresión del

gen a lo largo del ciclo de vida del mosquito. De tal forma que se obtuvo el ARN de las

diferentes etapas del desarrollo de An. pseudopunctipennis, desde larva hasta adulto. Para

medir la expresión de NOS de manera sermicuantitativa se realizaron ensayos de RT-PCR/

Southern, con los oligonucleótidos HL-5A y HL-8S. Los resultados en la figura 15

muestran que NOS sólo se expresa en el estado adulto, tanto en machos como hembras.

También se puede observar que existe un ligero incremento en la expresión de NOS cuando

el mosquito se alimenta con sangre.

Para saber si la expresión de NOS se debe a la presencia de bacterias en el intestino

del mosquito, cuya población se incrementa con la ingestión sanguínea, se alimentaron las

hembras con una mezcla de antibiótico-antimicótico (Gibco, metodología) durante dos días

antes de ía alimentación con sangre y de la extracción del ARN. Como podemos ver en la

misma figura, la expresión de NOS se reprime en presencia del antibiótico, tanto en las

hembras no alimentadas como en las alimentadas, indicando que probablemente ía

expresión de NOS se asocia a la presencia de la flora intestinal y que cuando ésta se

incrementa, los mosquitos sobre-expresan NOS como un mecanismo de defensa para

mantener la flora intestinal en un nivel relativamente constante, que no sea dañino para el

mosquito.

4. EXPRESIÓN DE NOS EN EL INTESTINO DE Anopheles pseudopunctipennis.

Puesto que la expresión de la enzima NOS se abate cuando los mosquitos se

alimentan con antibiótico-antimicótico, la siguiente pregunta a contestar era si este gen se

expresaba en el intestino del mosquito, de modo que nuevamente, por RT-PCR de

intestinos de mosquitos se demostró que el gen se expresa precisamente en este tejido,

aunque por los ensayos realizados, no se puede afirmar que solamente se exprese en este

órgano (figura 16).
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+Alimentación sanguínea

Antibiótico/Antimicótico

H

+ Alimentación sanguínea

+ Anti bi ótico/ Anti mi cóti co

Figura 15. Expresión de NOS durante el ciclo de vida de An pseudopunctipennis.

Se obtuvo el ARN total de Larvas (L), Pupas (P), Adultos Machos (M) y Hembras (H), con

y sin alimentación sanguínea (+,-) y de Hembras pretratadas con y sin antibiótico (+,-). El

producto de NOS se obtuvo con los oligonucleótidos HL-5 y HL-8, en un RT-PCR a 15

ciclos, y se proceso tipo Southern para la detección de los fragmentos. Se muestra también

el producto amplificado de Actina, en las mismas condiciones.
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Total intestino

P.M. (pb)

615

492

369

246

i 23

HL1-HL2

HL3-HL4

Figura 16. NOS se expresa en el intestino de An. pseudopunctipennis. El ARK total

fue obtenido de 15 mosquitos totales o bien de 30 intestinos. Para el ensayo de RT-PCR se

tomaron 5 mg de ARN y se amplificó el fragmento de NOS, con los oligonucleótidos HL-

1S, HL-2A, seguido de una PCR anidado con los oligonucleótidos HL-3S, HL-4A.
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5. PRODUCCIÓN DE OXIDO NÍTRICO EN CULTIVO DE INTESTINOS DE

Anopheles pseudopunctipennis ESTIMULADOS CON P. berghei.

Los resultados anteriores indicaron que la enzima NOS se expresa en el mosquito An.

pseudopunctipennis y el intestino es uno de los tejidos que la producen. Aunque se ha

determinado la expresión de NOS en otras especies de invertebrados, su función en

respuesta inmune se mantiene incierta. Debido a que el mosquito An. pseudopunctipennis

es un importante vector de la malaria en nuestro país, era necesario determinar si la enzima

es capaz de producir NO en respuesta al parásito causante de la enfermedad. A causa de la

dificultad de detectar el NO in vivo, se decidió aprovechar la estrategia de cultivo de tejidos

de mosquito, la cual ya se tiene establecida en el laboratorio. De modo que se cuantificó la

acumulación de nitritos, un derivado del NO en el sobrenadante de cultivos de intestinos

por medio de la Reacción de Griess. Los intestino se obtuvieron por disección de mosquitos

hembras alimentadas con antibiótico-antimicótico. En los ensayos se colocaron 10

intestinos por pozo y se añadieron 200,000 oocinetos de P. berghei, provenientes de un

cultivo de 24 h.

La figura 17 muestra que los intestinos en cultivo son capaces de generar NO cuando

se adicionan oocinetos de P. berghei al cultivo, a las 48 h se detectaron 6.3 uM de nitritos

en los sobrenadantes de los cultivos que no contenían el parásito, mientras que en presencia

de éste los niveles de nitritos se elevaron hasta 665u,M (n=6, p<0.000). Lo que indica que

ios oocinetos activan de alguna manera a ías células intestinales y estas responden mediante

la generación de NO.

Ahora bien, en este procedimiento, los oocinetos están en contacto con la cara externa

del intestino, mientras que in vivo, el contacto de los oocinetos es con la luz intestinal, de

modo que para saber si los oocinetos en la luz intestinal inducen la producción de NO, estos

fueron inoculados por enema antes de la disección. Se inocularon 2000 oocinetos por

mosquito. En la misma gráfica podemos observar que los intestinos a los cuales sóio se les

inoculó el medio de cultivo de parásitos no producen NO, a diferencia de los que habían

sido inoculados, quienes presentaron 480 \xM de nitritos. La producción de NO fue menor

cuando comparamos estos resultados con los obtenidos en el ensayo anterior, debido
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Figura 17. Los oocinetos de P berghei inducen !a producción de NO en intestinos de

An. pseudopunctipennis. Se colocaron 10 intestinos de mosquitos hembras alimentadas a!

menos dos días con una mezcla de antíbiótico-antimicótico (metodología) y se colocaron en

RPMI en una placa de 96 pozos. Se adicionaron 200,000 oocinetos/pozo y 0.2, 0.6 y 1.2

^M de L-NAME. 48 h después se cuantificó la producción de NO, de manera indirecta por

la reacción de Griess (Intestinos). Por otra parte los oocinetos se inocularon por enema

previo a la obtención de intestinos para cultivo y se cuantificó la producción de NO 48 h

después.
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probablemente a la cantidad de parásitos utilizada para cada ensayo. Cabe mencionar los

que los que ios oocinetos no produjeron NO bajo nuestras condiciones de cultivo, como se

onberva en la figura 17. De esta forma se demostró que los oocinetos inducen la formación

de NO en eí epitelio intestinal del mosquito en cultivo.

Por otra parte para determinar si el incremento en la producción de NO se debía a la

actividad de la NOS, a los cultivos se les agregó el inhibidor específico de !a enzima L-

NAMB, a diferentes concentraciones (0.2, 0.6 y 1.2 uM). Los resultados en la misma

gráfica (figura 17) demuestran que el L-NAME inhibe la producción de NO de manera

dosis-dependiente. En el caso de los intestino a los que se les colocó los oocinetos en el

medio, 527, 374, 260 uM nitritos respectivamente (n=ó, p<0.007), y valores de 235, 123 y

25 fiM de nitritos- en el caso de los intestinos que fueron inoculados por enema.

Demostrando así que la enzima NOS de los intestinos en cultivo se encuentra activa y es

capaz de responder a la presencia de P. berghei,

6. PRODUCCIÓN DE ÓXIDO NÍTRICO EN CULTIVO DE INTESTINO DE

Anopheles pseudopunctipennis ESTIMULADOS CON BACTERIAS Y

LEVADURAS.

La respuesta inmune de los invertebrados, y en particular de los mosquitos, es un

campo que aún no se ha explorado completamente, sin embargo se sabe que los mosquitos

pueden responder de manera diferente a distintos estímulos (Dimopoulos et al 1999,

Hernández et al 1999). Por lo que en este trabajo además se investigó si la respuesta

observada en los cultivos de intestino inducida por la presencia de los oocinetos de P.

berghei también podía presentarse en respuesta a otros microorganismos, tales como

levaduras y bacterias. De modo que a los cultivos de 10 intestinos se les adicionó 1X106

levaduras por pozo, y 1X106 bacterias (Klebsiella pneumoniae), 48h después se cuantificó

la producción de NO. En la figura 18 se muestra que las levaduras son capaces de inducir la

acumulación de nitritos, pues los intestinos con levaduras presentan aproximadamente 10

veces más nitritos que el control (n=6, p<0.000), y además este incremento en la

producción de NO se inhibe con L-NAME (rF=6, p<0.003). De manera interesante,
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Figura 18. La producción de NO en intestinos úeAn. pseudopunctipennis se induce por

la presencia de Levaduras. Se colocaron 10 intestinos de mosquitos hembras alimentadas

durante al menos do días con una mezcla de antibiótico-antímicótico (metodología) y se

colocaron en RPMI en una placa de 96 pozos. Se adicionaron 1X106 levaduras/pozo o

1X106 bacterias (K. pneumomae)/pozo y 0.2, 0.6 y 1.2 ^M de L-NAME. A las 48 h se

cuantificó la producción de NO, de manera indirecta por la reacción de Griess.
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Klebsiella pneumoniae no es capaz de activar la producción de NO (figura 18), sugiriendo

que e! intestino del mosquito responde de manera diferente a cada microorganismo.

7. INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN Y ACTIVIDAD DE NOS POR L-DOPA

Por otra parte, los mecanismos que inducen la respuesta inmune en los mosquitos no

han sido entendidos. Se ha considerado que la respuesta inmune podría estar regulada por

factores o moléculas que son liberados a la hemolinfa en respuesta a la presencia de

microorganismos (Dimopoulos y cois., 2001). Las moléculas podrían ser liberadas por

distintos tejidos y actuar sobre diferentes órganos o tejidos blanco. Sin embargo, hasta el

momento, estas no se han podido identificar. Dentro de las moléculas más importantes en la

defensa de los mosquitos se encuentran las catecoíaminas (como L-DOPA), que le permiten

encapsular, mediante la formación de melanina a los microorganismos o agentes extraños.

Se ha observado que la concentración de las catecoíaminas se incrementa en la hemolinfa

de Ae. aegypti como respuesta a ia inoculación de microfilarias. (Munkirs y cois., 1990).

Dentro de las más abundantes en insectos se encuentra la dihidroxifenilalanina (L-DOPA).

Por lo anterior, se evaluó el efecto de la L-DOPA en ía producción de NO en intestinos en

cultivo. En la figura 19 se muestra que la L-DOPA induce la generación de NO en los

intestinos en cultivo cuando se colocaron concentraciones de 2.5 y 5 uM de L-DOPA a 10

intestinos en cultivo, donde se observó que la concentración de nitritos se incrementó de

2uJVÍ (control, sin L-DOPA) a 20 pM de nitritos (5uJVÍ L-DOPA). Este efecto fue inhibido

por L-NAME, indicando actividad específica de la NOS y que ésta fue inducida por la

adición de L-DOPA al cultivo.

La siguiente pregunta que se planteó fue, cuál es el mecanismo mediante el cual la L-

DOPA puede incrementar la producción de NO por la NOS, se incrementa la actividad

enzimática de la enzima ya presente o bien se induce la transcripción del gen y aí haber más

enzima hay mayor producción de NO? Se ha descrito que durante el proceso de oxidación

de la L-DOPA se generan distintos radicales libres de oxígeno, entre ellos H2O2, el cual

resulta ser un activador de la vía NF-kB (Mercurio y Manning, 1999). La presencia de

H2O2 en las células activa la translocación de NF-kB a núcleo, donde éste se une a ías

regiones reguladoras de diversos activando así su transcripción (Mercurio y Manning,

1999). Los mosquitos presentan factores de transcripción pertenecientes a la familia de NF-
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kB, tales como Gambifí, mientras que NOS presenta sitios consenso de unión a éste

(Badilas et. AL, 1996). Por lo que la hipótesis que se planteó fue que la oxidación de L-

DOPA en los cultivos de intestino genera H2O2, de forma tal que se activa la transcripción

de NOS. Para confirmar esta hipótesis, se realizaron ensayos de RT-PCR tipo Southern,

para evaluar si la presencia de L-DOPA induce la expresión de NOS. Los resultados se

muestran en la figura 20, y se observa que 2.5 mg/ml de L-DOPA incrementa notablemente

la transcripción de NOS, Para evaluar si este efecto se debía a la formación de H2O2, a los

cultivos se les adicionó a 0.7, 7.7 y 77 U de catalasa, enzima que reduce el H2O2 formando

H2O. Los resultados mostraron que la adición de catalasa, disminuye el efecto de la L-

DOPA, bajando los niveles de expresión de NOS, con un efecto dosis-dependiente, e

incluso los niveles de expresión de NOS bajan mas allá del nivel basal, sugiriendo que la

NOS puede ser regulada vía NF»kB.
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Figura 20. El H2O2 producido por la oxidación de L-DOPA activa la transcripción de

NOS. 25 intestinos de mosquito en cultivo fueron incubados con 2.5 fig/ml de L-DOPA y

catalasa como se indica en la figura. Por RT-PCR/Southern se amplifico el producto de

NOS para conocer el efecto de la L-DOPA sobre la transcripción del gen y se uso catalasa

para determinar si el incremento de la transcripción se debía a la presencia de H2O2.
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IX. DISCUSIÓN
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En este trabajo se identificó y caracterizó parcialmente el cDNA de NOS de

Anopheles pseudopunctipennis, además se analizó su expresión en distintos estadios de

desarroüo y el papel de esta enzima en la respuesta inmune del mosquito; finalmente

estudiamos la producción de NO en intestinos de An. pseudopunctipennis cultivados in

vitro.

La secuencia de nucleótidos obtenida del cDNA de NOS de An. pseudopunctipennis

comparte identidad significativa con los genes de NOS de otros insectos y vertebrados. La

secuencia deducida de aminoácidos de las NOS de insectos, tales como D. melanogaster, R.

prolixus, An. stephensi y An. pseudopunctipennis, muestran una mayor identidad con la

NOS neuronal de vertebrados (51%), seguida por la NOS endotelial (48%) y finalmente por

la NOS inducibíe (42%). La identidad conservada entre los distintos genes de NOS de

insectos con la NOS neuronal de vertebrados sugiere que estos genes pueden compartir un

ancestro común.

Por otra parte, no se logró amplificar el cDNA de NOS de An. albimanus y de células

C6/36 (provenientes de Ae. álbopictus), probablemente debido a que los olígonucleótidos

utilizados en los ensayos, basados en la secuencia de An. stephensi, no tenían la identidad

suficiente para amplificar el cDNA de dichos organismos, ya que a pesar de que se usaron

distintas condiciones de PCR, como la temperatura de alineamiento y la concentración de

magnesio, no se obtuvo ningún producto específico. Sin embargo, esto no significa que el

gen no se esté expresando, recientemente en el laboratorio, utilizando otros

oligonucleótidos (HL-8S y HL-5A, basados en la secuencia áeAn. pseudopunctipennis y en

una región del gen diferente a la comprendida por los oligonucleótidos de An. stephensi), se

amplificó un fragmento de NOS de An. albimanus (datos no mostrados). La diferencia en

los resultados obtenidos inicialmente con éste último probablemente se deba a que los

oiigonucleótidos sean más conservadas entre estos mosquitos, facilitando su amplificación.

Además, en ensayos in vitro de producción de NO, a través de la reacción de Griess, se ha

observado que los estómagos en cultivo de An. albimanus, también son capaces de generar

NO, y responder a estímulos como la presencia de levaduras en el medio o inoculadas por

enema (datos no mostrados). Indicando que el mosquito An. albimanus expresa el gen que

codifica para la NOS y además la enzima es capaz de generar NO.
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La expresión de NOS es ubicua en la mayoría de los organismos vivos, indicando que

su fimción es muy importante en estos. En vertebrados la enzima NOS es responsable de la

formación de NO, el cual está involucrado en múltiples procesos fisiológicos, tales como la

vasodilatación, la neurotransmisión y la defensa contra bacterias y parásitos. La función de

la NOS en invertebrados ha sido poco estudiada, sin embargo, el gen ha sido clonado en

algunas especies de insectos (Regulski y Tuíly, 1995; Yuda et al, 1996; Luckhart et al.,

1998; Dimopoulos et al, 1998).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que NOS sólo se expresa en los

mosquitos adultos de An. pseudopunctipennis, mientras que se mantiene ausente en los

estadios larvarios y en las pupas. De manera similar Luckhart y colaboradores encontraron

que NOS se expresa de manera constitutiva en adultos hembras de An. stephensi, sin

embargo en esta especie no se analizó su expresión en estadios larvarios ni pupas (Luckhart

et ai., 1998). En contraste, en An. gambiae se detectó expresión de NOS en todos los

estadios de desarrollo del mosquito, desde huevo hasta adultos, aunque su expresión en

estos últimos fue mas abundante (Dimopoulos et al., 1998).

La expresión de NOS en An. pseudopunctipennis por RT-PCR, se localizó

principalmente en el intestino de estos, lo cual concuerda con la expresión de NOS descrita

en An. stephensi y An. gambiae (Luckhart et al, 1998; Dimopoulos et al., 1998). Sin

embargo, no se descarta la posibilidad de que se exprese en otros tejidos como se ha

observado en otros insectos, por ejemplo R. prolixus y D. tnelanogaster, enlos cuales NOS

fue localizada en glándula salival y cabeza, respectivamente (Yuda et al., 1996; Regulski y

Tully, 1995). Es interesante destacar el hecho de que la expresión de la enzima NOS en el

mosquito An. pseudopunctipennis se incrementa después de ía alimentación sanguínea,

mientras que se abate cuando ios mosquitos son tratados con una mezcla comercial de

antibiótico-antimicótíco. Estos datos sugieren que la enzima NOS, podría participar en el

control de la flora intestinal del mosquito, ya que el NO producido podría tener un efecto

citotóxico sobre los microorganismos que componen la flora intestinal de An.

pseudopunctipennis, para disminuir la cantidad de microorganismos, manteniendo así un

nivel constante de la flora intestinal. Este efecto también fue observado en An. stephensi,

donde se demostró que el uso de gentamicina disminuye la carga bacteriana intestinal y que
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aí mismo tiempo se reduce la expresión de NOS en los intestinos de los mosquitos tratados

con este antibiótico (Luckhart et al., 1998).

Por otra parte, el uso de sistemas in vitro puede facilitar el estudio de los mecanismos

de respuesta inmune en los mosquitos (Müller et al, 1999). En nuestro laboratorio se ha

establecido una estrategia efectiva para el cultivo y mantenimiento in vitro de tejidos de

mosquitos. El cultivo de intestinos nos permitió determinar que este órgano es capaz de

generar NO, y es cuantificable desde un mínimo de 5 \xM en un cultivo de 10 intestinos, por

medio de la reacción de Griess. Cabe destacar que en otros sistemas donde se ha

cuantificado por este método en hemolinfa, se requieren grandes cantidades de la misma

(hemolinfa proveniente de 200 mosquitos; Luckhart et al., 1998), lo cual hace del método

de cultivo de intestinos una herramienta muy útil y más sensible para la cuantificación de la

producción de NO en los mismos.

De esta manera, en este trabajo también se demostró in vitro que el intestino del

mosquito An. pseudopunctipennis, es capaz de responder a la presencia de

microorganismos como los oocinetos de P. berghei y las levaduras S. cereviceae, mediante

un incremento notable de la producción de NO, en tanto que las bacterias Gram negativas

(K, pneumoniaé) no inducen la producción de NO, lo cual concuerda con otros resultados

obtenidos en nuestro laboratorio en los cuales se ha observado melanización en respuesta al

inoculo de bacterias Gram positivas, pero no negativas, indicando que además la respuesta

inmune del mosquito es de tipo diferencial (Hernández et al, 1999).

Así mismo, resulta interesante el hecho de que ios oocinetos de P. berghei inoculados

por enema induzcan la actividad de la NOS, pues refleja parte de lo que ocurre

naturalmente cuando el parásito invade el epitelio intestinal. Eí NO producido

probablemente es tóxico para el parásito y de ese modo podría limitar eí desarrollo del

parásito durante la invasión del intestino, antes o durante el establecimiento del oocineto en

la lámina basal, para convertirse en ooquiste (Luckhart, et al., 1998; Han et al, 2000). Otra

posibilidad es que NO active alguna otra vía de señalización importante en la respuesta

inmune, como la producción de defensinas, tal como se observó en Drosophila (Nappi et

al., 2000). Por otra parte, en An. stephensi, se ha observado la participación de NOS y

particularmente del NO en la respuesta inmune contra Plasmodium. En esta especie se

encontró una inducción en la actividad transcripcional de NOS en extractos de mosquito
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después de la infección con el parásito (a 1-3 días post-infección, así como a 9-18 días). La

inducción también se midió a nivel de actividad de la enzima y se determinó que existe un

incremento en la cantidad de nitritos y nitratos presentes en ia hemolinfa de los mosquitos.

Así mismo, se observó que el inhibidor de NOS, L-NAME, suministrado en la dieta,

incrementa la formación de ooquistes, mientras que el precursor de NO, L-Arginina,

disminuye el número de ooquistes (Luckhart et al., 1998).

Dentro del contexto anterior, se puede decir que el intestino de los mosquitos es un

órgano de defensa contra la infección con el parásito Plasmodium, así como contra otros

microorganismos. Dimopoulos y colaboradores (1998) observaron un incremento en la

expresión de NOS después de la infección con bacterias y con P. berghei. Sin embargo,

dado que el NO producido durante la respuesta inmune, es una molécula incapaz de

reconocer células propias de las extrañas, sería interesante conocer, cómo se defiende el

epitelio intestinal de los mosquitos de 'su propio ataque'. Se ha observado que cuando los

oocinetos de Plasmodium atraviesan las células epiteliales del intestino de Án. stephensi,

esta presenta varios cambios, como la sobre-expresión de NOS, sugiriendo un incremento

en la generación de NO, y cambios morfológicos y de organización deí citoesqueleto. El

daño celular que se presenta es extensivo e irreversible, resultando en muerte celular (Han

et al, 2000). Es probable que el NO sea en parte, responsable de este evento, pues existen

evidencias de que el NO por su actividad citotóxica puede ocasionar la muerte a las células

que lo producen, o bien que actúe como una señal para llevar a la célula a apoptosis

(Bogdan et al, 2000). Desde el punto de vista evolutivo, se puede considerar como un

precio que hay que pagar, para evitar o prevenir la replicación del genoma extraño, la

evolución pudo haber seleccionado al NO, que debido a sus características, pequeña y

lipofilica, pocos microorganismos pueden bloquear su entrada, de modo que

presumiblemente, la utilidad del NO como agente anti-infeccioso es suficientemente alto a

pesar del riesgo de causar la muerte de sus propias células (MacMicking et al; 1997). Por

otro lado, es probable que las células epiteliales del mosquito presenten mecanismos que le

ayuden a evitar ei daño por NO. Existen evidencias en otros organismos que involucran a

enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation reductasa como

destoxificadores de ROIs y por lo tanto previenen la formación de peroxinitrito y así

protegen deí daño por NO (Bogdan et al., 2000). Así mismo, se han identificado varios
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genes cuyos productos confieren protección contra RNIs, entre ellos, la flavohemoglobina,

que presenta actividad dioxigenasa NO (convierte NO a NO~3) (Bogdan et al., 2000). La

formación de Nitrosotioles por las células productoras de NO es otra vía que se ha

propuesto para minimizar los efectos adversos del NO, cuando es producido en exceso

(Steffen et al , 2001). Estos mecanismos probablemente están presentes en los mosquitos,

así como en el parásito, sin embargo, hasta la fecha no han sido cuantificados en estos

organismos.

Finalmente, la L-DOPA fue capaz de inducir tanto la transcripción de NOS, como la

producción de NO en intestinos cultivados in vitro. Así mismo, por RT-PCR, se demostró

que la catalasa disminuye la expresión de NOS, lo cual sugiere que el H2O2 puede ser el

factor que podría activar a la transcripción del gen de NOS vía NF-kB . En mamíferos, la

producción de peróxido de hidrógeno durante las infecciones es un evento bien

documentado y se cree que puede ser un común denominador en la señalización intracelular

llevando a la activación de genes regulados por NF-KB (Mercurio y Manning, 1999);

también existen evidencias de que en Hyalophora cecropia la presencia de especies

reactivas de oxígeno es importante para la regulación de genes como el de atacina a través

del factor CIF, un homologó de NF-kB (Faye y Kanost, 1998).

En los mosquitos donde ha sido descrita la expresión de NOS y se ha caracterizado el

gen, se desconoce cuál es el mecanismo que opera para que incremente la transcripción de

NOS y consecuentemente la generación de NO. Sin embargo, una posibilidad es que el

H2O2 producido por la oxidación de L-DOPA actúe activando la translocación a núcleo de

factores transcripcionales como NF-kB, y éste induce la transcripción de NOS, pues se sabe

que éste gen presenta sitios consenso de unión a NF-kB (Luckhart y Rosenberg, 1999).

Además, se ha demostrado que la presencia de microorganismos en los mosquitos puede

activar la vía de profenoloxidasa para la melanización y la fenoloxidasa utiliza como

sustrato a L-DOPA, generando especies reactivas de oxígeno durante este proceso

(Ratcliffe et al, 1984; Nappi et al, 1995), de modo que éste podría ser uno de los

mecanismos mediante el cual los oocinetos y levaduras activan la transcripción de NOS y la

generación de NO en el intestino del mosquito.

Por otra parte, se desconoce el mecanismo mediante el cual NOS y NO actúan en la

eliminación del parásito, sin embargo, se sabe que la molécula citotóxica derivada del NO
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es el peroxinitrito, el cual se forma por la combinación de NO y el anión superóxido

(Nathan y Shiloh, 2000). Recientemente en el laboratorio, hemos observado que la

combinación de L-DOPA y Nitroprusiato de sodio, un donador de NO, afectan la viabilidad

de oocinetos en cultivo hasta en un 50%. Así mismo, se ha demostrado que el peroxinitrito

resulta tóxico para el parásito en el hospedero vertebrado.

En resumen, en la figura 21, se esquematiza un modelo hipotético que explica el

mecanismo de activación de NOS por los oocinetos de Plasmodium durante la invasión del

epitelio intestinal, donde estos podrían inducir la liberación de factores localizados en las

células epiteliales hacia la hemolinfa y otros tejidos, como el cuerpo graso, donde a su vez

inducirían la liberación de L-DOPA (Hopkins y Kramer, 1992) y la cascada de

melanización por la fenoloxidasa en la hemolinfa (Dunn, 1986; Nigam et al., 1996). Este

proceso se generan radicales libres de oxígeno que podrían difundir hacia el epitelio

intestinal y activar vías de señalización, como ía de NF-kB y de esta forma activar la

transcripción de genes incluyendo NOS y consecuentemente la producción de NO, el cual a

su vez, puede combinarse con otros radicales libres para formar peroxinitrito y esta

molécula citotóxica podría matar al parásito.
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* El gen que codifica para NOS se expresa en Anopheles pseudopunctipennis y su

secuencia muestra alta identidad con otras enzimas NOS conocidas.

* La cinética de expresión por RT-PCR muestra que NOS sólo se expresa en

estadios adultos de An. pseudopunctipennis.

* La expresión de NOS se detectó en intestino de mosquitos An.

pseudopunctipennis por RT-PCR. La alimentación sanguínea incrementa la expresión

de NOS en An, pseudopunctipennis probablemente por un aumento en la flora

intestinal.

* La producción de NO puede inducirse en cultivo de intestino de mosquitos An.

pseudopunctipennis con la presencia de levaduras y oocinetos de Plasmodium berghei.

* La L-DOPA incrementa la producción de NO en intestinos de mosquitos y es

probable que el H2O2 sea el inductor de NOS.

* No se logró amplificar el cDNA de NOS de Anopheles albimanus y de las células

C6/36 con los oligonucleótidos derivados de NOS de An. stephensi.
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Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la NOS y el NO participan en

la respuesta inmune de los mosquitos An. pseudopunctipennis contra diversas infecciones.

Se sabe que NOS se expresa en cepas de mosquitos An. gambiae, refractarios a la infección

por Plasmodium (Dimopoulos et al, 1998), además el NO limita la infección por

Plasmodium berghei en mosquitos An. stephensi (Luckhart et al, 1998) Por lo tanto, una

línea de investigación que se puede derivar, es determinar si existen diferencias en la

expresión de NOS y generación de NO durante la infección por Plasmodium entre las

diferentes cepas de mosquitos susceptibles y refractarias de An. pseudopunctipennis y An.

albimanus, que nos pudieran indicar la importancia de esta enzima en la repuesta inmune

contra el parásito.

Por otra parte, también se puede estudiar cuál es el efecto del NO en el parásito. En

este trabajo se demostró la generación de NO por la presencia de los oocinetos de P.

berghei en el intestino del mosquito, sin embargo se desconoce si éste tiene un verdadero

efecto sobre el parásito, si afecta su desarrollo, viabilidad, etc. por lo que actualmente en el

laboratorio, ésta es una línea que hemos empezado a investigar.

Así mismo, se sabe que a pesar de los mecanismos de defensa del mosquito, cierto

porcentaje de los parásitos que son ingeridos durante ía alimentación sanguínea, logran

desarrollarse con éxito hasta la siguiente etapa infectiva (Sinden y Billingsley, 2001), por

lo que, esto abre ía posibilidad de estudiar cuales son los mecanismos que el parásito tiene

para defenderse de los ataques del sistema inmune del mosquito, y en este caso, de la

generación de NO y otros radicales libres; es probable que los oocinetos de P. berghei usen

algún o algunos tioles como 'scavenger' de radicales de oxígeno y nitrógeno, como

sugieren algunos resultados obtenidos recientemente en nuestro grupo de trabajo (datos no

plublicados).

/
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